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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung:

Rhabdomyosarkome sind die haufigsten Weichteilsarkome bei Kindern und Jugendlichen
im Alter unter 15 Jahren und machen etwa 3 % aller Tumorerkrankungen in dieser
Altersklasse aus. Das alveolare Rhabdomyosarkom zahlt mit 20-25 % der Falle zu den
haufigsten Entitaten und ist durch einen aggressiven Krankheitsverlauf, haufiges
Therapieversagen und eine schlechte Prognose charakterisiert. Um die Prognose der
erkrankten Kinder zu verbessern, ist die Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten
essenziell. Pflanzen enthalten natlrlicherweise eine Vielzahl an zytotoxischen
Substanzen und bieten somit eine grof3e Bandbreite potentieller Wirkstoffe fur die
Krebstherapie. Die europaische Mistel, Viscum album, wird seit Jahrzehnten in der
Tumortherapie verwendet und enthalt sowohl lipophile als auch hydrophile Wirkstoffe.
Kommerzielle Mistelpraparate basieren auf einem wassrigen Extrakt und enthalten als
aktive Substanzen Mistellektine und Viscotoxine. Das zytotoxische Potential der
wasserunloslichen Triterpensauren wird hierbei nicht genutzt, da sie in den
Mistelpraparaten kaum bis gar nicht enthalten sind. Durch Solubilisierung mit
Cyclodextrinen wurde eine innovative In-vivo-Nutzung der Triterpensauren ermaoglicht.
Ziel dieser Dissertation ist es, die Wirkung eines wassrigen (viscum) und eines
triterpensaurehaltigen (TT) Mistelextraktes sowie deren Kombination (viscumTT) im

Rhabdomyosarkommodell in vitro zu untersuchen und zu vergleichen.

Methodik:

Die Rhabdomyosarkomzelllinien RMS-13, RH-30 und TE 671 wurden fur 24 Stunden mit
den Mistelextrakten viscum, TT und viscumTT in ansteigenden Konzentrationen
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellproliferation mit dem CASY® Cell Counter und die
Apoptoseinduktion mittels Annexin/Pl-Farbung am Durchflusszytometer gemessen. Zur
Charakterisierung des Apoptosemechanismus wurden im Durchflusszytometer
Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials, die Aktivierung der CASP3,
CASP8 und CASP9 sowie die Effektivitat von Caspaseinhibitoren untersucht. Zudem
wurden Veranderungen im Expressionsprofil Apoptose-assoziierter Proteine im Western-
Blot detektiert.



Zusammenfassung

Ergebnisse:

Die verwendeten Mistelextrakte inhibierten effektiv die Zellproliferation, zudem konnten
viscum und viscumTT konzentrationsabhangig Apoptose induzieren. Das
Kombinationspraparat viscumTT zeigte dabei synergistische Effekte. Die
Apoptoseinduktion erfolgte sowohl durch Aktivierung des extrinsischen als auch des
intrinsischen  Signalweges. Beweisend hierfir waren die Erniedrigung des
mitochondrialen Membranpotentials sowie die Aktivierung der CASP8 und der CASP9.
Die Apoptose liel3 sich durch Einsatz der Caspaseinhibitoren effektiv hemmen. Weitere
Experimente zeigten, dass Mistelextrakte die Proteinexpression von MCL1, BCL2,
BCL2L1, XIAP, BIRC5 und CLSPN veranderten. Sie verschoben das Verhaltnis zwischen
pro- und antiapoptotischen Proteinen zu Gunsten der Apoptose, wobei die
Apoptoseinduktion unabhangig von TP53 war.

Schlussfolgerung:

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass insbesondere der triterpensaurehaltige
Mistelgesamtextrakt viscumTT eine effektive Substanzkombination im
Rhabdomyosarkommodell in vitro darstellt, da sie wirkungsvoll Apoptose induzieren
kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation tragen zum besseren Verstandnis
des Wirkmechanismus von viscumTT bei und weisen dessen Wirksamkeit im

Rhabdomyosarkommodell nach.
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Abstract

Abstract

Introduction:

Rhabdomyosarcoma is the most common soft tissue sarcoma in children and
adolescents in Germany (age <15 years), accounting for 3 % of all pediatric tumors.
Alveolar rhabdomyosarcoma is one of the two main histopathologic subtypes and occurs
in approximately 20-25 % of the cases. It is associated with aggressive clinical behavior
and poor treatment response and outcome, highlighting the need for new therapy
approaches. Plants naturally contain numerous cytotoxic compounds, thus offering a
great range of potential active substances for cancer treatment. The European mistletoe
Viscum album is used in complementary cancer therapy for decades and contains
hydrophilic as well as lipophilic compounds. Commercial mistletoe preparations are
aqueous extracts and contain mainly mistletoe lectins and viscotoxins as active
compounds, whereas lipophilic triterpene acids do not occur in significant amounts.
Triterpene acids, which also exert cytotoxic effects, were solubilized with cyclodextrins to
allow their application in in vivo studies. The aim of this study is to analyze and compare
the effects of an aqueous mistletoe extract (viscum) and a triterpene-containing extract

(TT) as well as the combination thereof (viscumTT) on rhabdomyosarcoma in vitro.

Methods:

The rhabdomyosarcoma cell lines RMS-13, RH-30 and TE 671 were incubated with
viscum, TT and viscumTT in increasing concentrations for 24 hours. Inhibition of
proliferation was determined by CASY® Cell Counter analysis. Apoptosis was assessed
by Annexin/Pl staining, JC-1 staining, measurement of CASP3, CASP8 and CASP9
activity as well as caspase inhibitor assays. To elucidate the underlying molecular
mechanisms further, western blot analyses were performed to observe altered expression

of apoptotic-associated proteins.
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Results:

Viscum and viscumTT inhibited cell proliferation and induced apoptosis effectively in a
dose-dependent manner, whereas TT showed only inhibitory effects. ViscumTT further
displayed a synergistic effect. Viscum and viscumTT induced apoptosis via the extrinsic
and intrinsic signaling pathways, evidenced by the loss of mitochondrial membrane
potential, activation of CASP8 and CASP9. Caspase inhibitor assays reduced apoptosis
significantly. Furthermore, viscum and viscumTT altered the expression of MCL1, BCL2,
BCL2L1, XIAP, BIRCS and CLSPN, thus changing the ratio of pro- and anti-apoptotic

proteins and shifting the balance towards apoptosis in a TP53-independent manner.

Conclusion:

The present study showed that especially the whole mistletoe extract viscumTT can
effectively induce apoptosis and may therefore be considered a promising substance in
an in vitro model of rhabdomyosarcoma. These findings contribute to a better
understanding of the underlying mechanisms of action and demonstrate the effectiveness

of viscumTT in rhabdomyosarcoma.
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Einleitung

1 Einleitung

Jedes Jahr erkranken in Deutschland im Durchschnitt etwa 2000 Kinder und Jugendliche
unter 15 Jahren an Krebs [1]. Maligne Neoplasien sind die zweithaufigste Todesursache
in dieser Altersklasse [2]. Die Prognose der an Krebs erkrankten Kinder verbesserte sich
durch Therapieoptimierungsstudien in den letzten Jahrzehnten stetig. Trotzdem bleibt die
Suche nach neuen Behandlungsmethoden gegen maligne Neoplasien Gegenstand der
aktuellen Forschung, da einige Entitaten weiterhin eine schlechte Prognose aufweisen
[1, 3].

Die Praparate der europaischen Mistel, Viscum album, sind die am haufigsten
eingesetzte komplementarmedizinische Methode in der Krebstherapie von Erwachsenen
und werden neben konventionellen Chemotherapeutika in der klinischen Praxis
verwendet [4, 5]. In der padiatrischen Onkologie gibt es in Hinblick auf die
Komplementarmedizin wenig evidenzbasierte Methoden, dennoch werden sie vermehrt
in die onkologische Therapie integriert [6]. Interessanterweise enthalten Mistelextrakte
jedoch eine Vielzahl von zytotoxischen und immunologisch aktiven Substanzen, fur die

eine Vielzahl von praklinischen Studien vorliegen [5, 7].

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirksamkeit eines neu entwickelten Mistelextraktes, welcher
sich aus einem wassrigen und triterpensaurehaltigen Extrakt zusammensetzt, im

Rhabdomyosarkommodell zu untersuchen.

sonstige

i %
Keimzeltumoren Diagnosen 6.1%

4,1%

Weichteilsarkome
5,9%

Leukamien 30,4%
Knochentumoren /
5,2%

Nierentumoren
4,7%

Periphere
Nervenzelltumore
5,7%

ZNS-Tumoren Lymphome: 14,3%

23,6%

Abbildung 1. Relative Haufigkeiten der Diagnosehauptgruppen von 2009-2015 (modifiziert nach
Kaatsch et al., 2016). Abgebildet sind die relativen Haufigkeiten der gemeldeten Erkrankungsfalle
eingeteilt in die Diagnosehauptgruppen. Ausgewertet wurden die Daten von insgesamt 14.791
Patienten unter 18 Jahren, die dem Deutschen Krebsregister in den Jahren 2009-2015 gemeldet
wurden [1]. ZNS = Zentrales Nervensystem.
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Einleitung

1.1 Das Rhabdomyosarkom

Das Rhabdomyosarkom (RMS) ist eine maligne Tumorerkrankung, die vor allem im
Kindes- und Jungendalter auftritt [8] und zu der Gruppe der Weichteilsarkome zahlt [9].
Es handelt sich um einen primitiven mesenchymalen Tumor [10], dessen genauer
Zellursprung unbekannt ist. Es wird angenommen, dass sich das RMS aus den
Vorlauferzellen der Skelettmuskulatur entwickelt, da es Charakteristika der myogenen
Differenzierung aufweist [11, 12]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sich das RMS
sowohl aus muskularen [13] als auch aus nichtmuskularen Vorlauferzellen [14, 15]
entwickeln kann. Es kann nahezu uberall im Koérper auftreten und ist nicht an das
Vorhandensein quergestreifter Muskulatur gebunden [16, 17]. Das RMS tritt grofRtenteils
sporadisch auf, zu einem geringeren Anteil ist es mit familiaren Syndromen wie dem
Li-Fraumeni-Syndrom, der Neurofiboromatose Typl, dem Noonan-Syndrom, dem

Beckwith-Wiedemann Syndrom oder dem Costello-Syndrom assoziiert [16, 18-20].

1.1.1 Epidemiologie

Laut den Daten des Deutschen Kinderkrebsregisters machen Weichteilsarkome 5,9 %
aller Krebserkrankungen bei Kindern und Jugendlichen in Deutschland aus und sind
somit die dritthaufigste solide Tumorerkrankung in dieser Altersklasse. Das RMS ist mit
51 % das haufigste Weichteilsarkom bei Kindern unter 15 Jahren, dies entspricht 3 %
aller kindlichen Krebserkrankungen. Die standardisierte Inzidenz betrug in den Jahren
2006 bis 2015 funf pro eine Million Kindern unter 15 Jahren in Deutschland. Der
Altersmedian lag bei Diagnosestellung bei finf Jahren und drei Monaten. Jungen

erkranken etwa 30 % haufiger als Madchen, das Geschlechterverhaltnis liegt bei 1,3:1

[1].

1.1.2 Klassifikation

Das RMS umfasst eine Gruppe heterogener Tumore, die sich in Bezug auf das
Erkrankungsalter, die primare Tumorlokalisation, das Metastasierungsverhalten und die
Prognose unterscheiden [21-23]. Die haufigsten histologischen Entitdten sind mit
53-70 % das embryonale RMS (ERMS) und mit 20-25 % das alveolare RMS (ARMS) [17,
21, 24). Das ERMS tritt vor allem bei Kindern unter 10 Jahren auf und ist haufig im Kopf-
und Halsbereich sowie im Urogenitaltrakt lokalisiert [21, 25]. Das ERMS ist mit

zahlreichen Mutationen, wie dem Verlust der Heterozygotie des Chromosoms 11p15.5,
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assoziiert [10, 26]. Das ARMS tritt vor allem bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen
auf und ist typischerweise am Stamm und den Extremitaten lokalisiert [19]. Als haufigste
genetische Mutation findet sich bei etwa 60 % der ARMS-Falle die Translokation
1(2;13)(q35;914) mit dem Fusionsprotein Pax paired box 3 (PAX3)/Forkhead box protein
O1 (FOXO1) [27]. PAX3/FOXO1 ist ein aktiver Transkriptionsfaktor, dessen Aktivitat zur
gestdrten Differenzierung und Proliferation myogener Zellen fuhrt [10, 28]. Patienten mit
einem positiven FOX3/FOXO1-Fusionsstatus haben eine schlechtere [12, 29], die
fusionsnegativen haben eine deutlich bessere Prognose [30].

1.1.3 Kilinik und Prognose

Das klinische Erscheinungsbild des RMS ist sehr variabel und abhangig von der primaren
Lokalisation, der Ausdehnung des Tumors sowie von dem Alter des Patienten. RMS
manifestieren sich meist als zunehmende, schmerzlose Schwellung. Die Mehrheit der
Symptome tritt im Zusammenhang mit der Kompression lokaler Strukturen durch den
Tumor auf. RMS sind nicht mit klassischen paraneoplastischen Syndromen assoziiert [3].
Sie treten zu 40 % im Kopf-Hals-Bereich, 20 % im Urogenitaltrakt, 20 % an den
Extremitaten und zu 20 % an anderen Lokalisationen auf [25]. Das RMS metastasiert
sowohl hamatogen als auch lymphogen [19], wobei am haufigsten die Lunge, gefolgt von
Knochen, Knochenmark und Lymphknoten, betroffen ist [17, 25]. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung haben die meisten Patienten Mikrometastasen in regionaren
Lymphknoten [31] und ungefahr 16 % bereits Fernmetastasen gebildet [22, 32].

Die Prognose des RMS ist abhangig von vielen Faktoren, wie dem Alter der Patienten,
der Tumorhistologie, dem Tumorstadium und der primaren Lokalisation [33]. Die mediane
5-Jahresiiberlebensrate (5-JUR) betragt 74 %, das Langzeitiiberleben (10 Jahre) liegt bei
72 % [1]. Die Prognose variiert jedoch stark innerhalb der Risikogruppen. So haben
Patienten mit lokalisierten Erkrankungen aus der Niedrigrisikogruppe eine 5-JUR von ca.
95 % [34], wohingegen sie bei Patienten mit einem ARMS aus der Hochrisikogruppe auf
65 % sinkt [35]. Bei Patienten mit metastasierter Erkrankung sinkt die 5-JUR weiter
drastisch ab, Patienten mit einem ARMS haben eine Uberlebensrate kleiner 20 % und
diejenigen mit einem ERMS eine Uberlebensrate von 40 % [32]. Patienten mit einem

Rezidiv haben ebenfalls eine sehr schlechte Prognose, die 5-JUR betragt 17 % [23].
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Zudem leiden die Patienten unter den Langzeitschaden der Therapie. Sie kdnnen
funktionelle oder kosmetische Defizite davontragen oder Zweitkarzinome entwickeln [31].
Aus diesem Grund sind regelmafige Kontrolluntersuchungen im Verlauf und nach
Abschluss der Therapie notwendig [36].

1.1.4 Therapie

Die Therapie des RMS erfolgt in Deutschland gemal den standardisierten
Therapieempfehlungen der Cooperativen Weichteilsarkom Studiengruppe
(CWS-Guidance) der Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie und Hamatologie. Das
Therapieregime wird an die Risikogruppe des Patienten angepasst und umfasst die
Kombination aus operativer Tumorentfernung, Chemo- und Strahlentherapie. Die
Einteilung der Risikogruppen erfolgt anhand des Patientenalters, der Histologie,
Tumorlokalisation, Tumorgrole, Metastasierung und dem postchirurgischen
Exzisionsbefund. Tabelle 1 bietet einen Uberblick tiber die Risikostratifizierung und die
risikkoadaptierte Therapie des RMS. Die Chemotherapeutika werden als
Kombinationstherapie appliziert. Haufig eingesetzte Substanzen sind Dactinomycin,
Vincristin, die Alkylanzien Cyclophosphamid und Ifosfamid und Anthrazykline wie
Doxorubicin und Epirubicin. Bei Therapieversagen oder bei Patienten mit Metastasen
werden zusatzlich Platinderivate (Carboplatin) und Etoposid eingesetzt. Die lokale
Therapie besteht aus chirurgischen MalRnahmen, unter Umstanden in Kombination mit
Strahlentherapie, und kann entweder vor oder nach dem Beginn der Chemotherapie
erfolgen. Die Evaluation der lokalen Therapie ist abhangig von der Ausbreitung und
Lokalisation des Tumors. Alle Risiko- und Hochrisikopatienten und Patienten mit

metastasierender Erkrankung erhalten eine Strahlentherapie [36].
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Tabelle 1

Risikostratifizierung und risikoadaptierte Therapie des Rhabdomyosarkoms modifiziert nach den Therapieempfehlungen der CWS [36]

. . . Tumor- Tumorgrofe & postoperativer N- M- .
Risikogruppe  Pathologie lokalisation Patientenalter Befund Status Status Therapie
Niedrig ggmg alle <5cmund < 10 Jahre I NO MO Chemotherapie + Operation
ERMS > 5 cm und/oder : .
SRMS alle > 10 Jahre I NO MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
Standard ggmg glinstig alle I, NO MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
ggmg ungunstig <5cmund <10 Jahre 11, 1l NO MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
ERMS R > 5 cm und/oder : .
SRMS unglinstig > 10 Jahre I, 1l NO MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
Risiko ggmg alle alle I, 1 N1 MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
ARMS alle alle [, 1, 1 NO MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
Hochrisiko ARMS alle alle I, N1 MO Chemotherapie + Operation + Bestrahlung
Metastasieren alle alle alle alle alle M1 Chemotherapie + Operation + Bestrahlung

de Erkrankung

Anmerkung.

ERMS = embryonales Rhabdomyosarkom; SRMS= spindelzelliges/sklerosierendes Rhabdomyosarkom; ARMS= alveolares Rhabdomyosarkom; N= Nodus,

M=Metastase
Postoperativer Befund:

Lymphknotenstatus:
(N-Status)

Metastasierung:
(M-Status)

I= primare komplette Resektion im Gesunden (RO-Resektion)

II= mikroskopischer Nachweis von Tumorzellen am Schnittrand (R1-Resektion) oder RO-Resektion bei Lymphknotenmetastasen

IllI= makroskopischer Nachweis von Tumorzellen am Schnittrand (R2-Resektion)

NO= Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1= Regionare Lymphknotenmetastasen
MO= Keine Fernmetastasen
M1= Fernmetastasen
Gunstige Tumorlokalisation: Orbita, Kopf- und Halsbereich ausgenommen parameningeale Lokalisationen, paratestikuldre Lokalisation, weibliches Genital
Ungunstige Tumorlokalisation: alle anderen Lokalisationen
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1.2 Apoptose

Der Begriff Apoptose wurde 1972 von Kerr et al. eingefuhrt und beschreibt den Vorgang
des programmierten Zelltodes [37], der unter Energieaufwand nach einem genetischen
Programm ablauft [38]. Die Apoptose ist ein physiologischer Vorgang, der u.a. wahrend
der embryonalen Entwicklung, der Differenzierung und Homoostase von Geweben sowie
bei der Reifung des Immunsystem und der Abwehr von Pathogenen auftritt [38]. Zudem
spielt die Apoptose eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Krebs, wobei ein

Zusammenhang zwischen Apoptoseresistenz und der Tumorgenese besteht [38-40].

Ausgelost durch Todessignale kommt es zu charakteristischen, morphologischen
Veranderungen der Zelle. Zunachst 16st sich die Zelle aus dem Zellverband, da Proteine
des Zytoskelettes sowie Adhasionsmolekile degradiert werden [41]. Die Zelle schrumpft
und rundet sich ab [38]. Es kommt zur Verdichtung des Zytoplasmas und zur
Karyopyknose mit anschlieRender Karyorrhexis [42]. Durch Abschnirungen der
Plasmamembran (,membrane-blebbing“) werden degradierte zytoplasmatische oder
nukleosolische Zellbestandteile in sogenannte Apoptosekdrperchen verpackt [38]. Diese
Apoptosekdrperchen werden anschliefend von Makrophagen und benachbarten Zellen
erkannt, phagozytiert und degradiert [41, 42]. Bei diesem Abbauprozess dienen negativ
geladene Phospholipidmolekile als wichtiges Erkennungsmerkmal. Im Zuge der
Apoptose translozieren sie von der Innen- zur AulRenseite der Plasmamembran, wodurch
die Zelle fur den schnellen Abbau markiert wird [42, 43]. Durch den geordneten Abbau
der Zellen gelangen keine zytoplasmatischen Bestandteile in das Interstitium und die
Makrophagen produzieren keine Zytokine, somit wird keine Entzindungsreaktion im
umliegenden Gewebe hervorgerufen [38, 42]. Mdgliche Ausléser der Apoptose kdnnen
u.a. der Entzug von Wachstumsfaktoren, ionisierende Strahlung, oxidativer Stress und
DNS-Schaden sein [38, 44].

Eine weitere Form des Zelltodes ist die Nekrose. Im Gegensatz zur Apoptose handelt es
sich hierbei jedoch um einen passiven, unkontrollierten Prozess, der normalerweise eine
grolle Anzahl von Zellen betrifft [38, 40]. Durch den frihen Verlust der
Plasmamembranintegritat stromen unkontrolliert lonen und Wasser gemafl® dem
osmotischen Gradienten in den intrazellularen Raum und fuhren zur Schwellung der Zelle

und Zellorganellen [45]. Diese Vorgange fuhren letztlich zur Zelllyse, wobei der Zellinhalt
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in das umliegende Gewebe freigesetzt wird. Als Folge wird durch die Aktivierung des

Immunsystems eine lokale Entzindungsreaktion ausgeldst [38, 41].

1.2.1 Signalwege der Apoptose

Hauptmediatoren der Apoptose sind die cysteinyl-aspartate specific proteases
(Caspasen) [46]. Sie liegen als inaktive Zymogene in der Zelle vor und kdénnen Uber
verschiedene Signalwege aktiviert werden, die letztlich durch Initierung einer
Signalkaskade in einer gemeinsamen Endstrecke, der Exekutionsphase, munden. Die
Aktivierung der Caspasen kann uber den extrinsischen und den intrinsischen Signalweg
erfolgen [42, 47]. Die Initiatorcaspasen stehen zu Beginn der Signalkaskade und
aktivieren die Effektorcaspasen [48]. Es wird zwischen den Initiatorcaspasen Caspase-2
(CASP2), Caspase-8 (CASP8), Caspase-9 (CASP9), Caspase-10 (CASP10) und den
Effektorcaspasen Caspase-3 (CASP3), Caspase-6 (CASPG6), Caspase-7 (CASP7)
unterschieden [38]. Die Aktivierung der Effektorcaspasen hat die Spaltung ihrer Substrate
zur Folge und fihrt zu morphologischen Veranderungen der Zelle und letztlich zum
Zelltod [49]. Zu den Substraten zahlen u.a. Zytokeratine und Proteine des Zytoskeletts
sowie der inhibitor of caspase-activated DNase (ICAD) [38, 49]. Durch Spaltung von ICAD
entfallt dessen Hemmung auf die Endonuklease caspase-activated DNase (CAD). CAD
wird daraufhin freigesetzt und degradiert die chromosomale Desoxyribonukleinsaure
(DNS) [49]. Auch die Poly (ADP-ribose) Polymerase 1 (PARP1), ein an der DNS-
Reparatur beteiligtes Enzym [50], wird im Zuge der Apoptose durch die aktive CASP3 in
das Spaltprodukt cleaved PARP1 (cPARP1) gespalten [51, 52].

Der extrinsische Signalweg wird durch Bindung von Liganden an membranstandige
Todesrezeptoren vermittelt. Die Todesrezeptoren gehoren zu der tumor necrosis factor
(TNF)-Superfamilie und umfassen TNF-, CD95- (Fas) und TNF-related apoptosis
inducing ligand (TRAIL)-Rezeptoren [38, 53, 54]. Die Rezeptoren besitzen intrazellular
eine sogenannte Todesdomane, welche die Weiterleitung des Signals von der
Zelloberflache an die intrazellulare Signalkaskade vermittelt [38, 54]. Durch die Bindung
der Liganden an die Rezeptoren kommt es an der Innenseite der Plasmamembran zur
Rekrutierung von intrazellularen Adaptermolekulen wie dem Fas-associated protein with
death domain (FADD) an die Todesdomane und zur Bildung des multimeren death-

inducing signaling complex (DISC) [42, 47, 55]. Am DISC kommt es zur Aktivierung der
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Initiatorcaspasen CASP8 sowie CASP10 und folglich zur Weiterleitung des Todessignals
uber die Caspase-Kaskade [38, 55].

Der intrinsische Signalweg wird durch Stimuli wie DNS-Schaden, ionisierende Strahlung,
Chemotherapeutika und den Mangel an Wachstumsfaktoren ausgelost [38, 44]. Es
kommt zur Veranderungen der mitochondrialen Membran, die in der Bildung von
Membranporen, dem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (MMP)
und der Freisetzung proapoptotischer Proteine resultieren [38, 54]. Aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien gelangen daraufhin u.a. die Proteine Cytochrom c,
high temperature requirement protein A2 (HTRAZ2) und diablo IAP-binding mitochondrial
protein (DIABLO) in das Zytosol [42, 47]. Zu einem spateren Zeitpunkt werden zudem der
apoptosis-inducing factor (AlF) und die Endonuklease G (Endo G) freigesetzt, die in den
Nukleus translozieren und die DNS caspase-unabhangig fragmentieren [38, 54].
Cytochrom c bildet mit dem apoptotic protease activating factor 1 (APAF1) und der
Procaspase-9 das sogenannte Apoptosom, was zur Aktivierung der CASP9 fuhrt. Das

Apoptosom spaltet die Procaspase-3 und induziert somit die Apoptose [44, 55].

Durch Querverbindungen stehen der extrinsische und intrinsische Apoptosesignalweg
miteinander in Verbindung und kdnnen sich somit gegenseitig beeinflussen. Ein Beispiel
hierflr ist die Spaltung des Proteins BH3-interacting domain death agonist (BID) in seine
trunkierte Form tBID durch die CASP8 oder CASP10. tBID interagiert mit den Proteinen
BCL2 associated X protein (BAX) und BCLZ2 antagonist/killer 1(BAK1) und induziert somit

die Permeabilisierung der aulleren Mitochondrienmembran [38, 53].

1.2.2 Regulatoren der Apoptose

Die Apoptose wird durch zahlreiche Proteine mit pro- oder antiapoptotischer Wirkung
beeinflusst, die miteinander interagieren, wobei insbesondere ihr Verhaltnis zueinander

entscheidend fur die Apoptoseregulation ist. [42].

Die Mitglieder der B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)-Proteinfamilie regulieren den intrinsischen
Signalweg und kénnen die Apoptose sowohl fordern als auch verhindern, indem die das
MMP beeinflussen [42, 44]. Anhand ihrer Funktion werden u.a. die antiapoptotischen
Proteine BCL2, BCL2 like 1 (BCL2L1) und myeloid cell leukemia 1 (MCL1) von den
proapoptotischen Proteinen wie BAK1, BAX, BID und phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1 (PMAIP1) unterschieden [44, 54]. BAX und BAK1 kdnnen durch

Oligomerisierung Poren in der au3eren Mitochondrienmembran bilden und beeinflussen
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somit das MMP [54, 56]. BCL2, BCL2L1 und MCL1 kénnen die Porenbildung der
Mitochondrienmembran hemmen, indem sie entweder direkt mit BAX und BAK1
interagieren oder Uber Interaktion mit BID oder PMAIP1. BID und PMAIP1 kdnnen
wiederum BAX und/oder BAK1 direkt stimulieren oder wirken indirekt Uber die Hemmung
der antiapoptotischen BCL2-Proteine [56, 57].

Das tumor protein p53 (TP53) spielt eine wichtige Rolle in der Apoptoseinduktion, indem
es zum einem die Expression beteiligter Proteine wie baculoviral IAP repeat containing 5
(BIRCS) und PMAIP1 reguliert [54]. Zum anderen interagiert TP53 direkt mit BCL2,
BCL2L1 sowie MCL1 und antagonisiert deren Wirkung [54, 58]. AuRerdem interagiert es
direkt mit BAX und induziert dessen Oligomerisierung [44, 58].

Die inhibitor of apoptosis protein (IAP)-Familie reguliert sowohl den extrinsischen als
auch den intrinsischen Apoptoseweg, indem sie entweder direkt die CASP3, CASPG,
CASP7 und CASP9 hemmen [38, 54] oder deren Degradierung fordern [42, 54]. Zudem
inhibieren sie die Wirkung proapoptotischer Proteine wie DIABLO. Zu ihnen gehdren die
Proteine X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) und BIRC5 [59]. Wird
die Apoptose induziert, werden sie autoubiquitiniert und degradiert [60, 61]. DIABLO ist
ein  direkter Inhibitor der |AP-Familie. Durch  Permeabilisierung  der
Mitochondrienmembran wird er in das Zytoplasma entlassen und fordert so die Apoptose
[42, 54, 55]. Die Serinprotease HTRA2 wird auf Apoptosestimuli hin aus Mitochondrium
freigesetzt und spaltet u.a. die Mitglieder der IAP-Familie [58].
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1.3 Die Mistel

Die europaische weillbeerige Mistel Viscum album ist ein immergriner Halbparasit aus
der Familie der Mistelgewachse (Viscaceae), Ordnung der Sandelholzartigen
(Santalales). Sie wachst auf Laub- und Nadelbaumen in Europa, Asien und Nordafrika.
Es gibt drei Unterarten der Mistel, die sich in ihrer Wirtsspezifitat unterscheiden: Viscum
album spp. album (Laubbaume), Viscum album spp. abietis Beck. (Tannen) und Viscum

album spp. austriacum Wiesb. Vollmann (Pinien) [62].

Zu den bekanntesten Eigenschaften der wassrigen Mistelextrakte zahlen ihre
immunmodulierenden und zytotoxischen Effekte, die in zahlreichen praklinischen Tests
belegt wurden [5]. Die zytotoxische Wirkung von wassrigen Mistelextrakten konnte bei
akuten Leukamien [63], beim multiplen Myelom [64], Zungenkarzinom [65] und
Harnblasenkarzinom [66] in vitro nachgewiesen werden. Dartber hinaus konnten
antitumorale Wirkungen der Mistelextrakte bei akuten Leukamien [67], Brustkrebs [68],

malignes Melanom [69] und Pankreaskarzinom [70] in vivo beschrieben werden.

Seit Jahrtausenden werden Mistelextrakte als Heilmittel verwendet. Erste schriftliche
Nachweise belegen den Einsatz der Mistel als Heilpflanze bei Milzkrankheiten und
Menstruationsbeschwerden durch Hippokrates (460-377 v. Chr.) [71]. Anfang der 1920er
Jahre etablierten Ita Wegmann und der Begriinder der anthroposophischen Medizin,
Rudolf Steiner, die Anwendung von Mistelextrakten in der Tumortherapie [71, 72].
Heutzutage zahlen Mistelpraparate zu den am haufigsten eingesetzten Arzneimitteln in
der Krebstherapie [73], jedoch mit umstrittener klinischer Wirksamkeit [4, 74].
Mistelpraparate werden meistens als Adjuvans zur konventionellen Krebstherapie
eingesetzt [4]. Therapeutische Indikationen sind die Verbesserung der Lebensqualitat,
die Starkung des Immunsystems und die Reduktion unerwinschter
Arzneimittelwirkungen konventioneller Krebstherapien [4, 75, 76]. Mistelpraparate
werden haufig subkutan appliziert, einige Praparate sind auch flr eine intravendse
Applikation zugelassen [77]. Fur die intratumorale und intrakavitare Gabe besteht zurzeit
noch keine Herstellerzulassung [76, 77]. Die intratumorale Applikation hochdosierter
Mistelextrakten zeigte sowohl im Tierversuch [70] als auch beim Patienten [78] positive
Effekte auf das Tumorwachstum und es konnte vereinzelt Uber (Teil-) Remissionen

berichtet werden.
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In klinischen Studien konnten eine Verbesserung der Lebensqualitat und eine Reduktion
unerwinschter Arzneimittelwirkungen der konventionellen Tumortherapien nach
Behandlung mit Mistelextrakten nachgewiesen werden. In Bezug auf die Verlangerung
der Uberlebenszeit zeigten sich in einigen Studien tendenziell positive Effekte, die
Ergebnisse sind jedoch nicht eindeutig [4, 79, 80]. So konnten Troger et al. in einer
kontrollierten, randomisierten Studie eine Verlangerung des Uberlebens nach subkutaner
Misteltherapie bei Patienten mit Pankreaskarzinomen beobachten [81]. Kunz et al.
konnten in einer Fallserienstudie eine (partielle) Remission des Tumors bei Patienten mit
Basalzellkarzinom nach topischer Anwendung eines lipophilen Mistelextraktes
beobachten [82]. Um den positiven Effekt der Misteltherapie auf das Uberleben zu

belegen, bedarf es jedoch weiterer prospektiver Studien.

Da Mistelpraparate als Adjuvantien eingesetzt werden, ist die Wirkung der gemeinsamen
Anwendung von Mistelpraparaten und Chemotherapeutika von besonderem Interesse.
Sowohl in praklinischen [83, 84] als auch klinischen Studien [85] konnte bewiesen
werden, dass Mistelpraparate zu keiner Wirkungseinschrankung konventioneller
Chemotherapeutika fuhren. Daruber hinaus gelang in vitro der Nachweis
wirkungsverstarkender Effekte von Mistelextrakten auf konventionelle
Chemotherapeutika in verschiedenen Tumormodellen wie der akuten lymphatischen
Leukamie (ALL) [86], Brustkrebs [87], chronischen myeloischen Leukamie [88] und dem

Lungenkarzinom [89].

1.3.1 Wirkstoffe

Die Mistel enthalt eine Vielzahl biologisch aktiver Substanzen wie Mistellektine (ML) [90],
Viscotoxine (VT) [91], Triterpensauren [92, 93], Flavonoide [94, 95], Oligo- und
Polysaccharide [96, 97]. Kommerzielle Mistelpraparate basieren auf einem wassrigen
Mistelextrakt, wobei Mistel-spezifische Substanzen wie ML sowie VT als
Markersubstanzen dienen und in definierten Konzentrationen enthalten sind. Andere
Wirkstoffe hingegen sind in unbekannten [98] oder wie im Falle der lipophilen
Triterpensauren aufgrund ihrer WasserunlOslichkeit nur in sehr geringen Mengen
enthalten [99]. Die Zusammensetzung und Konzentration der einzelnen Wirkstoffe
variieren in den Mistelpraparaten je nach Wirtsbaum, Jahreszeitpunkt der Ernte, den

verwendeten Pflanzenbestandteilen und dem Herstellungsverfahren [72, 100, 101].
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1.3.1.1 Mistellektine

Lektine sind Glykoproteine, die in einer Vielzahl von Geweben vorkommen [102]. ML sind
die am besten erforschten Bestandteile der Mistel und hauptsachlich fur die Zytotoxizitat
der Mistelpraparate verantwortlich [103]. Aus der Mistel lassen sich die Lektine ML |, ML I
und ML Il gewinnen, die sich in ihrem Molekulargewicht und in ihrer Bindungsspezifizitat
fur Kohlenhydrate unterscheiden [90]. Die ML bestehen je aus einer A- und einer B-Kette,
die Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden sind [102]. Die B-Ketten binden
spezifisch Kohlenhydrate; ML 1 bindet an D-Galaktose, ML Il an N-Acetyl-D-
Galaktosamin sowie D-Galaktose und ML Il an N-Acetyl-D-Galaktosamin [90]. Durch die
Bindung der B-Ketten an membranstandige Rezeptoren erfolgt die Aufnahme von ML in
die Zelle [104, 105]. Die A-Ketten hemmen die 60s-Untereinheit der Ribosomen und
inhibieren somit die Proteinbiosynthese der Zelle. Daher werden ML zu den Typ-lI

Ribosomen-inaktivierenden Proteinen gezahlt [106, 107].

Die zytotoxische Wirkung von ML und rekombinanten ML konnte in diversen
Tumormodellen, wie etwa bei akuten myeloischen Leukamien (AML) [108],
Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs [109], Brustkrebs [110] und
hepatozellularen Karzinomen [111] in vitro nachgewiesen werden. In vivo konnte eine
antitumorale Wirkung von ML u.a. auf das Harnblasenkarzinom [112], Lymphom [113]
und Ovarialkarzinom [114] belegt werden. Neben der zytotoxischen Wirkung besitzen ML
auch antiinflammatorische und immunmodulierende Eigenschaften [106, 115-119].
Ferner konnte eine signifikante Hemmung der Angiogenese durch ML sowohl in vitro als

auch in vivo nachgewiesen werden [120].

1.3.1.2 Viscotoxine

VT sind ein weiterer Bestandteil der Mistel. Es handelt sich bei den VT um kleine
Polypeptide, die aus 46 Aminosauren bestehen und zu der Gruppe der Thionine gehoren.
In den Pflanzen dienen die Thionine vor allem der Abwehr von Pathogenen [121]. Anhand
der Aminosauresequenz werden sieben Isomere unterschieden: VT A1, A2, A3, B, B2,
C1 und 1-PS [122, 123]. VT zeichnen sich durch grof3e Bestandigkeit gegenuber Hitze
und Proteasen aus [102] und besitzen daruber hinaus zytotoxische Wirkungen. Diese
resultieren aus der Interaktion mit den Phospholipiden der Zellmembran, wodurch es zur
Permeabilisierung derselben kommt [124]. Nach Behandlung mit VT konnten die

Induktion der Nekrose und Apoptose bei Zervix- [125] und Yoshida-Karzinomzellen [126]
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sowie bei humanen Lymphozyten nachgewiesen werden [124]. VT haben ebenfalls

immunmodulierende Effekte, sie aktivieren NK-Zellen und zytotoxische T-Zellen [127].

1.3.1.3 Triterpenséuren

Lipophile Triterpene sind Sekundarmetabolite und kommen naturlicherweise in vielen
Pflanzenarten vor [128]. Die Triterpensauren gehoéren zu der grof3en, heterogenen
Gruppe der Terpene und bestehen aus einem GrundgerUst aus sechs Isopreneinheiten
(CaoHas) [129]. In den Pflanzen werden sie durch Zyklisierung von Squalen gebildet und
kommen in hohen Konzentrationen in der Cuticula der Blatter, der Stammrinde und in
den Fruchtschalen vor. Pflanzen mit einem naturlich hohen Anteil an Triterpensauren sind
Birken, Olivenbaume, Rosmarin und die Mistel [130]. Sie dienen den Pflanzen als Schutz
vor mechanischen Einflissen sowie gegen Pathogene [131, 132]. Zu den
Triterpensauren zahlen u.a. die Oleanolsaure (OA) und Betulinsaure (BA). Aufgrund ihrer
zytotoxischen und zytostatischen Wirkung auf diverse Krebszelllinien, sowohl in vitro als
auch in vivo, gelten die Triterpensauren als eine vielversprechende Therapiemdglichkeit
in der Krebsbehandlung [128]. In vitro konnte die zytotoxische Wirkung von OA und ihrer
Derivate auf folgende Tumorzelllinien gezeigt werden: Neuroblastom [133, 134],
Osteosarkom  [135], Ewing-Sarkom [136], akute Leukamien [137-139],
Bronchialkarzinom [140], malignes Melanom [141, 142], Brustkrebs [143] und
Magenkarzinom [144]. In vivo konnte die antitumorale Wirkung von OA beim
Osteosarkom [145], Gallenblasenkarzinom [146], hepatozellularen Karzinom [147] und
Pankreaskarzinom [148] erfasst werden. Zudem wurde eine antiangiogene Wirkung flr
OA und ihre Derivate in vitro [149] und in vivo [150] beschrieben. OA besitzt weiterhin
antiinflammatorische, antivirale sowie antibakterielle Eigenschaften und fordert die
Wundheilung [129, 132, 151, 152]. Fur BA und ihre Derivate wurden ahnliche
Eigenschaften aufgezeigt [128, 153, 154].
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1.4 Zielsetzung

Die Prognose des RMS hat sich in den letzten Jahrzehnten nur leicht verbessert. In
Deutschland liegt die Langzeitiberlebensrate (15 Jahre) derzeit bei 71 % [1]. Die
Prognose variiert stark innerhalb der einzelnen Risikogruppen und verschlechtert sich mit
dem Fortschreiten der Erkrankung dramatisch. Insbesondere das ARMS spricht schlecht

auf konventionelle Therapien an und metastasiert haufig.

Pflanzen kdnnen naturlicherweise zytotoxische Substanzen enthalten und stellen somit
eine Quelle fur neue Agenzien in der adjuvanten Tumortherapie dar. Beispiele fur
etablierte Substanzen in diesem Bereich, die urspriinglich aus Pflanzen isoliert wurden,
sind Vincaalkaloide wie Vinblastin und Vincristin (aus Catharanthus roseus) [155],
Paclitaxel (aus Taxus brevifolia) [156] und Etoposid (aus Podophyllum peltatum) [157].
Auch die europaische Mistel enthalt biologisch aktive Substanzen mit nachgewiesener
zytotoxischer Wirkung. Die Zytotoxizitat von kommerziellen, wassrigen Mistelpraparaten
wird v.a. den ML und VT zugeschrieben. Die lipophilen Triterpensauren hingegen sind in
den kommerziellen Praparaten aufgrund ihrer Wasserunloslichkeit kaum enthalten, ihr
zytotoxisches Potential wird somit nicht genutzt. Durch die Bindung an
2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (CD) gelang es, die Triterpensauren zu solubilisieren

und so ihre Bioverfugbarkeit zu erhéhen [138, 142].

Ziel dieser Dissertation ist es, die Grundlage fur neue Therapieansatze in der Behandlung
des RMS zu erproben. In dieser Arbeit soll der neu entwickelte Mistelgesamtextrakt,
viscumTT, in Bezug auf seine zytotoxische Wirkung im RMS untersucht werden.
ViscumTT ist ein Gemisch aus einem wassrigen Mistelextrakt (viscum) und einem
triterpensaurehaltigen Extrakt (TT). Um zu analysieren, ob dieser Mistelgesamtextrakt
den wassrigen Mistelextrakten in seiner Wirksamkeit Uberlegen ist, werden zusatzlich die

beiden Einzelextrakte TT und viscum untersucht.

Zunachst wird der Einfluss der drei verschiedenen Extrakte auf die Zellproliferation und
die Zellviabilitat untersucht. Anschlieliend wird Uberpruft, ob die Mistelextrakte im
Rhabdomyosarkommodell Apoptose induzieren konnen. In den darauffolgenden
Versuchen werden zur Charakterisierung des Apoptosemechanismus

durchflusszytometrische und biochemische Methoden eingesetzt.
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2 Materialien

2.1 Gerate

Biologische Sicherheitswerkbank,
Maxisafe 2020

COz2-Inkubator, Heraeus Cytoperm 2
Durchflusszytometer, FACSCalibur™
Freezing Container, Mr. Frosty
Lichtmikroskop Nikon TMS
Mastercycler® gradient, thermo cycler

Microplate Reader, Multiskan Ascent

Mikrotiterplatten-Schiittler, Microplate Genie™1

Molecular Imager®, ChemiDoc™

Multikanalpipette, Eppendorf Research®

Multipipette® Plus

pH-Meter, inoLab® 720

Pipetten, Research Plus (10-1000 pl)
Pipettierhilfe, Pipetboy

PowerPac 3000

Schuttler, Duomax 1030
Tischzentrifuge

ThermoMixer Comfort®

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
Vortex Genie 1 Touchmixer

Vortex Mixer SA7

Waage Navigator™

Zentrifuge, Heraeus Megafuge 8
Zentrifuge, Mikro 22R

Zentrifuge, Rotana 460K
Zellzahlgerat, CASY® Cell Counter

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
BD Bioscience, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Nikon, Tokio

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Scientific Industries, New York
Bio-Rad Laboratories, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Integra Bioscience, Fernwald
Bio-Rad Laboratories, Minchen
Heidolph Instruments, Schwabach
NeolLab, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Scientific Industries, New York
Bibby Scientific, Staffordshire
OHAUS CORPORATION, Parsippany
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Hettich Lab Technology, Tuttlingen
Hettich Lab Technology, Tuttlingen
Scharfe System, Reutlingen
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturplatten (6-, 12-, 96-well)
CASY-Cups

FACS-RoOhrchen

Falcon (15-, 50 ml)

Kanulen (0,9 x 40 mm, 0,4 x 20 mm)
Kryoréhrchen, CryoPure 1,6 ml
Mini-PROTEAN® Tetra cell
Reagiergefaly, SafeSeal (0,5-, 1,5-, 2 ml)
Serologische Pipetten (5-, 10-, 25 ml)
Skalpell

Spritzen (5-, 10 ml)

Sterilfilter, Millex®GV 0,22 um Durapore®
PVDF Membran

TransBlot® Turbo™ Midi Format 0,2 ym
Nitrocellulose Packs

Pipettenspitzen (10-, 100-, 1000 pl)
Zellkulturflaschen (75-, 175 cm?)
Zellkulturschalen (58,9 cm?)

2.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von pro analysi Qualitat. Alle weiteren, nicht

gelisteten Chemikalien waren Produkte der Firmen Merck, Sigma Aldrich und Carl Roth.

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Annexin V APC (Annexin)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bradford Reagenz
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon
(CCCP)

Complete Protease Inhibitor Cocktail (PIC)

Coulter® Isoton® Il Diluent

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),

Gibco®

BD Bioscience, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Sarstedt, Numbrecht

BD Bioscience, Heidelberg
Heinz Herenz, Hamburg

BD Bioscience, Heidelberg

Merk Millipore, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Minchen

Sarstedt, Numbrecht
BD Bioscience, Heidelberg

Corning® Incorporated, Corning

Carl Roth, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg
Sigma Aldrich, Steinheim
Bio-Rad Laboratories, Minchen

Sigma Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Beckham Coulter, Krefeld

Life technologies™, Carlsbad
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Dimethylsulfat (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s PBS, Gibco®

Ethanol

FACS-Flow

Fetales Kalberserum (FKS)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)
Isopropanol
5,5',6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-Tetraethyl-
benzimidazolcarbocyaniniodid (JC-1)
Laemmli Puffer, 4-fach

Milchpulver

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Penicillin-Streptomycin (PS), Gibco®
Pepstatin A (Pep A)

Precision Plus Protein™ Dual Color Standard

Propidiumiodid (PI)
Radioimmunoprecipitation assay buffer
(RIPA Buffer)

Roti® Block

Roti® Free

Rotiphorese® Gel 40 (Acrylamid)

RPMI Medium 1640, Gibco®
Super-Signal® West Dura Extended
Duration Substrate (ECL)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

(Tris-HCI)
Trypsin/EDTA 0,05 %, Gibco®
Tween-20

Caspaseinhibitoren

Sigma Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

Life technologies™, Carlsbad
Carl Roth, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
AAT Bioquest, Sunnyvale

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Life technologies™, Carlsbad
Sigma Aldrich, Steinheim
Bio-Rad Laboratories, Minchen
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Life technologies™, Carlsbad
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe

Life technologies™, Carlsbad
Carl Roth, Karlsruhe
R&D Systems, Minneapolis
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2.4 Kits
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Diagnostics, Mannheim
Green Caspase-3, -8, -9 Staining Kit PromoKine, Heidelberg

Proteome Profiler™ Array, Human Apoptosis R&D Systems, Minneapolis

Array Kit

2.5 Software

Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems Inc., San Jose
CellQuest® BD Bioscience, Heidelberg
FlowJo® 7.2.5 Tree Star Inc., Ashland
ImageLab™ 5.0 Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Microsoft Office 2011 Microsoft Corporation, Redmond
SigmaPlot™ 12.5 Systat Software, San Jose

2.6 Puffer und Losungen

Zur Herstellung der Losungen und Puffer wurde deionisiertes Wasser verwendet. Die
10-fach Puffer wurden vor ihrem Gebrauch mit deionisiertem Wasser auf 1-fach Puffer

verdunnt.

Annexin-Bindungspuffer, 10-fach 10 mM HEPES
140 mM NaCl
2,5 mM CaCl
pH 7,4

Blockpuffer TBST 1-fach
5 % Milchpulver

Elektrophoresepuffer, 10-fach 250 mM Tris-HCL
1 % SDS
1920 mM Glycin
pH 8,6

Lysepuffer RIPA Buffer
20 pl/ml PIC
5 ul/ml Pep A
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Phosphate buffered saline (PBS), 10-fach

Probenpuffer

Sammelgelpuffer

Tris buffered saline (TBS), 10-fach

TBS-Tween (TBST)

Trenngelpuffer

2.7 SDS-PAGE Gele

Sammelgel (4,5 %)

Trenngel (12,5 %)

2,5 mM KCl

1,5 mM KH2POa4
140 mM NaCl
6,5 mM NazHPO4
pH 7,4

4-fach Laemmli Puffer
50 nM DTT

0,5 M Tris-HCL
0,4 % SDS
pH 6,8

100 mM Tris-HCI
1,5 M NaCl
pH 7,4

TBS 1-fach

0,1 % Tween

1,5 M Tris-HCL
0,4 % SDS
pH 8,85

4,8 ml Aqua dest.

1,85 ml Sammelgelpuffer
0,83 ml Rotiphorese® Gel
7,5 ul TEMED

60 ul 12,5 % APS

5,3 ml Aqua dest.

3 ml Trenngelpuffer

3,75 ml Rotiphorese® Gel
10 yl TEMED

96 ul 12,5 % APS
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2.8 Antikorper

Die Antikdrper wurden je nach Herstellerangaben in 5 % bovinem Serumalbumin (BSA)
und TBS oder 5 % Milch und TBST verdunnt. Der B-Aktinantikorper wurde in Rotiblock
verdunnt.

Tabelle 2

Primérantikérper der Western-Blot Analyse

Zielprotein Spezies Verdiinnung Artikelnummer Hersteller
B-Aktin - 1:2500 #A3854 Sigma
BCL2 Kaninchen 1:500 #2870 Cell signaling
BCL2L1 Kaninchen 1:1000 #2764 Cell signaling
BIRCS Kaninchen 1:500 #2803 Cell signaling
CLSPN Kaninchen 1:300 #2800 Cell signaling
MCLA1 Kaninchen 1:300 sc-819 Santa Cruz
PMAIP1 Maus 1:100 sc-56169 Santa Cruz
PARP1 Kaninchen 1:1000 #9542 Cell signaling
TP53 Maus 1:200 sc-73566 Santa Cruz
XIAP Maus 1:700 #610716 BD
Tabelle 3

Sekundérantikérper der Western-Blot Analyse

Zielprotein Spezies Verdiinnung ArtikelInummer Hersteller
HRP-anti Maus Ziege 1:2000 #1721011 Bio-Rad, Minchen
HRP-anti Ziege 1:2000 #1706515 Bio-Rad, Miinchen
Kaninchen

Anmerkung. HRP= horseradish peroxidase

2.9 Mistelextrakte

Die Mistelextrakte wurden aus einjahrigen Misteltrieben des Apfelbaumes, Malus
domestica Borkh., gewonnen und von der Firma Birken zur Verfugung gestellt. Der
Extrakt TT enthielt solubilisierte Triterpensauren, hauptsachlich OA und zu geringeren
Teilen BA. Die Triterpensauren wurden aus getrockneten Pflanzenbestandteilen
extrahiert [130] und anschlieend mit CD solubilisiert [138, 142]. OA und BA wurden
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mittels Gaschromatographen-Flammenionisationsdetektor quantifiziert [99]. Der viscum-
Extrakt war ein wassriger Mistelextrakt, der groRtenteils ML | und zu einem geringeren
Anteil VT enthielt. Viscum wurde aus gemahlenen Pflanzenbestandteilen gewonnen [138]
und der Gehalt von ML | mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
quantifiziert [158]. Das Kombinationspraparat viscumTT wurde durch Mischen der
Einzelextrakte TT und viscum hergestellt. Vor der Anwendung wurden die Extrakte in
PBS gelost, dabei dienten ML und OA als Markersubstanzen fur die eingesetzten
Wirkstoffkonzentrationen von viscum und TT. Die Endkonzentration von OA betrug
4000 pg/ml und die von ML 1000 ng/ml (Tabelle 4) je Stocksolution. Die Mistelextrakte
wurden unter der Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen aufgelost und
anschliefend mit 0,22 ym Filtern (PVDF Membranen) steril filtriert. Die Lagerung erfolgte
bei 4°C, wobei die Extrakte nicht Ianger als 14 Tage verwendet wurden.

Tabelle 4

Zusammensetzung der Mistelextrakte

ML VT BA OA CD
Extrakt Gelost in
[ng/ml] [ng/ml] [ug/ml] [ug/ml] [mg/ml]
viscum 1,14 ml PBS 1000 221,3 - - -
TT 1,16 ml PBS - - 172 4000 230
1,14 ml PBS 1000 221,3 - - -
viscumTT
1,16 ml PBS - - 172 4000 230
2.10 Zelllinien
2.10.1 RMS-13

Bei der Zelllinie RMS-13 handelt es sich um ein ARMS. Etabliert wurde die Zelllinie aus
einer Knochenmarksmetastase eines 17-jahrigen Patienten kaukasischer Abstammung.
Die RMS-13 sind adharent wachsende Zellen, die morphologisch Fibroblasten ahneln.
Die Zelllinie ist Trager der Mutation t(2;13)(q35;914) und exprimiert das Fusionsprotein
PAX3/FOXO1. Erworben wurden die Zellen bei der American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, Virginia, USA [159].
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2.10.2 RH-30

Diese humane ARMS-Zelllinie wurde aus einer Knochenmarksmetastase eines
17-jahrigen mannlichen Patienten etabliert. Die Zellen ahneln Epithelzellen und wachsen
adharent als Monolayer. Die RH-30 Zelllinie ist Trager der Translokation t(2;13)(q35;14)
und exprimiert aufgrund dessen das PAX3/FOXO1-Fusionsprotein. Die Zelllinie wurde
von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Leibniz Institut
DSMZ), Braunschweig, erworben [160].

2.10.3 TE 671

Ursprunglich wurde diese Zelllinie aus dem Biopsat eines cerebellaren Medulloblastoms
eines sechsjahrigen Madchens mit kaukasischer Abstammung etabliert. Zytogenetische
Untersuchungen ergaben jedoch, dass es sich dabei um ein ERMS handelt [161]. Die
adharenten Zellen ahneln in ihrer Morphologie epithelialen Zellen. Die Zelllinie wurde von
der DSMZ erworben [162].

2.11 Zellkulturmedien

RPMI-1640 + L-Glutamin 10 % FKS
1% PS

DMEM mit 4,5 g/L Glukose + L-Glutamine 10 % FKS
1% PS

Einfriermedium 90 % FKS
10 % DMSO
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Bei den verwendeten Materialien handelte es sich um

steril verpackte Einmalartikel oder sie wurden vor dem Gebrauch autoklaviert.

3.1.1 Zellkultivierung

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 175 bzw. 75 cm?
bei 37°C, 5 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 85 % in einem COz-Inkubator
kultiviert. Sie wurden in einem zwei- bis dreitdgigem Rhythmus passagiert. Zunachst
wurde das alte Medium abgesaugt und verworfen, anschliel3end wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und fur zwei bis funf Minuten im CO2-Inkubator bei 37°C mit 2 ml 0,05 %
Trypsin/EDTA inkubiert. Danach wurden die Zellen in frischem Zellkulturmedium
resuspendiert. Mit dem CASY® Cell Counter wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellzahl
je nach Versuchsbedingungen eingestellt. Die verschiedenen Kultivierungsbedingungen
der Zelllinien sind zur Ubersicht in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5

Kultivierung der Zelllinien

Zelllinie Medium Zellzahl

RMS-13 RPMI-1640 + 10 % FKS + 1 % PS 4-5 x 108 (175 cm? Wachstumsflache)

TE 671 DMEM + 10 % FKS +1 % PS 1-1,5 x 10% (75 cm?2 Wachstumsflache)

RH-30 RPMI-1640 + 10 % FKS + 1 % PS 1,5-2 x 108 (75 cm?2 Wachstumsflache)

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden wie bereits beschrieben geerntet und die Zellkonzentration mit dem
CASY® Cell Counter bestimmt. AnschlieBend wurden die Zellen fir fiinf Minuten bei
1400 rom zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellzahl wurde auf

2 x 10° Zellen/m| eingestellt und die Zellen in Einfriermedium aufgenommen. Die
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Zellsuspension wurde in ein Kryorohrchen Uberflihrt und zunachst fur zwei Stunden

bei -80°C gekuhlt. Die Langzeitlagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und zigig im Wasserbad
aufgetaut. Danach wurden sie in frischem Zellkulturmedium suspendiert und bei
1400 rpm fur funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
Medium resuspendiert und die Zellsuspension in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt. Ein

Mediumwechsel wurde am nachsten Tag vorgenommen.

3.1.4 Versuchsansatze

Fir alle Versuche wurden die Zellen zunachst geerntet und die Zellzahl gemessen. Im
Anschluss daran wurden sie mit einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen/ml in Zellkulturplatten
ausgesat, das Endvolumen betrug je well im 6-well 2 ml, im 12-well 1 ml und im 96-well
100 pl. Wenn nicht anders aufgeflhrt, wurden die Versuche im 6-well durchgefihrt. Die
Zellen wurden fur 24 Stunden bei 37°C und 5 % CO2 im COz-Inkubator adhariert. Es
folgten ein Mediumwechsel sowie die Zugabe der Mistelextrakte. Als Markersubstanzen
fur die eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen dienten ML fur viscum und OA far TT. Die
Endkonzentration von OA betrug 30; 35; 40 und 45 pug/ml. ML wurde in den
Konzentrationen 1,25; 2,5; 5 und 7,5 ng/ml verwendet. Bei jedem Versuch wurde eine
unbehandelte Kontrolle mitgefuhrt. Nach Hinzugabe der Mistelextrakte wurden die
Ansatze fur weitere 24 Stunden bei 37°C und 5 % COz2 inkubiert. Je nach Versuchsaufbau

folgte die weitere Aufbereitung der Zellen.

3.2 Zellzahlbestimmung

Mittels des CASY® Cell Counters konnen Aussagen Uber die GroRe und die
Konzentration der Zellen getroffen werden. Gleichzeitig ist es mdglich, lebende Zellen,
tote Zellen, Zelldebris und Zellaggregate zu quantifizieren und voneinander abzugrenzen.
Hierfur werden die Messprinzipien der Widerstandsmessung und die Pulsflachenanalyse
miteinander kombiniert. Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden 100 ul einer
Zellsuspension mit 10 ml Elektrolytldsung verdinnt und unter die Messkapillare platziert.
Das Gerat fuhrte drei Einzelmessungen durch, bildete den Mittelwert und zeigte die

Gesamtzellzahl sowie die Zahl vitaler Zellen pro ml an.
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3.3 Zytotoxizitatstest mittels Lactatdehydrogenase-Assay

Der Lactatdehydrogenase (LDH)-Assay diente dem Ausschluss eines nekrotisierenden
Effektes nach Behandlung mit Mistelextrakten. Durch  Schadigung der
Zellmembranintegritat im Rahmen der Nekrose gelangt zytosolische LDH in den
Extrazellularraum. Dieses Enzym ist aul3erhalb der Zelle relativ stabil und eignet sich
daher als Marker fir die Zellschadigung, wobei die Menge freigesetzter LDH mit dem
Ausmal} der Zellschadigung korreliert. Die LDH-Aktivitat Iasst sich durch die Umsetzung
eines Formazansalzes im Zellkulturmedium nachweisen. Im Rahmen dieser Reaktion
kommt es zu einem Farbumschlag, der photometrisch quantifiziert werden kann, wobei
die Rotfarbung proportional zu der freigesetzten Menge LDH ist. Dieser Farbumschlag
wird im ELISA-Reader bei 490 nm gemessen. Infolge der Nekrose, ware im
Zellkulturmedium fruhzeitig ein rascher Anstieg der LDH-Konzentration zu erwarten.

Der LDH-Assay wurde gemal’ den Herstellerangaben durchgefuhrt. Hierfir wurden die
Zellen wie oben beschrieben in einer 96-well Zellkulturplatte ausgesat und nach
24 Stunden die Mistelextrakte pipettiert. Das frische Zellkulturmedium enthielt jetzt 3 %
BSA statt fetales Kalberserum (FKS). Nach zweistundiger Inkubationszeit wurde
zunachst der Uberstand gewonnen und hiervon je 100 ul pro Konzentration in eine neue
96-well Zellkulturplatte Uberfuhrt. Nachfolgend wurden 100 pl Reaktionsmix je well
pipettiert und der Ansatz bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach zehn Minuten
wurden dem Ansatz 50 pl Stopplosung je well hinzugegeben und die Absorption im
Photometer gemessen. Als Positivkontrolle flr die maximale LDH-Aktivitat wurde eine
unbehandelte Kontrolle mitgeflhrt, der 15 Minuten vor Ende der Inkubationszeit 5 pl
Lysepuffer hinzugeflgt wurde. Als negative Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, als
Blindkontrolle reines Zellkulturmedium ohne Zusatz von Zellen oder Mistelextrakten.
Substanzkontrollen, die nur Medium und die Mistelextrakte enthielten, wurden ebenfalls

von jeder Konzentration mitgefuhrt.

Von den Probenwerten wurden zunachst die Extinktionswerte der Substanzkontrollen
subtrahiert. Ebenso wurden von der Positiv- und der Negativkontrolle die
Extinktionswerte der Blindkontrolle abgezogen. Anhand folgender Formel konnte nun die

Zytotoxizitat ermittelt werden.

Zvtotoxizitit % — Probe — Negativkontrolle 100
YPOROXLZLEAL ™0 = positivkontrolle — Negativkontolle
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3.4 Durchflusszytometrische Analysen

Ein Grofteil der Untersuchungsergebnisse wurde mittels der Durchflusszytometrie,
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), am FACSCalibur™ erhoben. Im Folgenden
wird kurz das Messprinzip dieses Verfahrens erlautert.

Die Durchflusszytometrie dient als Methode zur Untersuchung von Zelleigenschaften wie
der Grole, Struktur und Oberflachenbeschaffenheit. Das Prinzip der Messung beruht
darauf, dass suspendierte Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen oder mit Antikdrpern, die an
eine Fluoreszenz gekoppelt sind, markiert und einzeln an einem Laserstrahl vorbeigefuhrt
werden. Angeregt durch den Laser emittieren die Zellen optische Signale, die von ihren
Zelleigenschaften abhangig sind. Es werden sowohl die Streulichtemissionen (Forward
und Sideward Scatter) als auch die Fluoreszenzemissionen erfasst. Die
Fluoreszenzemissionen der Farbstoffe werden Uber die Fluoreszenzkanale (FL-1, FL-2
und FL-4) registriert und variieren je nach Emissionsspektrum des Farbstoffs. Dadurch
ist es maglich, je nach experimenteller Fragestellung, gleichzeitig mehrere zellulare

Eigenschaften durch unterschiedliche Farbungen zu ermitteln.

3.4.1 Annexin/PI-Farbung

Eine Mdglichkeit zur Quantifizierung der Apoptoseinduktion durch Mistelextrakte ist die
Zellfarbung mit Annexin V APC (Annexin) und Propidiumiodid (Pl) sowie anschlieRender
durchflusszytometrischer Messung. Annexin bindet mit hoher Affinitat Calcium-abhangig
Phosphatidylserin. Phosphatidylserin befindet sich normalerweise auf der zum Zytosol
gerichteten Seite der Zellmembran. Wahrend der Apoptose transloziert
Phosphatidylserin auf die Membranoberflache und bindet Annexin. Durch diese Reaktion
werden apoptotische Zellen markiert. Die Kopplung von Annexin an den
Fluoreszenzfarbstoff APC ermdoglicht die Detektion von Annexin im Durchflusszytometer
(FL-4-Kanal). Die zusatzliche Farbung mit Pl (FL-2-Kanal) erlaubt die Unterscheidung
zwischen nekrotischen, frih- und spatapoptotischen Zellen. Pl ist ein interkalierender
Farbstoff, der bei erhdhter Permeabilitédt der Plasmamembran in die Zelle diffundiert und
die DNS anfarben kann.

Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben mit den Mistelextrakten inkubiert und nach
einem Zeitraum von 24 oder 48 Stunden aufbereitet. Der Versuch wurde bei 4°C
durchgefuhrt. Die Zellen wurden geerntet und fur funf Minuten bei 1250 rpm zentrifugiert.

Das Pellet wurde in 4 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde abgesaugt und die Zellen in 100 pl Annexin-Bindungspuffer aufgenommen. Der
Ansatz wurde mit 3 pl Annexin fur 25 Minuten im Dunkeln gefarbt. Die Farbung wurde mit
200 yl  Annexin-Bindungspuffer abgestoppt. Unmittelbar vor der Messung im
Durchflusszytometer wurde den Proben 1 pl Pl (1 mg/ml in PBS) hinzugegeben.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Softwares CellQuest® und FlowJo®. Abbildung
2 zeigt schematisch die Auswertung der Annexin/Pl-Farbung. Mit zunehmender
Apoptoseinduktion nehmen die Fluoreszenzintensitaten im FL-4-Kanal und im
FL-2-Kanal zu. Vitale Zellen sind sowohl Annexin als auch Pl negativ, sie liegen im linken
unteren Quadranten. Frihapoptotische Zellen sind Annexin positiv sowie Pl negativ und
finden sich im rechten unteren Quadraten. Im rechten oberen Quadranten bildeten sich
die spatapoptotischen Zellen ab, die sowohl Pl als auch Annexin positiv sind. Nekrotische
Zellen sind nur PI positiv und stellten sich im linken oberen Quadranten dar.

=
o Nekrose spate Apoptose
=

N

-l

oo
2 vitale Zellen frihe Apoptose
=

10° 10" 10% 10%® 10*
FL-4
Abbildung 2. Prinzip der Auswertung einer FACS-Analyse. Lebende Zellen bilden sich im linken
unteren, apoptotische Zellen im rechten oberen und unteren Quadranten ab. Nekrotische Zellen
zeichnen sich links oben ab.

3.4.2 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Das MMP ist ein sensibler Parameter fur die Funktionalitdt der Mitochondrien und
verandert sich schon wahrend der frGhen Apoptose. Die Messung des MMP erfolgte mit
dem lipophilen, kationischen Farbstoff 5,5’,6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3’-Tetraethyl-
benzimidazolcarbocyaniniodid (JC-1), der sich in intakten Mitochondrien anreichert und
Aggregate bildet. Diese Aggregate emittieren bei 590 nm eine rote Fluoreszenz

(FL-1-Kanal). Kommt es aufgrund apoptotischer Prozesse zu einer Erniedrigung des
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MMP, liegt JC-1 vermehrt als Monomer im Zytosol vor. Die Monomere emittieren bei
527 nm ein grunes Licht (FL-2-Kanal). Diese Verschiebungen im Emissionsspektrum
konnen mit dem Durchflusszytometer erfasst werden. Als Positivkontrolle diente
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP). CCCP ist ein Entkoppler
(Protonophor), der das MMP erniedrigt, ohne die Zellmembranintegritat zu beeinflussen.
Der Versuch wurde gemall dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt und erfolgte bei
Raumtemperatur. Nach 24-stindiger Inkubation mit den Mistelextrakten wurden die
Zellen trypsiniert und fiir flinf Minuten bei 20°C und 1250 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen in 750 uyl PBS resuspendiert. Es wurde nun mit 10 pl
einer 0,1 mg/ml JC-1-Lésung gefarbt, die Endkonzentration betrug 2 uM JC-1 je FACS-
Roéhrchen. Eine JC-1-Kontrolle und eine CCCP-Kontrolle (Endkonzentration 50 yM)
wurden mitgefuhrt. Unter Lichtausschluss wurden die Zellen fur 30 Minuten bei 37°C
gefarbt. Es wurde nochmals mit 4 ml PBS gewaschen und das Pellet in 250 pl Annexin-
Bindungspuffer aufgenommen. Die Messung von 10000 Zellen erfolgte am
Durchflusszytometer. Die Daten wurden mit den Softwares CellQuest® und FlowJo®

ausgewertet.

3.4.3 Aktive Caspasefarbung

Caspasen besitzen eine zentrale Bedeutung sowohl bei dem extrinsischen als auch
intrinsischen Apoptosesignalweg. Zur genaueren Untersuchung der Caspaseaktivitat
erfolgte die Messung der aktiven Initiatorcaspasen CASP8 und CASP9 sowie der
Effektorcaspase CASP3 im Durchflusszytometer. Um die Caspasen anzufarben, wurden
an Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelte Caspaseinhibitoren verwendet. Die
fluoreszenzmarkierten Inhibitoren konnen die Zellmembran passieren und irreversibel an
die jeweilige aktive Caspase binden. Im Durchflusszytometer konnte nun die Messung
des FITC-Farbstoffs und somit der direkte Nachweis der Caspaseaktivitat erfolgen. Die
Zellen wurden fur 24 Stunden mit viscum, TT und viscumTT inkubiert und anschlieRend
die aktiven Caspasen gemal} dem Herstellerprotokoll gefarbt. Dazu wurden die Zellen
zunachst geerntet und fur funf Minuten bei 20°C und 1250 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 300 yl Waschpuffer aufgenommen und mit 1 yl FITC-LEHD-FMK (CASP9),
FITC-IETD-FMK (CASP8) oder FITC-DEVD-FMK (CASP3) gefarbt. Die Farbung wurde
nach 30 Minuten bei 37°C mit 1 ml Waschpuffer gestoppt. Es schlossen sich zwei

Waschschritte mit je 1 ml Waschpuffer an. Danach wurden die Zellen in 300 pl
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Waschpuffer resuspendiert und im FL-1-Kanal des Durchflusszytometer gemessen. Es
wurde stets eine ungefarbte Kontrolle mitgeflhrt. Die Daten wurden mit den Softwares

CellQuest® und FlowJo® ausgewertet.

3.4.4 Caspaseinhibitoren

Der Einsatz spezieller Inhibitoren, welche Caspasen irreversibel hemmen, erméglichte
die nahere Analyse der Bedeutung der Caspasen bei der Apoptoseinduktion durch
Mistelextrakte. Die Zellen wurden in 12-well Zellkulturplatten im Dreifachansatz ausgesat,
wobei zwei Ansatze als Kontrollen verwendet wurden, und fur 24 Stunden im COa2-
Inkubator adhariert. Der Versuchsansatz wurde fur eine Stunde mit einem
Breitspektrum-, CASP8-, CASP9- und CASP10-Inhibitor vorinkubiert (Tabelle 6). Einem
Kontrollansatz wurden 5 yM Dimethylsulfat (DMSO) hinzugefugt, da die Inhibitoren in
DMSO gelost waren. Im Anschluss wurden sowohl den Kontrollansatzen als auch dem
Versuchsansatz viscum und viscumTT hinzugefligt. Far TT ist keine Messung
durchgefuhrt worden, da in den vorangegangenen Versuchen keine Apoptoseinduktion
nach Behandlung mit TT detektiert werden konnte. Nach 24 Stunden wurden die Ansatze
wie bereits in Kapitel 3.4.1 beschrieben aufgereinigt, mit Annexin und Pl gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Die Inhibierung der Apoptose wurde anhand der
Apoptoseinduktion des Versuchsansatzes im Vergleich zu der des DMSO-
Kontrollansatzes berechnet. Die Ergebnisse wurden als Prozent der Kontrolle dargestellt.

Tabelle 6

Wirkstoffkonzentrationen der Caspaseinhibitoren

Inhibitor Konzentration
Z-VAD-FMK (Breitspektruminhibitor) 100 uM
Z-LEHD-FMK (CASP9-Inhibitor) 50 pM
Z-IETD-FMK (CASP8-Inhibitor) 100 uM
Z-AEVD-FMK (CASP10-Inhibitor) 100 uM
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3.5 Proteinchemische Methoden

Proteinchemische Methoden dienten neben den durchflusszytometrischen Analysen der
Charakterisierung des Apoptosemechanismus. Hierbei wurden Apoptose-assoziierte
Proteine untersucht und deren Expression bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen
uber 24 Stunden mit Mistelextrakten inkubiert und im Nachfolgendem lysiert. Es folgten
die gelelektrophoretische Auftrennung und Detektion spezifischer Proteine im Western-
Blot.

3.5.1 Gewinnung von Zelllysaten

Zur Gewinnung intrazellularer Proteine wurde die Integritat der Zellmembran mit einem
Lysepuffer zerstort. Der Lysepuffer enthielt zudem Pepstatin A (Pep A) und den Complete
Protease Inhibitor Cocktail (PIC), um den Abbau der Proteine durch zelleigene
Proteinasen wahrend der Aufbereitung zu verhindern. Die Zellen wurden in 58,9 cm?
Zellkulturschalen mit einer Zellzahl von 2,78 x 10° Zellen/ml| ausgesat, das Endvolumen
betrug 12 ml. Die eingesetzte Zellzahl wurde der Wachstumsflache entsprechend
angepasst. Die Mistelextrakte wurden pipettiert und nach 24 Stunden Inkubationszeit
wurden die Zellen mit Trypsin geerntet und zweimal mit PBS gewaschen. Der
Waschuberstand wurde verworfen und das Pellet in 120-350 ul Lysepuffer resuspendiert.
Die Proben wurden fur 30 Minuten bei 4°C Uber Kopf geschuttelt und anschliel3end fur
funf Minuten bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde
gewonnen und bei -80°C gelagert oder sofort fur weitere Versuche verwendet.

3.5.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte mit dem Bradford-Test,
bei dem es sich um eine photometrische Methode zur quantitativen Proteinbestimmung
handelt. Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau bindet an Proteine,
wodurch sich sein Absorptionsmaximum verschiebt. Die Intensitat der Reaktion ist
proportional zu der Menge von gebundenem Protein und kann photometrisch bestimmt
werden. Zur Kalibrierung des Tests wurde eine Verdunnungsreihe eingesetzt, die
definierte Mengen BSA und Lysepuffer enthielt. Zur Proteinbestimmung wurden 200 pl
Bradfordreagenz in eine 96-well Mikrotiterplatte vorgelegt und je 1 pl Proteinextrakt pro
Probe bzw. Standard im Dreifachansatz pipettiert. Der Ansatz wurde flr eine Minute im

Dunkeln inkubiert und anschlieRend 30 Sekunden geschittelt. Die Messung der
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Extinktion erfolgte bei 595 nm im Photometer und aus den drei Messungen wurde
anschlieBend der Mittelwert gebildet. Die Proteinkonzentration wurde in pg/ul berechnet
und auf 20-25 pg Protein eingestellt. Es wurden 5 pl Probenpuffer hinzugegeben und die
Proben fur zehn Minuten bei 95°C denaturiert. Anschliefend wurden die Lysate auf Eis

gesetzt und entweder direkt verwendet oder bei -80°C gelagert.

3.5.3 SDS-PAGE

Bevor die Proteine immunologisch nachgewiesen werden konnten, mussten sie zunachst
der GroRe nach uber eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt werden. Das zu diesem Zweck verwendete
SDS-Polyacrylamidgel bestand aus einem Trenn- und einem Sammelgel, die sich in ihrer
Acrylamidkonzentration unterschieden (siehe Kapitel 2.7). Nach dem Gielen der Gele
wurden die entstandenen Taschen des Sammelgels mit Elektrophoresepuffer gespult
und die Proben sowie ein Proteinmarker in die Taschen pipettiert. Die Kammer wurde mit
Elektrophoresepuffer aufgefullt und an eine elektrische Spannung angeschlossen. Die
Auftrennung der Proteine nach ihrer Grofde erfolgte bei 120 V fur ungefahr 70 Minuten im

Trenngel.

3.5.4 Western-Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte das Western Blotting, also die Ubertragung der
Proteine von dem Polyacrylamidgel auf eine Tragermembran. Hierfir wurde das
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System von Bio-Rad den Herstellerangaben entsprechend
verwendet. Das Transfer System enthielt als Tragermembran eine
Nitrocellulosemembran und zwei Unterlagen, die in Puffer getrankt waren und als
lonenreservoire dienten. Die lonenreservoire, die Nitrocellulosemembran sowie das
Polyacrylamidgel wurden in einer Kassette platziert und das ganze System an eine
Spannung angeschlossen. Nach sieben Minuten bei 25 V und 2,5 A war die Ubertragung

der Proteine auf die Membran abgeschlossen.
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3.5.5 Antikorperdetektion

Um die antikdérpermarkierten Proteinbanden zu detektieren, wurden die
Nitrocellulosemembranen zunachst eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockpuffer
inkubiert, so dass die unspezifischen freien Bindungsstellen blockiert wurden. Nach
Zugabe der Primarantikorper (Tabelle 2) wurden die Membranen Uber Nacht bei 4°C auf
einem Kippschattler inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit TBST fur je zehn
Minuten. AnschlieBend wurden die Membranen eine Stunde bei Raumtemperatur mit
einem an eine horseradish peroxidase (HRP) gekoppelten Sekundarantikorper inkubiert
(Tabelle 3). Nach drei weiteren Waschschritten mit TBST wurden die Proteinbanden
durch Hinzugabe einer ECL Lésung auf Luminolbasis detektiert. Die HRP katalysierte die
Chemilumineszenzreaktion von Luminol, die dabei entstandenen Lichtemissionen
wurden mit dem ChemiDoc™ erfasst und die Proteinbanden wurden sichtbar. Das

Bandenmuster wurde mit den Softwares ImagelLab und Adobe Photoshop ausgewertet.

3.5.6 Apoptosis Array

Mit dem Proteome Profiler™ Human Apoptosis Array konnten 35 Apoptose-assoziierte
Proteine gleichzeitig detektiert werden. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben
ausgesat und die Mistelextrakte in den Konzentrationen TT 40 ug/ml und viscum 5 ng/ml
pipettiert. Fir das Experiment wurden 1 x 107 Zellen je Probe in Lysepuffer
aufgenommen und bei 4°C fur 30 Minuten uber Kopf geschuttelt. Im Anschluss wurden
die Zellen bei 14 000 rpm und 4°C fir fanf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
gewonnen und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Test bestimmt. Es wurden
225 ug Protein je Extrakt auf den Apoptosis Array aufgetragen. Alle weiteren Schritte
erfolgten gemal} der Herstellerangabe. Die unbehandelte Kontrolle diente als Referenz.

3.6 Fractional Product nach Webb

Zwei verschiedene Wirkstoffe konnen sich bei Kombination in ihrer Wirkung gegenseitig
beeinflussen. Um zu Uberprifen, ob die Kombination der Mistelextrakte einen additiven,
antagonistischen oder synergistischen Effekt hatte, wurde das Fractional product (Fp)
nach Webb berechnet [163]. Die Methode basiert auf dem Vergleich des kalkulierten
Effektes mit dem spezifischen Effekt. Der kalkulierte Effekt ergibt sich aus den

spezifischen Effekten der Einzelsubstanzen und wurde wie folgend berechnet:
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E1,2=(E1+E2)—-(E1XE2)
E1,2: kalkulierter Effekt von viscumTT; E1: spezifischer Effekt von TT; E2: spezifischer Effekt von viscum

Das Fp wurde anhand des spezifischen Effekts, also des tatsachlichen Effekts von

viscumTT und des kalkulierten Effekts berechnet.

_ spezifischer Ef fekt
~ kalkulierter Ef fekt

Fp

Bei einem additiven Effekt war das Fp gleich eins, bei einem antagonistischen Effekt war

es kleiner eins und bei einem synergistischen Effekt groRer eins.

3.7 Datenauswertung

Alle Versuche bestehen aus mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten.
Eine Ausnahme bildete der Apoptosis Array, der nur einmal durchgefihrt wurde. Die
Daten sind entweder als Mittelwert (MW) = Standardabweichung (SD) oder als

reprasentative Ergebnisse dargestellt.
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Dissertation war es zu untersuchen, ob die hier verwendeten Mistelextrakte,
mit Hauptaugenmerk auf den Mistelgesamtextrakt viscumTT, Apoptose im
Rhabdomyosarkommodell in vitro induzieren kdnnen. Daridber hinaus galt es, die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Apoptoseinduktion zu untersuchen

und zu charakterisieren.

4.1 Inhibierung der Zellproliferation durch Mistelextrakte

Zur Verifizierung der Hypothese, dass Mistelextrakte eine zytotoxische Wirkung
aufweisen, wurde zunachst Uberprift, ob Mistelextrakte das Zellwachstum beeinflussen.
Dazu wurden die Zelllinien RMS-13, TE 671 und RH-30 in ansteigenden Konzentrationen
mit viscum, TT und viscumTT inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die absoluten

Zellzahlen mit dem CASY® Cell Counter gemessen.

Sowohl viscum als auch TT hemmten in allen drei Zelllinien die Proliferation (Abbildung
3). TT inhibierte das Zellwachstum um maximal 20 %, wobei der inhibierende Effekt durch
Erhdhung der Toxinkonzentration nicht gesteigert werden konnte. Die
Proliferationshemmung durch viscum hingegen war abhangig von der eingesetzten
Dosis. Das Zellwachstum konnte bei den RH-30 Zellen um maximal 27 % und bei den
TE 671 Zellen um 40 % inhibiert werden. Die RMS-13 Zellen reagierten am sensibelsten
auf die Behandlung mit viscum, es konnte eine Proliferationshemmung von 60 % erzielt

werden.

Das Kombinationspraparat viscumTT zeigte den starksten antiproliferativen Effekt. Die
maximale Inhibierung der Proliferation betrug bei der Zelllinie TE 671 60 %. Bei den
Zelllinien RMS-13 und RH-30 konnte das Zellwachstum um bis zu 80 % reduziert werden.
Bei allen drei Zelllinien konnte in den hdchsten Konzentrationen eine synergistische
Wirkung (Fp>1) von viscumTT beobachtet werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3. Untersuchung der Zellproliferation nach Inkubation mit Mistelextrakten. Die Zelllinien A)
RMS-13, B) RH-30 und C) TE 671 wurden fur 24 Stunden mit viscum, TT und viscumTT in ansteigenden
Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung der Zellzahlen mit dem CASY® Cell Counter.
Mistellektine (ML) und Oleanolséure (OA) dienten als Markersubstanzen fur viscum und TT. Die Ergebnisse
beziehen sich auf die unbehandelte Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Der
synergistische Effekt wurde Uber das fractional product (Fp) nach Webb berechnet. Werte *Fp >1 zeigen
einen Synergismus an. Ctrl = Kontrolle.
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4.2 Apoptoseinduktion nach Behandlung mit Mistelextrakten

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass TT, viscum und
viscumTT die Zellproliferation dosisabhangig hemmten. Als nachstes sollte Uberpruft
werden, ob die Mistelextrakte Apoptose im RMS induzieren kénnen. Hierfir wurden die
Zellen wie bereits beschrieben mit den Mistelextrakten inkubiert und anschlieffend mit
Annexin und Pl gefarbt. Nach definierten Zeitpunkten wurde die Anzahl apoptotischer

Zellen im Durchflusszytometer gemessen.

In Abbildung 4 sind die Veranderungen der Fluoreszenzintensitaten nach Inkubation mit
Mistelextrakten im Dot Plot dargestellt. Abgebildet sind reprasentative Ergebnisse, die
beispielhaft fur die Zelllinie RMS-13 sind. Die Ergebnisse veranschaulichten, dass mit
steigenden viscum- und viscumTT-Konzentrationen der Anteil Annexin- und Pl-positiver
Zellen zunahm. Dies wurde durch Erhohung der Fluoreszenzintensitaten im FL-4-Kanal
und im FL-2-Kanal erkennbar. Nach Behandlung mit TT konnten keine Veranderungen

der Fluoreszenz detektiert werden.
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Abbildung 4. Reprasentative Ergebnisse der Annexin/PIl-Farbung im Dot Plot. RMS-13 Zellen wurden mit
viscum, TT und viscumTT in ansteigenden Konzentrationen inkubiert und anschlieRend mit Annexin V APC
(Annexin) und Propidiumiodid (PI) gefarbt. Die Analyse der Zellen erfolgte im Durchflusszytometer. Die
Ergebnisse wurden mit der Software FlowJo ausgewertet. Annexin wurde im FL-4-Kanal und PI im FL-2-
Kanal gemessen. Lebende Zellen bilden sich im linken unteren, apoptotische Zellen im rechten oberen und
unteren Quadranten ab. Nekrotische Zellen zeichnen sich links oben ab. v = viscum.

49



Ergebnisse

Die Daten der Annexin/Pl-Farbung belegten, dass die Zelllinie RH-30 weder auf die
Behandlung mit viscum und TT sensibel reagierte. Nach Inkubation mit viscumTT konnte
konzentrationsabhangig eine moderate Apoptoseinduktion beobachtet werden. Die
Anzahl apoptotischer Zellen stieg auf maximal 30 %. ViscumTT zeigte zudem eine
synergistische Wirkung in den RH-30 Zellen (Abbildung 5).

Die Zelllinie TE 671 reagierte weder auf die getesteten Einzelextrakte, viscum und TT,

noch auf viscumTT sensibel (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Messung der Apoptoseinduktion durch Mistelextrakte in den Zelllinien TE 671 und RH-30. A)
RH-30 und B) TE 671 Zellen wurden mit TT, viscum und viscumTT in ansteigenden Konzentrationen
inkubiert und nach 24 Stunden mit Annexin V APC (Annexin) und Propidiumiodid (PI) gefarbt. Die Messung
der apoptotischen Zellen erfolgte im Durchflusszytometer. Mistellektine (ML) und Oleanolsdure (OA)
dienten als Markersubstanzen fir viscum und TT. Die Ergebnisse beziehen sich auf die unbehandelte
Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Der synergistische Effekt wurde Uber das fractional
product (Fp) nach Webb berechnet. Werte *Fp >1 zeigen einen Synergismus an. Ctrl = Kontrolle.
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Die Zelllinie RMS-13 erwies sich resistent gegeniber der Behandlung mit TT. Im
Gegensatz dazu reagierten die Zellen sensibel auf die Behandlung mit viscum und
viscumTT, die zytotoxischen Effekte waren zeit- und konzentrationsabhangig. Nach
Inkubation mit viscum waren nach 24 Stunden maximal 27 % der Zellen apoptotisch,
nach 48 Stunden stieg die Zahl auf 69 % an. Nach 24-stindiger Inkubation mit viscumTT
waren maximal 76 % der Zellen apoptotisch, bei Verdoppelung der Inkubationszeit stieg
der Anteil auf 97 % an. Sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden konnten synergistische
Effekte durch viscumTT auf die Apoptoseinduktion beobachtet werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Untersuchung der Apoptoseinduktion nach Inkubation mit Mistelextrakten in den RMS-13
Zellen. Die Zelllinie RMS-13 wurde mit TT, viscum und viscumTT in ansteigenden Konzentrationen fir A)
24 Stunden und B) 48 Stunden inkubiert und anschlieBend mit Annexin V APC (Annexin) und
Propidiumiodid (PI) gefarbt. Die Analyse der Zellen erfolgte im Durchflusszytometer. Mistellektine (ML) und
Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fir viscum und TT. Die Ergebnisse fir die
Konzentrationen ML 7,5 ng/ml und OA 45 pg/ml nach 48 Stunden sind nicht abgebildet, da hier 100 % der
Zellen tot waren. Die Ergebnisse beziehen sich auf die unbehandelte Kontrollgruppe. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung. Der synergistische Effekt wurde Uber das fractional product (Fp) nach Webb
berechnet. Werte *Fp >1 zeigen einen Synergismus an. Ctrl = Kontrolle.
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Anhand der Annexin/PI-Farbung wurde ersichtlich, dass weder die Zelllinie TE 671 noch
die RH-30 Zellen sensibel auf die gewahlten Wirkstoffe und ihre Konzentrationen
reagierten. Im Gegensatz dazu konnte eine relevante Apoptoseinduktion fur die RMS-13
Zellen beobachtet werden, demnach wurden alle weiteren Experimente ausschlief3lich
mit der Zelllinie RMS-13 durchgefuhrt.

4.3 Messung der LDH-Freisetzung nach Inkubation mit Mistelextrakten

Im Verlauf der Nekrose kommt es durch Schadigung der Zellmembran zur
unkontrollierten Freisetzung intrazellularer Bestandteile. Als Folge kdnnen nekrotische
Zellen im menschlichen Koérper eine Entzliindungsreaktion ausldosen. Zum Ausschluss
von Nekrose als Ursache der zytotoxischen Wirkung von Mistelextrakten wurde der LDH-
Assay durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden die RMS-13 Zellen mit Mistelextrakten

inkubiert und anschliel3end die LDH-Konzentration im Zellkulturmedium gemessen.

Nach zwei Stunden konnte kein signifikanter Anstieg der LDH Konzentration (>10 %)
detektiert werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Messung der Nekroseinduktion durch Mistelextrakte mittels LDH-Assay. RMS-13 Zellen
wurden fir zwei Stunden mit ansteigenden Konzentrationen von viscum, TT und viscumTT inkubiert.
Im Anschluss wurde die LDH-Freisetzung in das Zellkulturmedium mittels LDH-Assay bestimmt
Mistellektine (ML) und Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fiir viscum und TT. Die
Ergebnisse beziehen sich auf die unbehandelte Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte von
mindestens  drei unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung. Ctrl = Kontrolle.
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4.4 Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials nach Behandlung mit

Mistelextrakten

Zur genaueren Charakterisierung des Apoptosemechanismus durch Mistelextrakte
erfolgte die Messung des MMP mittels JC-1-Farbung. Hierfur wurden die RMS-13 Zellen
wie bereits beschrieben mit Mistelextrakten inkubiert und anschlieRend mit JC-1 gefarbt.

Als Positivkontrolle diente CCCP, ein Protonophor, welches das MMP depolarisiert.

Abbildung 8 stellt anhand reprasentativer Ergebnisse die Veranderungen der
Fluoreszenzintensitaten nach Inkubation mit Mistelextrakten dar. Die Behandlung mit
viscum und viscumTT bewirkte eine Depolarisation der Mitochondrienmembran. Als
Folge nahm die Zahl der roten Aggregate ab, wohingegen die der grinen Monomere
anstieg. Im Dot Plot wurde dies durch die Erniedrigung der Fluoreszenzintensitat im
FL-2-Kanal und Erhéhung im FL-1-Kanal deutlich.
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Abbildung 8. Reprasentative Ergebnisse der JC-1-Farbung im Dot Plot. RMS-13 Zellen wurden mit
viscum, TT und viscumTT in ansteigenden Konzentrationen inkubiert und anschlielend mit 5,5',6,6’-
tetrachloro-1,1’,3,3’-Tetraethyl-benzimidazolcarbocyaniniodid  (JC-1) gefarbt. Der Entkoppler
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) diente als Positivkontrolle. Die Analyse der Zellen
erfolgte im Durchflusszytometer und die Auswertung mit der Software FlowJo. Uber die
Fluoreszenzkanale wurde die griine Fluoreszenz (FL-1-Kanal) der JC-1 Monomere und die rote
Fluoreszenz (FL-2-Kanal) der JC-1 Aggregate erfasst. Durch die Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials kam es zu einer Zunahme der griinen Fluoreszenz im FL-1-Kanal. v = viscum.

Nach TT-Inkubation traten keine Veranderungen des MMP auf. Wohingegen der Anteil
von Zellen mit verringertem MMP nach Inkubation mit viscum konzentrationsabhangig
anstieg, der maximale Anteil betrug 40 %. Nach Behandlung mit viscumTT konnten die

starksten Effekte beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontrolle war das MMP bei 73 %
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der Zellen erniedrigt. Im hohen Konzentrationsbereich zeigte sich zudem ein

Synergismus durch viscumTT (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Messung des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) nach Inkubation mit Mistelextrakten.
RMS-13 Zellen wurden mit A) TT, B) viscum und C) viscumTT in ansteigenden Konzentrationen fur 24
Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte Farbung mit 5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3-Tetraethyl-
benzimidazolcarbocyaniniodid (JC-1) und die Analyse des MMP im Durchflusszytometer. Als
Positivkontrolle wurde Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) verwendet. Mistellektine (ML) und
Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fir viscum und TT. Die Ergebnisse beziehen sich auf die
unbehandelte Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen
Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Der synergistische Effekt wurde
Uber das fractional product (Fp) nach Webb berechnet. Werte *Fp >1 zeigen einen Synergismus an. Ctrl =
Kontrolle.
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4.5 Die Rolle der Caspasen bei der Apoptoseinduktion durch Mistelextrakte

4.5.1 Aktivierung der Caspasen-3, -8 und -9

Zur naheren Charakterisierung des zugrundeliegenden Apoptosemechanismus der
Mistelextrakte erfolgte die Farbung der aktiven CASP3, CASP8 und CASP9 mittels

Immunfluoreszenz im Durchflusszytometer.

Anhand reprasentativer Ergebnisse der aktiven CASP3-Messung lassen sich die
Veranderungen im Aktivitatsmuster im Dot Plot veranschaulichen. Nach Behandlung mit
viscum und viscumTT stieg die Anzahl apoptotischer Zellen an und die Zahl CASP3-
positiver Zellen nahm zu. Dies wurde durch eine Rechtsverschiebung im FL-1-Kanal
erkennbar. Nach Inkubation mit TT konnte keine Aktivierung der CASP3 gemessen
werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Reprasentative Daten der Messung der aktiven Caspase-3 (CASP3) im Dot Plot. RMS-13
Zellen wurden mit TT, viscum und viscumTT in ansteigenden Konzentrationen fur 24 Stunden inkubiert. Im
Anschluss folgte die Farbung der aktiven CASP3 und die Analyse im Durchflusszytometer. Der Farbstoff

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wurde im FL-1-Kanal gemessen. v = viscum.
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Die Messung der aktiven Caspasen ergab, dass die Behandlung mit TT die Aktivitat der
CASP3, CASP8 und CASP9 nicht beeinflusste (Abbildung 11).

Nach Inkubation mit viscum konnte ein konzentrationsabhangiger Anstieg CASP3-
positiver Zellen auf maximal 43 % beobachtet werden. Zudem konnte eine
konzentrationsabhangige Aktivierung der CASP8 (46 %) und CASP9 (36 %) erfasst
werden (Abbildung 11).

Die Behandlung mit viscumTT hatte ebenfalls eine konzentrationsabhangige Aktivierung
der CASP3, CASP8 und CASP9 zur Folge. Der maximale Anteil CASP3-, CASP8- und
CASP9-positiver Zellen betrug ca. 50 %. In den hdchsten Mistelkonzentrationen
Uberstieg die Wirkung von viscumTT die der Einzelextrakte und es konnte ein
synergistischer Effekt auf die Aktivierung der CASP3, CASP8 und CASP9 nachgewiesen
werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Messung der aktiven Caspase-3 (CASP3), Caspase-8 (CASP8) und Caspase-9 (CASP9).
RMS-13 Zellen wurden mit A) TT, B) viscum und C) viscumTT in ansteigenden Konzentrationen fur 24
Stunden inkubiert. Es erfolgte die Farbung der CASP3, CASP8 und CASP9 und anschliel’end die Analyse
im Durchflusszytometer. Mistellektine (ML) und Oleanolsdure (OA) dienten als Markersubstanzen fur
viscum und TT. Die Ergebnisse beziehen sich auf die unbehandelte Kontrollgruppe. Dargestellt sind die
Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung. Der synergistische Effekt wurde Uber das fractional product (Fp) nach Webb
berechnet. Werte *Fp >1 zeigen einen Synergismus an. Ctrl = Kontrolle.
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4.5.2 Hemmung der Apoptoseinduktion durch Caspaseinhibitoren

Um die Abhangigkeit der Apoptoseinduktion von den Caspasen naher zu analysieren,
wurden in den folgenden Experimenten die Wirkungen verschiedener Caspaseinhibitoren
getestet.

Die viscum-induzierte Apoptose konnte durch alle eingesetzten Caspaseinhibitoren
effektiv gehemmt werden. Der CASP9-Inhibitor reduzierte die Apoptoserate signifikant
um bis zu 59 %. Der CASP8-Inhibitor hemmte die Apoptose um maximal 57 %. Der
Breitspektruminhibitor reduzierte die Apoptose um maximal 74 %, wobei der
inhibitorische Effekt mit steigender viscum-Konzentration abnahm. Die effektivste
Apoptoseinhibierung konnte durch die Hemmung der CASP10 erzielt werden, hier waren

maximal 75 % weniger Zellen apoptotisch (Abbildung 12).

Die viscumTT-induzierte Apoptose konnte ebenfalls durch Caspaseinhibitoren gehemmt
werden, allerdings waren diese Effekte schwacher ausgepragt als in den viscum-
Experimenten. Zudem war auffallig, dass die hemmenden Effekte der Caspaseinhibitoren
mit steigender Konzentration von viscumTT nachliel3en. Eine Ausnahme bildete hier der
CASP8-Inhibitor, der die Apoptose um maximal 29 % verringerte. Der CASP9-Inhibitor
zeigte zunachst einen moderaten inhibitorischen Effekt, dieser lie® nach
Konzentrationssteigerung nicht nur nach, sondern verstarkte die Apoptoseinduktion
durch viscumTT. Der Breitspektrum- und der CASP10-Inhibitor zeigten die starksten
inhibitorischen Effekte, sie reduzierten die Apoptoserate um maximal 46 % bzw. 50 %
(Abbildung 12).
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Abbildung 12. Untersuchung des Einflusses von Caspaseinhibitoren auf die viscum- und viscumTT-
induzierte Apoptose. RMS-13 Zellen wurden im Dreifachansatz ausgesat und eine Stunde vor Inkubation
mit A) viscum und B) viscumTT wurden dem Versuchsansatz die Caspaseinhibitoren hinzugegeben. Es
wurden Inhibitoren der Caspase-8 (Z-IETD-FMK), Caspase-9 (Z-LEHD-FMK), Caspase-10 (Z-AEVD-FMK)
und ein Breitspektruminhibitor (Z-VAD-FMK) eingesetzt. Ein Kontrollansatz enthielt nur die Mistelextrakte,
ein weiterer zusatzlich 5 yM DMSO. Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurden die Ansatze mit
Annexin V APC (Annexin) und Propidiumiodid (PI) gefarbt und anschlieBend im Durchflusszytometer
analysiert. Mistellektine (ML) und Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fiir viscum und TT. Die
Ergebnisse beziehen sich auf den DMSO-Kontrollansatz. Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens
drei unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.
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4.6 Einfluss von Mistelextrakten auf das Expressionsprofil Apoptose-assoziierter

Proteine

Proteinchemischen Methoden wurden neben durchflusszytometrischen Analysen zur
Charakterisierung des Apoptosemechanismus angewandt. Nach Behandlung der
RMS-13 Zellen mit den Mistelextrakten wurden die intrazellularen Proteine gewonnen
und anschlieRend die intrazellulare Proteinexpression im Western-Blot bzw. Apoptosis

Array bestimmt.

4.6.1 Apoptosis Array

Der Apoptosis Array bot die Mdglichkeit 35 Apoptose-assoziierte Proteine zeitgleich zu
detektieren. Der Apoptosis Array diente der Orientierung und wurde daher im Gegensatz
zu den anderen Experimenten nur ein einziges Mal durchgefuhrt. In Abbildung 13 sind
ausgewabhlte Proteine des Apoptosis Arrays dargstellt.

Durch die Analyse des Apoptosis Arrays wurde erkennbar, dass nach Inkubation mit
viscum und viscumTT Proteine mit antiapoptotischer Wirkung im Vergleich zu der
Kontrolle verringert exprimiert wurden. In diesem Experiment wurden reduzierte
Expressionslevel fur Claspin (CLSPN), BIRCS5, XIAP, BCL2, und BCL2L1 beobachtet. Mit
viscum behandelte Zellen exprimierten verstarkt BAX und aktive CASP3, im Gegenzug
wurde die Procaspase-3 vermindert exprimiert. Die Behandlung mit viscumTT flhrte zur
verstarkten Expression der aktiven CASP3, die Expressionslevel von BAD, BAX und
TP53 waren im Vergleich zur Kontrolle vermindert (Abbildung 13).

Nach der Behandlung mit TT war ein gegenteiliger Effekt zu erkennen, hier wurden die
antiapoptotischen Proteine vermehrt exprimiert. Eine Ausnahme bildete BCL2L1, das
auch nach Inkubation mit TT vermindert exprimiert wurde. Proapoptotisch wirksame
Proteine wie BAD, BAX und die aktive CASP3 wurden ebenfalls verstarkt exprimiert
(Abbildung 13).

Die Ergebnisse des Apoptosis Arrays deuten darauf hin, dass sich das Verhaltnis
zwischen anti- und proapoptotisch wirksamen Proteinen nach Behandlung mit viscum

und viscumTT zu Gunsten der Apoptose verschob.
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Abbildung 13. Analyse des Apoptosis Arrays. Die RMS-13 Zellen wurden fir 24 Stunden mit viscum
5ng/ml, TT 40 pug/ml und viscumTT 5 ng/ml + 40 pg/ml inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und der
proteinreiche Uberstand durch Zentrifugation gewonnen. 225 ug Protein wurden je Extrakt auf den Array
aufgetragen und die Proteinbanden mittels Immunfluoreszenz detektiert. Der Array wurde nur ein einziges
Mal durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Vielfaches (n-faches) der unbehandelten Kontrolle dargestellt.
Pro-CASP3 = Procaspase-3.

4.6.2 Western-Blot und Immunodetektion Apoptose-assoziierter Proteine

Im Anschluss an den Apoptosis Array wurden zur Verifizierung der Ergebnisse
Western-Blot Analysen durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die Proteinlevel
Apoptose-assoziierter Proteine aus mindestens drei unabhangigen Experimenten
bestimmt. Anhand der Veranderungen der Proteinexpression konnten Ruckschlusse auf
die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Apoptose gezogen werden. Dabei
war insbesondere das Verhaltnis der Expressionslevel pro- und antiapoptotischer
Proteine entscheidend fur die Apoptoseinduktion. Im Folgenden sind die reprasentativen
Ergebnisse einzelner Versuche dargestellt.

Die PARP1 ist ein Substrat der aktiven CASP3 und wird im Zuge der Apoptose in das
Spaltprodukt cPARP1 fragmentiert. Die spezifische Proteolyse der PARP1 diente neben
der Messung der aktiven CASP als Beweis fur die Aktivierung der Caspase-Kaskade
durch Mistelextrakte. Nach Inkubation mit viscum und viscumTT konnte cPARP1
konzentrationsabhangig verstarkt und PARP1 gleichzeitig vermindert nachgewiesen
werden. TT hingegen hatte keinen Einfluss auf das Proteinlevel der PARP1 bzw. der
cPARP1 (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Expression und Spaltung von PARP1 nach Behandlung mit Mistelextrakten. Mistellektine
(ML) und Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fiir viscum und TT. RMS-13 Zellen wurden fir
24 Stunden mit den Mistelextrakten in den Konzentrationen viscum 2,5 und 5 ng/ml sowie TT 30 und
35 pg/ml inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die intrazelluldren Proteine gewonnen. Es
folgte die Bestimmung der Proteinexpression von PARP1 und dem Spaltprodukt cPARP1 im Western-Blot
und mittels Immunodetektion. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind die reprasentativen
Ergebnisse von mindestens drei unabhéangigen Experimenten. Ctrl = Kontrolle.

4.6.2.1 Expression apoptosehemmender Proteine

Um das Ergebnis des Apoptosis Arrays zu bestatigen, wurden die Expressionslevel der
IAP-Familienmitglieder XIAP und BIRCS5 sowie die der Bcl-2-Familie BCL2, BCL2L1 und

MCL1 untersucht. Dartber hinaus wurde die Expression von CLSPN analysiert.

Nach Behandlung mit allen drei Extrakten wurde CLSPN vermindert exprimiert.
Besonders deutlich zeigte sich dies bei viscum und starker noch bei viscumTT (Abbildung
15).

Nach Inkubation mit viscum und viscumTT konnte eine deutliche Abnahme der
Expression der |IAP-Familienmitglieder XIAP und BIRCS beobachtet werden. TT hatte
keinen Einfluss auf die Expression von BIRCS5, jedoch wurde XIAP im Vergleich zur

Kontrolle vermindert exprimiert (Abbildung 15).

Aulerdem konnten mit dem Apoptosis Array verminderte Expressionslevel
apoptosehemmender Proteine der Bcl2-Familie erfasst werden. In der Western-Blot
Analyse konnte dieses Ergebnis bestatigt werden. Es konnten verminderte

Expressionsprofile der Proteine BCL2 und BCL2L1 nach Behandlung mit viscum und
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viscumTT detektiert werden. Dieser Effekt nahm mit steigenden Toxinkonzentrationen
zu. Die BCL2L1-Expressionslevel sanken im Vergleich zur Kontrolle mit steigender TT-
Konzentration. Im Gegensatz dazu wurde BCL2 nach Anwendung von TT vermehrt
exprimiert, das Ergebnis prasentierte sich vorweg auch im Apoptosis Array (Abbildung
15).

Das Bcl-2-Familienmitglied MCL1 hat zwei Splicevarianten, MCL1 L und MCL1 S. In den
Experimenten dieser Arbeit war zu beobachten, dass nach Inkubation mit viscum und
viscumTT das Expressionslevel von MCL1 L sank, wohingegen das von MCL1S
konstant blieb. TT beeinflusste weder die Expression von MCL1L noch MCL1S
(Abbildung 15).
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Abbildung 15. Expression antiapoptotischer Proteine nach Behandlung mit Mistelextrakten. Mistellektine
(ML) und Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fiir viscum und TT. RMS-13 Zellen wurden fir
24 Stunden mit den Mistelextrakten in den Konzentrationen viscum 2,5 und 5 ng/ml sowie TT 30 und
35 pg/ml inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die intrazelluldren Proteine gewonnen. Es
folgte die Bestimmung der Expression der Proteine CLSPN, XIAP, MCL1, BCL2L1, BCL2 und BIRC5 im
Western-Blot und mittels Immunodetektion. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind die
reprasentativen Ergebnisse von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Ctrl = Kontrolle.
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4.6.2.2  Expression apoptoseférdernder Proteine

Die vorherigen Ergebnisse ergaben, dass viscum und viscumTT ihre zytotoxische
Wirkung u.a. Uber die verminderte Expression von antiapoptotischen Proteinen entfalten.
Dies liel3 die Frage aufkommen, in welchem Male die Mistelextrakte die Expressionslevel
der proapoptotischen Proteine beeinflussten. Im Hinblick darauf wurden die

Expressionslevel der Proteine PMAIP1 und TP53 bestimmt.

Die Untersuchungen der Proteinlevel des Tumorsuppressors TP53 konnten das Ergebnis
des Apoptosis Arrays nicht bestatigen. Im Array zeigte sich vorab, dass TT zur
verstarkten, und viscum und viscumTT zur verminderten Expression von TP53 fuhrten.
Die Experimente ergaben jedoch, dass die Mistelextrakte die Expression von TP53 nicht
beeinflussten (Abbildung 16).
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Abbildung 16. Expression von TP53 nach Behandlung mit Mistelextrakten. Mistellektine (ML) und
Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fir viscum und TT. RMS-13 Zellen wurden fir
24 Stunden mit den Mistelextrakten in den Konzentrationen viscum 2,5 und 5 ng/ml sowie TT 30 und
35 pg/ml inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die intrazelluldren Proteine gewonnen. Es
folgte die Bestimmung der Proteinexpression von TP53 im Western-Blot und mittels Immunodetektion.
B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind die reprasentativen Ergebnisse von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. Ctrl = Kontrolle.
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PMAIP1, ein Bcl-2-Familiemitglied mit proapoptotischer Wirkung, zeigte Western-Blot ein
verandertes Bandenmuster. Laut dem Herstellerprotokoll sollte PMAIP1 eine Bande bei
15 kDa im Western-Blot aufweisen, diese konnte in den Versuchen nicht detektiert
werden. Es konnten jedoch Proteinbanden bei 60, 40 und 35 kDa nachgewiesen werden.
Nach Inkubation mit viscum und viscumTT nahm die Anzahl der zusatzlichen Banden mit

steigenden Konzentrationen ab (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Expression von PMAIP1 nach Behandlung mit Mistelextrakten. Mistellektine (ML) und
Oleanolsaure (OA) dienten als Markersubstanzen fir viscum und TT. RMS-13 Zellen wurden fur
24 Stunden mit den Mistelextrakten in den Konzentrationen viscum 2,5 und 5 ng/ml sowie TT 30 und
35 pg/ml inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und die intrazelluldren Proteine gewonnen. Es
folgte die Bestimmung der Proteinexpression PMAIP1 im Western-Blot und mittels Immunodetektion.
B-Aktin diente als Ladekontrolle. Dargestellt sind die reprasentativen Ergebnisse von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. Ctrl = Kontrolle.
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5 Diskussion

Das ARMS ist ein aggressiver Tumor, der oft metastasiert und eine schlechte Prognose
hat. Die Suche nach neuen Therapiemdglichkeiten ist zur Prognoseverbesserung dieses
Tumors dringend erforderlich. Im Rahmen dieser Dissertation wurde erstmalig die
Wirksamkeit eines triterpensaurehaltigen Viscum album Gesamtextraktes, viscumTT, im
Rhabdomyosarkommodell untersucht. Ziel dieser Untersuchungen war es, die Grundlage
fur neue Therapieansatze des ARMS zu schaffen. Es konnte gezeigt werden, dass
viscumTT in vitro effektiv die Zellproliferation hemmte und Apoptose induzierte, wobei die
Wirkung denen der Einzelextrakte viscum und TT Uberlegen war. Im folgenden Abschnitt
wird ein Modell der Apoptoseinduktion prasentiert und die Ergebnisse anhand des
aktuellen wissenschaftlichen Standes kritisch diskutiert.

5.1 ViscumTT hemmt synergistisch die Zellproliferation und induziert Apoptose

im Rhabdomyosarkom in vitro

Die Wirkung der verwendeten Mistelextrakte war sowohl konzentrations- und
zeitabhangig als auch zelltypspezifisch. TT zeigte ausschlieflich
proliferationshemmende Effekte, wahrend viscum und viscumTT sowohl die
Zellproliferation inhibierten als auch Apoptose induzierten. Die Apoptoseinduktion war
dabei von der Aktivierung der Caspase-Kaskade abhangig, beweisend hierfur waren die
Messung der aktiven CASP3 sowie der Nachweis der Spaltung ihres Substrates PARP1
im Western-Blot. Der Ausschluss eines ungewollten frihen zytotoxischen Effekts,

welcher der Nekrose zugeschrieben wird, konnte mit dem LDH-Assay erbracht werden.

Entsprechende Beobachtungen konnten nach Behandlung mit OA und ihren Derivaten
bei verschiedenen Zelllinien gemacht werden. So konnten sowohl eine
proliferationsinhibierende wie auch Apoptose-induzierende Wirkung durch OA und ihre
Derivate beim malignen Melanom [141], Gallenblasenkarzinom [146] und
Pankreaskarzinom [148] festgestellt werden. Einige Zelllinien reagierten jedoch resistent
auf die Behandlung mit OA. In einer Versuchsreihe mit Ewing-Sarkom Zellen konnte bei
der Zelllinie TC-71 eine schwache Apoptoseinduktion durch OA beobachten werden,

wohingegen die Zelllinie MHH-ES-1 resistent reagierte [136].
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Die Wirkung von OA scheint zelltypspezifisch zu sein, wobei eine Erklarung fur die
verschiedenen Sensibilitdten der Zelllinien zurzeit noch nicht existiert. Eine maogliche
Ursache hierfur konnte die unterschiedliche Zusammensetzung der Plasmamembranen
sein. Daruber hinaus ist bekannt, dass Triterpensauren in Plasmamembranen eindringen

und diese verandern kdnnen [164-166].

Viscum zeigte ebenfalls konzentrations- und zelltypspezifische Unterschiede in der
Apoptoseinduktion. Ahnliche Effekte nach Behandlung mit viscum wurden beim Ewing-
Sarkom [136], multiplen Myelom [64] und beim Plattenepithelkarzinom der Zunge [65]
beobachtet. Es ist bekannt, dass die zytotoxischen Effekte von viscum in den Zelllinien
variieren [138]. Die Wirkung von ML, dem Hauptbestandteil des viscum-Extraktes, wird
uber ihre A- und B-Ketten vermittelt. Durch die Bindung der B-Kette an spezifische
Kohlenhydrate auf der Zelloberflache erfolgt die Aufnahme von ML in die Zelle
(Kapitel 1.3.1.1). Eine mogliche Erklarung flr die unterschiedliche Sensibilitat der
Zelllinien gegenuber viscum konnte die variierende Expression der spezifischen

Kohlenhydratbindungsstellen der Zellmembran bieten [113, 167].

Die starksten zytotoxischen Effekte konnten nach Einsatz von viscumTT beobachtet
werden, wobei die Wirkung des Kombinationspraparates die der Einzelextrakte Uberstieg.
Im hohen Konzentrationsbereich zeigte sich zudem ein Synergismus von viscumTT.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen Uberein, die beim Ewing-Sarkom [136],
Osteosarkom [168], bei der AML [139] und ALL [138] nach Behandlung mit viscumTT
gemacht werden konnten. Auch hier konnte die Uberlegenheit des Mistelgesamtextraktes
gegenuber den Einzelextrakten sowie teilweise ein Synergismus beobachtet werden.
Diese Ergebnisse korrelieren mit der Theorie, dass Gesamtpflanzenextrakte haufig
effektiver sind als ihre Einzelkomponenten [169-171].

5.2 Charakterisierung des Apoptosemechanismus

Die Apoptose kann sowohl durch den rezeptorvermittelten als auch den mitochondrialen
Signalweg ausgeldst werden. Zur Charakterisierung der Apoptosesignaltransduktion
wurden die Messungen des MMP, der aktiven Caspasen und der Apoptosehemmung

durch Caspaseinhibitoren durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten sowohl auf eine Aktivierung des
extrinsischen als auch des intrinsischen Apoptosesignalweges durch Behandlung mit

viscum und viscumTT hin. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl
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die Einzelextrakte OA und ML wie auch das Kombinationspraparat viscumTT
verschiedene Apoptosesignalwege aktivieren. Die Art der Signaltransduktion durch ML

und OA scheint dabei, vom Zelltyp abhangig zu sein.

Die Aktivierung des mitochondrialen Signalweges durch ML konnte bei akuten
Leukamien [63, 67, 86], beim hepatozellularen Karzinom [172] und beim kolorektalen
Adenokarzinom [173] erfasst werden. In diesem Zusammenhang konnten u.a. die
Depolarisierung des MMP [86, 172] und die Aktivierung der Caspase-Kaskade
beobachtet werden [86, 173, 174]. Bantel et al. beschrieben darlber hinaus eine
Todesrezeptoren-unabhangige Aktivierung des intrinsischen Signalweges sowie der
CASP9 und CASPS8 [86]. In Erganzung konnte nach Behandlung mit viscum auch die
Aktivierung des rezeptorvermittelten Signalweges beim Kolonkarzinom [173] und bei der
AML [139] festgestellt werden.

Die Apoptoseinduktion Uber den extrinsischen Weg durch OA und ihre Derivate wurde
fur die myeloischen Leukamie [175-177], das Osteosarkom [178], Ovarialkarzinom [179],
Mammakarzinom [180], Kolonkarzinom [181] und Lungenkarzinom [182] beschrieben.
Die Triterpensauren OA und BA konnen Apoptose auch uber den intrinsischen Signalweg
induzieren, dies konnte u.a. beim hepatozellularen Karzinom [147],
Gallenblasenkarzinom [146], Pankreaskarzinom [148], Neuroblastom [183] und beim
Rhabdomyosarkom [184] beobachtet werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass OA
und BA direkt mit der Mitochondrienmembran interagieren kdnnen [176, 185, 186].

ViscumTT konnte die Apoptose sowohl Uber den intrinsischen als auch den extrinsischen
Apoptoseweg beim Ewing-Sarkom [136], der ALL [138] und AML [139] induzieren. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden sowohl die Depolarisation des MMP als auch
die Aktivierung der CASP8 und CASP9 beobachtet, wobei die Wirkung von viscumTT
synergistisch war. Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Untersuchungsergebnissen, die ebenfalls einen Synergismus von
viscumTT zeigten. Zudem konnte eine gesteigerte Expression der Todesrezeptoren DR4
und DR5 nach Behandlung mit viscumTT bei der AML beobachtet werden [139].

Mit Hilfe von Caspaseinhibitoren konnte der Einfluss der Caspase-Kaskade auf die
Apoptoseinduktion genauer untersucht werden. Zunachst fiel auf, dass der Apoptose-
hemmende Effekt der Inhibitoren bei viscum starker ausgepragt war als bei viscumTT.

Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass die Zugabe von solubilisierten
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Triterpensauren zu wassrigen Mistelextrakten unbekannte Mechanismen aktiviert,
welche die Apoptoseinduktion Caspase-unabhangig verstarken. Diese Annahme wird
durch Untersuchungen gestutzt, die nach Inkubation mit OA eine Caspase-unabhangige
Komponente der Apoptoseinduktion feststellten [142, 176].

Durch Blockierung des rezeptorvermittelten Signalweges durch CASP8- und CASP10-
Inhibitoren konnte die Apoptoseinduktion effektiv reduziert werden. Der CASP10-
spezifische Inhibitor zeigte die starksten inhibitorischen Effekte und war effektiver als der
Breitspektruminhibitor. Dieses Experiment zeigt, dass die Apoptoseinduktion durch
viscum und viscumTT stark von der CASP10 abhangig ist. Die CASP10 ist ein
Homologon der CASP8 und wird nach Ligandenbindung an die Todesrezeptoren durch
die Todesdomanen rekrutiert [187, 188]. Daruber hinaus wurde auch die Todesrezeptor-
unabhangige Aktivierung der CASP10 durch Chemotherapeutika beschrieben.
Interessanterweise war die Aktivierung der CASP10 dabei abhangig von der
Todesdomane FADD [189-191].

Der CASP9-Inhibitor konnte die viscumTT-induzierte Apoptose nicht signifikant
reduzieren, sondern verstarkte diese. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen
Uberein, die nach Behandlung mit dem Diterpenoid Oridonin in Kombination mit einem
CASP9-Inhibitor ebenfalls eine verstarkte Apoptoseinduktion aufzeigten [192]. Es wird
vermutet, dass durch Hemmung der CASP9 der autophagische Fluss unterbrochen und
so der Caspase-unabhangige Zelltod gefordert wird [192, 193]. Zudem legen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den Schluss nahe, dass die CASP9 im Rahmen der
viscumTT-induzierten Apoptose nicht als Initiator- sondern als Effektorcaspase agiert.
Das bedeutet, dass sie durch die CASP8 und/oder die CASP10 direkt aktiviert wird und
deren Wirkung in einer Ruckkopplungsschleife verstarkt, ahnlich der TNF-a-vermittelten
Signaltransduktion. Bei der TNF-a-induzierten Apoptose wird die CASP9 direkt durch die
CASPS8 aktiviert [194, 195]. Fir diese Annahme spricht, dass nach gemeinsamer
Behandlung eines synthetischen OA-Derivates mit einem CASP8-Inhibitor die CASP9-
Aktivitat vermindert war [182]. In den Untersuchungen von Struh et al. konnte ebenfalls
eine effektive Blockierung der DNS-Fragmentierung durch den CASP8-Inhibitor
beobachtet werden, wohingegen der CASP9-spezifische Inhibitor nur einen schwachen
Effekt zeigte [142].

Daruber hinaus sind der extrinsische und der intrinsische Apoptosesignalweg uber die
Spaltung von BID miteinander verknupft. Das Spaltprodukt tBID aktiviert durch
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Permeabilisierung der mitochondrialen Membran den intrinsischen Apoptosesignalweg.
Sowohl die aktivierte CASP8 als auch die aktivierte CASP10 kdénnen BID in seine
trunkierte Form tBID spalten [196]. Die CASP8 und CASP10 kdnnen uber BID-Spaltung
den mitochondrialen Signalweg rekrutieren und uber Aktivierung der CASP9 eine
Signalamplifikation hervorrufen. Durch Aktivierung der CASP9 kommt es zur Spaltung
der CASP3 und CASP7 und infolgedessen zur Aktivierung der CASP6 und CASP2. Am
Ende dieser Kaskade werden in einer Ruckkoppelungsschleife die CASP8 und CASP10
verstarkt aktiviert [197].

Eine vollstandige Aufklarung der Apoptosesignaltransduktion durch viscumTT ist anhand
der Daten der vorliegenden Arbeit nicht moéglich. Es konnte jedoch nachgewiesen
werden, dass die Aktivierung der Caspase-Kaskade ein entscheidender Faktor bei der
Apoptoseinduktion durch viscumTT ist. Die Daten deuten auf eine initiale Aktivierung der
CASP10 und CASP8 lber einen bislang unbekannten Mechanismus durch viscumTT mit
konsekutiver Aktivierung der CASP9 hin. Die Abbildung 18 prasentiert eine schematische
Darstellung der moglichen Signaltransduktion durch viscumTT.
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Abbildung 18. Modell der Apoptosesignaltransduktion durch viscumTT. Uber einen unbekannten
Mechanismus werden durch viscumTT die Caspase-10 (CASP10) und die Caspase-8 (CASP8) aktiviert.
Die CASP8 und CASP10 aktivieren im Verlauf direkt die Effektorcaspasen CASP3 und CASP9 und folglich
die Caspase-Kaskade. Uber die Spaltung von BID in seine trunkierte Form tBID kommt es zur
Depolarisation der mitochondrialen Membran und zur Freisetzung von proapoptotischen Proteinen wie
Cytochrom ¢ (Cyt c) aus dem intermembrandren Raum. Cyt ¢ bildet gemeinsam mit APAF1 und der
Procaspase-9 das Apoptosom, was die Aktivierung der CASP9 zur Folge hat. Die aktivierte CASP9 spaltet
wiederum die Effektorcaspasen CASP3 und CASP7 und infolgedessen wird u.a. die CASP6 aktiviert. Am
Ende dieser Kaskade werden in einer positiven Rickkoppelungsschleife die CASP8 und CASP10 verstarkt
aktiviert. Die Aktivierung der Effektorcaspasen fuhrt Gber die Spaltung ihrer Substrate letztlich zur Apoptose
der Zelle. Daruber hinaus fuhrt die Behandlung mit viscumTT zur verminderten Expression von XIAP und
BIRCS, folglich entfallt ihre hemmende Wirkung auf die CASP3. Auch die apoptosehemmenden Proteine
BCL2, BCL2L1 und MCL1 werden nach Inkubation mit viscum und viscumTT vermindert exprimiert. Der
direkte Gegenspieler von MCL1, PMAIP1, wird nach Behandlung mit viscumTT verlangsamt abgebaut und
akkumuliert im Zytosol. Insgesamt verschiebt sich das Verhaltnis der Apoptose-assoziierten Proteine zu
Gunsten der Apoptose.
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5.3 Mistelextrakte beeinflussen die Expression Apoptose-assoziierter Proteine

Analysen der Proteinexpression im Western-Blot dienten dem besseren Verstandnis der
Apoptosesignaltransduktion. Nach Inkubation mit viscum und viscumTT verschob sich
durch die erniedrigte Expression ihrer Gegenspieler die Balance zu Gunsten der

apoptosefordernden Proteine.

Nach Behandlung mit viscum und viscumTT wurden BCL2 und BCL2L1 vermindert
exprimiert. Die Bcl-2-Proteinfamilie spielt eine wichtige Funktion bei der Kontrolle des
intrinsischen Apoptosesignalweges und umfasst Subfamilien, die diesen sowohl fordern
als auch verhindern kénnen. Das Verhaltnis zwischen den apoptoseférdernden
und -hemmenden Proteinen bestimmt, ob Apoptose induziert wird, da die Mitglieder
dieser Proteinfamilie miteinander interagieren. Die Proteinexpression und -funktion der
Bcl-2-Famillie ist bei malignen Krebserkrankungen oft gestort, was letztlich zur
Tumorbildung und Therapieresistenz beitragt [198]. Diverse Mutationen fihren im RMS
zu erhodhten Expressionslevel von antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern. Die Gli-
Amplifikation hat eine vermehrte Expression von BCL2 zur Folge, bei positivem
PAX3/FOXO1 Status ist BCL2L1 erhoht [198]. Beide Mutationen wurden fur die Zelllinie
RMS-13 beschrieben [159] und sind ein Faktor, der zur Apoptoseresistenz beitragt.
Aulerdem ist beim RMS haufig die Aktivitat des Transkriptionsfaktors signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) gestort. STAT3 ist ebenfalls an der Regulation
der Expression der Bcl-2-Familie beteiligt [198]. Die erniedrigten Expressionslevel von
BCL2 und BCL2L1 bekraftigen die These, dass viscum und viscumTT den intrinsischen
Apoptosesignalweg aktivieren. Diese Annahme wird durch weitere Untersuchungen
gestutzt, die auch erniedrigte BCL2- und BCL2L1-Proteinlevel nach Behandlung mit
viscum bei der ALL [138] und nach Einsatz von OA beim Ovarialkarzinom [199] und bei
Leukamien [200] feststellen konnten. Zudem hemmen synthetische OA-Derivate die
Aktivitat von STAT3 [201]. CDDO-Me inhibierte den STAT3-Weg beim Osteosarkom und
fUhrte zur verminderten Expression von BCL2L1, BIRC5 und MCL1 [202].

MCLA1, ein apoptosehemmendes Bcl-2-Protein, wird im RMS vermehrt exprimiert [203].
MCL1 hat zwei Splicevarianten, MCL1 L und MCL1 S. MCL1L inhibiert die Apoptose,
indem es direkt BAX und BAK1 hemmt sowie indirekt durch Bindung von PMAIP1 und
BID. Die kleinere Splicevariante MCL1 S besitzt eine proapoptotische Wirkung, da die
Hemmung von MCL1 auf BAX oder BAK1 entfallt [204]. Nach Inkubation mit viscum und
viscumTT wurde MCL1 L vermindert und MCL1 S vermehrt exprimiert. Dieses Ergebnis
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deckt sich mit denen anderer Arbeitsgruppen, die bei Leukamiezellen erniedrigte
Proteinlevel von MCL1 nach Behandlung mit ML ermitteln konnten [63, 205]. Zudem
konnten OA beim Osteosarkom [202] und viscumTT beim Ewing-Sarkom [136] die MCL1-
Level senken.

Ein direkter Gegenspieler von MCL1 ist PMAIP1, das zu den apoptoseférdernden Bcl-2-
Proteinen gehort und die Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg induziert [206]. Dies
erfolgt unabhangig von TP53, indem PMAIP1 direkt MCL1 hemmt und dessen
Degradierung durch die Proteasomen fordert [207]. Im experimentellen Rahmen dieser
Arbeit zeigte PMAIP1 ein verandertes Bandenmuster, es konnten zusatzliche
Proteinbanden detektiert werden. Eine ahnliche Beobachtung konnten Dengler et al.
beim Lymphom machen. Als Erklarung fur das veranderte Bandenmuster im Western-
Blot postulierten sie die These, dass PMAIP1 bei vermehrter Expression verstarkt
polyubiquitiniert und degradiert wird. Diese Behauptung wurde dadurch gestitzt, dass
durch Hemmung des beschleunigten Abbaus PMAIP1 akkumulierte und nachfolgend
Apoptose induziert werden konnte [208]. Diese Annahme lasst sich auch auf das
Rhabdomyosarkommodell Ubertragen. RMS-13 Zellen exprimieren das Fusionsprotein
PAX3/FOXO1, einen aktiven Transkriptionsfaktor. PMAIP1 wird aufgrund der
gesteigerten Aktivitat des Fusionsproteins PAX3/FOXO1 in den RMS-13 Zellen vermehrt
exprimiert, wobei dies scheinbar unabhangig von TP53 geschieht [207]. Krebszellen
konnen bei vermehrter Proteinexpression an erhohte Proteinlevel von PMAIP1
adaptieren [207, 208], indem sie durch verstarkte Polyubquitinierung und proteasomale
Degradierung den Proteinumsatz beschleunigen [206, 208]. Nach Inkubation mit viscum
und viscumTT nahm die Anzahl der PMAIP1-Banden ab, dies deutet auf eine Hemmung
der Ubiquitinierung und somit auf einen verlangsamten Abbau des Proteins hin. PMAIP1
konnte im Zytosol akkumulieren und somit Apoptose vermehrt induzieren. In
Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich, dass sich nach Behandlung mit viscum und

viscumTT das Verhaltnis von MCL1 zu PMAIP1 zu Gunsten der Apoptose verschob.

Die IAP-Familienmitglieder XIAP und BIRC5 wurden nach Inkubation mit viscum und
viscumTT vermindert exprimiert. Die IAP-Familienmitglieder beeinflussen die Apoptose,
indem sie Caspasen entweder direkt hemmen oder den Zusammenschluss
proapoptotischer Komplexe wie dem Apoptosom inhibieren. BIRC5 stellt ein attraktives
Therapieziel dar, da es in vielen padiatrischen Tumoren vermehrt [209], in gesunden,
adulten Geweben dagegen nur gering bzw. gar nicht exprimiert wird [55, 209]. Zudem ist
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die verstarkte Expression von BIRCS mit einer schlechten Prognose und haufigem
Therapieversagen verbunden [55]. Caldas et al. fanden beim RMS erhdhte BIRCS-
Proteinlevel und konnten durch dessen Inhibierung das Tumorwachstum in vivo effektiv
hemmen [210]. Die Behandlung mit OA konnte beim Lungenkarzinom [140],
Ovarialzellkarzinom [199, 211], Leukamie [200] und Osteosarkom [202] die Expression
von BIRCS5 vermindern. Zudem konnten erniedrigte BIRC5-Level bei der AML [139], dem
Osteosarkom [168] und Ewing-Sarkom [136] nach Behandlung mit viscum und viscumTT
beobachtet werden. Verminderte XIAP-Level konnten nach Inkubation mit viscum, TT
und viscumTT auch bei der ALL [139] und beim Ewing-Sarkom [136] beobachtet werden.
Zudem wurden beim hepatozellularem Karzinom durch OA und Ursolsaure die XIAP-
Level reduziert [212].

Nach Behandlung mit viscum, TT und viscumTT wurden erniedrigte CLSPN-Proteinlevel
detektiert. Viscum, TT und viscumTT konnten die Expression von CLSPN ebenfalls bei
der AML, dem Osteosarkom [168] und Ewing-Sarkom vermindern [136, 139]. CLSPN ist
ein Protein des Zellzyklus, das fur die DNS-Replikation notwendig ist. Es agiert als
Regulator der checkpoint kinase 1 und I0st den Zellzyklusarrest bei irreparablen DNS-
Schaden aus [213, 214]. CLSPN kann das Uberleben von Zellen mit DNS-Schaden
fordern. Damit in diesen Zellen die Apoptose induziert werden kann, muss CLSPN

degradiert werden [215].

Weder viscum, TT noch viscumTT beeinflussten die Expression von TP53. Das
Tumorsuppressorprotein TP53 wird auch als ,Wachter des Genoms* bezeichnet. Bei
DNS-Schaden der Zelle induziert TP53 den Zellzyklusarrest und kann je nach Ausmal}
der Schaden sowohl das Uberleben als auch den Zelltod fordern [38, 42]. Zudem spielt
TP53 eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese und ist bei 50 % der Tumoren mutiert
[38, 42]; so weisen auch etwa die Halfte der RMS-Falle eine TP53-Mutation auf [216].
Folglich werden Substanzen, die unabhangig von TP53 Apoptose induzieren, bevorzugt
in der Tumortherapie eingesetzt. Der TP53-Mutationsstatus der Zelllinie RMS-13 ist
kontrovers, es wurde u.a. ein mutierter TP53-Status mit hohen Expressionslevel von
dysfunktionalem TP53 beschrieben [217]. Dennoch scheint die Apoptoseinduktion durch
viscum und viscumTT unabhangig von TP53 zu sein, da die Proteinexpression nicht
beeinflusst wurde. Diese Annahme wird durch Untersuchungen gestutzt, die nach
Behandlung mit ML [172, 218], OA [182, 219] und BA [183, 184] ebenfalls eine TP53-
unabhangige Apoptoseinduktion beobachteten. Daruber hinaus induzierte viscumTT
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Apoptose in Zelllinien mit TP53-Wildtyp [138], mutiertem [136] oder null-mutiertem TP53-
Status [168].

5.4 Methodische Fehler und Limitierungen

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden die ARMS-Zelllinien RH-30 und
RMS-13 untersucht. In der Literatur werden kontroverse Angaben zu deren Zellursprung
gemacht [220]. Manche Autoren behaupten, dass es sich dabei um die gleiche Zelllinie
handelt [221], andere wiederum, dass es unterschiedliche Zelllinien sind [184, 222-224].
Gemal der Produktinformation des ATCC [159] und des DSMZ [160] stimmen die
Angaben zum  Gewebeursprung Uberein. Beide Zelllinien wurden aus
Knochenmetastasen eines 17-Jahrigen kaukasischen Patienten etabliert und haben
einen positiven PAX3/FOXO1 Fusionsgenstatus [159, 160]. Bei den RMS-13 Zellen
konnte zudem eine Gli-Amplifikation nachgewiesen werden [159]. Widerspruchliche
Angaben finden sich aullerdem in Hinblick auf den TP53-Mutationsstatus. Die RH-30
Zellen sind Trager einer TP53-Mutation [225], fir die RMS-13 ist sowohl eine TP53-
Mutation [217] als auch ein TP53-Wildtyp [226] beschrieben. Autoren, die beide Zelllinien
untersucht haben, konnten unterschiedliche Empfindlichkeiten der Zelllinien gegenuber
den eingesetzten Substanzen feststellen [184, 227, 228]. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. Die Zelllinie RH-30 reagierte resistenter gegenlber dem
Einsatz der Mistelextrakte als die Zelllinie RMS-13. Eine mogliche Erklarung fur die
unterschiedliche biologische Aktivitat, trotz ahnlichem genetischem Profil, konnte die
separate Kultivierung sein [220]. Die Frage, ob es sich bei den RMS-13 und den RH-30
um die gleiche Zelllinie handelt, kann anhand der aktuellen Studienlage nicht
abschlieBend geklart werden. Weitere Untersuchungen zur Authentifizierung der
Zelllinien wie z.B. das Short Tandem Repeat Profiling waren notwendig, um diese Frage
abschlielend klaren zu kdnnen [220]. Aufgrund der unterschiedlichen Empfindlichkeit
gegenuber den eingesetzten Extrakten werden die RMS-13 und RH-30 in dieser Arbeit

als getrennte Zelllinien betrachtet.

Eine weitere Limitation dieser Dissertation ist die mangelnde Vergleichbarkeit der
Ergebnisse. Zum einen wurde in den Versuchen mit den resistenten Zelllinien TE 671
und RH-30 weder versucht, die Inkubationszeit zu verlangern, noch den
Konzentrationsbereich der Extrakte zu erhéhen. Da TT in anderen Experimenten

zytotoxische Effekte zeigte [138, 139, 142], waren die eingesetzten Konzentrationen im
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Rahmen dieser Arbeit eventuell zu niedrig gewanhlt. Fur diese Annahme spricht, dass zur
Apoptoseinduktion héhere  Konzentrationen OA notwendig sind als zur
Proliferationshemmung [201]. So konnten Wei et al. eine deutliche Zunahme der
Apoptose beim Pankreaskarzinom nach Steigerung der OA-Konzentration in vitro
beobachten. Nach Behandlung mit 30 pg/ml OA waren 16 %, bei 50 ug/ml 36 % und bei
60 pg/ml 73 % der Zellen apoptotisch [148]. Zum anderen wurden die Messungen des
MMP, der aktiven Caspasen und Caspaseinhibitoren sowie die Western-Blot Analysen
nur mit einer Zelllinie durchgefuhrt. Zur Verifizierung der Ergebnisse waren weitere

Untersuchungen mit weiteren Zelllinien erforderlich.

Eine weitere Einschrankung ist, dass die Wirkung der Extrakte gegenwartig den
Markersubstanzen zugeschrieben wird. Das bedeutet, dass davon ausgegangen wird,
dass sich die Wirkung von viscum uber ML und VT sowie die von TT sich durch OA
entfaltet. Im Widerspruch dazu steht die Tatsache, dass viscum eine Vielzahl biologisch
aktiver Komponenten in unbekannten Konzentrationen enthalt [100] und die Wirkung des
Mistelgesamtextraktes die der Einzelsubstrakte Ubersteigt [75, 98]. Es ist also
anzunehmen, dass die Wirkung von viscum nicht alleine auf ML und VT zurtckzufuhren
ist. Auch TT enthalt neben der OA zu geringeren Anteilen BA und unbekannte Mengen
an weiteren Triterpensauren wie Ursolsaure. Sowohl fur BA als auch fir Ursolsaure sind
zahlreiche biologische Aktivitaten beschrieben worden, wobei sich OA und BA in ihrer
Wirkung ahneln [142]. Die Wirkung des TT-Extraktes kann somit nicht mit Sicherheit

ausschlieBlich der OA zugeschrieben werden.
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5.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Mistelextrakte, im speziellen
viscum und viscumTT, zytotoxische Effekte im Rhabdomyosarkommodell austben.
Daruber hinaus gelang es, zum besseren Verstandnis der zugrundeliegenden
Mechanismen beizutragen. Mehrere Fragen konnten abschlieRend nicht geklart werden
und einige neue Fragen wurden aufgeworfen, so dass es weitere Experimente benotigt,

diese zu beantworten.

Die Versuche sollten zunachst zur besseren Vergleichbarkeit mit einer zweiten Ziellinie
vervollstandigt werden (siehe Limitationen). Daran sollten sich Experimente anschliel3en,
die untersuchen, warum die TE 671 und RH-30 resistenter auf die Behandlung mit
Mistelextrakten reagieren. Zu diesem Zweck sollte Uberpruft werden, ob Apoptose durch
Steigerung der Wirkstoffkonzentration und/oder Verlangerung der Inkubationszeit

induziert werden kann.

Daruber hinaus sollten die Versuche ausgebaut werden, um ein besseres Verstandnis
bezuglich der Wechselbeziehungen zwischen dem intrinsischen und extrinsischen
Signalweg zu erlangen. Denkbar ware hier z.B. die Bestimmung weiterer Proteine im
Western-Blot wie Cytochrom ¢, BAX und BAK1. AuRerdem koénnten der Knock-down
mittels siRNS oder der Einsatz spezieller Inhibitoren zur weiteren Charakterisierung des
Apoptosemechanismus beitragen. Des Weiteren konnte die Aktivitat der
Todesrezeptoren wie Fas- und TRAIL-Rezeptoren auf der Zelloberflache gemessen

werden.

Bei Verwendung des Kombinationspraparates viscumTT konnten in den Versuchen
synergistische Effekte beobachtet werden. Der Frage, auf welcher Ebene sich viscum
und TT gegenseitig beeinflussen, sollte in zukunftigen Experimenten nachgegangen
werden. Beispielsweise konnte die Messung der aktiven CASP und Bestimmung der
Proteinexpression nach Ausschalten spezieller CASP dazu beitragen, diesen Effekt
besser zu verstehen. Weiterhin scheint die Apoptoseinduktion durch viscumTT eine
Caspase-unabhangige Komponente zu besitzen. Zur Aufklarung des zugrundeliegenden
Mechanismus konnte der Nachweis der Beteiligung des Endoplasmatischen Retikulums

oder der Lysosomen beitragen.

Ziel dieser Dissertation war es, neue Therapieoptionen zur Behandlung des

Rhabdomyosarkoms zu entwickeln. Daher ware ein moglicher Interessensschwerpunkt,
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die Wirkung von viscum, TT und viscumTT in Kombination mit Chemotherapeutika zu
erforschen. Sowohl ML [86, 87, 89] als auch OA [229] zeigten in vorangegangenen
Versuchen das Potential, die Wirkung von Chemotherapeutika zu steigern. Weissenstein
et al. konnten zeigen, dass wassrige Mistelextrakte die Effekte von Chemotherapeutika
nicht negativ beeinflussen, und dass im hoheren Konzentrationsbereich eine
Wirkungssteigerung stattfindet [83]. Auch beim Osteosarkom konnte nach gemeinsamer
Behandlung von viscum, TT und viscumTT mit Doxorubicin, Ifosfamid und Etoposid
sowohl additive als auch synergistische Effekte beobachtet werden [168].

Als nachster Entwicklungsschritt in der Etablierung neuer Medikamente sollten sich an
dieser Stelle in vivo Versuche anschlielien, um die therapeutische Wirksamkeit der
Mistelextrakte im Organismus zu Uberprufen. In vorangegangenen Versuchen zeigte
viscumTT bereits antitumorale Wirkungen im Mausmodell beim Ewing-Sarkom [136],
akuten Leukamien [138, 139] und beim malignem Melanom [150]. Dartber hinaus

verstarkte viscumTT die Wirkung des Chemotherapeutikums Cytarabin in vivo [139].
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6 Schlussfolgerung

ARMS zeichnen sich durch ein aggressives Wachstumsverhalten und eine schlechte
Prognose aus. Ihr genetisches Profil ist durch Mutationen gekennzeichnet, welche fiur die
Blockierung der Differenzierung, die unkontrollierte Proliferation und Apoptoseresistenz
verantwortlich sind. In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden,
dass viscum und insbesondere viscumTT diese Resistenzmechanismen uUberwinden
konnen, indem sie effektiv die Zellproliferation inhibieren und Apoptose induzieren. Die
zytotoxischen Effekte werden sowohl Uber den extrinsischen wie auch den intrinsischen
Apoptosesignalweg vermittelt. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass viscum und
viscumTT die Proteinexpression der antiapoptotischen Proteine XIAP, BIRC5, BCL2,
BCL2L1 und MCL1 vermindern und somit das Verhaltnis zwischen pro- und
antiapoptotischen Proteinen zu Gunsten der Apoptose verschoben. Die Wirkung der
Mistelextrakte scheint unabhangig vom Tumorsuppressor TP53 zu sein. Aus den
Ergebnissen geht hervor, dass viscum und viscumTT zwar &hnliche Signalwege
beeinflussen, die Wirkung von viscumTT derjenigen der Einzelsubstanzen jedoch
synergistisch Uberlegen ist. Die Zugabe solubilisierter Triterpensauren zu wassrigen

Mistelextrakten potenziert deren Wirkung Uber einen bislang unbekannten Mechanismus.

Abschliel3end bleibt hervorzuheben, dass der triterpensaurehaltige Mistelgesamtextrakt
viscumTT eine effektive Substanzkombination zur Behandlung des Rhabdomyosarkoms

in vitro darstellt.
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