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1. Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist der haufigste solide Tumor der menschlichen
Niere und macht ungefahr 2% aller Krebsarten aus. Jahrlich werden in den USA
mehr als 35 000 neue Falle diagnostiziert. Es tritt vorwiegend ab einem Alter von
50 Jahren auf und betrifft Manner haufiger als Frauen (Cohen and McGovern;
2005; MclLaughlin and Lipworth; 2000). Es entsteht aus Epithelzellen des
proximalen Tubulus der Niere und tritt in verschiedenen histologischen Untertypen
auf. Es existiert das chromophobe, das chromophile und das klarzellige
Nierenzellkarzinom, wobei das klarzellige Nierenzellkarzinom Uber 70% aller
Erkrankungen ausmacht. Risikofaktoren sind wunter anderem Rauchen,
Ubergewicht, Bluthochdruck oder genetische Faktoren wie die Von-Hippel-Lindau-
Krankheit. Wenn der Tumor in einem frihen Stadium diagnostiziert wird hat die
Nephrektomie gute Aussichten auf Heilung (Bukowski; 1997; Cohen and
McGovern; 2005; McLaughlin and Lipworth; 2000; Stenzl and deKernion; 1989;
Vogelzang and Stadler; 1998). Da es aber in fruhen Stadien meistens keine
typischen Symptome gibt und nur Allgemeinbeschwerden wie Fieber, Mudigkeit
oder Blut im Urin auftreten, wird der Tumor haufig zufallig bei allgemeinen
Untersuchungen entdeckt. Bei den meisten neudiagnostizierten Patienten liegen
deshalb schon Metastasen in anderen Organen vor. Hier miUssen ausser der
Nephrektomie noch andere Therapiearten angewendet werden. Patienten mit
Metastasen haben eine sehr schlechte Prognose, da das Nierenzellkarzinom
resistent gegentber Bestrahlung und Chemotherapie ist. Die gangigsten
Therapien, die in letzter Zeit angewendet wurden, sind die Gabe von Zytokinen
wie IL-2 oder IFN-a (Bukowski; 1997; Cohen and McGovern; 2005).
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1.1.1 Das klarzellige Nierenzellkarzinom

Das klarzellige NZK ist mit Uber 70% das am haufigsten auftretende NZK und ist
durch eine Mutation im Tumorsuppressorgen Von-Hippel-Lindau charakterisiert.
Wenn diese Mutation vererbt wird, spricht man von der Von-Hippel-Lindau-
Krankheit und fast 40% aller Patienten mit einer Mutation in diesem Gen
entwickeln ein NZK. Die Von-Hippel-Lindau-Krankheit ist ein seltenes, autosomal
dominantes Syndrom, dessen Folgen retinale Angiome, Pheokromocytome oder
das klarzellige Nierenzellkarzinom sind (Pal et al; 1997). Bei dieser Erkrankung
entsteht eine Mutation in der Keimbahn und somit wird ein defektes Allel vererbt.
Wenn das zweite Wildtyp-Allel auch noch einen Funktionsverlust erfahrt, kommt
es zur Entstehung eines NZK. (Cohen and McGovern; 2005; Talks et al; 2000;
Yao et al; 2002). Es gibt aber auch haufig Spontanmutationen im VHL-Gen, die zu
einem NZK fuhren. Dies macht VHL zu einem wichtigen Faktor der NZK-Biologie.
Das VHL-Gen gehdrt zur Klasse der E3 Ubiquitin Ligasen und wurde auf dem
Chromosom 3p25 lokalisiert. VHL ist an dem gezielten Abbau des Hypoxia-
inducible-factor (HIF) durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg beteiligt. Bei der

Anwesenheit von Sauerstoff steuert VHL die Ubiquitinierung von HIF.

Block n Proteasome
b
HIFa HIFq o .
b

HIF Target Genes Activated M

!

VEGF, PDGF, TGFu Production

Abb.1: Ubersicht Uber den HIF-Signalweg, aus: Larkin and Eisen, 2006, Crit Rev Oncol

Hematol.
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HIF ist ein Transkriptionsfaktor mit einem alpha/beta Heterodimer. Er besitzt eine
DNA-Bindungsdomane, die die Sauerstoff-abhangige Expression von Genen
reguliert. Im Gegensatz zu HIFa wird HIF konstitutiv exprimiert. HIFa ist die
Komponente, die durch Sauerstoff reguliert wird und die Aktivitdt von HIF
bestimmt (Harris; 2002; lliopoulos et al; 1995; Ivan et al; 2001; Talks et al; 2000).
HIF1a akkumuliert im Zustand der Hypoxie oder in Zellen mit einer Fehlfunktion
von VHL. Bei normaler Konzentration von Sauerstoff wird HIF1a schnell durch
VHL erkannt und mit Ubiquitin-Molekilen markiert. Bei Hypoxie ist HIF1a vor
Abbau geschutzt und kann in den Kern gelangen, wo es bis zu 60 verschiedene
Gene aktiviert (Abb. 1). Fruhere Arbeiten haben gezeigt, dass die
sauerstoffabhangige Hydroxylierung von zwei Prolinresten des HIF-Komplexes
essentiel fur die Bindung von HIFa an VHL ist (Harris; 2002; Ivan et al; 2001;
Jaakkola et al; 2001). Dies fuhrt zur Markierung von HIF1a mit einer Ubiquitin-
Kette und somit zum Abbau durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg. HIF spielt eine
Schlusselrolle bei der Regulation des Glucose-Stoffwechsels, der Angiogenese,
des Zellzykluses oder der Erythropoese unter sauerstofflimitierenden
Verhaltnissen. Wichtige Gene, die in Folge einer HIF-Aktivierung exprimiert
werden, sind unter anderem der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder
der Transforming Growth Factor (TGF). Dies fuhrt beim Nierenzellkarzinom zu
einer unkontrollierten Angiogenese (Narravula and Colgan; 2001; Raval et al;
2005). Als Ergebnis von Hypoxie, die haufig in Tumoren vorherrscht, und
Mutationen im VHL-Gen ist der HIF-Signalweg in vielen malignen Erkrankungen
aktiv, wird in gesunden Geweben aber nicht exprimiert (Harris; 2002; Talks et al;
2000). Obwohl die Ausloser flr das Nierenzellkarzinom vielfaltig sein kdnnen ist
eine Alteration in der Funktion von HIF eine auffallige Gemeinsamkeit. Vor kurzem
wurden Stoffe, die die Interaktion von VEGF mit VEGFR blockieren in die Therapie
des Nierenzellkarzinoms eingefuhrt. Die Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib und
Sunitinib und der humanisierte monoklonale Antikérber Bevacunib (Avastin) haben

schon einige Erfolge bei der Therapie gezeigt.
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1.1.2 Das papillare Nierenzellkarzinom

Das sporadische papillare NZK hat eine 5-Jahres Uberlebenszeit von 90% und tritt
5 Mal haufiger bei Mannern als bei Frauen auf. Es metastasiert weniger haufig als
das klarzellige NZK, die Uberlebenschance fiir metastasierendes papillares NZK
ist allerdings noch schlechter als fur das klarzellige NZK (Motzer et al; 2002). Eine
vererbbare Variante des papillaren NZK kommt durch eine autosomal dominante
Mutation auf Chromosom 7 zustande. Auf diesem Chromosom ist das Proto-
Onkogen MET lokalisiert, eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die normalerweise durch
den Hepatozyten-Wachstums-Faktor aktiviert wird. Im erblichen papillaren NZK
erfahrt MET eine Autoaktivierung durch den Austausch von bestimmten
Aminosauren. Dadurch kommt es zu einer Duplikation des Chromosoms 7, was zu
einer erhohten Gendosis fuhrt (Delahunt and Eble; 1997; Zhuang et al; 1998). Nur
ein geringer Prozentsatz des sporadischen papillaren NZK hat Mutationen im MET
Onkogen, was die Pathogenese vom klarzelligen NZK unterscheidet. Aulierdem
sind flr das papillare NZK noch eine Trisomie des Chromosoms 17 und bei

mannlichen Patienten der Verlust des Y-Chromosoms charakteristisch.

1.1.3 Das chromophobe Nierenzellkarzinom

Das chromophobe NZK macht ungefahr 4% aller NZK aus und hat haufig einen
benignen Ausgang nach einer Nephrektomie, wenn die Stufe und der Grad des
Tumors gunstig sind. Das chromophobe NZK entsteht aus Zellen des distalen
Tubulus und zeichnet sich durch einen erheblichen Chromosomenverlust (-1, -3, -
6, -10, -13, -17 -21) aus (Cheville et al; 2003; Speicher et al; 1994).

1.1.4 Therapieansatze

Da bei dem Nierenzellkarzinom nur geringe Symptome auftreten hat der Tumor
bei Diagnose haufig schon metastasiert und eine Nephrektomie hat nur noch

einen geringen Therapieerfolg.
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Die bisher gangigste Therapie war eine Immuntherapie mit der Gabe von
Zytokinen wie IL-2 und IFN-a. Bei Patienten mit positiven Risikofaktoren erlangt
man hierbei eine Anspruchrate von 10 - 20%. Bei Nichtansprechen liegt die
Uberlebensrate fur 5 Jahre allerdings bei unter 10%. Wegen des geringen
Ansprechens und der hohen Toxizitat dieser Substanzen ist es wichtig neue
Ansatze zu finden (Bukowski; 1997).

Da eine unkontrollierte Angiogenese ein haufig auftretendes Phanomen bei dem
Nierenzellkarzinom ist, ist die Gabe von anti-VEGF Antikorpern wie Bevacizumab,
das unter dem Handelsnahmen Avastin seit Frihjahr 2005 von der Food and Drug
Association (FDA) zugelassen ist, ein interessanter neuer Ansatz. Bevacizumab
gilt als erste Wahl bei metastasierten kolorektalen Karzinomen in Kombination mit
Folinsaure und Irinotecan (Hebbar et al; 2009). Beim Nierenzellkarzinom ist es fur
die Kombinationstherapie mit IFN-a zugelassen (Bukowski; 2008). Es laufen noch
zahlreiche weitere Studien, die die Wirksamkeit von Bevacizumab bei anderen
Tumoren testen, wie z.B eine Kombinationstherapie mit Cisplatin bei
fortgeschrittenem Lungenkrebs (Escudier et al; 2008; Rini et al; 2008).

Eine weitere neue vielversprechende Methode, die seit kurzem fiur die Therapie
des NZK zugelassen ist, ist die Gabe von Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie
Sorafenib (Nexavar, BAY 53-9006) oder Sunitinib (Sutent, SU11248). Sorafenib
wurde im Dezember 2005 von der FDA fur die Behandlung des fortgeschrittenen
metastasierenden  Nierenzellkarzinoms  zugelassen und hemmt den
Raf/MEK/ERK-Signalweg und Rezeptor-Tyrosinkinasen wie VEGF-Rezeptor-2
und -3, PDGF-Rezeptor-B, FIt3 und c-Kit. Dadurch kommt es zu einer
verminderten Angiogenese und Proliferation des Tumors sowie der Induktion von
Apoptose. Sunitinib hemmt im Gegensatz zu Sorafenib nur die VEGF-Rezeptoren
2 und 3, die PDGF-Rezeptoren a und B, den c-Kit-Rezeptor und FIt-3. In einer
randomisierten Studie hat Sunitinib zu einer verbesserten Ansprechrate und des
Gesamtuberlebens gefuhrt und wurde in den USA und Europa als Erstlinien- und
Zweitlinientherapie fur das metastasierende NZK zugelassen (Grandinetti and
Goldspiel; 2007; Hutson and Figlin; 2007; Panka et al; 2006).
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1.2 Der Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor

Peroxisomen sind kleine, von einer Membran umhullite Vesikel, in deren Innerem
eine Vielzahl von Reaktionen ablaufen. Zu den Funktionen gehdrt unter anderem
die Synthese von Glycerollipiden, die Synthese und der Abbau von Cholesterin
oder die Oxidation von Fettsauren. Die Entdeckung eines nukledren Rezeptors,
der durch peroxisomale Proliferatoren aktiviert wird, hat interessante Einblicke in
die molekularen Mechanismen und die Wirkungsweise ihrer pleiotropen Effekte
bereitet (Demetri et al; 1999; Lazarow; 1987). Der Peroxisome-Proliferator-
Activated-Receptor-y (PPARYy) ist ein Transkriptionsfaktor, der zur Familie der
Hormon-Rezeptor-Superfamilie gehort. Weitere Mitglieder dieser Familie sind
Estrogen-, Thyroid-Hormon-Rezeptoren, Vitamin D3 oder Retinoid-X-Rezeptoren
(Wang et al; 2006).

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors

< N

PPARa

* lipid metabolism PP[-‘ i i ?PARY‘ ivi
; : « prolif of FML « insulin sensitivity
* apolipoproteins « angiogenesis * adipocyte
. mf.lam‘matmn « apoptosis « inflammation
* oxidation « inflammation * cell growth
[EEE] natural or Cytoplasm

synthetic ligand

Nucleus

PPAR |
. ] cis-retinoicacid
; Regulation of
— 'PPRE NFxB

Promotor Gene

Abb. 2: Ubersicht liber die Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptors, aus Bordet et al,
2006, Biochem Soc Trans.
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Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind drei Untertypen von PPAR (a, /6 und y) bekannt,
die eine bestimmte Verteilung im Gewebe aufweisen. PPAR-a wird hauptsachlich
in Hepatozyten, Kardiomyozyten, proximalen Tubuluszellen der Niere und
Enterozyten exprimiert, wohingegen die Expression vonn PPAR-B/d nicht so

spezifisch ist und haufiger auftritt (Evans; 1988; Wang et al; 2006).

1.2.1 PPARyY

PPARYy ist der am besten charakterisierte Rezeptor und wird hauptsachlich in
Fettgewebe exprimiert, wo er regulatorische Funktionen beim Glucose-
Stoffwechsel, der Insulin-Sensitivierung, der Differenzierung von Adipozyten oder
dem Fettstoffwechsel ausfihrt. Aulerdem ist er fur die Transkription von
Adipozyten-spezifischen Genen veranwortlich (Abb. 2) (Evans; 1988).

Ausser seiner klassischen Rolle im Fettgewebe wurde gezeigt, dass er in
geringem Male auch noch in anderen Geweben wie z.B. in Brust, Darm, Niere
oder in Zellen des Immunsystems exprimiert wird. Dort wurde er mit
verschiedensten physiologischen Prozessen und Aspekten der Zelle in
Verbindung gebracht, wie zum Beispiel die zellulare Entwicklung, Differenzierung
oder Apoptose (Chinetti et al; 1998; Koeffler; 2003; Mueller et al; 1998; Shimada
et al; 2002).

Nach der Bindung eines Liganden heterodimerisiert PPARy mit dem Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) und bindet an spezielle PPAR-Response-Elemente (PPRE), die
innerhalb des Promotors seiner Ziel-Gene liegen. PPARYy besitzt spezielle DNA-
Bindungsmotive. Diese Motvie erkennen die spezifischen Nukleotid-Sequenzen
der PPREs (Willson et al; 2000).

Ausser den Funktionen, die PPARy in normalen Geweben ausubt, haben
verschiedene Studien gezeigt, dass die Aktivierung von PPARy zu einem
Wachstumsstopp, der Ausdifferenzierung und Apoptose in verschiedenen
Tumoren wie Brustkrebs und Prostatakrebs fuhrt (Koeffler; 2003; Mueller et al;
1998).
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1.2.2 Liganden von PPARy

PPARy-Rezeptoren werden von verschiedenen lipophilen Liganden aktiviert, wie
z.B. langkettige mehrfach ungesattigte Fettsauren, Eicosonoid-Derivate wie
Prostaglandin-EJ,, Komponenten von Fettsaure-Derivaten oder von oxidierten
Low-density-Lipoproteinen (OxLDL). Prostaglandin- EJ, gilt als der potenteste
naturlich vorkommende Ligand und ist auch der haufigste Aktivator von PPARy
(Desvergne and Wahli; 1999; Nagy et al; 1998). Synthetische hoch-affine
Liganden sind die Thiazolidinedione (TZD), eine Gruppe von hypoglykamischen
Substanzen, die Hyperglykamie sowie Hyperinsulinamie in einem Insulin-
resistenten Zustand reduzieren. Zu ihnen gehdren Troglitazone, Rosiglitazone
oder Pioglitazone. Ausser ihrer anti-diabetischen Wirkung zeigen TZDs anti-
inflammatorische Effekte und sind von grof3em Interesse als mogliche anti-Tumor
Agenzien, da sie zu einem Wachstumsstopp und Apoptoseinduktion einer grofl3en
Reihe von Tumoren fuhren (Koeffler; 2003; Mueller et al; 1998). Andere
synthetische Substanzen, die als Liganden fungieren kdnnen, sind l|buprofen,
Indomethacin oder Fenoprofen (Demetri et al; 1999; Lehmann et al; 1995; Wang
et al; 2006).

1.3 Das Proteasom

Das Proteasom ist ein multikatalytischer Protease-Komplex, der aus 28
Untereinheiten besteht. Diese Untereinheiten sind aus vier Ringen mit jeweils
sieben Untereinheiten aufgebaut. Die beiden auleren werden als a-Ringe, die
beiden inneren als B-Ringe bezeichnet, wobei nur die B-Ringe proteolytische
Aktivitat besitzen (Ciechanover; 1993; Ciechanover; 1994).

Man unterscheidet zwischen dem konstitutiven 20S Proteasom und dem
aktivierten 26S Proteasom. Das 20S Proteasom hat die Struktur eines
Hohlzylinders deren B4, B2 und B7 Untereinheiten der beiden Ringe allerdings
inaktiv sind.

Das Proteasom wird durch IFN-y-Ausschuttung aktiviert, wobei die konstitutiven
Untereinheiten durch die aktiven Untereinheiten LMP-2, LMP-7 und MECL ersetzt

werden. Die drei aktiven Untereinheiten spalten Proteine nach bestimmten
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Aminosauren. Dabei schneidet die erste ahnlich wie Trypsin nach basischen, die
zweite ahnlich wie Chymotrypsin nach grof3en, hydrophoben und die dritte wie
eine Postglutamyl-Peptid-Hydrolase nach sauren Aminosauren (Oberdorf et al;
2001).

Proteine, die mit einer Polyubiquitin-Kette markiert sind, werden durch das
Proteasom degradiert. Das 26S Proteasom besitzt zwei 19S regulatorische
Komplexe an beiden Enden, die Ubiquitin-markierte Proteine erkennen, sie binden
und durch das Proteasom schleusen. Dabei werden diese Proteine zu

Oligopeptiden aus 3-23 Aminosauren degradiert.

1.3.1 Der proteasomale Abbauweg

In einer Zelle werden kontinuierlich neue Proteine synthetisiert. Daher mussen
andere wieder abgebaut werden, um die Homdostase aufrechtzuerhalten. In
eukaryotischen Zellen werden die meisten Proteine Uber den Ubiquitin-Proteasom-
Weg abgebaut.

In diesem Komplex werden nicht nur kurzlebige Proteine degradiert, sondern auch
Proteine, die den Zellzyklus kontrollieren, Transkriptionsfaktoren,
Tumorsuppressorgene, Onkogene, Signalmolekile oder auch inhibitorische
Molekule (Adams et al; 2000; Wu; 2002). Das Proteasom ist au3erdem wichtig,
um falsch gefaltete oder beschadigte Proteine abzubauen, und entscheident fur
die Antigenprozessierung des MHC-I-Weges. Das Proteasom ist somit an der
Regulation der Proliferation, der Differenzierung und des Uberlebens der Zelle
beteiligt.

Damit Proteine abgebaut werden konnen, mussen sie durch Ubiquitin-Molekule
markiert werden. Ubiquitin-Moleklle sind kleine Molekule, die Multimere bilden
konnen. Die Markierung geschieht in einem Prozess, an dem 3 Enzyme beteiligt
sind. Das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) katalysiert die Aktivierung der C-
terminalen Karboxygruppe durch die Bildung einer Thioestherbindung. Durch
diese Bindung kann das zweite wichtige Enzym, das Ubiquitin-conjugierende
Enzym (E2), mehrere Ubiquitin-Molekule verbinden. Das letzte Enzym, die

Ubiquitin Ligase (E3), verbindet die Ubiquitin-Kette mit dem zu degradierenden
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Protein, wobei sie ein Ubiquitin-Molekul Uber einen Glycin-Rest an einen Lysin-
Rest des Proteins bindet (Adams et al; 2000; Hershko; 2005).

Nachdem die Proteine einen Polyubiquitin-Schwanz bekommen haben, werden
sie vom 19S regulatorischen Komplex erkannt und dort unter ATP-Verbrauch

denaturiert und danach in das Proteasom beférdert und degradiert.

1.3.2 Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib

Bortezomib, N-Pyrazinecarbonyl-L-Phenylalanin-L-Leucin-Boronsaure, das friher
PS-431 genannt wurde, ist ein Boronsauredipeptid. Adams et al. haben 1998 die
Synthese mehrere Boronsaure-Verbindungen beschrieben, von denen sich
Bortezomib am effektivsten erwiesen hat (Adams; 2002).

Bortezomib inhibiert das Proteasom sehr spezifisch und reversibel, indem es an
die Chymotrypsin-ahnliche Untereinheit bindet und diese blockiert. Bortezomib ist
wirksamer als andere Proteasom-Inhibitoren und bindet mit einer hohen Affinitat
an das Proteasom (Adams et al; 1998).

In Tiermodellen wurde festgestellt, dass es nicht in die immunprivilegierten
Regionen wie Gehirn, Augen und Testes gelangt.

Bereits eine geringe Konzentration von Bortezomib, weniger als 10 nmol/L,
genugt, um eine Inhibition des Proteasoms zu erreichen. Aullerdem ist die
Plasmahalbwertszeit sehr gering (Rajkumar et al; 2005).

Studien haben gezeigt, dass der Einsatz von Bortezomib Zytotoxitat,
Wachstumsinhibition und Apoptose induziert (Teicher et al; 1999).

Bortezomib ist der erste Proteasom-Inhibitor, der von der amerikanischen Food
and Drug Association fur die Therapie von Patienten mit Multiplem Myelom (MM),
bei denen mindestens zwei vorangegangene Therapien fehlgeschlagen haben,
zugelassen wurde (Richardson et al; 2003). AuRBerdem gibt es bereits erste
Studien, die zeigen, dass auch Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom, ALL oder
soliden Tumoren von einer Therapie mit Proteasom-Inhibitoren profitieren konnen
(Cortes et al; 2004; Kondagunta et al; 2004; Papandreou and Logothetis; 2004).
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1.4 Das Endoplasmatische-Retikulum

Eine gemeinsamkeit der Proteasom-Inhibition und der PPARy-Aktivierung ist die
Auslésung von endoplasmatischem Stress. Das endoplasmatische Retikulum ist
der Ort, an dem die Synthese von sekretorischen Proteinen, die finale
Proteinfaltung und die Kontrolle fur korrekt gefaltete Proteine stattfindet. Proteine,
die dafur bestimmt sind, in irgendeiner Weise in den sekretorische Signalweg
einzugreifen, werden in Sec61 Translokons genannten Vesikeln durch die
Membran transportiert und von Chaperonen auf ihre richtige Faltung kontrolliert.
Nur Proteine, die diese Prufung bestehen, durfen das ER in COPIlI Vesikeln
verlassen. Alle anderen werden durch Secll Kanale ins Zytosol transportiert, mit
Ubiquitin-Molekulen markiert und durch das Proteasom abgebaut (Robson and
Collinson; 2006; Watson and Stephens; 2005).

Situationen, die zu einer Anhaufung von falsch gefalteten Proteinen oder einer
anderen Stérung in der ER-Homoostase beitragen, fihren zur Auslésung von

endoplasmatischem Stress.

1.4.1 Endoplasmatischer Stress

Die Stoérung der Calcium-Homdoostase, die Inhibition der Protein-Glycosylierung,
eine Schadigung der DNA oder die Ansammlung von falsch gefalteten Proteinen
kénnen im Endoplasmatischen Retikulum eine Stress-Reaktion ausldsen, die die
Funktion des ER aber nicht ausser Kraft setzt. Diese sehr stark konservierte
Reaktion, die schon in Hefen zu beobachten ist, wird als Unfolded-Protein-
Response (UPR) bezeichnet. Die Ansammlung von falsch gefalteten Proteinen
wird durch verschiedene Substanzen verursacht, wie z.B Tunicamycin, das die
Glycosylierung von Proteinen unterbindet, Brefeldin A, das den Protein-Transport
zwischen ER und Golgi-Apparat inhibiert, DTT, das die Bildung von Disulfid-
Bricken verschlechtert, oder andere Zellgifte. Thapsigargin kann auch ER-Stress
auslésen, indem es die sarkoplasmatische/endoplasmatische CAZ*-ATPase
inhibiert, was zu einer Storung der ER-Calcium-Homoostase fuhrt. Die wichtigsten
drei Effekt der UPR ist die Translationsrate zu vermindern, die Induktion der

Transkription von ER-Chaperonen und Stress-Proteinen und die Beseitigung der
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falsch gefalteten Proteine durch retrograden Transport oder Abbau durch das
Proteasom (Egger et al; 2007; Lai et al; 2007; Morris et al; 1997; Nawrocki et al;
2005; Rao et al; 2001).

Um diese Ziele zu erreichen, werden ER-spezifische Signalwege aktiviert: PERK,
ATF6 und IRE1.

In ungestressten Zellen bildet das ER-Chaperon BiP einen stabilen Komplex mit
IRE1. Wenn Proteine, das eigentliche Substrat von BiP, sich nicht korrekt falten,
konkurrieren falsch gefaltete Proteine mit IRE1 um BiP und es werden immer
mehr Chaperone von IRE1 abgezogen. Dadurch kommt es zu einer
Oligomerisierung von IRE1, einer anschliellienden auto-Phosphorylierung und der
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Hasc1, der zur Transkription von Genen
fuhrt, die den proteosomalen Abbau beschleunigen.

Der zytosolische Teil des transmembranen Transkriptionfaktor ATF6 wird im Zuge
der UPR abgespalten, migriert in den Nukleus und aktiviert Gene fir ER-
spezifische Chaperone wie BiP oder Chop.

Das dritte Protein, die transmembrane ER-Kinase PERK wird in nicht gestressten
Zellen auch durch die Bindung von BiP inaktiv gehalten. Bei Aktivierung
phosphoryliert PERK elF-2a, welches in phosphoryliertem Zustand nicht in der
Lage ist die Translation zu initieren, was zu einem globalen Translationsstopp
fuhrt (Lai et al; 2007; Morris et al; 1997; Oh and Lim; 2009).

Wenn die Zellen zu stark beschadigt sind und die zytoprotektiven Mechanismen
der UPR nicht mehr greifen, leitet die Zelle eine ER-Stress vermittelte Apoptose
ein. Diese lauft Uber sie Aktivierung der ER-spezifischen Caspase-4 und des
Chaperons CHOP ab (Egger et al; 2007; Lai et al; 2007; Nawrocki et al; 2005).

1.4.2 ER-Stress durch Troglitazone und Bortezomib

Bortezomib inhibiert das Proteasom und somit einen wichtigen Faktor der
zytoprotektiven Mechanismen der UPR. Durch die Proteasom-Inhibition konnen
falsch gefaltete Proteine nicht mehr abgebaut werden und es kommt zu einer
Akkumulation. Das fuhrt dazu, dass die zytoprotektiven Mechanismen der UPR
nicht mehr greifen und die Zelle somit eine ER-vermittelte Apoptose einleitet
(Nawrocki et al; 2005).
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PPARYy-Liganden induzieren ER-Stress, indem sie die UPR aktivieren. Durch
verschiedene PPARy-Liganden wird die Expression von UPR-regulierten
Proteinen wie BiP, CHOP oder Hsp50 hochreguliert und die Phosphorylierung von

elF-2a eingeleitet, was zu einem Translationsstopp fuhrt (Weber et al; 2004).

1.5 Zielsetzung

Das Nierenzellkarzinom ist der dritthaufigste urologische Tumor mit jahrlich etwa
12000 Neuerkrankungen in Deutschland. Er ist resistent gegentber Chemo- und
Strahlentherapie und obwohl es in den letzten Jahren immer wieder neue
Therapieansatze gegeben hat, ist die Prognose beim metastasierenden NZK
immer noch sehr schlecht. Bei der Untersuchung von Tumorproben von
Nierenzellkarzinompatienten wurde entdeckt, dass PPARYy in den meisten Proben
uberexprimiert war. Es gibt schon einige Studien, die besagen, dass die
Aktivierung von PPARy zu einem Wachstumsstopp und der Apoptoseinduktion
von verschiedenen Tumoren fuhrt. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der
Auswirkungen des PPARy-Agonisten Troglitazone auf die drei unterschiedlichen
Nierenzellkarzinomlinien A498, CAKI-2 und MZ1774. Es wurde ermittelt, ob
Troglitazone Einfluss auf die Zytokinsekretion, die Signaltransduktion oder
Apoptoseinduktion hat. AuRerdem sollte untersucht werden, ob die kombinierte
Behandlung mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib die Wirkung von PPARy
verstarken kann. Schon in friheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass
Tumorzellen sensitiver auf die Proteasom-Inhibition durch Bortezomib reagieren
als normale Zellen. Uber die genauen biochemischen Ablaufe ist allerdings noch
wenig bekannt.

Die Kombination von Troglitazone und Bortezomib kdnnte somit ein wichtiger
neuer Ansatz in der Therapie des behandlungsresistenten metastasierenden

Nierenzellkarzinom sein.
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2. Material

2.1 Gerate

Produkt

Hersteller

Autoklav: Varioklav® Dampfsterilisator

Durchflusszytometer FACSCalibur™
ELISA-Reader (SLT Rainbow)

Geldokumentationssystem BioDoc
Analyze
Lichtmikroskop: Olympus CK 30-F200

MiniProtean Il Elektrophoresekammern

Pipetboy
Power Supply EPS 301

Power Supply EPS 601
Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow

Schwenktisch
Sicherheitswerkbank HS18/2
Spektralphotometer GeneQuant Ii
Wasserbad
Zellkultur-Brutschrank
Zentrifugen:

Multifuge 3 S-R
Eppendorf-Zentrifuge 5417R

H+P Labortechnik GmbH,
Oberschleiffheim
BD Biosciences, Heidelberg

Tecan GmbH, Crailshaim

Biometra, Gottingen

Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg
BioRad Laboratories GmbH, Minchen

Integra Biosciences, Fernwald
GE Healthcare Freiburg
GE Healthcare, Freiburg

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Neolab, Heidelberg

Kendro, Langenselbold

GE Healthcare, Freiburg

Memmert GmbH+Co.KG Schwabach
NuAire, Inc., Plymouth, USA

Kendro Laboratory Products, Hanau

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Combitips plus, 5 ml
Einmalspritze
Kodak Biomax Light Film 13x18cm

Nitrozellulosemembran

NUNC Cryo Tube Vials

1 ml

1,8 ml

Peha-Soft Handschuhe
Pipetten
Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen Falcon®, 50 ml
PP-Test Tube Cellstar®, steril, 15 ml

Reaktionsgefalle, 1,5 ml
Rundbodenrdhrchen, Polystyrol, 5 ml,

steril, 12 x 75 mm
Stericup™, 0,22 pm, 500 ml, steril
Sterilfilter Minisart, 0,2 uM, steril

TC-Tube Cellstar®, steril, 14 ml,
16,0/100 mm Screw Cap
96-Well-Flachbodenplatte Cellstar®

96-Well-Rundbodenplatte Cellstar®
X-Ray Cassette
Whatman-Papier

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Schleicher & Schuell BioSciences GmbH,
Dassel

Nalge Nunc International, Rochester,
USA

Nalge Nunc International, Rochester,
USA

Paul Hartmann AG, Heidelberg

Corning Inc., Corning, New York, USA
Greiner, BioOne GmbH, Frickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg

Millipore, Bedford, USA
Satorius, Gottingen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Gollwitzer GmbH & Co KG, Augsburg
BioRad Laboratories GmbH, Munchen
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Zellkulturflaschen

0.2 um Vented Blue Plug Se Cap,

BD Biosciences, Heidelberg

75 cm?, 250 ml

0.2 ym Vented Blue Plug Seal Cap, BD Biosciences, Heidelberg

25 c¢cm?, 70 ml

2.3 Zelllinien

Name Ursprung

A498 Giard et al., J Natl Cancer Inst 51: 1417-1423
(1973)

CAKI-2 Fogh et al., J Natl Cancer Inst 58: 209-214
(1977)
Fogh et al., J Natl Cancer Inst 59: 221-226
(1977)

MZ1774 Barbara Seliger, Universitat Mainz

2.4 Reagenzien

2.4.1. Antikorper fur Western Blot-Analyse

2.4.1.1 Unkonjungierte Antikorper

Produkt

Hersteller

Ziege anti-Aktin

Kaninchen anti-Bcl-x

Maus anti-BiP/GRP78

Maus anti-Caspase-3/CPP32
Maus anti-Caspase-4
Kaninchen anti-pERK1/2
Kaninchen anti-ERK1/2

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Assay designs, Hamburg

Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt
Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt
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Maus anti-GAPDH
Maus anti-HIF1a
Kaninchen anti-pJAK1
Maus anti-Mcl-1
Kaninchen anti-mTor
Kaninchen anti-pmTOR
Maus anti-PARP-1
Maus anti-PPARy
Maus anti-PTEN
Kaninchen anti-relB
Maus anti-STAT3
Maus anti-pSTAT3

Maus anti-Survivin

HyTest, Turku, Finnland

BD Biosciences, Heidelberg

Upstate, Schwalbach

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt
Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt
Alexis Biochemicals, Grunberg

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt
Cell Signaling Technology Inc., Frankfurt
R&D Systems, Wiesbaden

2.4.1.2 Konjungierte Zweitantikorper

Produkt

Hersteller

Kaninchen anti-Ziege-HRP

Ziege anti-Hase-HRP
Ziege anti-Maus-HRP

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg

2.4.2 Chemikalien

Produkt

Hersteller

30% Acrylamid/Bis-acrylamid

(37,5:1)
Ammoniumpersulfat

Aprotinin

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma, St. Louis, USA
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Bench Mark™ Prestained Protein
Ladder

Biotinylated SDS PAGE
Standards Low Range
Beta-Mercaptoethanol
Bortezomib

BSA

Bromphenolblau
DEVD-AMC

DMSO

DTT

EDTA,0,5M

EGTA

Glycerin

Glycin

GW9662

Igepal CA-630

Marker fur SDS-PAGE, Broad
Range
Natrium-Ortho-Vanadat
PMSF

Propidiumiodid

SDS

Slim Fast Schokolade
Streptavidin Horseradish
Peroxidase Conjugate
TEMED

Tris

Troglitazone
Tunicamycin
Trypanblau

TWEEN® 20

Invitrogen, Karlsruhe

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Sigma-Albrich, Deisenhofen
Apotheke des Universitatsklinikums Tubingen
Roche, Mannheim

Sigma, St. Louis, USA

Alexis Biochemicals, Grinberg
Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Schwalbach
Sigma, St. Louis, USA

BioRad Laboratories GmbH, Minchen

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Slim Fast Deutschland GmbH, Wiesbaden

Amersham Life Science, Freiburg,

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA

Biomol, Hamburg

Sigma, St. Louis, USA

Merck, Hohenbrunn
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2.5 Oligodesoxyribonukleotide

Samtliche Oligodesoxyribonukleotide wurden von der Firma Biomers, Ulm

bezogen.

HIF1alphaF 5'-gaaagcgcaagtccaag
HIF1alphaR 5'-tgggtaggagatggagatgc
B2-MikroglobulinF 5'-gggtttcatccatccgacat
B2-MikroglobulinR 5'-gatgctgcttacatgtctcga
2.6 Kits

Produkt Hersteller

BCA Protein Assay Reagent Kit  Pierce, Peribo Science, Bonn

ECL® Western Blotting Detection Amersham Biosciences Europe, Freiburg

Reagent Kit
Immunotech ELISA Kit Beckmann Coulter", Krefeld
Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Superscript™ cDNA Synthesis Kit Invitrogen, Karlsruhe

2.7 Medien und Antibiotika

Die Medien RPMI 1640 mit Glutamax-l mit Natriumpyruvat, Pyridoxin und 1000
mg/l Glucose, die Antibiotika Penicillin/Streptomycin, das verwendete PBS sowie
das eingesetzte FCS wurden von der Firma Invitrogen Gibco™, Karlsruhe,

Deutschland bezogen.
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Medium Zusammensetzung
RP10 Medium Medium RPMI mit
Glutamax-I

10% hitzeinaktiviertes FCS
100 IU/ml Penicillin/Streptomycin

2.8 Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung
Laufpuffer fur SDS- 192 mM Glycin
Polyacrylamidgelelektrophorese 25 mM Tris

0,1% SDS

SDS-Probenpuffer fur PAGE, 3- 0,18 M Tris-HCI pH 6,8
fach 28% Gilycerin
0,001% Bromphenolblau
6% SDS

Lysepuffer RIPA 1% lgepal CA-630
0,5% Natriumdesoxycholat
0,1% SDS
2mM EDTA
2 mg/l Aprotinin
1mM PMSF
in PBS

Puffer A Kernextrakte 10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCI
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
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Puffer C Kernextrakte

Stripping Puffer

TAE

TBS

TBST 0,5%

TE

Transferpuffer

1mMDTT
0,5 mM PMSF

20 mM HEPES pH 7,9
0,4 M NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA
1mMDTT

0,5 mM PMSF

100 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS
62,5 mM Tris/HCI pH 6,7

40 mM Tris
13 mM Essigsaure
1 mM EDTA pH 8,0

10 mM Tris/HCI pH 8,0
140 mM NaCl

140 mM NaCl
0,5% (v/v) Tween-20
10 mM Tris/HCI pH 8,0

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

192 mM Glycin

25 mM Tris/HCI pH 8,8
0,1% SDS

20% (v/v) Methanol
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2 x Rx-Mix fur

Caspaseaktivitatstest

Gebrauchslosung fur

Caspaseaktivitatstest (Rx-mix)

Propidiumjodid-Losung fur

Apoptosemessung nach Nicoletti

100 mM HEPES
200 mM NaCl
20% Sucrose
0,2% CHAPS

4 mM CaCly

2 x Rx-mix

13 mM DTT

70 uM Ac-DEVD-AMC
in H,O (1:1)

0,1% Triton-X
+ 0,1% Na-Citrat
+ 0,01% PI-Loésung
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zellkultivierung

Die Tumorzelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774 wurden in RP-10 Medium bei 37°C
und 5% CO; im Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden in einer Dichte von ca.
3x10° Zellen in Zellkulturflaschen mit 175 cm? Bodenflache ausgesat und mit ca.
20 ml Medium kultiviert. Alle 2 — 3 Tage wurden sie subkultiviert. Dazu wurde das
Medium entfernt, die Zellkulturflasche mit ca. 10 ml PBS gespult und die
adharenten Zellen mit 2,5 ml Trypsin vom Boden geldst. Nachdem sich die Zellen
geldst hatten, wurde die Reaktion durch Zugabe von RP-10 Medium gestoppt und

die Zellsuspension in einem Verhaltnis von 1:3 gesplittet.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in der log-Phase des Wachstums geerntet,
gewaschen und in einer Konzentration von ca. 1,5 x 10° Zellen/ml in
Einfriermedium (FCS + 10% DMSO) aufgenommen. In Aliquots zu je 1 ml wurden
die Zellen in Kryoréhrchen uUberfuhrt und bei — 80 °C oder in flissigem Stickstoff
eingefroren.

Zum Auftauen der Zellen wurde darauf geachtet, dass die Zellsuspension zugig
erwarmt und sofort in vorgewarmtes Medium Uberflhrt wurden. Nach zweimaligem
Waschen in PBS, wurden die Zellen in 10 ml RP-10 Medium in 75 cm?
Kulturflaschen eingesat und in den folgenden Tagen regelmalig die Vitalitat
kontrolliert. Bei gutem Zellwachstum wurden die Zellen in 175 cm? Kulturflaschen
uberfuhrt.
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3.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Um die Zellzahl einer Probe zu bestimmen wurden 10 pl der Zelllésung und 90 ul
Trypanblau gemischt und 10 ul dieser Zellsuspension auf eine Neubauer
Zahlkammer gegeben. Da Trypanblau die Zellwand von lebenden Zellen nicht
durchdringen kann, wurden nur die toten Zellen blau angefarbt.

Es wurden 2 Grolldquadrate ausgezahlt, davon der Mittelwert errechnet und
anschlieend die Zellzahl ermittelt:

(Mittelwert der Zellzahl aus 2 GroRquadraten) x 10* x 10 Zellen/ml

Der Faktor 10 entspricht der Verdinnung mit Trypanblau.

3.1.4 Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytomtrie kdnnen physikalische und nach Farbung mit
Fluoreszensfarbstoffen auch antigene und biochemische Eigenschaften von
Zellen, DNA oder auch anderen Partikeln detektiert und quantifiziert werden. Die
Partikel werden in einem laminaren Flussigkeitsstrom der Durchflusskammer
zugeflihrt, welche einen 488 nm Argon-Laser und einen 635 nm Dioden-Laser
enthalt. Die Detektion erfolgt zum einen Anhand des Streulichts, welches
Ruckschlisse Uber die Grofle und Granularitat der gemessenen Partikel zulasst.
Zum anderen wird nach dem Prinzip der angeregten Emission detektiert: Tritt ein
mit Fluoreszensfarbstoff gekennzeichnetes Teilchen in den Laserstrahl ein, so
wird dieser Farbstoff angeregt und strahlt ein Emissionsspektrum mit einem
charakteristischen Maximum aus. FUr Fluoreszenzfarbstoffe, die im
Fluoreszenzkanal 1 detektiert werden, wie Dbeispielsweise Fluorescin-
Isothiocyanat (FITC) liegt das Emissionsmaximum bei 530 nm. In Kanal 2 liegt das
Emissionsmaximum proportional zur Farbintensitat zu Phycoerythrin (PE) und
Propidiumiodid bei 585 nm. In dieser Arbeit wurden ein FACSCalibur™ und ein

Durchflusszytometer von Beckman Coulter verwendet.
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3.1.4.1 Durchflusszytometrische Messung der Apoptose

Die Apoptoserate von Zellen nach Inkubation mit Troglitazone oder Bortezomib
wurde durch die Messung der DNA-Fragmentierung mit der Methode nach
Nicoletti et al. Bestimmt (Nicoletti et al; 1991). Hierbei werden die Zellen in einem
hypotonen Puffer lysiert und durch die Interkalation des im Puffer enthaltenen
Propidiumiodids in die DANN, koénnen die freigesetzten  Nuklei
durchflusszytometrisch analysiert werden. Wahrend der Apoptose spalten
spezifische Endonukleasen, die sog. Caspasen, die DNA in oligonukleosomale
Einheiten. Im Histogramm erscheinen die Zellkerne dieser Zellen mit
fragmentierter, hypodiploider DNA links des 2N Peaks, welcher Zellen mit

diploidem Chromosomensatz enthalt.

3.1.5 Bestimmung der Zytokinsekretion

Um die Sekretion des Zytokins IL-6 in den Uberstand der Zellkultur zu messen,
wurden kommerziell erhaltliche ELISAs verwendet und nach Vorschrift des
Herstellers durchgeflihrt.

Zur Bestimmung der IL-6 Konzentration wurden Uberstéande der Zellkultur
verwendet, durch Zentrifugation (1500 rpm, 5 min) von zelluldarem Material befreit
und fur ELISAs verwendet.

Jeweils 100 ul Zellkulturiberstand oder Kalibrierlosung und 100 pL Streptavidin-
HRP Konjungat wurden pro Kavitat einer ELISA-Platte eingesetzt und fur 2
Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schwenktisch inkubiert. AnschlieRend
wurde die ELISA-Platte viermal mit Waschpuffer gewaschen. Die Kavitaten
wurden im Folgenden mit jeweils 200 pl Substratldsung versetzt und fir 30 min im
Dunkeln auf dem Schwenktisch inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion mit 50
Ml einer Stopplosung beendet und die Absorption der Ldsung bei einer

Wellenlange von 405 nm gemessen.
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3.1.6 Fluorimetrische Messung der Caspase-3 Aktivitat

Bei apoptotischen Zellen spalten Endonukleasen, insbesondere die Caspase-3,
die DNA in olinukleosomale Einheiten. Hierbei ist die Aktivitdt der Caspase-3 im
vergleich zu vitalen Zellen erhoht und wurde mit Hilfe eines Caspase-3-
Aktivitatsassay gemessen.

Die Aktivitat der Caspase-3 wurde in Zelllysaten, durch die Spaltung des
fluorogenen Caspase-Substrats DEVD-AMC (N-azetyl-Asp-Glu-Val-Asp-
Aminomethylkumarin) bestimmt. Dazu wurden die Zellen in einem Puffer lysiert
der 0.5% NP-40, 20 mM HEPES pH 7.4, 84 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0.2 mM
EDTA, 0.2 mM EGTA, 1 mM DTT, 5 uyg/ml Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin, 1 ug/ml
Pepstatin und 1 mM phenylmethyldisulfonil Fluorid (PMSF) enthielt. 20 ug des
Zelllysats wurde dann mit RIPA-Puffer auf 50 ul aufgefullt. Daraufhin wurden das
Lysat in eine 96-Kavitaten-Platte gegeben und mit 150 pl eines Puffers (37.5 mM
HEPES pH 7.3, 75 mM NaCl, 7.5% Sucrose, 0.075% CHAPS und 10 mM DTT)
der 50 uM des DEVD-AMC Substrats enthielt auf 200 ul aufgeftillt. AnschlielRend
wurde die 96-Kavitaten-Platte fir 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die
Abgabe von Aminomethylkumarin wurde daraufhin in einer zweistindigen Kinetik

bei einer Exitation von 360 nm und einer Emission von 460 nm gemessen.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Kernextrakte

Fir die Herstellung von Kernextrakten wurden die Zellen geerntet, einmal mit PBS
gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Es wurden genau 1 x 10° Zellen pro Ansatz
verwendet. Die Zellen wurden in 400 pl eines hypotonen Lysepuffers uberfuhrt und
15 min auf Eis inkubiert.

Nach der Inkubationszeit gab man jeweils 25 ul IGEPAL zu den Proben, was dazu
fuhrte, dass die Zellen aufplatzten. Da IGEPAL auch die Proteine schadigt,
wurden die Proben schnell fur 10 s gevortext und dann 30 s bei 20000 x g und 4°
C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 pl Puffer C aufgenommen
und vorsichtig resuspendiert. Danach inkubierte man die Proben 15 min auf Eis
wobei sie mehrfach gevortext wurden, damit sich das Pellet vollstandig auflost.

Als letztes wurden die Proben 5 min bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand, in dem sich jetzt die solubilisierten Kernproteine befanden, wurde dann

in Eppendorf-Gefalen bei —80°C gelagert.

3.2.2 Zelllysate

Zum Herstellen von Zelllysaten wurden die Zellen geerntet und einmal mit PBS
gewaschen. Danach wurde die Zellzahl bestimmt und ca. 1 x 10° Zellen
verwendet.

Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 80 — 100 pul eines detergenzhaltigen Puffers
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren und anschlieRender Inkubation fur 30
min auf Eis.

AnschlieRend wurden die Zellen fir 30 min bei 20000 g und 4 °C zentrifugiert.
Danach nahm man den Uberstand der das Zelllysat enthielt ab, tGberfiihrte ihn in

Kryordhrchen und lagerte ihn bei —80°C.

27



Methoden

FUhr die Bestimmung der Proteinkonzentration nahm man 5 pl des Zelllysats ab
und verdinnte es mit 20 pl RIPA-Puffer. Das Gemisch wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine wurde mit Reagenzien des BCA Protein Assays
von Pierce durchgeflihrt. Diese Methode beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der
Cu?* durch bestimmte Aminosduren im alkalischen Milieu zu Cu'* reduziert wird,
das mit Bicinchoninsaure (BCA) einen wasserloslichen violetten Farbkomplex
bildet. Die Absorption dieses Komplexes konnte bei 562 nm im Photometer
quantifiziert werden. Anhand einer Standartreihe aus Rinderserumalbumin
Fraktion V in Konzentrationen zwischen 0,09 mg/ml und 2 mg/ml, aufgelost in
RIPA-Puffer, kann die Proteinkonzentration bestimmt werden. Dazu verwendete
man 1:5 in RIPA verdlinntes Proteinlysat von dem in Doppelbestimmungen jeweils
10 ul in eine 96-Kavitaten-Flachbodenplatte pipettiert wurden. Um bei der
Auswertung den Messfehler zu berechnen, wurde als negativ-Kontrolle reiner
RIPA Puffer in die Kavitaten pipettiert. Dazu gab man in jede Kavitat 200 ul der
Reagenzlésung BCA (Reagenz A + Reagenz B 50:1)

Die 96-Kavitaten-Platte wurde daraufhin 30 min bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank inkubiert und anschlie®end mit Hilfe eines ELISA-Readers bei einer
Absorption von 562 nm gemessen. Aus den Werten der Standartreihe wurde eine
Eichgerade erstellt mit deren Hilfe die Berechnung der Proteinkonzentrationen

erfolgte.

3.2.4 SDS-PAGE

Um Proteine anhand ihrer molekularen Masse uber eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufzutrennen, wurden sie durch Inkubation mit dem negativ
geladenen Detergenz SDS denaturiert. Dies fuhrt zur Auflésung nicht-kovalenter
Proteinaggregate und zur Maskierung der Eigenladung der Proteine, so dass sie

sich im Gel annahernd proportional zu ihrer Grofde bewegen. Durch den Vergleich
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mit einem Proteingemisch bekannter molekularer Massen, lassen sich im
anschlieBenden  Western Blot die unterschiedlichen Proteine aus
Gesamtzelllysaten oder Kernextrakten identifizieren.

Die  Proteinlosungen  wurden in  denaturierenden  diskontinuierlichen
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die Gele wurden in Giel(kammern der Firma
BioRad nach Anleitung des Herstellers gegossen. Die Gele wurden in 2
aufeinander folgenden Schritten hergestellt. Zunachst wurde das Trenngel
gegossen, das je nach Fragestellung einen Acrylamidanteil von 6 — 12% hatte. Die

genaue Zusammensetzung ist in Tabelle 1 wiedergegeben.

Tabelle 1:

Acrylamid Konzentration 6% 10% 12%

Bestandteile

H,O 6 mi 4,2 ml 3,2 ml
1M Tris ph 8,8 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml
30 % Acrylamid 3,2 ml 5ml 6 ml
10 % SDS 150 pl 150 pl 150
10 % APS 100 pl 100 pl 100
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Nach erfolgter Polymerisation, wurde das Trenngel mit dem Sammelgel
Uberschichtet. Dieses besald eine Zusammensetztung wie in Tabelle 2

wiedergegeben.
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Tabelle 2:

Acrylamid Konzentration 6%

Bestandteile

H20 3ml
1M Tris ph 6,7 1 mil
30 % Acrylamid 1ml
10 % SDS 50
10 % APS 50
TEMED 5ul

Beide Gelteile ermoglichen ein Auftrennen der Proteinlésung nach dem Prinzip der
Isotachophorese.

Bei den Zelllysaten wurden jeweils 20 pg Protein und bei den Kernextrakten 16 pl
Probe, mit einem Drittel des Volumens an Probenpuffer vermischt und flr 5 min
bei 100 °C erhitzt. Das im Probenpuffer enthaltene Dithiothreit (DTT), hat zur
Folge, dass die Disulfidbricken der Proteine aufgespaltet werden, wodurch die
Sekundar- und Tertiarstrukturen der Proteine aufgebrochen werden. Bei Western
Blots mit nativen Proteinen wird kein DTT verwendet, da die Antikorper ihr Antigen
sonst nicht erkennen.

Nach Auftragen der Proben in die Taschen des Minigels erfolgte die

Elektrophorese bei einer Spannung von 120 V.

3.2.5 Western Blot

Zur Detektion der in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurde im

Anschluss eine Western Blot-Analyse durchgefuhrt. Nach dem Gellauf wurden die
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aufgetrennten Proteine von dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert,
um einzelne Proteinbanden mit spezifischen Antikbrpern nachzuweisen.

Der Proteintransfer auf Nitrozellulose-Membran erfolgte in Apparaturen der Firma
BioRad. Dazu wurden die Gele nach erfolgter Elektrophorese mit einer in
Transferpuffer aquilibrierten Nitrozellulosemembran bedeckt und von Whatmen-
Papieren und Blotting-Schwammen umschlossen. Dieses Konstrukt Uberflihrte
man in eine Transfer-Kammer, die mit Transfer-Puffer aufgefullt wurde.

Der Transferprozess erfolgte im Nassblottverfahren bei konstanten 250 mA und
bei 4°C fur ca. 1 Stunde.

AnschlieRend wurde die Membran kurz mit 1 x TBS gewaschen und daraufhin in
Slimfast 4 %, 0,5 % TBST uberfuhrt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert,
um die Membran mit Protein abzusattigen und somit unspezifische Antikorper-
Bindungen zu unterdricken.

Danach wurde die Membran mit verschiedenen Erst-Antikérpern in 2,5 % Slimfast,
0,5 % TBST Uber Nacht bei 4°C, oder 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Dabei wurden die Konzentrationsangaben des Herstellers berlcksichtigt.

Um nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen, wurde die Membran im Anschluss
3x 5 min. mit TBST 0,5% gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem
HRP-gekoppeltem Sekundar-Antikorper in 2,5 % Slimfast, 0,5 % TBST fir eine
Stunde bei Raumtemperatur. Die Sekundar-Antikérper wurden nach Angabe des
Herstellers verdunnt. Nach Inkubation wurde die Nitrozellulosemembran 2x in
TBST 0,5% und 2x in TBS gewaschen. Die Detektion des Protein-Antikdrper-
Komplexes erfolgte mit dem ECL-Kit von GE Healthcare. Bei diesem
Detektionssystem entsteht durch die HRP-katalysierte Oxidation von Luminol mit
Wasserstoffperoxid Chemilumineszenz.

Entsprechend den experimentellen Vorgaben wurden 1 ml ECL-Lésung 1 und 1 ml
ECL-Losung 2 gemischt. Die Nitrozellulosemembran wurde 1 min in diesem
Gemisch inkubiert und Uberschussige Flussigkeit auf einem Whatmen-Papier
abgetropft. Daraufhin wurde die Membran in Folie eingeschlagen und in einer
Filmkassette fixiert. Je nach Antikérper wurden Rdntgenfilme flr unterschiedliche
Zeiten exponiert und anschlief3end entwickelt.

Die Membranen wurden nach der Exposition in Folie eingeschlagen bei 4 °C

gelagert.
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3.2.6 Stripping

Um die Nitrozellulosemembranen mehrfach verwenden zu kdnnen, konnte man
die an die Proteine gebundenen Antikorper von der Membran entfernen und die
Membran mit einem anderen Erst-Antikorper inkubieren.

Dazu inkubierte man die Membran 3x 10 min bei 70°C in Stripping-Puffer. Dieser
enthielt beta-Mercaptoethanol, das fur das Losen der Antikorper von der Membran
verantwortlich ist.

Danach wurde die Membran 5x 10 min in TBST 0,5% gewaschen, um samtliches
beta-Mercaptoethanol zu entfernen und die Membran danach erneut 1 Stunde bei
RT geblockt.

3.2.7 Isolierung von RNA

Gesamt-Zell RNA wurde mit dem RNeasy-Kit der Firma Qiagen nach Angaben
des Herstellers isoliert. 1x10° Zellen wurden mit 600 pl eines 100:1 RLT-
Puffer/Mercapthoethanol Gemisch lysiert, mit 600 pl Ethanol versetzt und
grindlich  resuspendiert. = Danach wurde das Zelllysat auf eine
Anionenaustauschsaule pipettiert und fur 15 s bei 8000 g zentrifugiert. Dies diente
dazu, die RNA an die Saule zu binden und gleichzeitig andere Zellbestandteile
abzutrennen. Daraufhin wurde die Saule einmal mit 700 pyl RW1 Puffer und
zweimal mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen (Zentrifugation 15 s bzw. 2 min bei
8000 x g). Die gereinigte RNA wurde mit 50 yl H,O von der Saule eluiert
(Zentrifugation: 1 min bei 8000 x g) und bis zu dem spateren Gebrauch bei -80 °C
gelagert.

3.2.8 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration der RNA wurde durch Extinktionsmessung im
Spektralphotometer bestimmt. Dazu wurden die Extinktionen bei 250 nm und 280
nm ermittelt. Zur Berechnung der Konzentrationen nach dem Lambert-Beerschen-

Gesetz wurden die Extinktionswerte bei 260 nm sowie die Absorptionsrate von
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RNA (1 OD2p nm = 40 pg/ml RNA) verwendet. Aus dem Verhaltnis der
Extinktionswerte 260 nm / 280 nm wurde die Verunreinigung der RNA-Proben mit

Protein abgeschatzt.

3.2.9 Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Die spezifische DNA-Amplifikation ermoglicht eine qualitative Beurteilung der
Expression verschiedener Gene. Ausgehend von einer DNA-Matrize wurden mit
Hilfe einer bakteriellen Polymerase komplementare DNA-Strange in ausreichender
Menge hergestellt. Anschlielend kdnnen sie durch Agarosegelelektrophorese

aufgetrennt und durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden.

3.2.9.1 Generierung von cDNA

Um eine PCR durchfihren zu kbnnen muss zunachst aus der isolierten RNA
cDNA hergestellt werden. Dies geschieht mit Hilfe einer reversen Transkiptase
und dem Superscript™ First-Strand Synthesis Kit von Invitrogen nach Angaben
des Herstellers. Dazu wurden 500 ng RNA mit RNAse freiem Wasser zu einem
Volumen von 10,75 yl aufgeflllt. Zu diesem Gemisch fugte man noch 1 pl Oligo-
dt-Primer und 1 pl einer 10 mM dNTP-Lésung und erhitzte es fur 5 min bei 65 °C
um eine optimale Primer-Anlagerung zu erreichen. Daraufhin figte man 4 ul 5 x
FS-Puffer mit MgCly, 2 ul 0,1 M DTT, 1 pl RNAse Out und 0,25 ul SuperScript I
hinzu und inkubierte den Ansatz fur die cDNA-Synthese 50 min bei 42 °C. Im
Anschluss wurde die reverse Transkriptase 15 min bei 70 °C inhibiert. Die cDNA

konnte dann bei -20 °C bis zum weiteren Gebrauch gelagert werden.

3.2.9.2 PCR

Fir die Durchfuhrung der PCR wurde 1 yl cDNA verwendet. Diese wurde in PCR-
Strips vorgelegt. Daraufhin wurde ein Mastermix aus 1,5 mM MgCl;, 100 uM
dATP, dTTP, dCTP und dGTP, je 5 pM Vorwarts- und Ruckwarts-Primer sowie 0,5
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U Tag-Polymerase, sowie 1 x Reaktionspuffer hergestellt und mit der cDNA
vermischt. Um die Reaktion zu erhéhen wurde den Ansatzen auflerdem 1/20
Volumen DMSO beigefugt.

Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm:

Tabelle 3:

PCR-Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Einleitende 94 °C 5 min 1

Denaturierung

Denaturierung 94 °C 30s 35
Primer-Anlagerung 60 °C 30s

Elongation 72 °C 30s

Abschlielende 72 °C 10 min 1

Elongation

Nach der PCR wurden die Produkte in einem 1%igem Ethidiumbromid-haltigem
Agarosegel aufgetrennt und mit einem Geldokumentationssystem abgebildet. Um
zu testen, ob die cDNAs die gleichen Konzentrationen haben, wurde eine PCR mit

dem Haushaltsgen B,-Mikroglobulin durchgefihrt.

3.2.10 Microarray-Analyse

Die Microarray-Analyse ~ wurde  von  der  Microarray-Facility  des

Universitatsklinikums Tubingen durchgefuhrt und ausgewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Vorarbeiten

PPARY ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, von dem schon bekannt ist, dass er
bei Aktivierung zur Apoptose und Wachstumsstopp bei verschiedenen Tumoren
fuhrt. Er wird hauptsachlich in Fettgewebe exprimiert, aber zu einem geringeren
Male auch in anderen Geweben wie z.B. der Niere (Wang et al; 2006).

Um zu untersuchen, ob PPARYy in Nierenzellkarzinomen exprimiert wird, wurde
eine Microarray-Analyse von Tumor-Proben von 34 verschiedenen Patienten aus
dem Universitatsklinikum Tabingen durchgefuhrt. Hierbei wurde festgellt, dass die
Expression von PPARYy, im Vergleich zur Expression in einer Normalniere, in bis

zu 80 % der untersuchten Proben stark erhoht war (Abbildung 3).
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Abb. 3: Microarray-Analyse von 34 Patienten mit Nierenzellkarzinom auf die Expression
von PPARYy. Gezeigt ist die relative Expression im Vergleich zur Expression in der

Normalniere (=1).

Fur diese Arbeit wurden drei verschiedene Nierenzellkarzinom-Zelllinien, A498,

CAKI-2 und MZ1774, verwendet. Bevor sie in die Versuche eingeschlossen
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werden konnten, musste analysiert werden, ob sie den Transkriptionsfaktor
PPARYy exprimieren. In Abbildung 4 ist zu sehen, dass alle drei Zelllinien PPARYy in
ahnlichem Umfang exprimieren und somit geeignet fur die Untersuchung der

Auswirkungen von PPARY sind.

Abb. 4: Westernblot-Analyse der Expression von PPARYy in Ganzzellysaten der
Nierenzellkarzinom Zelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774. Als Kontrolle fir eine gleiche
Gelbeladung, wurde GAPDH verwendet.

Um daraufhin die Effekte der PPARy-Aktivierung auf die Zellen zu untersuchen,
wurden sie fur 48 Stunden mit dem hoch affinen PPARy-Agonisten Troglitazone
inkubiert. Es wurden Konzentrationen zwischen 1 und 40 uM verwendet und die

Auswirkungen auf die Zellen untersucht.

4.2 Die Aktivierung von PPARYy inhibiert die Sekretion von IL-6

IL-6 ist ein Zytokin, das im Nierenzellkarzinom haufig Uberexprimiert wird und als
autokriner Wachstumsfaktor wirkt. (Alberti et al; 2004; Wang et al; 2006).

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung von PPARy einen Einfluss auf die
Sekretion von IL-6 hat, wurden die drei unterschiedlichen Zelllinien mit steigenden
Konzentrationen (10 yM, 20 uM, 40uM) des hochaffinen synthetischen PPARYy-
Liganden Troglitazone inkubiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PPARYy zu einer verminderten
Sekretion von IL-6 in allen drei verwendeten Zelllinien fihrt (Abb. 5). Bei der
Verwendung von 40 uyM Troglitazone war die Sekretion bei A498-Zellen um 66%,
bei CAKI-2 um 54% und bei MZ1774-Zellen sogar um 75 % verringert.
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Abb. 5: Effekte von Troglitazone auf die Sekretion des Zytokins IL-6 der Zelllinien A498,
CAKI-2 und MZ1774. Die Zytokin-Sekretion wurde mittels eines ELISA-Assays analysiert.

4.3 Der Effekt von Troglitazone auf intrazellulare Signalwege

Die Sekretion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen durch Tumorzellen wird
durch verschiedene Signalwege, wie den MAPK-, STAT- oder den PI3K-Weg
vermittelt. Da in vielen Tumoren, wie auch im Nierenzellkarzinom, verschiedene
intrazellulare Signalwege, wie z.B. der MAP-Kinase-Weg, haufig konstitutiv
aktiviert sind, kommt es zu einer dauerhaften Transkription der spezifischen Gene.
Dieses wird zusatzlich durch die Uberexpression von Wachstumsfaktoren oder
Mutationen in den Raf- und Ras-Kinasen ausgel6st. Die Signaltransduktion Uber

den Raf/[ERK-Kinase-Weg aktiviert z.B. verschiedene Gene, die die Angiogenese
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und das Uberleben des Tumors sichern (Oka et al; 1995). Um zu untersuchen, ob
die PPARy-Aktivierung einen Einfluss auf intrazellulare Signalkaskaden hat,
wurden der MAPK-, der PI3K/Akt- und der JAK/STAT-Signalweg analysiert.

4.3.1 Einfluss von Troglitazone auf den MAPK-Signalweg

Als erstes wurde untersucht, ob die Inkubation der Zellen mit Troglitazone einen
Effekt auf den MAPK-Signalweg hat. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, verringert
die Aktivierung von PPARy die Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2
insbesondere in CAKI-2 und MZ1774 Zellen.
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Abb. 6: Effekte von Troglitazone auf den MAPK-Signalweg. Die Phosphorylierung von
ERK1/2 wurde im Western Blot analysiert.
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Das lasst darauf schliel3en, dass die Aktivierung von PPARYy einen Einflu® auf den
Raf/ERK-Signalweg in NZK-Zelllinien hat, der unter anderem zu der Inhibition der
Sekretion von Wachstumsfaktoren fuhrt.

Um auszuschlieBen, dass dieser Effekt auf eine Toxizitdt von Troglitazone
zuruckzufihren ist, wurden die Zellen mit dem spezifischen PPARy-Inhibitor
GW9662 vorbehandelt. Es konnte gezeigt werden, dass bei den Zellen, die in
Kombination mit GW9662 und Troglitazone inkubiert wurden, die
Phosphorylierung von ERK1/2 nicht abgenommen hat. Bei den Zellen, die nur mit
Troglitazone behandelt wurden, liegt wiederum eine Reduktion der
Phosphorylierung von ERK1/2 vor (gezeigt fir die Zelllinie CAKI-2, Abb. 7).
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Abb. 7: Effekt des PPARy-Inhibitors GW9662 in Kombination mit Troglitazone auf CAKI-2
Zellen. Analyse der Phosphorylierung von ERK1/2 im Western Blot

4.3.3 Einfluss von Troglitazone auf den JAK/STAT-Signalweg

Auch der JAK/STAT Signalweg ist im Nierenzellkarzinom haufig konstitutiv
aktiviert. Er fiihrt zur Transkription von Genen, die das Uberleben des Tumors
sichern. Da IL-6 zur Aktivierung von JAK1 und STAT3 flhrt, wurden diese beiden
Mitglieder des JAK/STAT-Signalweges auf Effekte durch die Inkubation der Zellen
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mit Troglitazone untersucht (Horiguchi et al; 2002; Shang et al; 2007a). Es konnte
allerdings nur eine leichte Abnahme der Phosphorylierung von STAT3 und JAK1
in CAKI-2 und MZ1774 Zellen gefunden werden (Abb. 8). In CAKI-2-Zellen wurde
STATS3 fast Uberhaupt nicht im phosphhoryliertem Zustand nachgewiesen.
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Abb. 8: Effekt von Troglitazone auf den JAK/STAT-Signalweg. Analyse der
Phosphorylierung von JAK1 und STAT3 in CAKI-2- und MZ1774-Zelllysaten mittels
Western Blot.

4.3.2 Einfluss von Troglitazone auf den PI3K/Akt-Signalweg

Um weiterhin zu untersuchen, ob Troglitazone intrazellulare Signalwege
beeinflusst, wurde die Expression und Phosphorylierung von Molekilen des
PI3K/Akt-Signalweges untersucht.

Der PI3K/Akt-Signalweg ist in vielen Tumoren konstitutiv aktiviert. Insbesondere
Akt phosphoryliert viele Proteine, die eine antiapoptotische Wirkung haben und
zum Uberleben der Zelle beitragen (Sourbier et al; 2006).

PTEN ist ein Tumorsuppressorgen, das die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges
kontrolliert. Die Funktion von PTEN ist im Nierenzellkarzinom haufig durch

Mutationen ausgeschaltet, was zu einem Kkonstitutiv aktiviertem PI3K/Akt-
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Signalweg fuhrt. Im Promotor von PTEN befinden sich Funktionale PPREs und es
wird angenommen, dass die Aktivierung von PPARy zur Induzierung der PTEN-
Expression in Mausen fuhrt (Teresi et al; 2006). mTOR ist ein wichtiges Protein
unterhalb von PTEN und aktiviert bei Phosphorylierung verschiedene Kinasen die

zur Transkription von Genen fiihrt, die wichtig fiir das Uberleben der Zelle sind.
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Abb. 9: Westernblot-Analyse von Zelllysaten aus einer Kinetik zwischen 1 und 24
Stunden. A498, CAKI-2 und MZ1774 Zellen wurden fiur 1, 8 oder 24 Stunden mit
steigenden Troglitazone-Konzentrationen behandelt und der Effekt auf die Expression von

PTEN und die Phosphorylierung von mTOR mittels Western Blot analysiert.

Um den Einfluss von Troglitazone auf den PI3K-Weg zu untersuchen, wurde eine

Kinetik durchgeflhrt und die Zellen zwischen 1 und 24 Stunden mit Troglitazone
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behandelt. Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, wurden zu keinem Zeitpunkt
Veranderungen bei der Expression von PTEN, noch bei der Phosphorylierung des
Downstream-Molekuls mTOR festgestellt.

Dass Troglitazone nur einen Einfluss auf spezifische Signalwege hat, deutet
daraufhin, dass die Effekte von Troglitazone PPARy-abhangig sind und nicht

durch Toxizitat ausgelost werden.

4.4 Der NF-kB Signalweg wird durch Troglitazone inhibiert

Es wird angenommen, dass der NF-kB Signalweg in verschiedenen
Nierenzellkarzinom-Zelllinien konstitutiv aktiviert ist und dass die Aktivitat
besonders im metastasierenden NZK erhoht ist. NF-kB ist an Signalwegen
unterhalb der MAP-Kinase- und PI3-Kinase-Signaltransduktion beteiligt und
induziert die Transkription von Genen, die fur die Sekretion von
Wachstumsfaktoren, die Tumor-Proliferation, das Tumor-Uberleben und fiir die

Angiogenese wichtig sind (Oya et al; 2001; Oya et al; 2003).

TGZ10 uM
TGZ20 uM

relB

e o

Abb. 10: Effekt der PPARy-Aktivierung auf den NF-kB-Signalweg. Western Blot-Analyse
von Kernextrakten der NZK-Zelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774 auf die nukleare

Expression von relB.
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Es wurde schon gezeigt, dass PPARy-Liganden in den NFkB-Signalweg
eingreifen, indem sie die nukleare Expression von NF-kB-Mitgliedern wie relB
reduzieren (Appel et al; 2005; Chung et al; 2000; Ray and Prefontaine; 1994; Wan
et al; 2008).

Die Inkubation der NZK-Zellen mit Troglitazone fuhrte zu einer verminderten
nuklearen Expression des NF-kB Mitglieds relB. Die starkste Inhibition konnte in
CAKI-2 Zellen festgestellt werden (Abb. 10).

4.5 PPARy-Aktivierung fiihrt zu einer verminderten nuklearen Expression

von HIF1a

HIF1a ist, wie in der Einleitung erwahnt, ein Tanskriptionsfaktor, der wegen der
Hochregulation von Wachstumsfaktoren wie VEGF, TGF@3, PDGF und IL-6 eine
Schlusselrolle in der Tumor-Proliferation und Angiogenese des NZK spielt. HIF1a
ist in vielen NZK auf Grund einer Mutation in der E3-Ubiquitin-Ligase VHL
konstitutiv aktiviert. Um die nukleare Translokation von HIF1a im Nukleus der
Zelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774 zu analysieren, wurde eine Western Blot-
Analyse von Kernextrakten durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit steigenden
Konzentrationen von Troglitazone inkubiert und daraufhin die Expression von
HIF1a im Nukleus untersucht.

Wie schon von anderen Gruppen berichtet, wurde bei A498-Zellen keine
Expression von HIF1a-Protein gefunden. Auf dem Transkriptions-Level konnte
allerdings HIF1a-mRNA detektiert werden, die keine Regulation nach Behandlung
mit Troglitazone zeigte (Abb. 11).

Bei CAKI-2 und MZ1774 Zellen wurde nach PPARy-Aktivierung eine verminderte
Expression von HIF1a in nuklearen Extrakten beobachtet (Abb. 11). Dies
reprasentiert einen neuen und wichtigen Mechanismus in der Aktivitat von PPARYy.
Besonders in CAKI-2 Zellen wurde die Expression nach Inkubation mit 20 uyM
Troglitazone stark inhibiert. Die Inhibition ist kein Resultat einer verminderten
Transkriptionsrate, da auf mMRNA-Ebene keine Regulation von HIF1a gefunden

wurde.
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Abb. 11: Effekt von Troglitazone auf den HIF-Signalweg. Analyse der nukledren
Expression von HIF1a durch eine Westernblot-Analyse von Kernextrakten bei CAKI-2-
und MZ1774-Zellen. Analyse der Transkription von HIF1a durch eine PCR bei A498-

Zellen.

4.6 Troglitazone induziert Apoptose in NZK-Zelllinien

Um zu untersuchen, ob die bisher gezeigten Effekte auf Grund einer
Apoptoseinduktion eintraten, wurde die Apoptoserate der Zelllinien nach
Behandlung mit Troglitazone untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass A498-Zellen hochst empfindlich gegenuber
PPARYy-Aktivierung waren. Sie wiesen eine Apoptoserate von 63% nach der
Inkubation mit 20 uM Troglitazone auf. Im Gegensatzt dazu, zeigte die Inkubation
mit Troglitazone bei CAKI-2- und MZ1774-Zellen kaum einen Effekt. Die
Apoptoserate unterschied sich bei einer Konzentration von 20 yM Troglitazone nur
um 5 % von den Zellen, die mit DMSO behandelt wurden (Abb. 12).
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Abb. 12: Messung der Apoptoserate mittels Propidiumiodid-FACS-Analyse der Zelllinien
A498, CAKI-2 und MZ1774 nach Inkubation mit Troglitazone.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurden die Zelllinien mit Troglitazone

inkubiert und die Caspase-3-Aktivitat in den Zellen gemessen.
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Abb 13: Analyse der Caspase-3-Aktivitat in den Zelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774

durch fluorometrische Messung nach Inkubation mit Troglitazone.
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Die Caspase-3 wird bei Apoptoseinduktion in ihre aktiven Untereinheiten
gespalten. Dies geschient nach der Aktivierung des extrinsischen oder
intrinsischen Signalweges durch spezifische proapoptotische Stimuli. Die aktive
Caspase-3 ist eine eindeutige Charakteristik von Zellen, bei denen apoptotischer
Zelltod ausgelost wird.

Hier konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der Caspase-3 nur bei A498 Zellen

nach der Inkubation mit Troglitazone signifikant ansteigt (Abb 13).

Zusatzlich zu der Messung der Apoptoserate und Caspase-3-Aktivitat wurde die
Expression der antiapoptotischen Molekile Survivin, BCL-X. und Mcl-1
untersucht. Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, fuhrt die Aktivierung von PPARYy in
allen untersuchten Zelllinien zu einer verminderten Expression von Survivin und
Mcl-1. Die Expression von BCL-X, nahm nur in A498 und CAKI-2 Zellen ab.

Interessanterweise wurden in den Zelllinien (CAKI-2, MZ1774) mit der héchsten
Resistenz gegenuber einer Apoptose-Induktion die starkste Herunterregulierung

von Survivin und Mcl-1 gefunden.

DMSO
TGZ 1M

TGZ 10 uM
TGZ 20 pM

________________ A4S

— — — — Mcl-1

SR S = | Survivin
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Abb. 14: Effekte von Troglitazone auf die Expression von antiapoptotischen Molekilen.
Analyse der Expression von Mcl-1, Bcl-X_ und Survivin in den Zelllinien A498, CAKI-2 und
MZ1774 mittels Western Blot.
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Abb. 15: Effekt der kombinierten Inkubation von Troglitazone und dem PPARYy-Inhibitor

GW09662 auf die Expression von Survivin. Zelllysate von CAKI-2 wurden im Western Blot

analysiert.
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Um zu bestimmen, ob diese Effekte PPARy-abhangig sind, wurde die Expression
des antiapoptotischen Molekils Survivin in CAKI-2 Zellen nach Vorinkubation mit
dem PPARy-Inhibitor GW9662 untersucht. Wie in Abbildung 15 zu sehen ist,
inhibiert die Behandlung mit GW9662 die Effekte von Troglitazone auf die
Expression von Survivin.

Diese Effekte traten nicht auf Grund einer veranderten Expression von PPARy
selbst auf, da durch die Inkubation mit Troglitazone weder im Zytosol noch im
Nukleus eine veranderte Expression von PPARy nachgewiesen werden konnte
(Abb. 16).

= =
= 2 = = 2 =

o 2 2 & o 2 ¢ &

[72] [ ] [72] [ ]

= o o o = N N o

o - ~ - o - ~ =
CAKI-2 A498

Abb. 16: Effekt von Troglitazone auf die Expression von PPARy im Zytosol und Nukleus.
Kernextrakte und Zelllysate von A498 und CAKI-2 Zellen wurden im Western Blot

analysiert.
Nach den bisherigen Ergebnisen gibt es keinen Zusammenhang zwischen

Induktion von Apoptose, Expression von antiapoptotischen Molekiulen und der
Inhibition der MAPK- und NF-kB-Signalwege.
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4.7 Synergistische Effekte von Troglitazone und Bortezomib

Der Ubiquitin-Proteasom-Abbauweg spielt eine groRe Rolle in vielen zellularen
Vorgangen, wie z.B bei dem Erhalt der HomoOostase oder dem Abbau
verschiedener regulatorischer Proteine. Es wurde aulerdem gezeigt, dass die
Regulation Uber Ubiquitinierung essentiell fur die Funktion vieler Proteine ist, die
an der Tumorgenese beteiligt sind, wie z.B. Zykline, p53 oder NF-kB (Adams et al;
2000; Wu; 2002).

Auch PPARy wird nach seiner Aktivierung durch das Proteasom abgebaut. Es
wurde deshalb angenommen, dass die Proteasom-Inhibition die PPARy-Aktivitat
durch den verminderten proteasomalen Abbau von PPARYy selbst und durch die
Hochregulierung von RXR-alpha verstarken kdnnte. Aulderdem wurde bei beiden
Substanzen gezeigt, dass sie in die MAPK- und NF-kB-Signalwege eingreifen
(Appel et al; 2005; Chung et al; 2000; Nawrocki et al; 2005; Weber et al; 2004).
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Abb. 17: Die Zelllinien CAKI-2 und MZ1774 wurden einzeln und in Kombination mit
Troglitazone und Bortezomib behandelt und die Apoptoserate mittels FACS-Analyse nach

Propidiumiodid-Farbung ermittelt.

Um einen madglichen Effekt der Proteasom-Inhibition auf die Wirkung des PPARy-
Agonisten zu untersuchen, wurden die Zelllinien CAKI-2 und MZ1774, die die

groldte Resistenz gegenuber Apoptoseinduktion zeigten, mit dem Proteasom-
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Inhibitor Bortezomib vorbehandelt. Die Zellen wurden durch die Zugabe von
2 ng/ml Bortezomib in das Kulturmedium fir 24h mit dem Proteasom-Inhibitor
vorinkubiert und danach mit unterschiedlichen Konzentrationen von Troglitazone
inkubiert. Die Einhaltung der Reihenfolge war wichtig, da bei Erstbehandlung mit
Troglitazone keine synergistischen Effekte nachgewiesen werden konnten.

Es wurde analysiert, ob die kombinierte Behandlung mit Bortezomib und
Troglitazone die Apoptose-Resistenz der CAKI-2- und MZ1774-Zelllinien
uberwinden kann. Wie in Abbildung 17 gezeigt ist, erhdht die Vorinkubation der
Zellen mit Bortezomib die Apoptoserate von CAKI-2- und MZ1774-Zellen
betrachtlich. Sie steigt im Vergleich zur Behandlung mit 40 uM Troglitazone bzw.
2 ng/ml Bortezomib bei CAKI-2-Zellen um 30% bzw. 45% und bei MZ1774-Zellen
sogar um 70% bzw. 50%.

Als nachstes wurde ein synergistischer Effekt bei der Expression des anti-

apoptotischen Molekils Survivin und bei der Spaltung von PARP-1 untersucht.
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Abb. 18: Effekt von Troglitazone und Bortezomib auf die Expression von Survivin und die
Spaltung von PARP-1. CAKI-2 und MZ1774 Zellen wurden mit Troglitazone und
Bortezomib einzeln und in Kombination behandelt und die Zelllysate im Western Blot

analysiert.
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PARP-1 wird bei Apoptoseinduktion von der aktivierten Caspase-3 proteolytisch in
110 kb und 80 kb grof3e Untereinheiten gespalten und ist ein Zeichen fur die
Einleitung des apoptotischen Zelltodes.

In Abbildung 18 ist gezeigt, dass die Kombination von Bortezomib und
Troglitazone einen synergistischen Effekt bei der Herunterregulierung der
Survivin-Expression und der PARP-1-Spaltung aufweist, insbesondere bei CAKI-2
Zellen.

AulBerdem wurde noch untersucht, ob die Vorinkubation mit Troglitazone zu einer
starkeren Reduktion der Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2 fuhrt. Auch
hier konnte beobachtet werden, dass die Kombination aus Proteasom-Inhibition
und PPARy-Aktivierung zu einer starkeren Reduktion der Phosphorylierung von
ERK1/2 fuhrt, als Troglitazone allein (Abb. 19).
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Abb. 19: Effekt der kombinierten Inkubation mit Troglitazone und Bortezomib auf den
MAPK-Signalweg. Die Phosphorylierung von ERK in CAKI-2 und MZ1774 Zellen wurde im

Western Blot analysiert.

Wie schon in Abschnitt 4.5 erlautert ist die GUbermaRige nukleare Translokation des
Transkriptionsfaktor HIF1a ein Charakteristikum des metastasierenden NZK. Es

wurde nachgewisen, dass die Aktivierung von PPARy zu einer Abnahme der
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nuklearen Expression von HIF1a fihrt. Deshalb wurde untesucht, ob die
Kombination aus Bortezomib und Troglitazone einen noch starkeren Effekt auf die
verminderte nukleare Expression von HIF1a hat. In Abbildung 20 ist anhand der
Zelllinie MZ1774 gezeigt, dass die Vorbehandlung der Zellen mit Bortezomib einen

synergistischen Effekt auf die reduzierte nukleare Translokation von HIF1a hat.
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Abb. 20: Effekt der Kombination von Troglitazone und Bortezomib auf den
Transkriptionsfaktor HIF1a. Analyse von MZ1774-Kernextrakten im Western Blot.

Als letztes wurde untersucht, ob die Verstarkung der Wirkung von Troglitazone
durch Proteasom-Inhibition auch bei der Zytokinsekretion von IL-6 eintritt. Es
konnte eine 3 — 4fache Reduktion der IL-6 Sekretion in CAKI-2 Zellen im Vergleich

zu einer Inkubation mit 40 uM Troglitazone allein gefunden werden (Abb. 21).
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Abb. 21: Effekt der Kombination von Troglitazone und Bortezomib auf die Sekretion des

Zytokins IL-6, gemessen mittels eines ELISA-Assays.

4.8 PPARy-Aktivierung induziert endoplasmatischen Stress

Eine Stdérung der Ca**-Homdostase, die Inhibition der Protein-Glycosylierung oder
die Akkumulation von falsch gefalteten Proteinen kann die Funktionen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) storen und so zu der Auslésung von
endoplasmatischem Stress fuhren.

Es ist schon von verschiedenen PPARy-Liganden bekannt, dass sie ER-Stress
auslosen. Die PPARy-Aktivierung fuhrt unter anderem zu der Induzierung der
Unfolded-Protein-Response (UPR) in B-Zellen (Weber et al; 2004). Bortezomib
kann auch ER-Stress auslosen, wenn auch auf einen anderem Weg. Bei der
Proteasom-Inhibition kommt es zu einer Akkumulation von falsch gefalteten
Proteinen (Nawrocki et al; 2005; Werner et al; 1996). Die UPR fuhrt zu
unterschiedlichen zytoprotektiven Mechanismen, oder, falls diese nicht mehr
greifen, zur ER-induzierten Apoptose.

Es wurde untersucht, ob die Kombination von Bortezomib und Troglitazone
starkeren ER-Stress auslésen als beide Substanzen alleine. Hierfir wurde die
Expression des Stress-induzierten ER-Chaperons BiP und die Aktivitdt der

Caspase-4, die im ER lokalisiert ist und zu ER-induzierter Apoptose fuhrt,
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untersucht. Als Positiv-Kontrolle wurde Tunicamycin verwendet, welches die
Glycosylierung von Proteinen verhindert und somit eine UPR einleitet.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von BiP sowohl nach
Inkubation von Troglitazone als auch von Bortezomib induziert wurde. Nach der
kombinierten Behandlung stieg die Induktion allerdings noch um ein Vielfaches.
Auch bei der Caspase-4 konnte gezeigt werden, dass die Spaltung in ihre aktive
Form bei der Kombination von beiden Substanzen hoher war, als bei alleiniger
Behandlung (Abb. 22).

Diese Ergebnisse bekraftigen, dass die Aktivierung von PPARy und die
gleichzeitige Inhibition des proteasomalen Abbaus die Effekte von PPARYy-
Agonisten bei der Inhibition des Tumorwachstum und der Induzierung von ER-

vermittelter Apoptose verstarken kénnen.
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Abb. 22: Effekt der Kombination von Troglitazone und Bortezomib auf die Induktion von

endoplasmatischem Stress. Analyse der Induktion des Chaperons BiP und der
Aktivierung der Caspase-4 in CAKI-2-Zellen im Western Blot. Als Positiv-Kontrolle wurden

5 ug Tunicamycin verwendet.
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5. Diskussion

Das Nierenzellkarzinom ist der dritthaufigste Tumor der menschlichen Niere und in
Deutschland treten jedes Jahr ca. 12 000 neue Falle auf. Es ist sehr schwer zu
therapieren, da keine typischen Symptome auftreten und es haufig erst
diagnostiziert wird, wenn sich schon Metastasen gebildet haben. Aulerdem ist es
resistent gegenuber Chemo- und Strahlentherapie (Motzer et al; 2002). Die bisher
angewandten Therapien, wie die Gabe von Zytokinen oder Tyrosinkinase-
Inhibitoren, haben einigen Erfolge gezeigt, dennoch ist die Prognose bei
ungunstigen Risikofaktoren schlecht und es werden dringend neue Therapie-
Ansatze benotigt (Cohen and McGovern; 2005; McLaughlin and Lipworth; 2000).

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der PPARYy-Aktivierung auf die
Nierenzellkarzinom-Zelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774 untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass der PPARy-Ligand Troglitazone die untersuchten Zellen auf
verschiedenen zellularen Ebenen beeinflusst. Er greift unter anderem in
verschiedene intrazellulare Signalwege ein, wie den MAPK-, den NF-kB- oder den
HIF1a-Signalweg. Das flhrt unter anderem zu einer verminderten Sekretion von
Wachstumsfaktoren wie IL-6. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat
von Troglitazone durch den Proteasom-Inhibitor Bortezomib gesteigert werden
kann. Diese Ergebnisse machen den PPARy-Agonisten zu einem interessanten
Agens fur die Therapie des metastasierenden Nierenzellkarzinom, wenn er in

Kombination mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib angewandt wird.

Die konstitutive Aktivierung von verschiedenen intrazellularen Signalwegen ist ein
haufig vorkommendes Ereignis im Nierenzellkarzinom. Dadurch kommt es zur
konstanten Transkription von Genen, die wichtig fur die Proliferation, das
Uberleben und die Angiogenese des Tumors sind. Signalkaskaden, von denen
man weil}, dass sie eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Metastasierung des
NZK spielen sind der MAP-Kinase-, der NF-kB- und der HIF-Signalweg (Nawrocki
et al; 2005; Oka et al; 1995; Oya et al; 2001).

NF-kB liegt normalerweise inaktiviert im Zytoplasma vor, wo er an sein
inhibitorisches  Protein  |-kB  gebunden ist. Er wird aktiviert, wenn

Wachstumsfaktoren wie IL-6 oder TGFB an ihre spezifischen Rezeptoren binden
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und eine Signalkaskade auslosen. Das fuhrt unter anderem zur proteasomalen
Degradierung des NF-kB-Inhibitor Proteins I-kB und zur nuklearen Translokation
des NF-kB-Komplexes. Dort leitet er die Transkription seiner Zielgene ein (Hayden
and Ghosh; 2004). Im Nierenzellkarzinom, wie auch in vielen anderen Tumoren,
ist die Inaktivierung von NF-kB auf Grund von Mutationen unterhalb des
Signalweges aufgehoben und somit kommt es zu einer Erhdéhung der
Transkriptionsrate von NF-kB-spezifischen Genen (Lee et al; 2007). Andere
Gruppen haben gezeigt, dass die Aktivierung von PPARy durch seine Liganden
die Expression der NF-kB-Mitglieder relA und relB inhibiert und dass die
Aktivierung von PPARy die Expression von NF-kB in Epithelzellen
herunterreguliert (Chinetti et al; 1998; Wang et al; 2002). AuRerdem ist bekannt,
dass PPARYy physikalisch mit den NF-kB-Mitgliedern p50 und p75 interagiert
(Chung et al; 2000; Ray and Prefontaine; 1994; Wan et al; 2008). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Troglitazone die nukleare Expression des NF-kB-
Mitgliedes relB, einer Schlussel-Komponente des antiapoptotischen Signalweges,
vermindert.

Als nachstes wurde der Effekt von Troglitazone auf den MAP-Kinase-Signalweg
analysiert. Diese Kaskade setzt sich aus einer Protein-Kinase-Kaskade
zusammen, die als Antwort auf viele verschiedene Wachstumsfaktoren und
Hormone aktiviert wird, die die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung
beeinflussen.

Im Nierenzellkarzinom ist der MAP-Kinase-Signalweg konstitutiv aktiviert, was auf
Mutationen in Kinasen unterhalb von ERK1/2 zurlckzuflhren ist. Beispiele dafur
sind die MEK- oder die Raf- und Ras-Kinasen (Oka et al; 1995). Es wurde schon
von mehreren Gruppen beobachtet, dass die Aktivierung von PPARYy einen
Einfluss auf den MAPK-Signalweg hat. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Inkubation der NZK-Zelllinien A498, CAKI-2 und MZ1774 mit Troglitazone zu einer
betrachtlichen Reduzierung der Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2 fuhrt.
Die verminderte Phosphorylierung von ERK ist unterschiedlich je nach
verwendeter Zelllinie und Konzentration. Andere Studien haben gezeigt, dass
PPARYy einen unterschiedlichen Effekt auf den MAPK-Signalweg hat, je nachdem
welche Zellen und was fur ein Ligand verwendet wurde. PPARYy-Liganden
aktivieren ERK in Leber-Epithelzellen von Ratten und Neuroblastom-Zellen und

regulieren die ERK-Phosphorylierung in pankreatischen Tumorzellen herunter
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(Gardner et al; 2003; Jung et al; 2007; Kim et al; 2003; Motomura et al; 2005). Die
wichtige Rolle der MAPK-Signalkaskade in der Apoptoseinduktion und dem
Uberleben von Zellen und die unterschiedlichen Empfindlichkeit von NZK-Zellen
gegenuber Troglitazone konnte die unterschiedliche Herunterregulierung von
phospho-ERK1/2 erklaren.

Um auszuschliel3en, dass dieser Effekt durch Toxizitat ausgeldst wird, wurden die
Zellen mit dem PPARYy-Inhibitor GW9662 vorbehandelt. Hierbei konnte keine
verminderte Phosphorylierung von ERK1/2 festgestellt werden, was darauf
schliel3en lasst, dass dieser Effekt PPARy-abhangig ist.

Auch der PI3K-Signalweg ist in vielen Tumoren, inklusive dem NZK, konstitutiv
aktiviert. Ein Grund dafur ist die Mutation von PTEN und der dadurch ausgeloste
Verlust seiner Phosphatase-Aktivitat (Myers et al; 1998). In normalen Zellen
reguliert PTEN die Aktivitat des PI3K/Akt-Signalweges, indem es das
Adaptorprotein SHC dephosphoryliert. Neuere Studien haben zwei mogliche
Bindungsstellen fur PPARy im Promotor von PTEN entdeckt und haben gezeigt,
dass PPARy-Liganden die Expression von PTEN in murinen und humanen
inflamatorischen Zellen und in Tumorzellen steigern konnen (Castell et al; 1990;
Patel et al; 2001). mTOR ist ein Mitglied des PI3K/Akt-Signalweges, das unterhalb
von PTEN liegt und wird direkt durch Akt aktiviert. Die Inhibition von mTOR hat
schon kleinere Erfolge bei der Behandlung des NZK gezeigt und aul3erdem wurde
beobachtet, dass der PPARy-Agonist Rosiglitazone die Phosphorylierung von
MTOR im NSCLC inhibiert (Cho et al; 2007; Han et al; 2007).

Um einen moglichen Effekt von Troglitazone auf den PI3K-Signalweg zu
analysieren, wurde eine Kinetik Uber 24 Stunden durchgefuhrt und die Expression
von PTEN und die Phosphorylierung von mTOR untersucht. Es konnte allerdings
zu keinem Zeitpunk eine Regulation von PTEN oder eine verminderte
Phosphorylierung von mTOR nachgewiesen werden. Nur in A498 Zellen war die
Expression von PTEN nach einer Stunde leicht erhoht.

Eine konstitutive oder fehlerhafte Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges ftritt
haufig in primaren Tumoren auf und ist wichtig fur die Proliferation und das
Uberleben des Tumors. JAK-1 ist ein Rezeptor fiir den autokrinen
Wachstumsfaktor IL-6 und aulRerdem wird die Aktivierung von STAT3 durch IL-6
verbessert (Schuringa et al; 2000; Shang et al; 2007b; Wu; 2002). Da IL-6 im NZK

Uberexprimiert ist, wurden diese beiden Mitglieder des JAK/STAT-Signalweges auf
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Effekte durch PPARy-Aktivierung untersucht. Es konnte auch hier allerdings nur
eine geringe Herunterregulierung der Phosphorylierung von JAK1 und STAT3
nach der Inkubation mit Troglitazone beobachtet werden. Bei CAKI-2-Zellen

konnte nicht einmal eine effektive Phosphorylierung festgestellt werden.

Der MAPK- und der NF-kB-Signalweg sind an der Regulation von vielen
intrazellularen Kaskaden beteiligt, wie auch an der Hochregulierung der HIF1a-
Expression. Die vermehrte Translokation von HIF1a in den Nukleus ist der
Hauptausloser fur die unkontrollierte Angiogenese und die Proliferation des
Nierenzellkarzinoms. In normalen Zellen wird HIF1a nur bei Hypoxie hochreguliert.
Auf Grund einer Mutation im Tumor-Suppressor-Gen VHL, die in mehr als 70%
aller klarzelligen NZK auftritt, akkumuliert HIF1a allerdings in den Tumorzellen.
Das fuhrt zu einer erhdhten Sekretion von Wachstums- und angiogenetischen
Faktoren wie IL-6, VEGF oder PDGF. Das wiederum resultiert in Tumorwachstum,
der Formierung von vaskulisierenden Gefallen und der hamatogenetischen
Ausbreitung des Tumors (Harris; 2002). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Aktivierung von PPARy zu einer sehr stark verminderten nuklearen
Expression von HIF1a in CAKI-2- und MZ1774-Zellen fuhrt. Die Akkumulierung
von HIF1a scheint nicht nur von einer Mutation in dem VHL-Gen abhangig zu sein,
da CAKI-2-Zellen ein Wildtyp VHL-Gen besitzen (Shinojima et al; 2007). Die
Blockierung von HIF1a durch den PPARy-Agonisten ist eine neue und wichtige
Beobachtung und demonstriert einen neuen Mechanismus, durch den
Troglitazone das Tumorwachstum und die Etablierung von Metastasen verhindern
kann.

Einer der Wachstumsfaktoren, der von NZK-Zellen sekretiert wird und der die
Expansion und Proliferation von malignen Zellen fordert, ist IL-6. IL-6 ist ein
multipotentes Zytokin, das an =zahlreiche biologische Aktivitaten, wie der
Regulation der Proliferation und Differenzierung und der Induzierung der
Expression von Akuten-Phase-Proteinen beteiligt ist (Alberti et al; 2004; Castell et
al; 1990). Aber es ist auch an der Pathophysiologie von verschiedenen
Neoplasien, wie dem Non-Hodgkin-Lymphom, dem Multiplen Myelom oder dem
Nierenzellkarzinom beteiligt (Blay et al; 1992; Kawano et al; 1988).

Deshalb wurde hier die Expression von IL-6 nach der Behandlung der Zellen mit

Troglitazone untersucht. Nach der Aktivierung von PPARy wurde eine verminderte
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Sekretion von IL-6 in allen verwendeten Zelllinien gefunden. Dieses Ergebnis ist
modglicherweise auf die vorher beobachtete Inhibition der Signalwege MAPK, NF-
kKB und der reduzierten nuklearen Expression von HIF1a zurtckzuflhren.

Als nachstes sollte die Rolle der Apoptose bei den durch Troglitazone ausgeldsten
Effekten untersucht werden. Es ist bekannt, dass die Aktivierung von PPARYy eine
Apoptoseinduktion bei verschiedenen Tumoren, wie Darmkrebs (Ming et al; 2006),
Lungenkrebs oder Brustkrebs auslost (Koeffler; 2003). Es gibt unterschiedliche
Berichte, auf welchem Weg Troglitazone zur Apoptoseinduktion fuhrt. Chinetti et
al. hat beobachtet, dass die Aktivierung von PPARy zu einer Inhibition der
transkriptionalen Aktivitat der NF-kB-Untereinheit relA/p65 fuhrt (Chinetti et al;
1998). Shimada et al. hat herausgefunden, dass die Aktivitdat von PPARy eine
Herunterregulierung von antiapoptotischen Genen auslost (Shimada et al; 2002).
In dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass Troglitazone Apoptose in einer
Dosis-abhangigen Art und Weise induziert. Bei A498-Zellen reichte schon eine
Konzentration von 10 yM Troglitazone zur Apoptoseinduktion, wohingegen bei
CAKI-2- und MZ1774-Zellen selbst die Inkubation mit hohen Konzentrationen
keine Effekte zeigte. Die Zellen zeigten allerdings eine ahnliche
Herunterregulierung von IL-6, phospho-ERK1/2, HIF1a und relB.

Aullerdem wurde beobachtet, dass die antiapoptotischen Molekulle wie Mcl-1, Bcl-
XL oder Survivin nach der Inkubation mit Troglitazone nicht nur in den Apoptose-
empfindlichen Zellen A498, sondern auch in CAKI-2- und MZ1774-Zellen
herunterreguliert wurden.

Mcl-1 und Bcl-X. sind antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie und es wird
angenommen, dass die Eliminierung von Survivin fur die Apoptoseinduktion durch
genotoxische Substanzen notwendig ist (Nijhawan et al; 2003). Fur Bcl- X_ wurde
schon gezeigt, dass der PPARy-Agonist Rosiglitazone seine Expression in
anaplastischen thyroiden Tumoren herunterreguliert (Aiello et al; 2006). Survivin
gehort zu der Familie der Inhibitoren-der-Apoptose-Proteinen (IAP) und eine hohe
Expression dieses Proteins charakterisiert eine aggressive Form des
metastasierenden Nierenzellkarzinoms (Parker et al; 2006).

Da Troglitazone nur spezifische Signalwege wie den MAPK, NF-kB und HIF-Weg
inhibiert, auf andere in Tumoren konstitutiv aktivierten Kaskaden aber keinen
Einfluss hat, lasst darauf schlielen, dass die Effekte PPARy-abhangig sind und

nicht durch Toxizitat ausgelost werden. Da die Aktivierung von PPARy aul3erdem
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nur bei A498-Zellen Apoptose auslost, es aber bei allen Zelllinien zu einer
Herunterregulierung von antiapoptotischen Molekulen wie IL-6, phospho-ERK,
relB und HIF1a kommt, scheint es keinen Zusammenhang zwischen der Induktion
von apoptotischem Zelltod und den anderen zellularen Effekten von Troglitazone

zu geben.

Um zu versuchen die Resistenz von Troglitazone-induzierter Apoptoseinduktion in
CAKI-2 und MZ1774-Zellen zu Uberwinden, wurden die Zellen mit dem
Proteasom-Inhibitor Bortezomib vorbehandelt. Bortezomib ist ein synthetischer
spezifischer Inhibitor der chymotrypsin-ahnlichen Untereinheit des 20S
Proteasoms und es wurde schon gezeigt, dass er zu Apoptose und
Wachstumsstopp in einer Vielzahl von Tumoren fuhrt (Adams et al; 2000; Cortes
et al; 2004; Kondagunta et al; 2004). Die Degradierung durch das Proteasom ist
fur viele Proteine, die an der Tumorgenese beteiligt sind, unerlasslich. Zykline, p53
oder auch NF-kB konnen ihre Funktion nur korrekt ausfihren, wenn sie selbst
oder ihre regulatorischen Proteine durch das Proteasom degradiert werden (Wu;
2002).

Interessanterweise wird auch PPARy nach seiner Aktivierung durch das
Proteasom abgebaut. Es wurde schon gezeigt, dass die Koinkubation von PPARYy-
Agonisten und Proteasom-Inhibitoren die Transaktivitat von PPREs und die
Expression von RXR-alpha erhéhen und somit die Aktivitat von PPARYy steigern
konnten (Tsao et al; 2005).

Es konnte hier gezeigt werden, dass die Vorbehandlung von NZK-Zellen mit dem
Proteasom-Inhibitor Bortezomib zu einer gesteigerten Apoptoserate nach PPARYy-
Aktivierung fuhrt. Selbst in den Zelllinien CAKI-2 und MZ1774, die resistent
gegenuber der Apoptoseinduktion durch Troglitazone waren, wurde bei der
kombinierten Inkubation apoptotischer Zelltod beobachtet. Dieser Effekt wurde nur
beobachtet, wenn die Zellen mit Bortezomib vorbehandelt wurden. Das deutet
darauf hin, dass ein synergistischer Effekt nur erreicht werden kann, wenn das
Proteasom vor der Inkubation mit Troglitazone inhbiert ist.

Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die Koinkubation mit Bortezomib und
Troglitazone zu einer starkeren Inhibition der MAPK und der nuklearen Expression

von HIF1a flhrt, als die Behandlung mit den einzelnen Substanzen.
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Passend zu diesen Ergebnissen konnte auch noch beobachtet werden, dass die
kombinierte Proteasom-Inhibition und PPARy-Aktivierung zu einer starkeren
Reduzierung der Sekretion von IL-6 fuhrt, verglichen mit der Inkubation mit den
einzelnen Substanzen.

Als letztes wurden die Effekte der kombinierten Behandlung mit Troglitazone und
Bortezomib auf die Induktion von endoplasmatischen Stress untersucht. Frihere
Berichte haben gezeigt, dass PPARy-Agonisten die Unfolded-Protein-Response
(UPR) auslosen koénnen und somit zu der Initierung einer Vielzahl von
zytoprotektiven Mechanismen des endoplasmatischen Retikulums (ER) fuhren
(Weber et al; 2004). Wenn diese Mechanismen die Zelle nicht mehr retten kdnnen,
wird letztendlich eine ER-vermittelte Apoptose eingeleitet. Bortezomib kann die
UPR nicht direkt aktivieren. Durch die Inhibition des Proteasoms konnen allerdings
falsch gefaltete Proteine nicht mehr abgebaut werden und es kommt zu einer
Akkumulation (Nawrocki et al; 2005). Dies fuhrt dann zur Aktivierung der UPR und
zur Induktion der PERK- und IRE-Signalwege, der Expression von ER-
Chaperonen, dem Efflux von Calcium und der Aktivierung der ER-spezifischen
Caspase-4.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Inkubation von NZK-
Zelllinien mit Troglitazone und Bortezomib zu einer gesteigerten Induktion von ER-
Stress fuhrt, wie am Beispiel der Induktion des ER-Chaperons BiP und der
Aktivierung der Caspase-4 dargelegt werden konnte.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Aktivierung von
PPARy einen interessanten Ansatz fur die Therapie des metastasierenden
Nierenzellkarzinoms bei behandlungsresistenten Patienten darstellen koénnte,

wenn es mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib kombiniert wird.
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6. Zusammenfassung

Die Aktivierung von PPARy, einem Transkriptionsfaktor der Hormon-Rezeptor-
Superfamilie, fuhrt zu Inhibition der Proliferation und des Zellwachstums und
Induktion von apoptotischem Zelltod in einer Vielzahl von Tumoren.

Da beobachtet werden konnte, dass PPARYy in verschiedenen Tumorproben von
Nierenzellkarzinom (NZK)-Patienten Uberexprimiert ist, wurden die Auswirkungen
von PPARy-Aktivierung auf NZK-Zelllinien untersucht. Die Zelllinien A498, CAKI-2
und MZ1774 wurden mit dem hochaffinen PPARy-Agonisten Troglitazone inkubiert
und die Auswirkungen auf verschiedenen zellularen Ebenen analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass die Inkubation der Zellen mit Troglitazone zu einer
verminderten Sekretion des im NZK Uberexprimierten autokrinen Wachstumsfaktor
IL-6 fUhrt, begleitet von einer Inhibition des MAP-Kinase Signalweges und einer
reduzierten nuklearen Expression der Transkriptionsfaktoren HIF1a und NF-kB.
Aulerdem hat die Inkubation der Zellen mit Troglitazone zu einer verminderten
Expression der anti-apoptotischen Molekule Bcl-X., Survivin und Mcl-1 geflhrt.
Diese Effekte traten nicht auf Grund von Apoptose auf, da CAKI-2- und MZ1774-
Zellen fast resistent gegenuber apoptotischem Zelltod waren.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass der Proteasom-Inhibitor Bortezomib die PPARy-
Aktivitat in malignen Zellen erhdhen kann indem es seine Degradierung durch
dass Proteasom verhindert wird und RXR-Rezeptoren hochreguliert werden.
Aullerdem  konnen beide  Substanzen  apoptotischen  Zelltod Uber
endoplasmatischen Stress ausldsen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kombination von Bortezomib und
Troglitazone die Apoptoseinduktion auch in denjenigen Zelllinien erhoht, die
resistent gegenlber den einzelnen Substanzen sind. Dieser Effekt wurde von
einer verstarkten Inhibition des MAPK-Signalweges, der Sekretion von
Wachstumsfaktoren und der Expression von antiapoptotischen Molekullen
begleitet. AuRerdem flhrte die kombinierte Inkubation zu einer verstarkten
Induktion von endoplasmatischem Stress.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Kombination von PPARYy-
Aktivierung und Proteasom-Inhibition ein neuer interessanter Ansatzpunkt fur die

Therapie von behandlungsresistenten Nierenzellkarzinom-Patienten darstellt.
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