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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1. AKTINISCHE KERATOSE, KUTANES PLATTENPITHELKARZINOM

1.1.1. KLINISCHE EINTEILUNG & EPIDEMIOLOGIE

Die aktinische Keratose (AK) stellt bei einer Punktprévalenz von 15% in Mitteleuropa und 45%
in Australien in Patienten > 40 Jahren das hdufigste Carcinoma in situ des Menschen dar
(Stockfleth and Kerl, 2006). Circa 10% (6-16%) der immunkompetenten und 40% der
immunsupprimierten Betroffenen zeigen eine Progression der AK in ein invasives kutanes
Plattenepithelkarzinom (SCC), sodass eine friihzeitige Behandlung der AK erforderlich ist. Die
Behandlung der AK bedingt in den USA jahrlich etwa 5,2 Millionen Arztbesuche mit
geschétzten Kosten von 920 Millionen Dollar (Schwartz et al., 2008).

Das SCC bildet mit dem Basalzellkarzinom (BCC) und weiteren seltenen primar kutanen
Neoplasien wie die kutanen Lymphome, Adnextumoren und das Merkelzell-Karzinom die
Gruppe der Non-melanoma skin cancer (NMSC). Die NMSC bedingen 96% der Hauttumore,
dem gegeniiber kommt dem Melanom unter den Hauttumoren ein Anteil von 4% zu. NMSC
weisen einen jahrlichen Inzidenzanstieg von 3-8% auf und bedingen mittlerweile 40% aller
Tumore in der kaukasischen Bevolkerung (Trakatelli et al.,, 2007). Bei gleichbleibender
Entwicklung konnte sich die Inzidenz der NMSC bis 2030 verdoppeln. Das klinische Bild der
aktinischen Keratose (AK) kann recht unterschiedlich ausfallen; dabei werden sechs
verschiedene Typen unterschieden: keratotischer Typ (i), atrophischer Typ (ii), Cornu cutaneum-
Typ (iii), verrukdser Typ (iv), Lichen planus-Typ (v) und die pigmentierte aktinische Keratose
(vi) (Stockfleth and Kerl, 2006).

1.1.2. PHOTOKARZINOGENESE

Eine hohe kumulative UV-Exposition stellt den atiologisch bedeutendsten Faktor in der
Hauttumorigenese dar. Dementsprechend treten 84% der BCCs und 74% der SCCs an chronisch
sonnenexponierten Arealen des Korpers auf. Es wird geschéatzt, dass ca. 90% der jahrlich 1
Millionen Neumanifestationen von NMSC in den USA auf erhohte UV-Exposition
zurtickzufuhren sind (Buckman et al., 1998). Der Zusammenhang zwischen UV-Exposition und

der Entstehung von Basalzellkarzinomen scheint vor dem Hintergrund, dass das BCC hdaufiger
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1. EINLEITUNG 2

retroaurikuldr und an der Nasenbasis als den starker UV-exponierten Arealen der Ohrhelix und
dem Nasenriicken auftritt, bis dato umstritten (Heckmann et al., 2002).

UVB (280-320 nm) besitzt aufgrund des Absorptionsmaximums der aromatischen
Ringstrukturen der DNA-Basen (235-280 nm) eine 5.000 bis 10.000-fach hohere direkte
Mutagenitat als UVA (320-400 nm). UVA besitzt jedoch einen indirekt mutagenen Effekt,
indem die Photonen von zelluldren Strukturen (Chromophoren) absorbiert werden. In der Folge
entstenen reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) mit mutagenem Potential in Form des
oxidativen Zwischenproduktes 8-Hydroxydeoxyguanosin (8-OHdG) (Kulms et al., 2002). Durch
UVB entstehen typischerweise Pyrimidin-Dimere, die zu C->T-Transitionen fihren. Im
Gegensatz hierzu kommt es durch UVA (ber ROS-Bildung insbesondere zu T->G-
Transversionen, sodass jeweils unterschiedliche kennzeichnende Mutationen (signature

mutations) entstehen.

Viele verschiedene Onko- und Tumorsuppressor-Gene konnen zur SCC-Karzinogenese
beitragen. Punktmutationen in den Ras-Onkogenen (H-Ras, K-Ras und N-Ras) werden in etwa
der Halfte der SCCs gefunden (Pierceall et al., 1991), I6sen jedoch in transgenen Méusen oder
nach Transfektion in der Zellkultur noch keine tumorigene Transformation der Zellen aus. Bei
Zellen mit einer bereits vorhandenen homozygoten Mutation der Tumorsuppressor-Gene
(etnweder p53 oder p16INK4a) fuhrt die zusétzliche Einbringung einer H-Ras-Mutation jedoch
zur Tumorentstehung (de Gruijl, 2000). In der Tumorigenese des SCC kdnnen neben p53- und
Ras-Mutationen eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren der NF-kB- und AP-1-Familien
(Cooper and Bowden, 2007), die Herabregulation der intrazelluldren Transkriptionsfaktoren
PPARP/S (peroxisome proliferator-activated receptor) (Kim et al., 2005), Hochregulation von
Cyclinen und Herabregulation von Zell-Zyklus-Inhibitoren (Rodriguez-Puebla et al.,
1998;Robles et al., 1998) von Bedeutung sein. Unter den multiplen Zell-Zyklus-Inhibitoren in
der Hauttumorigenese ist die Uberexpression von Cyclin D1, dessen Ursache haufig eine
aktivierender Ras-Mutation ist, gut beschrieben. In transgenen Mausen resultiert eine Cyclin D1-
Defizienz entsprechend in einer Abnahme der epithelialen Hauttumoren um 80%. Weitere
molekulare Veranderungen wie die Dysregulation von epidermal growth factor receptor (EGFR),
Cyclooxygenase-2 (COX-2), mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), B-cell leukaemia/
lymphoma protein 2 (Bcl-2) Proteine und Todesliganden konnen zur Hauttumorigenese
beitragen (Rodust et al., 2009).
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Dem Tumorsuppressor-Gen p53 kommt eine zentrale Bedeutung in der Tumorentstehung des
kutanen SCC und der AK zu. Mutationen im p53-Gen werden in verschiedenen Tumoren mit
einer hohen Pravalenz gefunden und das Auftreten von p53-Mutationen ist typisch flr das kutane
SCC (>90%) sowie fir die AK (75-80%) (Ortonne, 2002;Nindl et al., 2007). Apoptose-
Induktoren und Zellzyklus-Inhibitoren werden durch p53 aktiviert, sodass seine Mutation
entscheidend zu unkontrollierter Zellproliferation und Apoptose-Defizienz beitragt (Hofseth et
al., 2004). In p53-Knockout-Mdausen wurde nach UV-Bestrahlung eine Abnahme von
apoptotischen Keratinozyten und ein friiheres Auftreten von Hauttumoren beobachtet im
Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen (Ziegler et al., 1994). Jedoch konnte der Typ von p53-Mutationen
nicht mit der Aggressivitat von kutanen Plattenepithelkarzinomen korreliert werden, sodass die
Notwendigkeit weiterer molekularer Ereignisse in der Tumorprogression vermutet werden (EI-
Deiry, 2007). In Mausmodellen wurde ein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit von p53-
Mutationen und UV-Exposition belegt. So konnte die Applikation von Sonnencreme im
Mausmodell das Auftreten der p53-Mutationen nahezu vollstandig verhindern. Die p53-Mutation
stellt einen friihen Schritt in der Hauttumorigenese dar, sodass das Auftragen von Sonnencreme

als PraventionsmaRnahme von zentraler Bedeutung erscheint (Ulrich et al., 2009).

1.1.3. PROGNOSE

Als ’Carcinoma in situ’ der Epidermis stellt die AK eine Pridkanzerose dar, welche in
Abhéangigkeit von der Immunitétslage des Patienten in etwa 10% der Falle in ein invasives
Plattenepithelkarzinom sekundar entarten kann (Stockfleth and Kerl, 2006). Somit stellt das
Vorhandensein von aktinischen Keratosen den wichtigsten Risikofaktor fir das Auftreten des
kutanen Plattenpithelkarzinoms dar (Mittelbronn et al., 1998). Tumoren mit einer Tumordicke
von < 2 mm metastasieren praktisch nie (,,No-risk“~Tumoren), bei einer Dicke von 2 bis 6 mm
kommt es in ca. 6% zur Progression (,,Low-risk“~-Tumoren) und eine Tumordicke von > 6 mm
ist mit einer Metastasierungsrate von 20% assoziiert (,,High-risk*“~-Tumoren). Wenn Metastasen
auftreten, sind in etwa 85% regionale Lymphknoten befallen und in 15% liegt eine
Fernmetastasierung mit Befall von Lunge, Leber, Gehirn, Haut oder Knochen vor (Alam and
Ratner, 2001).

In der 7. Herausgabe der AJCC-Klassifikation (2011) ist das kutane Plattenepithelkarzinom
erstmalig entsprechend den Ergebnissen der Evidenz-basierten Medizin neu klassifiziert worden.
Die Einbeziehung von Hoch-Risiko Faktoren (primére Lokalisation an Ohr und Lippe,
Tumordicke > 2 mm, Clark-Level > IV oder perineurale Invasion) als zusétzliche Variablen, die

in das T-Stadium miteingehen, sowie die Stratifikation des Lymphknoten-Status stellen
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Anderungen gegeniiber der Einteilung der sechsten Edition der AJCC dar. Die fortgeschrittenen
T-Stadien (T3, T4) sind fir Tumore mit Invasion spezifischer anatomischer Lokalisationen
reserviert (Tab. 1.1.). Alle anderen Non-melanoma-Skin Cancer, auler das Merkelzell-
Karzinom, werden nun entsprechend der Klassifikation des SCC eingeteilt. Das kutane SCC des
Augelides wird den opthalmologischen Karzinomen des Augenlides zugeordnet. Entsprechend
der TNM-Klassifikation ist eine Einteilung in Stadien moglich (Tab. 1.2.). Zusammenfassend
sind T1- und T2-Tumore dem Stadium | bzw. 11 zugeordnet. Stadium 111 beinahltet alle T3- oder
N1-Tumore, die nicht die Kriterien fir Stadium IV erfullen und Stadium IV umfasst alle T4-,
N2-,N3- oder M1-Tumore.

Die Prognose ist abh&ngig von der Tumordicke und der Lokalisation. Sie ist bei addquatem
operativem Vorgehen gunstig, sodass das SCC eine Heilungsrate von tber 90% aufweist bei
einer Krankheits-spezifischen Moratlitatsrate von 1% pro Jahr (Weinstock, 1994). Eine frihe
Metastasierung der Penis- und Vulvakarzinome sowie der Ohrmuschelkarzinome ist moglich.
Das Stadium der Metastasierung ist mit einer schlechten Prognose behaftet. Die 10-
Jahresuberlebensrate liegt bei regionaler Lymphknotenmetastasierung unter 20 Prozent und bei
Vorliegen von Fernmetastasen unter 10 Prozent (Alam and Ratner, 2001). Eine Verschlechterung
der Prognose wird ferner beobachtet bei einem makroskopischen Durchmesser von >2cm,
Immunsuppression und Ulzeration (Rowe et al., 1992). In immunsuppremierten Patienten nach
Transplantation ist das Risiko ein SCC zu entwickeln 65-250-fach und fiir die Entstehung eines
BCC zehn- bis 16-fach erhoht (Stockfleth et al., 2002b).

1.1.4. THERAPIE

(i) Feldkanzerisierung

Angesichts der hohen Pravalenz kutaner Tumore wird die Suche nach topischen Therapieformen
als schonendere Alternative zu operativen MalRnahmen, wie Kurettage, Kryochirurgie oder
Laserbehandlung, immer wichtiger. Bei Vorhandensein multipler Lé&sionen sollten neben

manifesten Lasionen auch die benachbarten, klinisch unauffalligen Areale mitbehandelt werden.
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Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation des kutanen Plattenepithelkarzinoms* (nach AJCC 2011).

TNM
X
TO
Tis
T1
T2

T3
T4
NX
NO
N1

NZ2a

N2b

N2c

N3

MX
MO

M1

Tumormerkmale

Primartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fur einen Primartumor

Carcinoma in situ

Ausdehnung < 2 cm mit <2 Hochrisiko-Parameter**

Ausdehnung > 2 cm; oder: Ausdehung jeglicher Dimension mit >2 Hochrisiko-
Parametern**

Tumor mit Invasion der Maxilla, Mandibula, Orbita oder Temporalknochen.

Tumor mit Invasion des Skeletts oder perineurale Invasion in die Schadelbasis
Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

Kein Befall regionarer Lymphknoten

Metastase in einem ipsilateralen Lympknoten mit weniger als 3 cm Durchmesser
Metastase in einem ipsilateralen Lymhknoten mit mehr als 3 cm und weniger als 6 cm
Durchmesser

Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten mit weniger als 6 cm im gréRten
Durchmesser

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten mit weniger als 6 cm im
Durchmesser

Metastase in Lymhknoten mit mehr als 6 cm im Durchmesser

Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasierung

* Ausgeschlossen sind die kutanen Plattenepithelkarzinome der Augenlider
** Hochrisiko-Paramter des Primartumors (T) Staging:
Tiefe/Invasion > 2 mm Tumordicke

Clark-Level > IV
Perineurale Invasion

Differenzierungsgrad ab Grad 3 nach Broders
Anatomische Lokalisation  Ohr, Lippe

Tabelle 1.2: Stadieneinteilung des kutanen Plattenepithelkarzinoms (nach AJCC 2011).

Stadium 0
Stadium |

Stadium |1
Stadium 11

Stadium IV

Primartumor Lymphknoten Fernmetastasen
Tis NO MO
Tl NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
T1-T3 N1 MO
T1-T3 N2 MO
Jedes T N3 MO
T4 Jedes N MO

Jedes T Jedes N M1
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Es wird davon ausgegangen, dass in den benachbarten Arealen zur klinisch verédnderten Haut
subklinische durch UV-Licht induzierte Prakanzerosen vorliegen. Die Existenz von veranderten
Keratinozyten mit unterschiedlichen Graduierungen in einem Areal wird hierbei auch als
Feldkanzerisierung bezeichnet. In einer Studie, in der mehr als 1000 Plattenepithelkarzinome aus
sonnenexponierter Haut histologisch untersucht worden, zeigten sich in der Peripherie in fast
100% der Falle histopathologische Verdnderungen im Sinne von aktinischen Keratosen
(Altmeyer et al., 2011.).

Das tatsachliche Ausmal der dysplastischen Zellen innerhalb der Field Cancerisation kann
Klinisch nicht komplett abgeschatzt werden. Die Detektion des gesamten Areals einschlieBlich
der subklinischen Lasionen kann mittels zweier in vivo Methoden der ,,Fluoreszenz-Detektion*
(FD) sowie der konfokalen Reflexionsmikroskopie vorgenommen werden. In der FD werden
dysplastische Zellen sichtbar, indem diese 5-Aminolévulinsdaure (ALA) nach Applikation
selektiv aufnehmen und zu Protoporphyrin IX umsetzen, welches unter Bestrahlung mit einer
photodynamischen Lichtquelle fluoresziert (Szeimies and Landthaler, 2002). Die konfokale
Reflexionsmikroskopie ist eine in vivo Methode zur Visualisierung zellulérer und subzelluléarer
Strukturen mit nahezu histologischer Auflosung. Dysplastische Zellen weisen bei dieser
Methode ein Honigwabenmuster im Stratum granulosum sowie diskrete zellulare und nukleére
Atypien im Stratum spinosum mit einer fokalen Unterbrechung der epidermalen Architektur auf
(Ulrich et al., 2010b).

(i) Topische Therapien

Die verschiedenen Behandlungen der aktinischen Keratose kdnnen in zwei Gruppen, die ,,lesion-
directed sowie die ,,field-directed” Behandlung, unterteilt werden. Bei der ,.lesion-direceted*
Therapie, zu welchser die chirurgische Exzision, die Kirretage und die Kryotherapie zéhlen,
kann aus den benachbarten nicht-mitbehandelten Arealen aufgrund der punktuellen Therapie
einzelner Lé&sionen leicht ein Rezidiv entstehen. Zur Erzielung einer adaquaten Therapie, im
Besonderen bei Vorliegen einer flachenhaften Ausdehnung mehrerer AKs, sind ,.field-directed*
Behandlungen durch Einsatz von Topica wie 5-Fluorouracil, Imiquimod und Diclofenac in

Hyaluronsdure von besonderer klinischer Relevanz (Stockfleth et al., 2008).

Imiquimod bewirkt als Immunmodulator durch Aktivierung des Immunsystems der Haut eine
Apoptoseinduktion in Krebszellen. Damit kdmpft das Immunsystem entsprechend dem Konzept
der Immunosurveillance selbst gegen den Tumor an. Bei der Aktivierung des Immunsystems

wird eine Entziindungsreaktion provoziert, indem Imiquimod an die Toll-like Rezeptoren 7 und
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8 (TLR) bindet. Die Remissionsrate liegt bei dreimal wodchentlicher Anwendung Uber einen
Zeitraum von 4 bis 12 Wochen bei 45,1-84%. Bei Auftreten einer schweren Erythembildung, die
in 17,7% auftrat, ist die Ansprechrate erhoht (Stockfleth et al., 2002a;Lebwohl et al., 2004).

Weiterhin ist 5-FU in fiinf-prozentiger Salbengrundlage fir die Therapie der AK bei einer max.
Flache von bis 500 cm?2 (23 x 23 cm) zugelassen. Unter einer 1-2 x taglichen Anwendung uber 2-
4 Wochen treten haufig massive Entzundungsreaktionen auf. Es wurde jedoch auch hier bei
Patienten mit einer starkeren Entzlindungsreaktion eine hohere Abheilungsrate beobachtet,
sodass die Entziindungsreaktion wohlmdglich erwiinscht ist im Sinne eines prognostisch hohen
therapeutischen Effektes (Jury et al., 2005). Hiervon zu unterscheiden sind unerwiinschte
Entziindungsreaktionen im Rahmen einer Kontaktdermatitis auf den in der Efudix-Creme
enthaltenden Inhaltsstoff Propylen-Glykol (Farrar et al., 2003). 5-FU zerstort die Tumorzellen
uber eine Interferenz mit DNA und RNA sowie durch Blockierung der Methylierung. Die
Methylierung von dUMP (Desoxyuridin-Monophosphat) zu dTMP (Thymidilat) stellt den
limitierenden Schritt in der DNA-Synthese dar und kann durch 5-FU blockiert werden (Ulrich et
al., 2010a).

In einer vergleichenden Studie verschiedener topischer Therapie-Regime zur Behandlung der
AK zeigte sich unter Imiquimod (5%)-Creme eine histologische Heilungsrate von 73%, nach
Anwendung von 5-Fluorouracil (5%)-Salbe lag diese bei 67% und nach Kryochirurgie betrug die
histologische Abheilung 32% (Krawtchenko et al., 2007). Niedrig dosiertes 5-FU (0,5%) in
Kombination mit 10% Salizylsaure (Actikerall®) ist als lackbildendende Lésung fir die
zielgerichtete Therapie der aktinischen Keratose fiir eine maximale Flache von 5 cm? seit
Sommer 2011 zugelassen. Unter Low-Dose-5-FU/Salizylsaure konnte die Zahl der Ziellasionen
pro Patient um 76% vermindert werden im Vergleich zu 57% nach Solaraze-Behandlung und
36% unter Placebo (Stockfleth et al., 2011).

(ii1) Diclofenac

Bei Vorliegen multipler AKSs/Field-Cancerisation ist das Topikum Diclofenac 3% in
Hyaluronsdure 2,5% (Abb.1.1) als First-Line-Therapeutikum vorgeschlagen worden (Stockfleth
and Kerl, 2006), (Iraji et al., 2008). Diclofenac gehort als Derivat der Phenylessigsaure zur
Gruppe der NSAIDs mit einem Selektivitatsverhdltnis zugunsten von COX-2 gegenlber COX-1
im Verhdltnis von 3:1 (Riendeau et al., 2001). Die von Diclofenac unbeeinflusste COX-3 wird

lediglich in den Zellen des zentralen Nervensystems exprimiert.
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Abb.1.1: Strukturformeln der Bestandteile von Solaraze-Gel. Das fur die Indikation der AK

eingesetzte Solaraze™ besitzt 3% Diclofenac sowie als weiteren Hauptbestandteil 2,5% Hyaluronsiure
(D/HA).

Es konnte in mehreren Kklinischen Studien eine gute Vertraglichkeit von D/HA gezeigt werden:
In einer randomisierten Studie wiesen nur 7% der mit Solaraze behandelten Patienten

Nebenwirkungen wie Pruritus, Parasthesien, Odeme, Kontaktdermatitis gegeniiber
vergleichbaren 6% in der Placebogruppe auf (Rivers et al., 2002). Die Ansprechrate gegenlber

Solaraze lag bei 80% bei einer Abheilungsrate von 50% (Stockfleth and Kerl, 2006).

Neben der Abheilung ist eine histopathologische Regression der AK unter Behandlung mit
D/HA nachgewiesen worden. Die AK wird histopathologisch in 3 Grade eingeteilt: bei den AKs
Grad | finden sich dysplastische Zellen basal und suprabasal, in AK 11 reichen diese bis in das
mittlere Drittel der Epidermis vor und in AK IIl wird die gesamte Epidermis erfasst (SCC in
situ) (Rowert-Huber et al., 2007). Wahrend vor der 3-monatigen Therapie mit D/HA in den
Biopsaten eine hohe Pravalenz an AK Il vorlag (42/65), sank der Anteil nach Behandlung
deutlich (3/46). Weiterhin konnte eine Reduktion der Mitoserate, der p53-Expression sowie des
Proliferationsmarkers Anti-MiB-1 nachgewiesen werden (Dirschka et al., 2010). In einer
weiteren Arbeit wurde in AK-Herde nach D/HA-Behandlung immunhistochemisch eine
Abnahme der Inflammationsmarker COX-2, CD3 und CD8 und eine Reduktion des
Angiogenese-Markers CD 31 nachgewiesen (Maltusch et al., 2011). Der Therapieerfolg einer
Behandlung mit D/HA uber einen 3 bzw. 6 monatigen Zeitraum scheint vergleichbar zu sein. Die
klinisch komplette Abheilungrate lag bei 40% v. 45% bei einer histologisch nachweisbaren
Abheilung von 30 v. 40% nach 3- bzw. 6-monatiger Behandlung. Eine Verldngerung des
Behandlungszeitraumes hatte somit keinen signifikanten Einfluss auf die Ansprechrate
(Pflugfelder et al., 2012).
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(iv) NSAIDs in der Pravention und Therapie der Aktinischen Keratose

Die Hypothese, dass Prostaglandine zur Karzinogenese beitragen konnen, wurde zunéchst durch
epidemiologische Ergebnisse gestutzt. So wurde bei Patienten mit regelmaRiger bzw.
entsprechend dem Studienprotokoll mindestens zweimaliger wdochentlicher Einnahme eines
NSAIDs Uber einen Zeitraum von fiinf Jahren eine funffach niedrigere Inzidenz an kutanen
SCCs beobachtet (Butler et al., 2005;Grau et al., 2006). Fir das kolorektale Karzinom konnte
gezeigt werden, dass der protektive Effekt von NSAIDs auf die Krebsentstehung nur bei
regelmaRiger Einnahme bestehen bleibt und bei unregelméRiger Einnahme verloren geht. Der
antitumorigene Effekt war vollstandig reversibel und das Auftreten von Kolon-Karzinomen stieg
kurz nach Sistieren der NSAID-Einnahme wieder an (Elwood et al., 2009). Im Maus-Modell
konnte eine Reduktion der UV-induzierten Hauttumore um 2/3 unter regelmaRiger Gabe von
COX-Inhibitoren gezeigt werden (Pentland et al., 1999;Fischer et al., 1999).

(v) Entwicklung neuer Chemotherapien — Cetuximab, Ausblick

Im Rahmen einer Phase-I1-Studie wurden 36 Patienten, die ein nicht resezierbares oder
metastasiertes kutanes Plattenepithelkarzinom aufwiesen, mit Cetuximab als First-line Therapie
behandelt. Es konnte eine Verldngerung des Gesamtiiberlebens (...) und des Progressionsfreien-
Uberlebens (4,5 v. 1,7 Monate) v.a. in Patienten mit dem Auftreten eines akneiformen
Hautexanthems (acne-like skin rash) beobachtet werden. Es wiesen 78% der Patienten ein Akne-
artiges Hautexanthem auf, welches nach 1-2 Monaten selbstlimiert ist (Maubec et al., 2011).
Cetuximab wirkt, indem es an die extrazellulire Domédne von EGFR bindet und die
Dimerisierung des Rezeptors verhindert. VVoraussetzung fur den Einsatz von Cetuximab ist eine
EGFR-Uberexpression. Die Angaben zur Pravalenz einer EGFR-Uberexpression in
metastasierten cSCC varrieren zwischen 45-100%. (13/13 immunhistochemisch, 9/21 Western-
Blot). In einer vergleichenden Studie konnte die pathophysiologische Bedeutung der EGFR-
Uberexpression unterstrichen werden. Eine EGFR-Uberexpression war im Primarius vom

metastasierten cSCC in 79% v. 36% in cSCC ohne Metastasierung nachweisbar.

Als weiterer pathogenetisch denkbarer Ansatz im Stadium der Fernmetastasierung erscheinen
gentherapeutische Strategien mit adenoviralen Vektoren zur Reintegration des p53-Wildtyp-
Allels vielversprechend. Ein rekombinanter humaner p53-Adenovirus (Gendicine™) wurde in
China 2003 fiur die Behandlung des Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinoms zugelassen und stellt
somit weltweit das erste zugelassene Gentherapie-Produkt fiir die Behandlung von Krebs dar
(Peng et al., 2008).
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1.2. COX-2 & NSAIDs
PGE; —mediierte Signalwege

Prostaglandin E2 (PGE;) wird in der Haut bei erhdhter COX-2-Aktivitdt am meisten produziert
und stellt somit das Haupt-Prostaglandin dar (Tripp et al., 2003). Zu den unterschiedlichen
biologischen Aktivitaten von PGE;, gehoren die Induktion einer verstarkten Zellproliferation und
Apoptosesuppression (Fecker et al., 2007). PGE; entfaltet seine Wirkung Uber die Bindung an
insgesamt vier G-Protein-gekoppelte Membranrezeptoren (EP1-EP4). EP2 und EP4 erhdhen
uber die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) cAMP-Spiegel. EP1 erhoht hingegen den
intrazellularen Ca**-Spiegel via Proteinkinase B/Akt, wahrend EP3 den intrazelluldren cAMP-
Spiegel erniedrigt (Watabe et al., 1993;Kiriyama et al., 1997;Fujino et al., 2002) (Abb.1.2). Flr
die Rezeptoren EP1, EP2 und EP4 wurde eine verstarkte Expression in der Maushaut nach UV-
Bestrahlung berichtet, und es konnte eine positive Korrelation ihrer Expressionsstarke mit der
Hauttumorigenese hergestellt werden (Chun et al., 2007;Tober et al., 2006).

UV-induzierte COX-2-Expression & Tumorigenese

Als Erkléarung fir die erhdhten COX-2-Spiegel in NMSC wird UV-Bestrahlung diskutiert, wobei
fir den Mechanismus der UV-induzierten COX-2-Expression bislang verschiedene
Signalkaskaden beschrieben worden. Zum einen kann die durch UV-Strahlen induzierte ROS-
Bildung Uber die EGF-Rezeptor-Aktivierung eine COX-2-Induktion bedingen. Im Detail
uberfuhrt die RPTPx (receptor-type protein tyrosine phosphatase k) den EGF-Rezeptor unter
physiologischen Bedingungen in den dephosphorylierten und somit inaktiven Zustand. Im
Rahmen einer UV-induzierten oxidativen Inhibition von RPTPx kann EGFR nicht mehr
deaktiviert werden und flhrt zu einer konstitutiven Aktivierung der MAPK-Signalwege
MEK/ERK, JNK und p38 sowie dem Phosphoinositol 3-Kinase/Akt-Signalweg. MAPK-
Signalwege konnen Gber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB und dessen Bindung
an den COX-2-Promoter die Induktion der COX-2 bewirken (Abb.1.3) (Xu et al., 2006;Black et
al., 2008). Der Tyrosin-Kinase-Inhibitor Genistein supprimierte erfolgreich die UVB-mediierte
Induktion von COX-2 (Isoherranen et al., 1999).

Ebenso bedeutsam fiir die COX-2-Induktion erscheint die Inaktivierung von p53 (Abb.1.3). Das
Tumorsuppressorprotein p53 stellt einen effizienten Suppressor der COX-2-Transkription dar,
was durch kompetitive Bindung an die TATA-Box des COX-2-Gens erklart wird.

Uberexpression des p53-Wildtyps reduzierte die Expression von COX-2 in embryonalen

10
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Mausfibroblasten (Subbaramaiah et al., 1999). Ferner lagen COX-2-Uberexpression und p53-
Mutationen in histologischen Schnitten von AKs und SCCs in unmittelbarer Proximitat
zueinander, was die Bedeutung von p53 in der COX-2-Regulation unterstreicht (An et al., 2002).

[Glyceroph ospholipid ]

«== Phospholipase A:

Cyclooxygenase —

Cyclooxygenasen
COX-1 (konstitutiv)
(

COX-2 (induzierbar)

Peroxidase b
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Abb.1.2 Prostaglandin-Synthese und COX-abhéngige Wirkmechanismen von Diclofenac. Im
initialen Schritt der Prostaglandin-Synthese kommt es durch hydrolytische Spaltung der C2-Esterbindung
aus Glycerolphospholipid zur Abspaltung von Arachidonsiure. Die Cyclooxygenase (COX, auch als
Prostaglandin H-Synthase oder PGHS bezeichnet) stellt ein bifunktionales, membranstandiges Enzym mit
Cyclooxygenase- und Peroxidase-Aktivitat dar. Die COX-Aktivitat wandelt Arachidonsaure in PGG, um,
die Peroxidase-Komponente reduziert das Endoperoxid, sodass PGH, entsteht. Die PGE-Synthase bildet
aus PGH, schliellich PGE,. Die Wirkung des PGE, wird Uber vier G-Protein-gekoppelte Prostaglandin E-
Rezeptoren (EP1-4) auf unterschiedliche Weise vermittelt. Fiir die rot hinterlegten Rezeptoren EP1, EP2
und EP4 wurde eine tumorigene Wirkung auf die Haut berichtet. PGE, kann durch das Enzym 15-
Prostaglandin-Dehydrogenase (PGDH) zu 15-keto PGE; inaktiviert werden.
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Abb.1.3.: Mdgliche Signalkaskaden in der UV-induzierten Karzinogenese (Rodust et al., 2009).
COX-2 kann einerseits durch verstarkte EGFR- und MAPK-Aktivitat sowie durch Inaktivierung von p53

induziert werden.

1.3. APOPTOSEREGULATION

1.3.1. BEDEUTUNG DER APOPTOSE

1972 wurde von Kerr, Wyllie und Currie der Begriff Apoptose zur Beschreibung der bei dem
Zelltod zu beobachtenden morphologischen Veranderungen eingefuhrt (Kerr et al., 1972). Zu
den Charakteristika des programmierten Zelltodes auf Zellebene z&hlen zytoplasmatische
Schrumpfung, Membran-Blidschenbildung (“membrane blebbing”), nukledre Fragmentierung,

internukleosomale DNA-Fragmentierung in Abschnitte von ca. 200 bp sowie die Umlagerung

JNK
ERK

' o X coxz— )(

Death receptors
Noxa, Puma, Bax

Csp-9
| — 70

» Bcl-x_

von Phosphatidylserin von der Innen- auf die Auf3enseite der Plasmamembran (Elmore, 2007).

Der Grundstein fir die Erforschung der Regulationsproteine der Apoptose konnte anhand der
genetischen Charakterisierung des Nematoden C. elegans durch Horvitz und Sulston gelegt
werden. In dem Spezies konnte festgestellt werden, dass exakt 131 der 1090 somatischen Zellen

in der Entwicklung des Wurmes unvermeidlich dem programmierten Zelltod anheimfallen

(Hengartner and Horvitz, 1994).
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1.3.2. PROAPOPTOTISCHE SIGNALWEGE

Fur die Initilerung der Apoptose stellt die proteolytische Aktivierung der Caspasen einen
entscheidenden Schritt dar. Die Caspasen-Aktivierung kann Uber zwei voneinander zu
unterscheidende Apoptose-induzierende Signalwege ablaufen: Der durch Todesrezeptoren
vermittelte Apoptose-Signalweg (extrinsischer Signalweg) wird durch die Bindung von
Todesliganden (TNF-a, CD95L, TRAIL) an die jeweiligen Todesrezeptoren (TNF-R1, CD95,
TRAIL-R1/-R2) induziert, wéhrend der mitochondriale/intrinsische Apoptose-Signalweg haufig
durch zytotoxischen Stress und p53 aktiviert wird. Apoptose kann auch Caspasen-unabhangig
durch Cathepsine, lysosomale Enzyme oder AIF (apoptosis inducing factor) reguliert sein.
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) kdénnen ber eine Inhibition von Caspasen und einen Wechsel
von Apoptose zu Nekrose einen Caspasen-unabhangigen Zelltod unterhalten (Lockshin and
Zakeri, 2004;Franke et al., 2010). Apoptose-Defizienz von Tumorzellen kann durch eine
anormale Regulation vielfacher antiapoptotischer und proapoptotischer Faktoren entstehen, die
auf eine Aktivierung von ,,Survival-Pathways“ wie NF-kB, MAPKs und PI3K/Akt zuriickgeht.

Extrinsischer Apoptose-Signalweg

Die Todesliganden-mediierte Induktion der Apoptose, der extrinsische Signalweg, ist essentiell
fur die Elimination von Tumorzellen durch zytotoxische T-Lymphozyten und NK-Zellen
(Russell and Ley, 2002;Eberle et al., 2007). Neben dem proapoptotischen Wirkmechanismus
konnen die Todesrezeptoren auch NF-kB und die MAPK-Kaskade aktivieren (Guicciardi and
Gores, 2009).

Nach der Bindung von Todesliganden oligomerisieren die Todesrezeptoren und es kommt zur
Bildung eines Komplexes aus Todesrezeptor, korrespondierendem Todesliganden,
Adapterprotein (TRADD und FADD) und Initiator-Caspase, welcher als death inducing
signaling complex (DISC) bezeichnet wird. An die intrazellulare Todesdoméne der
Todesrezeptoren (death domain DD) binden durch homotypische Interaktionen Adaptermolekiile
mit eigener Todesdoméne. Die Adaptermolekile TRADD (TNF-Rezeptor assoziiertes Protein)
bzw. FADD (Fas assoziiertes Protein mit Todesdoméne) konnen Uber die Todeseffektordoméne
(DED) die Pro-Caspasen-8 und -10 rekrutieren. Der Komplex aus Todesrezeptor,
korrespondierendem Todesliganden, Adapterprotein (TRADD und FADD) und Initiator-Caspase
wird als DISC (death inducind signaling complex) bezeichnet. Zelluldres FLIP (FLICE
inhibitory protein), welches homolog zur Caspase-8 jedoch inaktiv ist, konkurriert mit
Procaspase-8 um die freie Bindung an das DED des Adaptermolekiils FADD bzw. TRADD und

13
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kann somit auf der Ebene der Caspasen-Ankoppelung den extrinsischen Apoptose-Signalweg
inhibieren (Abb.1.4) (Debatin and Krammer, 2004).

s
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m Todesligand

Todesrezeptor
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Caspase—8 I
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Abb.1.4: Blockierung des extrinsischen Signalweges durch c-FLIP. Die Oligomerisierung, eventuell
auch Trimerisierung, der Todesrezeptoren (CD95, TRAIL-R1 und TRAIL-R2) resultiert nach Bindung
des Todesliganden (CD95L, TRAIL) in der Rekrutierung eines Adapter-Molekiils FADD mittels
Interaktion der entsprechenden Todes-Doménen (DD). Im néchsten Schritt rekrutiert FADD die DED-
enthaltene Initiator-Pro-Caspase-8 durch DED/DED- (death effector domain) Interaktion, so dass es zur
Bildung eines DISC (Death-Inducing Signaling Complex) kommt (1). Auch niedrige Konzentrationen
von c-FLIP. kénnen am DISC durch Bildung von c-FLIP —Procaspase-8 Heterodimeren den
extrinsischen Caspase-Signalweg inittieren (2). Klassischerweise filhren moderate und hohe
Konzentratoinen von c-FLIP, sowie beliebige Konzentrationen von c-FLIPs und c-FLIPg zur Blockierung

der Pro-Caspase-8 Rekrutierung an den DISC und zur Apoptose-Inhibition (3).

Es sind bislang drei c-FLIP-Isoformen auf der Protein-Ebene beschrieben: c-FLIP,, c-FLIPs und

c-FLIPg. Bei Uberexpression inhibieren alle Isoformen die Aktivierung von Procaspase-8, indem

14
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sie die Prozessierung am DISC blockieren. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass niedrige c-
FLIP -Konzetrationen die Prozessierung der Procaspase-8 am DISC durch c-FLIP —Procaspase-8
Heterodimer-Bildung und somit die Initilerung der Caspasen-Kaskade des extrinsichen

Signalweges bewirken konniten (Chang et al., 2002).
Intrinsischer Apoptose-Signalweg

Die Mehrzahl der Chemotherapeutika induziert Apoptose uber den intrinsischen Signalweg. So
ist eine Blockade des mitochondrialen Signalweges hédufig mit Chemotherapie-Resistenz
assoziiert (Fulda and Debatin, 2006). Der intrinsische Signalweg ist charakterisiert durch die
Permeabilisierung der &ufReren Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane
permeabilisation - MOMP) und der Depolarisierung des mitochondrialen Membranpotentials
(AW\). Es folgt die Freisetzung der pro-apoptotischen Faktoren — wie etwa Cytochrom ¢ — aus

dem mitochondrialen Intermembranraum (Adams and Cory, 2007).

Die Regulation der &ufReren mitochondrialen Membrandurchlassigkeit und die konsekutive
Freisetzung mitochondrialer Faktoren wird von der Familie der pro- und antiapoptotischen Bcl-
2-Proteine entscheidend kontrolliert. Abhédngig von der Préasenz von bis zu vier Bcl-2
Homologie-Domanen (BH 1-4) werden drei Hauptuntergruppen der Bcl-2-Proteine
unterschieden: pro-apoptotische Multidoménen-Proteine (i), anti-apoptotische Multidoménen-
Proteine (ii) und BH3-only Proteine (iii) (Chipuk et al., 2010). Als Sensoren in der Apoptose-
Kontrolle fungieren die BH3-only Proteine. Im Rahmen von zellularem Stress tritt die
Aktivierung der BH3-only Proteine ein, die zu einer Inaktivierung der anti-apoptotischen
Multidoménen-Proteine fuhren (indirektes Aktivierungs-Modell). Von den Mitgliedern der
BH3-only Proteine binden Bim und Puma an alle anti-apoptotischen Multidomé&nen-Proteine,
wohingegen andere Vertreter der Gruppe wie, Noxa und Bad, nur eine komplementare Bindung
mit bestimmten Vertretern der anti-apoptotischen Multidomé&nen-Proteine eingehen. Somit
muissen multiple anti-apoptotische Multidomé&nen-Proteine inaktiviert werden, um Bax und Bak
zu befreien und die Apoptose in Gang zu setzen. Jedoch sind auch Bax-/Bak-Mutanten bekannt,
die nicht konstitutiv aktiv sind, trotz fehlender Bindungskapazitat der Bcl-2-ahnlichen Proteine
an Bax und Bak (Kim et al., 2006a). Wie die Homo-Oligomerisierung von Bax und Bak und die
Permeabilisierung der dufleren mitochondrialen Membran vonstattengeht ist bislang nicht
abschlieRend geklart. Ob ferner bestimmte BH3-only Proteine auch direkt Bax/Bak aktivieren
kdnnen bleibt kontrovers (Chipuk et al., 2010).
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Im nachfolgenden Teil des Signalweges nach Permeabilisierung der duBeren mitochondrialen
Membran und Freisetzung der mitochondrialen Faktoren kommt es zur Bildung eines Komplexes
(Apoptosom) bestehend aus Cytochrom c¢, dATP und Apaf-1 (apoptotischer Protease-
Aktivierungsfaktor-1), der in einer Konformationsédnderung von Apaf-1 resultiert, sodass es zur
Freilegung der Proteinbindedomane CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméne) kommt. An die
CARD-Doméne kann Procaspase-9 binden (Jiang and Wang, 2000). Nach dem Modell der
induzierten Proximitat fungieren der DISC und das Apoptosom als Rekrutierungs-Plattformen,
mit dem Ziel die Dimerisierung der apikalen Caspasen (Csp-8/-10/-9) zu ermdglichen. Durch
eine Dimer-induzierte Aktivierung der apikalen Caspasen ohne Beteiligung von Proteolyse oder
allosterischen Mechansimen wird die Caspasen-Kaskade initiiert (Pop et al., 2006). In einem
nachsten Schritt werden durch proteolytische Spaltung die Effektor-Caspasen, wie Caspase-3, -6
und -7 aktiivert (Abb.1. 5). Alle bisher bekannten Caspasen verfligen tber einen Cysteinrest im
aktiven Zentrum und zerlegen ihr Substrat nach einem Aspartatrest. Am Ende der Caspasen-
Kaskade kommt es zur Prozessierung der Todessubstrate, die Gber 280 Proteine umfassen und
u.a. Enzyme fir die DNA-Reparatur sowie Signal- und Strukturproteine beinhalten und somit die

Zelle in die Apoptose treiben (Fischer et al., 2003).

Der intrinsische Apoptose-Signalweg ist ferner eng mit der Funktion von p53 verknipft. Die
zentrale Bedeutung des Verlustes von funktionellem p53 als 'guardian-of-the-tissue' wird in der
erhohten NMSC-Sequenz in Mé&usen mit p53-Inaktivierung in der Haut deutlich (Ziegler et al.,
1994). Der Aktivierung von funktionellem p53 folgt die verstarkte Expression von pro-
apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie wie Bax, Noxa, Puma, Bik/Nbk und Bid
(Zuckerman et al., 2009). Zu den Zielstrukturen des Transkriptionsfaktors p53 zéhlen ferner die
Komplexbildung mit Bcl-x. sowie Bcl-2 und somit eine direkte Apoptose-Induktion unter
Umgehung der Transkriptionsebene (Mihara et al., 2003).

Die IAPs (Inhibitor of apoptosis protein) sind eine Familie von Proteinen, die die Caspasen-
Kaskade regulieren kénnen. Der anfangs postulierte Standpunkt des point-of-no-return nach der
einmal aktivierten Caspasen-Kaskade relativiert sich oder wird durch die 1APs zunehmend
widerlegt. Verschiedene Arbeiten mit Transfektions-Modellen und transgenen Méusen zeigen,
dass eine Intervention mittels der IAPs unterhalb der mitochondrialen Permeabilisation und

Caspasen-Aktivierung die funktionelle Erholung der Zelle erméglichen (Liston et al., 2003).
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Abb.1. 5: Proapoptotische Sighalkaskaden (Rodust et al., 2009). In der Initiationsphase werden zwei
Signaltransduktionswege unterschieden: der extrinsische und intrinsische Weg. Man unterscheidet
hiernach auch in Apoptose Typ | (extrinsisch) und Typ Il (intrinsisch). Der extrinsische Signalweg
beinhaltet: Todesliganden-Bindung an die Todesrezeptoren, Rezeptor-Oligomerisierung, Bildung des
death-inducing signaling complex (DISC), Aktivierung der Initiator-Caspase-8 oder Caspase-10,
Aktivierung der Effektor-Caspase-3 und konsekutive Freisetzung von Todes-Substraten, die die Apoptose
ausfuhren. Der intrinsische Signalweg ist auf der rechten Seite dargestellt und beinhaltet: Aktivierung von
p53, Transkription proapoptotischer Bcl-2-Proteine, Inhibition antiapoptotischer Bcl-2-Proteine,
mitochondriale Freisetzung von Cytochrom ¢, Formation des Apoptosoms, Aktivierung der Initiator-
Caspase-9, Freisetzung und Aktivierung der Effektor-Caspase-3 und erneute Spaltung von Todes-
Substraten. Das Caspase-8/-10 Homologon c-FLIP inhibiert die Aktivierung der Initiator-Caspasen am
DISC, wohingegen c-1APs sowohl die Inititator- (Caspase-9) und die Effektor-Caspasen (Caspase-3 und -
7) blockieren. Das Protein Bid wird durch Caspase-8 zum proapoptotisch aktiven tBid gespalten und
fungiert als Briickenschlag zwischen Caspase-8 und dem mitochondrialen Signalweg. Scherensymbole in
der Abb. weisen auf Protease-Aktivitét hin.



1.4. ZIELSETZUNG

1.4. ZIELSETZUNG

Zentrales Anliegen dieser Arbeit war die Untersuchung der proapoptotischen Mechanismen von
Diclofenac, welches als Salbenform in Solaraze fur die Behandlung der aktinischen Keratose als
First-Line Therapeutikum indiziert ist. Der Wirkmechanismus von Diclofenac in der
Apoptoseregulation in Bezug auf Zellen des kutanen Plattenepithelkarzinoms war bislang

weitgehend unbeschrieben.

Um Ansatzpunkte fir den Wirkmechanismus von Diclofenac in Non-Melanoma Skin Cancer
(NMSC) zu finden, wurden vier verschiedene Plattenpithelkarzinomzelllinien verwendet und

hinsichtlich der folgenden Fragestellungen und Aufgabenfelder untersucht:

1. Wir stark ist die Apoptoseinduktion durch Diclofenac?

2. Welche Bedeutung spielt PGE; in der Apoptoseinduktion?

3. Herausarbeitung von durch Diclofenac mediierten Regulationen auf der Ebene des
extrinsischen Signalweges.

4. Die Bedeutung der Bcl-2-Proteine fiir die Regulation der Diclofenac induzierten
Apoptose.

5. Kostimulation von Diclofenac mit Todesliganden und Erarbeitung der ursachlichen
Regulationen fir die synergistischen Effekte von Diclofenac mit Todesliganden.

6. Finden Gegenregulationen statt als Ansatzpunkt fur zukinftige Kombinationstherapien?
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1. ZELLKULTUR & STIMULATIONEN

2.1.1. ZELLLINIEN

Es wurden finf humane epitheliale Zelllinien der Haut verwendet. Die kutanen
Plattenepithelkarzinomzelllinien SCL-1, SCL-II, SCC-12 und SCC-13 sowie als Kontrolle die
Keratinozyten-Zelllinie HaCaT.

HaCaT (Boukamp et al., 1988) stellt eine spontan immortalisierte, humane, epitheliale, nicht
neoplastisch-transformierte  Zelllinie der Haut dar. Die Zelllinine besitzt epidermale
Differenzierungskapazitat und breitet sich auf Nacktmausen als geordnetes epitheliales Gewebe
aus. Die Plattenepithelkarzinom-Zelllinien SCL-I und SCL-II (Tilgen et al., 1983;Rheinwald and
Beckett, 1981) wurden aus wenig differenzierten Plattenepithelkarzinomen der Haut isoliert.
Nach Injektion in Nacktmduse kommt es zur Ausbildung von SCC-artigen Tumoren. Die
Zelllinien SCC-12 und SCC-13 (Rheinwald & Beckett 1981) wurden aus
Plattenepithelkarzinomen der Gesichtshaut isoliert. Die eingesetzt Zelllinien sind zur Bildung
von Keratinfilamenten beféhigt und benétigen fur ihr Wachstum kein EGF.

2.1.2. KERATINOZYTENISOLIERUNG AUS VORHAUT

Zur lIsolierug der Keratinozyten aus Praputien zur Herstellung einer primaren
Keratinozytenkultur wurden die Vorhdute zundchst in sterilen 100 mm-Gewebekulturschalen
(Falcon/Becton Dickinson, # 1029) langs aufgeschnitten und mit 10 ml PBS w/o Ca*™*, Mg™*
(Seromed/Biochrom, # L1825) supplementiert mit 500 U/ml Penicillin und 500 pg/ml
Streptomycin (Seromed/Biochrom, A 2212) gewaschen. Das subkutane Fettgewebe der VVorhaut
wurde mittels Schere abprapariert, anschlielend das Uber bleibende Gewebe zweimal in PBS
gewaschen.  Zur  VergrolRerung der  Angriffsfliche fir den darauf folgenden
Trypsinisierungsschritt wurden die Vorh&ute in Stiicke von ca. 3-5 mm Kantenlange geschnitten.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Vorhaut-Sticke in 10 ml 0,25%-igem Trypsin
(Seromed/Biochrom#L.2123) in PBS tber Nacht bei 4°C sowie 60-120 minditige Inkubation in
Trypsin bei 37°C am folgenden Tag.

Zur Gewinnung einer Keratinozyten-Kultur wurde die Epidermis nach erfolgter Trypsin-
Inkubation abgezogen und die Dermis verworfen. Zur Neutralisierung des Trypsin erfolgte ein
Waschschritt der Epidermis mit 10 ml  RPMI 1640 (Seromed/Biochrom, # F 1215)
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supplementiert mit 10 % fotalem Kalberserum (FKS/Seromed/Biochrom, # S 0115), 600 puM L-
Glutamin (Seromed/Biochrom, # K 0282), 500 U/ml Penicillin und 500 pg/ml Streptomycin.

Die abgeltste Epidermis wurde auf der Petrischale ausgeklopft. Hierzu wurde die Epidermis mit
der Pinzette gegriffen und ca. 30-40mal auf dem Boden der Petrischale ausgeklopft. Die
Zellsuspension wurde in ein steriles 50 ml-Réhrchen (Falcon/Becton Dickinson, # 2070)
uberflhrt, die Petrischale mit supplementiertem RPMI ausgepult und ebenfalls ins Roéhrchen
gegeben. Im néachsten Schritt erfolgte die Zentrifugation der Zell-Suspension, der Uberstand
verworfen und des Zellpellet in 20 ml Keratinozytenmedium resuspendiert (Keratinocyte-SFM,
Gibco, # 17005-035), supplementiert mit: 50 pug/ml bovinem Hypophysenextrakt (BPE, Gibco, #
13028), 5 ng/ml rekombinantem epidermalen Wachstumsfaktor (rEGF, Gibco, # 10450), 500
U/ml Penicillin und 500 pg/ml Streptomycin. Nach Zellzdhlung in der Neubauer-Zahlkammer,
Aussaat von 2x 10° Zellen in einer 75 cm?-Flasche (Nunc, # 147589) in 10 ml supplementiertem
Keratinozytenmedium und Inkubation bei 37°C, 5% CO,. Nach 24 h erfolgte der erste

Mediumwechsel und anschliefend in zwei-tagigen Abstanden bis die Kultur konfluent wurde.

2.1.3. NAHRMEDIEN

Alle Zelllinien wurden bei 37°C mit 5% CO; in einer Wasserdampf gesattigten Atmosphére
kultiviert. Fir SCL-I, SCL-II, SCC-12 und SCC-13 wurde RPMI 1640 verewndet (Roswell Park
Memorial Institute) mit 10% fotalem Kalberserum (FKS), Penicillin/Streptomycin, nicht-
essentielle Aminoséuren und L-Glutamin (Biochrom, Berlin, Germany). HaCaT-Zellen wurden
in DMEM-Medium (Gibco/Invitrogen) kultiviert (4,5 g/l Glukose, L-Glutamin, Pyruvat)
supplementiert mit 10% FKS, Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin. Von Préputien isolierte
Keratinozyten wurden in Keratinozytenmedium (Keratinocyte-SFM, Gibco, # 17005-035)
kultiviert. Das Keratinozytenmedium wurde supplementiert mit 50 pg/ml bovinen Hypophysen-
Extrakt (BPE, Gibco, # 13028), 5 ng/ml rekombinanten Wachstumsfaktor (rEGF, Gibco, #

10450), sowie Penicillin und Streptomycin.

2.1.4. BEHANDLUNG UND AUSSAAT

Bei der Behandlung der Zellen ist zur Wahrung konstanter Bedingungen und der Mdéglichkeit der
Reproduktion die Aussaat einer konstanten Zellzahl als wichtig zu erachten. Fir die
Apoptoseassays wurden 250.000 Zellen und im PGE,-ELISA Assay 500.000 Zellen pro Well in
einer 6-Well-Schale ausgesat. Hierflr wurde zuerst das in der Kulturflasche befindliche
verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen 10 Min mit Trypsin/EDTA (0,05/0.02 %) inkubiert und mit 10
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ml frischem Medium resuspendiert — hierbei fungiert das FCS als Inaktivator des Trypsin-
EDTAs. Diese Zellsuspension wurde fiir 5 Min bei 1100 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das Pellet in frischem Medium resuspendiert.
Stimulation

Fur die Aktivierung des extrinsischen Signalweges wurden die Zellen mit dem agonistischen
Anti-CD95 Antikdrper (CH-11, IgM mouse; Beckman Coulter, Krefeld, Germany), mit TRAIL
(KillerTRAIL, soluble, human, recombinant; Alexis, Gruenberg, Germany ALX-201-073-C020)
oder mit TNF-a (Sigma, Taufkirchen, Germany) behandelt. Inkubationszeiten betrugen 16h bei
Einsatz von CH-11 und TRAIL bzw. 24h fir TNF-a. Die Konzentrationen fir SCL-1, SCL-II
and SCC-13 betrugen 100 ng/ml (CH-11) und 20 ng/ml (TRAIL). SCC-12 und HaCaT-Zellen
zeigten, wie in Konzentrationsreihen bestimmt, eine sehr viel héhere Sensitivitat gegenuber
Todesliganden, so dass die Effekte von Diclofenac partiell maskiert wurden. Es wurde fir diese
beiden Zelllinien die folgendenden reduzierten Konzentrationen gewéhlt: CH-11 in einer
Konzentration von 1 ng/ml (SCC-12), TRAIL 10 ng/ml (SCC-12) bzw. 5 ng/ml (HaCaT)
eingesetzt. TNF-a wurde bei allen Stimulation konstant in einer Konzentration von 10 ng/ml

verwendet.

Diclofenac/HA (Solaraze®; Almirall, Barcelona, Spain) wurde zu den Zellkulturen in einer
Endkonzentration von 0.2% oder 0.3% eingesetzt. In Experimenten, in denen Diclofenac/HA
durch Diclofenac (Sigma) ersetzt wurde, entsprach dies einer dquimolaren Konzentration von 60
bzw. 90 pg/ml Diclofenac. Fur kombinierte Behandlungen wurden die Zellen fur 4h mit

Diclofenac vorbehandelt, gefolgt von weiteren 16h mit Diclofenac und Todesliganden.

24 h nach der Aussaat von 250.000 Zellen pro Well in 2 ml Medium in einer 6-Well-Schale
geschieht der erste Mediumwechsel, 4 h darauf der nachste Mediumwechsel mit der
behandelnden Substanz. Am zweiten Tag — 24 Stunden nach dem ersten Mediumwechsel — wird

mit dem Cell Death Detection Kit (Roche) die Apoptoserate gemessen.

Tabelle 2.1.: Zur Behandlung mit Todesliganden wurden folgende End-Konzentrationen eingesetzt.

TNF-a CD95L/CH-11 TRAIL

SCL-I,-Il, SCC-13 10 ng/ml 100 ng/ml 20 ng/ml

SCC-12 10 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml
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2.1.5 MYKOPLASMENTEST
Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fur die Verwendung des Venor®GeM-Mykoplasmen-Detektionskit wurde 100 pl
Zellkulturtberstand bei 90-100% Konfluenz eingesetzt, das Probenmaterial 5 Min im Heizblock
gekocht und die PCR-Probe anschlieRend durch kurzzeitiges Erhitzen fiir den Test vorbereitet.
Eventuell im Probenmaterial enthaltene Mykoplasmen wurden lysiert und DNAsen inaktiviert.
Durch Zentrifugation wurden storende Zelltriimmer abgetrennt. 2 ul des Uberstandes der Proben
bzw. 2 ul deionisiertes Wasser und 2 pl der Positivkontrolle wurden mit je 23 pl des
Mastermixes versetzt. Die Reaktionsgefalle wurden in den Block des PCR-Cyclers gestellt und

das Cycler-Programm gestartet.

23 ul Mastermix enthalten: PCR-Wasser: 15,3 ul, 10x Reaktions-Puffer: 2,5 ul, Primer/Nucleotid
Mix: 2,5 ul, Interne Kontrolle DNA: 2,5 ul, Polymerase (5 U/ul): 0,2 ul

Das PCR-Programm bestehet aus: 39 Zyklen Denaturierung tber 30 sek bei 94 °C, sowie 39
Zyklen Annealing tiber 30 sek bei 55 °C.

Agarosegel-Elektrophorese

Zur Herstellung eines 1,5-%igen Standard-Agarosegels wurden 1,5% (w/v) -Agarose in 1x TAE
gelost. Der TAE-Puffer wurde zum Sichtbarmachen von mindestens 10 ng DNA pro Bande mit
0,5 pg Ethidiumbromid pro ml versetzt. Die Proben (7,5 pl) wurden zum Absinken in die
Taschen und zur besseren Kontrolle der Elektrophorese mit 1/5 des Probenvolumens mit
Ladepuffer gemischt. Die Elektrophorese wurde mit 100 V durchgefihrt.

2.2. METHODEN

2.2.1. WESTERN-BLOT-ANALYSEN

Herstellung von Proteinextrakten mit Standard-Lysispuffer

Fiir die Herstellung von Protein-Extrakten wurden 2.5 x 10°. Zellen in 75 cm? Kulturflaschen
ausgesét. Die Zellen wurden 16 oder 24 Stunden nach Behandlung bei einer Konfluenz von 60%

- 80% geerntet. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, bevor Lysis Puffer hinzugefiigt wurde.
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Durchgefiihrtes Protokoll: Fir die Herstellung von Gesamt-Proteinextrakten wurden die

Zellpellets in kaltem Standard Lysispuffer resuspendiert und die freigesetzte DNS ca. 10-mal
mittels einer 1 ml Tuberkulin-Spritze geschert. AnschlieBend wurden die Proteinextrakte fir 10
Min bei 13.000 rpm bei 4°C zentrifugiert und die Uberstande in neue Eppendorfgefale
uberfuhrt. Die Lysate wurden bei - 80°C gelagert.

Verwendete Puffer und Reagenzien — Proteinlysate

Standard-Lysispuffer 10 ml: Tris-HCI1 100 ul (IM, pH 7,5, T-1503, Sigma); NaCl 480 ul (3 M,
1.06404, Merck); SDS 500ul (10%, L-4390, Sigma); Nonidet P-40 50 pl (N-3516, Sigma);
Protease-Inhibitoren: Aprotinin 36 ul (10%, 10236624, Roche); Leupeptin 100 ul (11017101,
Roche); Pepstatin 100 pl (0,5 mg/ml, 253286, Roche); PMSF 100 ul (100 mM, P-7626, Sigma);
EDTA 20 pl (0,5 M, pH 8,0, 8418, Merck); Aqua bidest. 8,5 ml und PhosSTP Phosphatase
Inhibitor Cocktail Tabletten (04906845, Roche).

Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels BCA-Methode

Die Konzentration von Proteinen kann durch eine Farbreaktion in Ldsung photometrisch
bestimmt werden (BCA Protein Assay, 23225, Thermo Scientific). Das Prinzip dieser Methode
basiert auf der Biuret-Reaktion, bei der die Amino-Gruppen von Proteinen in alkalischem
Medium Cu?* zu Cu* reduzieren. Cu*-Kationen reagieren dann mit Bicinchoninsaure (BCA) zu

einem violetten Chelat-Komplex, dessen Absorption im ELISA-Reader gemessen werden kann.

Durchgefiihrtes Protokoll: Die zu bestimmenden Proteinextrakte sowie die Eichlésung wurden in

Triplikaten in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Fir die Bestimmung wurden die Proteinextrakte
(10 pl, 1:10 verddnnt in PBS) mit 200 ul Reaktionspuffer, bestehend aus Lésung A (4 pl) und
Losung B (196 pl) inkubiert. Als Eichlésung dient eine BSA-L6sung in verschiedenen
Konzentrationen. Die Mikrotieterplatte wurde 30 Min bei 37°C inkubiert und bei 550 nm im
ELISA-Plate-Reader vermessen. Mit Hilfe der bekannten BSA-Konzentrationen kann die

Proteinmenge der Lysate bestimmt werden.
Herstellung von Proteinextrakten mit CHAPS-Lysispuffer

Fur den Nachweis von Caspase-Spaltprodukten mittels Westernblot-Analyse wurden
Proteinextrakte mit CHAPS-Puffer hergestellt. Hierfir wurden Zellen geerntet, mit kaltem PBS
gewaschen und in CHAPS-Puffer (9283, Cell Signaling) resuspendiert. Durch dreimaliges

Einfrieren und Auftauen der Proteinextrakte wurden die Plasmamembranen weiter aufgebrochen
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und die Proteinausbeute erhéht. Durch Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der Uberstand von
Zelltrummern getrennt und bei — 80 °C aufbewahrt. Die Proteinkonzentrationen wurden mittels

Coomassie-Farbung bestimmt.
Konzentrationsbestimmung von CHAPS-Proteinextrakten

Die Proteinkonzentration von CHAPS-Extrakten wurde mit Hilfe einer Coomassie-Brilliantblau-
Farbung bestimmt. Dazu wurden je 10 pl einer Probe mit 3 ul Protein-Probenpuffer versetzt, 5
Min bei 95°C denaturiert und in einem 12%igen Polyacrylamidgel mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Gel in Coomassie-Férbeldsung (Roti-Blue™, A-152.1,
Roth) Gber Nacht auf einem Schuttler inkubiert. Zur Entfernung unspezifischer Farbungen wurde
das Gel in 25%-iger Methanol-Losung 30 Min gewaschen. Zur Auswertung wurden die
gefarbten Banden eingescannt und mit TINA-Software quantifiziert. Flr die Evaluierung wurde

eine Kontrollprobe mit bekannter Konzentration eingesetzt.
Diskontinuierliche SDS-PAGE

Durch die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) konnen denaturierte Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei
wandern die denaturierten, durch SDS negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld zur
Anode. Durch Molekulargewichtsstandards (Bio-Rad) kann die GroRe der Proteinbanden
bestimmt werden. Die Polyacrylamidgele wurden mit dem Elektrophoresesystem fir Minigele
der Firma BioRad hergestellt. Zundchst wird das gegossene Trenngel mit Sammelgel
uberschichtet. Der vorher in das Sammelgel gesteckte Kamm mit insgesamt 10 Taschen wird
entfernt und die mit SDS-Probenpuffer (4x) versetzten und fur 5 Min bei 95°C denaturierten
Zelllysate in die Taschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 120 V (Biometra,

Gottingen) durchgefuhrt, bis die Proteinfront das Gel-Ende erreicht hatte.
Verwendete Puffer und Reagenzien — Elektrophorese

Sammelgel (5%ig) 5 ml: Acryl-/Bisacrylamid 0,84 ml (30%, 37,5:1, 161-0158, Bio-Rad);
Sammelgelpuffer 2,5 ml; Aqua bidest. 1,6 ml; APS 100 pl (10%, 161-0700, Biorad); TEMED 10
ul (161-0800, Bio-Rad). Sammelgelpuffer (pH 6,8) 500 ml: Tris-Base 19,7 g (T1503, Sigma);
SDS 1,0 g; Aqua bidest. ad 500 ml. Trenngel (12%ig) 10 ml: Acryl-/Bisacrylamid 4,0 ml (30%,
37,5:1); Trenngelpuffer 5,0 ml; Aqua bidest. 1,0 ml; APS 100 pl (10%); TEMED 10 pl.
Trenngelpuffer (pH 8,8) 500 ml: Tris-Base 38,5 g; Tris-HCI 9,3 g; SDS 1,0 g; Aqua bidest. ad
500 ml. Protein-Probenpuffer (4x) 10ml: Tris-HCI 2,5 ml (1M, pH 6,8; T3253, Sigma); SDS 0,2
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g (L-4390, Sigma); Glycerin 4 ml (1.04093, Merck); p-Mercaptoethanol 2 ml (M-7154, Sigma);
Bromphenolblau 4 mg (Biorad); Aqua bidest. 1,5 ml. Laufpuffer nach Laemmli (5x) 2 I: Tris-
Base 30,4 g; Glycin 144 g (23390, Serva); SDS 10 g; Aqua bidest. ad 2 I.

Transfer von Proteinen mittels Westernblot auf Nitrocellulosemembranen

Bei der Westernblot-Methode werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran BA 83, Schleicher & Schuell) durch Anlegen eines elektrischen
Feldes transferiert. Auf dieser werden die Proteine durch spezifische primare und Meerrettich-
Peroxidase-konjugierte sekundare Antikorper indirekt detektiert. Die Meerrettich-Peroxidase
setzt ein Chemilumineszenzreagenz (ECL-Detection-Reagent, Amersham Biosciences) um,
wobei Lumineszenzlicht emittiert wird, das durch Auflegen eines Rontgenfilms (Hyperfilm,
Amersham Biosciences) sichtbar gemacht werden kann. Fur den Transfer der aufgetrennten
Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembran (NC-Membran) wurden
zunachst das Gel, eine NC-Membran in Gelgrolie, zwei Schwdmme und zwei Whatmanpapiere
10 Min in Transferpuffer (1x) geschittelt. Dann wurde, von der Anode aus, folgende
luftblasenfreie Schichtung vorgenommen: Schwamm, Whatmanpapier, Nitrocellulose-Membran,
Gel, Whatmanpapier und Schwamm. Dieser sogenannte ,,Sandwich* wurde anschlieend in eine
Blotkammer eingebaut. Die Apparatur (BioRad) wurde schlieBlich mit dem Transferpuffer(1x)
geflllt und ein konstantes elektrisches Feld von 100 mA fiir 90 Min angelegt (Biometra,

Gaottingen).
Verwendete Puffer und Reagenzien

Transferpuffer (1x) 2 I: Tris-Base 11,64 g; Glycin 4,36 g; SDS 3,7 g; Methanol 400 ml; Aqua
bidest. ad 2 |. Phosphat-buffered Saline (PBS)-Tween (0,05%): PBS Dulbecco 9,55 g (L182-50,
Biochrom); Tween20 0,5 ml (P-9416, Sigma); Aqua bidest. ad 1 I. Milchpulver (5%): Blotting
Grade Non-Fat Dry Milk Fat free 5 g (170-6404, Bio-Rad); Phosphate-buffered Saline 0,05%
Tween ad 100 ml.

Immunologischer Nachweis von Proteinen auf NC-Membranen

Zum Nachweis des Proteintransfers wurden die Proteine auf der NC-Membran zundchst mit
Ponceau S unspezifisch angefarbt. Die Farbung ist reversibel und wurde durch Waschen der
Membran mit TBS-0,5 % Tween vollstandig entfarbt. Vor der Behandlung mit dem priméaren
Antikorper erfolgte ein 1-stindiger Blockierungsschritt der NC-Membran in der

Blockierungslosung (TBS-0,05 % Tween + 5 % fettfreie Trockenmilch). Vor und nach der
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Behandlung mit dem priméren Antikorper wurden je drei Waschschritte mit TBS-0,05 % Tween
durchgefihrt.

Elektrochemilumineszenz (ECL)

Die ECL-L6sung fiir eine Membran, bestehend aus 2 ml Lésung A, 200 pl Lésung B und 0,6 pl
H,0, (H-1009, Sigma) wurde kurz vor Gebrauch gemischt und auf die Nitrozellulose-Membran
gegeben. Nach 1 min Inkubation wurde die Membran zwischen zwei Folien in eine Filmkassette
gelegt. In einer Dunkelkammer wurden Rontgenfilme mit Expositionszeiten von 1 Sekunde bis
zu 2 Stunden aufgelegt. Zur Auswertung wurden die Proteinbanden auf dem Rontgenfilm anhand
des Proteinmarkers bzw. entsprechenden Positivkontrollen identifiziert.

Verwendete Puffer und Reagenzien — ECL

Losung A: Natriumsalz von Luminol (50 mg, A-4685, Sigma) geltst in 200 ml 0,1 M Tris/HCI
pH 8,6; Losung B: p-Hydroxycoumarinsédure (11 mg, C-9008, Sigma) gelost in 10 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO, 20385, Serva).

Verwendete Antikorper: Westernblot Analyse

Verwendete primare Antikorper: c-FLIPs (G-11, sc-5276, Santa Cruz, 1:200); Caspase-8
(9746; 1C12; Cell Signaling, 1:1000); Caspase-10 (4C1; MBL Inter., Watertown, MA, USA,
1:1000); Caspase-9 (9502; Cell Signaling, 1:1000); Caspase-3 cleavage products (9661; Aspl75;
Cell Signaling, 1:1000); Procaspase-3 (9662; Cell Signaling, 1:1000); Bid (2002; Cell Signaling,
1:1000); Bax (N-20, sc-493; Santa Cruz, 1:200); Bcl-2 (sc-509; Santa Cruz, 1:200); COX-2
(mouse polyclonal; Cayman Chemical, 1:100), Mcl-1 (sc-12756, Santa Cruz, 1:200); Bcl-x, (S-
18, sc-634; Santa Cruz, 1:200); Bcl-w (rabbit monoclonal IgG, 31H4; Cell Signaling, 1:1,000);
Bak (Y164; Epitomics Inc., Burlingame, CA, USA, 1:200); Puma (1652-1, Epitomics, 1:200);
Noxa (2437, ProSci Inc., Poway; CA, USA, 1:200); Cytochrom ¢ (BD Biosciences, San Diego,
CA, USA, 1:1,000); Voltage-dependent anion channel (VDAC; mouse monoclonal, anti-Porin
31 HL, Calbiochem, EMD Chemicals Inc., 1:5000), Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) (9101; Cell Signaling, 1:1000), p44/42 MAPK (Erk1/2) (4695; Cell Signaling,
1:1000), B-Actin (A5541; Sigma-Aldrich, Seelze, 1:5000); GAPDH (6C5, sc-32233, Santa Cruz,
1:1000).

Verwendete sekundare Antikorper: Horseradish peroxidase (Hrp)-markierte Ziege anti-Maus Ig,

Ziege anti-Kaninchen Ig, Kaninchen anti-Ziege Ig (Dako Cytomation, Hamburg, 1:5000).
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2.2.2. APOPTOSE-NACHWEIS DURCH CELL DEATH DETECTION ELISA (CDDE)
Versuchsprinzip: Bei der Apoptose wird der DNA-Strang durch eine spezifische Endonuclease
gespalten. Diese Ca®*- und Mg?*- abhangige Endonuclease spaltet den DNA-Doppelstrang in den
leicht zugénglichen Linker-Regionen zwischen den Nucleosomen in Mono- und
Oligonucleosome. Die DNA in den Nucleosomen hingegen ist mit den Core-Histonen H2A,
H2B, H3 und H4 eng assoziiert und dadurch vor der Spaltung durch die Endonuclease geschiitzt.
Aus diesem Grund ist nach Extraktion und Separation der DNA die flr die Apoptose typische
»DNA-Leiter im Agarose-Gel zu erkennen. Es spalten sich hierbei Stiicke in diese spezifischen
DNA-Fragmente und konnen nachgewiesen werden. Das quantitative Sandwich-Enzym-
Immunoassay-Prinzip unter Verwendung von zwei monoklonalen Maus-Antikérpern gegen
DNA und Histon (H2A, H2B, H3 und H4) dient als Basis fur den CDDE. Es ermdglicht den
spezifischen Nachweis von Mono- und Oligonucleosomen in Zelllysaten.

O

OO O o ©O

@ & Qs 060
— O © O O o O »

L‘>Strepta\v'idin Anti-Histon- Nukleosomen  Anti-DNA- ABTS
Biotin-Antikorper [Probe] Peroxidase Substrat

Wand der
Mikrotiterplatte

Abb.2.1: Cell Death Detection ELISA Kit — Prinzip. Zunédchst werden die in der Probe enthaltenen
Nukleosome (ber ihren Histon-Anteil von dem an der Wand immobilisierten Anti-Histon gebunden.
Darauffolgend bindet Anti-DNA-Peroxidase an den DNA-Anteil der Nukleosomen. Das nichtgebundene
Peroxidase-Konjugat wird ausgewaschen und der Anteil der im Immunkomplex fixierten Peroxidase mit
2,2-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolin-sulfonat(6)] (=ABTS) als Substrat photometrisch  bestimmt
(entsprechend dem Datenblatt).

Zytotoxizitatsnachweis durch LDH-Release-Assay

Der LDH-Test ist ein sehr haufig angewendeter In-vitro-Zytotoxizitatstest, dessen Prinzip auf
der Bestimmung der Enzymaktivitat von Laktatdehydrogenase (LDH) im Zytoplasma basiert,
das aus zerstorten oder beschadigten Zellen freigesetzt wird und somit im Uberstand (in vitro im
Zellkulturmedium) nachweisbar ist. Die Laktatdehydrogenase ist ein stabiles zytoplasmatisches
Enzym, das sehr schnell in das Zellkulturmedium abgegeben wird, wenn die Zellmembran
zerstort ist. Die LDH-AKktivitat wird mittels eines enzymatischen Tests bestimmt. Es finden zwei

Redoxreaktionen statt: Im ersten Schritt wird Laktat durch die Oxidoreduktase LDH zu Pyruvat
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oxidiert, wahrend das Coenzym NAD" durch die Ubertragung von Wasserstoff (vom Substrat
Laktat) zu NADH/H" reduziert wird. Im zweiten Schritt transferiert der im Testreagenz
enthaltene Katalysator Diaphorase Wasserstoff vom entstandenen NADH/H" auf das schwach
gelbfarbene Tetrazolium-Salz INT (2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium-
chlorid), welches dadurch zu dem rot gefarbten Formazan-Salz reduziert wird, wahrend das
NADH/H" zu NAD" oxidiert wird. Diese Farbstoffbildung kann kolorimetrisch mit einem

Photometer bei einer Wellenlange von 490 nm (Referenzwellenlange 690 nm) gemessen werden.

LDH
Laktat » Pyruvat

N

NAD* NADH+ H*

M

Diaphorase

Formazansalz <

Abb.2.2 : Zytotoxizitats-Detektions Kit. In einer gekoppelt enzymatischen Reaktion entsteht
Formazansalz, das bei einer Wellenldnge von 490 nm kalorimetrisch detektiert wird. Der Umsatz von
Tetrazoliumsalz (gelb) zu Formazansalz (rot) ist proportional zur LDH-Aktiviat (entsprechend dem
Datenblatt).

2.2.3. HERSTELLUNG VON ZELLFRAKTIONIERUNGS-LYSATEN

Zur Bestimmung der Cytochrom c-Freisetzung sowie der mitochondrialen Translokation von
Bax wurden die Mitochondrien und das Zytosol von zu untersuchenden Zellen mit Hilfe eines
Mitochondrien Fraktionierung Kits (ALX-850-276, Alexis, Griinberg) isoliert. Hierfur wurden
1x10’ Zellen geerntet, mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und bei 800 g bei 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1 ml Zytosol-Extraktionspuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden in einem 1 ml Glas-Homogenisator mit 40-60 Stof3en auf Eis homogenisiert bis
circa 75% der Zellen aufgebrochen waren. Das Homogenisat wurde mit 800 g fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde zur Sedimentation der
Mitochondrien mit 10.000 g fir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Der neue Uberstand enthalt die
zytosolische Fraktion und wurde bei -80°C gelagert. Das Pellet wurde in 100 ul Mitochondrien-

Extraktionspuffer resuspendiert und ebenfalls bei -80°C gelagert.

2.2.4. KOMPETITIVER ENZYM-IMMUNOASSAY (EIA) ZUR QUANTITATIVEN BESTIMMUNG
VON PGE,
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Der Prostaglandin E; EIA Kit (Monoclonal, Cayman Chemical) basiert auf einem kompetitiven
Prinzip zwischen freiem PGE, im Zellkulturiiberstand und supplementiertem Meerrettich-
Peroxidase-kojugiertem-PGE, (Tracer) um eine limitierte Menge an monoklonalem Antikdrper.
Dieser Antikorper- PGE,-Komplex bindet an den polyklonalen Anti-Maus 1gG, mit welchem der
Boden der ELISA-Platte beschichtet ist. Die Platte wurde gewaschen, damit ungebundene
Reagenzien entfernt wurden. Nach Zugabe des Peroxidase-Reagenses kam es zum
Farbumschlag, der nach 20 min mittels eines Stop-Reagenses blockiert wurde. Als Eichlésung
dient eine PGE,-L06sung in verschiedenen Konzentrationen. Der ELISA wurde 18 Stunden bei
4°C inkubiert und bei 450 nm im ELISA-Plate-Reader vermessen. Mit Hilfe der bekannten
PGE,-Konzentrationen kann die Proteinmenge der Lysate bestimmt werden. Je stérker der
Farbumschlag ausféllt, desto mehr vom supplementiertem PGE,-Konjugat (Tracer) wurde
gebunden und desto weniger PGE; ist im Zellkulturiberstand vorhanden. Fir den Farbumschlag

gilt folgender Zusammenhang: Absorption (bei 450 nm) ~ [gebundenen Tracers] ~ 1/[PGE,].

e %
08
o (2 T i, ) Tty g ) S o Y - Goat-Anti-Maus Antikdrper
Die Platte ist mit 1. nlibation.mit Proteine zur Blockierung unspezifischer
monoklonalem IgG Goat- Tracer, Antiserum S0 B'ndung§3tellen‘ )
Antikérper beschichtet und und Standard bzw. Mee.rre'ttlch-PerOX|dase—
unspezifische Bindungen Probe. konjugiertes PGE,
sind blockiert. } Anti-PGE, Antikdrper
Freies, zu quantifizierendes PGE,
g g 8 3 s 8
il AR
2. Waschschritt zur 3. Zugabe des
Entfernung Substrates und
ungebundener Messung der OD bei
Reagenzien. 450nm

Abb.2.3: Schema des PGE,-ELISA. Freies, zu quantifizierendes PGE, und Meerrettisch-Peroxidase-
konjugiertes PGE, (Tracer) konkurrieren um die Bindung an den monoklonalen Ant-PGE, Antikorper.
Der Komplex aus Tracer und Anti-PGE; bzw. zu quantifizierendem- PGE, und Anti-PGE, kann an den
polyklonalen Anti-Maus-Antikrper binden. Nach einem Waschschritt wird das Acetylthiocholin-
Reagens durch die an den Tracer kovalent gekoppelte Acetylcholinesterase hydrolisiert, so dass es zum
Farbumschlaf kommt. Die enstandene 5-Thio-2-Nitrobenzoeséure verhélt sich antiproportional zum
freien PGE, (entsprechend dem Datenblatt).
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2.2.5. DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Das Prinzip der Durchflusszytometrie/Fluorescent Activated Cell Sorter (FACS) erlaubt es in
kurzer Zeit, eine grofe Anzahl einzelner Zellen in Suspension mit Hilfe eines
Durchflusszytometers zu untersuchen. Mit diesem Verfahren konnen Strukturen auf der
Zelloberflache oder nach Permeabilisieren der Zellen auch im Zellinneren nachgewiesen werden.
Durchflusszytometrische Untersuchungen wurden mit dem FACSCalibur Durchflul3zytometer
(BD Bioscience) durchgefihrt.

Oberflachenexpression — Rezeptoren

Zur Bestimmung von Oberflachenexpression von Todesrezeptoren wurden die Zellen aus den 6-
Well Platten geerntet mit 0.02% EDTA in PBS. Nach Waschen mit PBS wurden Aliquots von
5x10° Zellen in 100 pl PBS mit 1% BSA mit mAb gegen TRAIL-R1/DR4 und TRAIL-R2/DR5
fur 30 min inkubiert (Alexis, HS101/HS201, 1:100). Die monoklonalen Maus 1gG1 Antikorper
(Alexis, clone MOPC31C, 278-010, 1:100) wurden als Negativ-Kontrolle eingesetzt. Nach
Waschen mit PBS wurden die Zellen fur 30 min mit sekundarem Phycoerythrin-markiertem goat
anti-mouse IgG1l Antiserum inkubiert (Alexis, 211-201-C050; 1:100). Nach einem erneuten
Waschschritt mit PBS wurde die Oberflachen-Expression mit dem FACS-Calibur™
Durchflusszytometer bestimmt (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). Der mittlere
Fluoreszenz Index wurde berechnet mittels CellQuest™ Software (Becton Dickinson). CD95-
Oberflachenexpression wurde mittels FACS-Analyse von Zellen, die mit einem Phycoerythrin-
markiertem monoklonalem CD95-Antikorper inkubiert wurden, bestimmt (clone DX2; Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) und als Kontrolle verglichen mit einem isotypischen
monoklonalem 1gG; Antikorper (clone MOPC-21, Becton Dickinson).

2.2.6. IMMUNFLUORESZENZMIKROSKOPIE ZUM NACHWEIS VON CLUSTERING

Zur Beschichtung von Glasplattchen mit dem Ziel der indirekten Immunférbung wurden, die in
eine 24-well Platte gelegten Glasplattchen mit ca. 500 pl Poly-L-Lysin 1:100 (in PBS) fur 10
min bei Raumtemperatur bedeckt. Das Poly-L-Lysin wurde abgehoben und anschlielend 3
Waschschritte mit PBS und 0,5x10° Zellen in 500 pl Medium pro Probe auf das nun beschichtete
im Well befindliche Glasplattchen gegeben. Uber Nacht adhérierten die Zellen an den
Glasplattchen, und die Behandlung wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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Zu den entsprechenden Zeitwerten (30 sek - 2 h) nach Behandlungsbeginn wurden die Zellen
durch Fixierung moglichst gut in dem Zustand der Stimulation erhalten. Als Fixans dienten
jeweils 3ml 2% Paraformaldehyd (2x PBS, 60ul CaCl, 100mM, pH 7,2-7,4 mit 0,5 M HCI den
pH adaptieren). Nach Fixierung sind die Zellproteine miteinander vernetzt und dadurch
stabilisiert. Ferner wird die Zelle abgetdtet und kann sich wéhrend der Farbeprozedur nicht mehr
verandern. Nach der Fixierung mit Faraformaldehyd wurden zwei Waschschritte mit PBS

durchgefiihrt.

Als néchster Schritt folgte die Antikdrperinkubation. Hierzu wurden die Plattchen
herausgenommen, auf Parafilm gelegt und dreimal mit H/S fir jeweils 2-7 min gewaschen.
Primarer Antikorper in PBS/FCS wurde in 100 pl Tropfen auf die mit Zellen beschichteten
Glasplattchen gegeben und fir 45 min inkubiert. Das im fotalen Ké&lberserum enthaltene
Serumalbumin dient der Blockierung, damit bspw. Pectine und andere zelluldre Strukturen mit
Protein abgesattigt werden und der primare Antikdrper nicht unspezifisch an diese Stellen bindet.
AnschlieBend Inkubation mit sekundarem AK fur 45 min, davor und danach jweils 2-mal
waschen mit PBS fir 2-7 min. Zuletzt erfolgt die Einbettung mittels des wasserloslichen
Einbettmittels Mowiol 4-88. Dieses wird auf einen Objekttrager gegeben, das Deckglédschen mit

den Zellen aufgelegt und abschlieRend mit Nagellack versiegelt.

2.2.7. SAURE SPHINGOMYELINASE AKTIVITATSBESTIMMUNG

Die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase wird durch den Abbau von radioaktiven
Sphingomyelin  zu Ceramid und Phosphorylcholin gemessen. Die Cholin-Gruppe ist
wasserldslich und tragt die radioaktive Markierung, so dass das abgespaltene Phosphorylcholin-
Produkt leicht von dem lipophilen Sphingomyelin-Substrat separiert werden kann, welches
wéhrend des Extraktionsschrittes in der organischen Phase verbleibt. Die saure
Sphingomyelinase kann von der basischen und neutralen Isoform differenziert werden, indem
der Test bei einem pH von 5,0 durchgefiihrt wird. Die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase
wird in totalen Zell-Lysaten bestimmt.

Zur Bestimmung der sauren Sphingomyelinase wurden in eine 6-well Platte ~ 250.000/well
ausgesat, die Zellen 24h nach Aussaat behandelt und nach weiteren 24 h Inkubation geerntet.
Hierzu wurde nach 1x Waschschritt mit H/S 300 pL Lysispuffer (250 mM Na-Acetat + 1% NP-
40 + 1,3 mM EDTA + Aprotinin und Leupeptin je 10pg/ml, pH 5,5) hinzugegeben, anschlieRend

wurde das Lysat 10 min auf Eis stehen gelassen, die Zellen mittels eines Rubberpoliceman von
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der Platte abgel6st und in ein Zentrifugen-Rohrchen tberfuhrt. Das Lysat wurde anschlief3end in
fltissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen wurden 30 puL Probenmaterial mit 270
pL Verdinnungspuffer (250 mM Na-Acetat pH 5,5 + 1,3 mM EDTA) gemischt.

Das fiir den nachsten Schritt zu verwendende radioaktiv markierte Substrat [**C]-Sphingomyelin
ist unldslich in Wasser und wurde daher bevor die Zelllysate hinzugegeben wurden in einer
SpeedVac-Zentrifuge getrocknet, anschlieRend in 30 pL AMS-Lysis—Puffer (250 mM Na-Acetat
+0,1% NP-40 + 1,3 mM EDTA) gel6st und im Bad-Sonicator fir 10 min beschallt, so dass eine
Micellenbildung eintrat. In dem néchsten Schritt wurden die Zelllysate fiir 30 min mit 0.05 pCi
[**C]-Sphingomyelin (2 GBg/mmol) pro Probe bei 37°C auf einem Thermomixer inkubiert.
Anschlielend wurden die Lipide extrahiert durch Zugabe von jeweils 1 ml Chloroform :
Methanol (2:1, v/v) pro Probe, gefolgt von starkem vortexen fur 30 sek und Zentrifugation bei
800 x g Uber 10 min. Dies hat die Separation von Phosphorylcholin in der der oberen
(wassrigen/aquosen) Phase und Ceramid sowie Sphingomyelin in der unteren (organischen)
Phase zur Folge. Ein Aliquot (350 pul) von der oberen Phase wurde vorsichtig abgenomen und in
20 ml Polyethylen-Flaschchen mit 3,5 ml Szintillations-Gemisch gefllt. Die Szintillations-
Messung der liquiden Phase spiegelt den Abbau von [14C]-Sphingomyelin wider und somit die

Aktivitat der sauren Sphingomyelinase.
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3. ERGEBNISSE

3.1. APOPTOSEINDUKTION IN KUTANEN PLATTENEPITHELKARZINOMZELLLINIEN

3.1.1. APOPTOSE IN DREI VON VIER SCC-ZELLLINIEN NACH DICLOFENAC-BEHANDLUNG

In drei der vier kutanen SCC-Zelllinien induzierte Diclofenac/HA (Solaraze) Apoptose. Als
Nachweismethode: DNA-Fragmentierung gemessen. Bei einer Konzentration von 0,3%
Diclofenac/HA war in zwei der vier Zelllinien (SCL-IlI, SCC-12) eine signifikant hohere

Apoptoseinduktion zu verzeichnen im Vergleich zu 0,2% Diclofenac/HA (Abb. 3.1.).

Die Zelllinie SCL-1 erwies sich als Apoptose-resistent gegenuber der Diclofenac-Behandlung.

Die Zytotoxizitat LDH-Freisetzungs Assay unbeeinflusst.
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Abb. 3.1: Apoptoseinduktion in drei von vier SCC-Zelllinien durch Diclofenac/HA (Solaraze). Die
SCC-Zelllinien wurden fir 24 h behandelt und die DNA-Fragmentierung als MalR flr die Apoptose
gemessen. Die Zelllinien SCL-1I, SCC-12 und SCC-13 waren sensitiv gegeniiber der Diclofenac/HA-
Behandlung, wohingegen SCL-I eine Resistenz aufwies. Die Wirkstoffkonzentration von 0,3% Solaraze
bewirkte in den Zelllinien SCL-1I und SCC-12 eine Steigerung der Apoptose gegeniiber 0,2%. Das
Experiment wurde 3-mal durchgefiihrt und zeigte vergleichbare Ergebnisse. Sternchen weisen auf eine
nach dem Students t-Test signifikante Apoptoseinduktion gegeniiber der Kontrolle hin.
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3.1.2. MORPHOLOGISCHE VERANDERUNGEN

Unter Diclofenac-Behandlung wiesen die Zellen morphologische Veranderungen im Sinne eines
apoptotischen Prozesses auf, die sich lichtmikroskopisch durch VVolumenverlust sowie Abldsung
und Abrundung der Zellen darstellten. Die gegentber der Diclofenac-Behandlung resistente
Zellllinie SCL-I blieb morphologisch unverandert (Abb. 3.2).

SCL-I SCL-lI SCC-12

Kontrolle

D/HA

Abb. 3.2: Morphologische Zeichen des induzierten Zelltodes nach Diclofenac-Behandlung.
Dargestellt sind die SCC-Zelllinien SCL-I, SCL-Il, SCC-12 und SCC-13 in der unteren Reihe nach 24-
stindiger Behandlung mit 0,3% Diclofenac/HA (entspricht 90 pg/ml Diclofenac) verglichen mit der
jeweils unbehandelten Probe in der dartiberliegenden Reihe. In den mit Diclofenac behandelten sensitiven
Zelllinien zeigten sich morphologische Veranderungen wie Volumenverlust, Ablésung und Abrundung
von Zellen. Die resistente Zelllinie SCL-I wies keine dieser Veradnderungen auf.

3.1.3. KONZENTRATIONSABHANGIGKEIT VON DICLOFENAC

Die Zelllinien SCC-12 und SCC-13 wurden flr 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Diclofenac (50 - 300 pg/ml) behandelt. Das Optimum der Apoptose lag in beiden Zelllinien im
mittleren Konzentrationsbereich von 60-120 pg/ml. Niedrigere wie auch hohere Diclofenac-
Konzentrationen resultierten in einer Abnahme der Apoptose (Abb. 3.3). Das Phdnomen der
abnehmenden Apoptoserate bei hoéheren Diclofenac-Konzentrationen war reproduzierbar in

mehreren Experimentserien.
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Abb. 3.3: Induzierte Apoptose in Abhangigkeit von der Diclofenac-Konzentration. Die Zelllinien
SCC-12 (A) und SCC-13 (B) wurden mit Diclofenac in abgestuften Konzentrationen von 50 pg/ml bis
300 pg/ml fiir 24 h inkubiert. Das Optimum an induzierter Apoptose lag in allen Experimenten in einem
Konzentrationsbereich von 60 bis 120 pug/ml Diclofenac. Diclofenac-Behandlungen mit Konzentrationen
>120 pg/ml oder < 60 pg/ml wiesen entsprechend verminderte Apoptosewerte auf. Das Experiment
wurde 3-mal durchgefiihrt und zeigte vergleichbare Ergebnisse. Doppelwerte.

3.2. BEDEUTUNG VON PROSTAGLANDIN E2

3.2.1. WIRKUNG VON DICLOFENAC UND DICLOFENAC/HA AUF DIE PGE,-SPIEGEL

Als zentrale Zielstruktur von NSAIDs wird die Cyclooxygenase-2 (COX-2) betrachtet. Analog
zur Apoptoseinduktion sollte in diesem experimentellen Ansatz verglichen werden, ob bzgl. der
PGE,-Absenkung Unterschiede zwischen Diclofenac und Diclofenac/HA bestehen. Nach
Behandlung mit Diclofenac/HA bzw. Diclofenac alleine zeigte sich eine Verdopplung der
photometrischen Dichte von untersuchten Zellkulturtiberstdanden. Entsprechend dem Prinzip des
kompetitiven PGE,-EIA-Assays verhélt sich die optische Dichte (OD) antiproportional zur
tatsachlichen PGE,-Konzentration, so dass die gemessene Verdopplung der OD-450 einer
signifikanten Abnahme der Prostaglandin-Produktion nach Diclofenac/HA- und Diclofenac-
Behandlung entspricht. Diclofenac wurde in diesem Experiment als alleinige Substanz flr den
PGE,-senkenden Effekt bestatigt.
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Abb. 3.4: Relative PGE,-Konzentrationen
nach Diclofenac/HA- im Vergleich zu

14 alleiniger Diclofenac-Behandlung.
tE Gemessen wurde aus dem Uberstand der
06 Zelllinie SCC-13 die PGE,-Konzentration
0.4 mittels EIA nach 4-stindiger Diclofenac-
02 . bzw.  Diclofenac/HA-Behandlung.  Die
0 gemessene 0OD-450 verhalt sich

nantiolic .Di:';;f/“a‘; Diclofenac  antiproportional zur PGE,-Konzentration.

N 2ES% Diclofenac und Diclofenac/ HA rufen eine

gleich starke Zunahme in der OD bzw. Abnahme der PGE,-Syntheserate hervor. Die Senkung des PGE,-
Spiegels ist somit auf Diclofenac zurlickzufiihren. Einfachwerte, zwei Versuche.
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3.2.2. PGE,-SPIEGEL IN DEN PLATTENEPITHELKARZINOMZELLLINIEN VOR UND NACH
BEHANDLUNG MIT DICLOFENAC

Anstelle von Diclofenac/HA wurde in den folgenden Experimente Diclofenac alleine eingesetzt,
da eine Interferenz der Diclofenac in 0,25% HA-Salbe mit dem EIA-Assay zu nicht
verwertbaren Ergebnissen gefuhrt hatte. Es wurde eine Konzentration von 90 pug/ml Diclofenac,

welche aquimolar mit 0.3% Diclofenac/HA-Salbe ist, eingesetzt.

Um ein besseres Verstandnis fur die funktionelle Bedeutung von PGE; in der Apoptose-
Regulation zu erhalten, wurden im folgenden Experiment die PGE,-Spiegel in den vier SCC-
Zelllinien bestimmt. Hierfur wurden die basalen PGE,-Spiegel sowie nach Behandlung mit
Diclofenac aus dem Zellkultur-Uberstand zu 4 und zu 24 Stunden nach Zugabe von frischem
Wachstums-Medium ohne bzw. mit Diclofenac (90 pg/ml) mittels eines Enzym-Immunoassays
(EIA) bestimmt. Es zeigten sich groBe Unterschiede der basalen PGE,-Niveaus in den
verschiedenen SCC-Zelllinien. Wahrend SCL-11, SCC-12 und SCC-13 zuvor als Apoptose-
sensitiv charakterisiert wurden und hohe basale PGE,—Spiegel aufwiesen, zeigten sich im klaren
Kontrast hierzu in der unter Diclofenac-Behandlung resistenten Zelllinie (SCL-I) erniedrigte
basale PGE,—Level, die unterhalb dem Level der nicht-malignen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT,
die hier als Kontrolle verwendet wurde, datierten. Die Behandlung mit Diclofenac reduzierte
signifikant PGE; in den drei sensitiven Zelllinien um 50% (SCL-II, SCC-12) bzw 44% (SCC-13)
gegenuber den unbehandelten Kontrollen (Abb. 3.5).

Die Reduktion von PGE; wurde in einer limitierten Zeitkinetik anhand der Zelllininie SCC-13
untersucht (5 min, 30 min, 4 h). Hier zeigte sich bereits zu 5 min nach der Behandlung ein

schnelles Ansprechen mit Verminderung der PGE,-Level (Abb. 3.6).
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Abb. 3.5: Herabregulation von PGE, in sensitiven Zelllinien durch Diclofenac. Die PGE,-Spiegel
wurden mit einem EIA aus dem Uberstand der SCC-Zelllinien SCL-I, SCL-II, SCC-12 und SCC-13
sowie der nicht-transformierten HaCat-Zelllinie bestimmt. Blaue Balken reprasentieren PGE,-Werte von
unbehandelten Zellen (pg/ml) 4 h nach Mediumwechsel. Rote Balken korrespondieren zu Diclofenac
behandelten Zellen (90 pg/ml, 4 h). 3 unabhangige Experimente zeigten ahnliche Ergebnisse. Sternchen
weisen auf eine nach dem Students t-Test signifikante Reduktion des PGE, hin.
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3.2.3. PGE,~KONZENTRATIONEN IN ABHANGIGKEIT VON DICLOFENAC

Ziel dieses Versuches war die Uberpriifung eines Zusammenhanges zwischen gemessener PGE,-
Konzentration in den Ubertanden der Zelllinie SCC-13 nach Behandlung mit verschiedenen
Diclofenac-Konzentrationen (50-150 pg/ml). Alle eingesetzten Konzentrationen von 50-150
pg/ml Diclofenac senkten gleich wirksam die PGE,-Spiegel im Sinne einer Korrelation nullter
Ordnung (Abb. 3.7). Es konnte kein linearer Zusammenhang zwischen eingesetzten Diclofenac-
Konzentrationen und gemessenem PGE,-Werten hergestellt werden, ebenso korrelierten die
PGE,-Werte nicht mit den Apoptosewerten (vgl. Abb. 3.3.).
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Abb. 3.7: Konstante Senkung der PGE,-Level unter Einstatz verschiedener Diclofenac-
Konzentrationen. Gemessen wurde die OD-450/relative PGE,-Konzentration aus dem Uberstand der
Zelllinie SCC-13 mittels eines PGE,-EIA nach 4-stlindiger Diclofenac-Behandlung. Die OD-450 verhélt
sich antiproportional zur relativen PGE,-Konzentration. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
in der Senkung von PGE, nach Einsatz verschiedener Diclofenac-Konzentrationen (50-150 pg/ml). Die
Senkung von PGE, bleibt konstant (Korrelation 0. Ordnung). Einfachwerte. Zwei durchgefiihrte
Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen.

3.2.4. BLOCKIERUNG DICLOFENAC-INDUZIERTER  APOPTOSE DURCH PGE,-
SUBSTITUTION

Die Bedeutung des produzierten PGE, in Diclofenac/HA-induzierter Apoptose wurde in
Diclofenac/HA-behandelten SCC-12 und SCC-13 Zellen durch Substitution von synthetischem
PGE; Uberpriift. Diclofenac/HA Behandlung (0.3 %) induzierte Apoptose in SCC-12 und SCC-
13 Zellen ohne einen Effekt auf die Zytotoxizitat zu haben. Wichtig ist, dass die alleinige Gabe
von PGE, (1.000 ng/ml) keinen Effekt auf den Zelltod hatte aber in beiden Zelllinien
Diclofenac/HA-induzierte Apoptose signifikant reduzierte. Der blockierende Effekt durch PGE-
Supplementierung zu den behandelten Zellen unterstreicht die Bedeutung der Reduktion der
PGE,-Spiegel in Diclofenac/HA-induzierter Apoptose (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: PGE; blockiert durch Diclofenac induzierte Apoptose partiell. Apoptose-Werte (DNA-
Fragmentierung) und Zytotoxizitat (LDH-Freisetzung) sind fir SCC-12 und SCC-13 behandelte Zellen
mit Diclofenac/HA (90 pg/ml), PGE, (1000 ng/ml) oder einer Kombination von beidem abgebildet. Die
Untersuchungen wurden 24 h nach Behandlung durchgefiihrt. 3 unabhangige Experimente wurden
durchgefuhrt. Sternchen weisen auf nach dem Students t-Test signifikante Reduktion des PGE; hin.

3.3. DER EXTRINSISCHE SIGNALWEG - TODESREZEPTOREN

3.3.1. VERMEHRTE CASPASEN-AKTIVIERUNG NACH KOMBINIERTER BEHANDLUNG

Es wurde von uns ein Synergismus in der kombinierten Behandlung mit Todesliganden und
Diclofenac nachgewiesen. Bereits durch die alleinige Behandlung mit Todesliganden
(FasL/CD95L/CH-11, TNF-a und TRAIL) konnte in den sensitiven Zelllinnien (SCL-I1, SCC-12
und SCC-13) ein starkes Ansprechen erreicht werden. Das Ansprechen auf alleinige
Todesliganden-Gabe wies auf eine Aktivitat des extrinsischen proapoptotischen Signalweges in
den SCC-Zellen hin. Nach kombinierter Behandlung konnte ein synergistischer Effekt in den
sensitiven Zelllinien beobachtet werden, wohingegen in der Zelllinie SCL-I weder die Einzel-
Behandlung mit Diclofenac/HA und Todesliganden noch die kombinierte Behandlung ein
Ansprechen bewirkte, so dass fiir diese Zelllinie eine Resistenz gegeniiber Diclofenac/HA und
Todesliganden festzustellen ist (Fecker [... JRodust et al., J. Invest Dermatol., 2010).

Als eine weitere Nachweismethode fir die Apoptoseinduktion wurde in einem néchsten Schritt
die Aktivierung der proapoptotischen Signalkaskade tiberprift. Hierzu sind die Spaltprodukte fiir
die Initiator-Caspasen des extrinsischen (Caspase-8,-10) und des intrinsischen Signalweges
(Caspase-9) sowie die Effektor-Caspasen (Caspase-3, -7) im Western-Blot nachgewiesen

wurden. Ferner wurde das proapoptotische Protein tBid, als Briickenschlag zwischen Caspase-8
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und dem mitochondrialen Signalweg, Uberpruft. Eine mélige Bandenstarke der Caspasen-
Spaltprodukte hinweisend fur eine Caspasen-Aktivierung ist nach alleiniger Diclofenac- und
Todesliganden-Behandlung zu verzeichnen. Analog zum beobachteten Synergismus bei der
Apoptose-Messung zeigten sich verstarkte Spaltprodukte fur tBid- und alle untersuchten
Initiator- und Effektor-Caspasen- nach kombinierter Behandlung mit Todesliganden und
Diclofenac (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Verstarkte Caspasen-Aktivierung durch kombinierte Behandlung von Diclofenac/HA mit
Todesliganden. SCC-12 Zellen wurden mit Diclofenac/HA, CH-11, TRAIL oder TNF-a alleine oder in
Kombination von D/HA und Todesliganden behandelt. Spezifische Spaltprodukte fiir Caspasen und Bid
wurden im Western-Immunoblot nach Behandlung detektiert wie angegeben fiir Caspase-8 (18, 41, 43
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kD), Caspase-10 (43 kD), tBid (15 kD), Caspase-9 (34, 37 kD), Caspase-3 (15, 17, 19 kD), und fur
Caspase-7 (19, 30 kD). Weiterhin Nachweis der Pro-Caspasen: Pro-Caspase 8 (55 kD), Pro-Caspase 10
(59 kD), Pro-Caspase 3 (35 kD), Pro-Caspase 9 (46 kD), Pro-Caspase 7 (34kD) sowie von nicht
prozessiertem Bid (22 kD). Als Ladekontrolle wurde B-Actin Antikdrper verwendet. Die Western-Blot
xperimente wurden zweimal anhand unabhéngiger Lysate mit dhnlichen Resultaten durchgefiihrt (Abb.
aus Fecker et al., Br J. Dermatol, 2007).

3.3.2. KOSTIMULATIONSVERSUCHE MIT KERATINOZYTEN

Zur weiteren Untersuchung des kostimulatorischen Effektes von epithelialen Zellen wurden
primédre Keratinozyten als Modell eingesetzt. Bei der Kostimulation von Keratinozyten mit
Todesliganden und Diclofenac ergab sich ein starker synergistischer  Effekt.
Keratinozytenkulturen, die nach der zweiten Passage auf ihr Apoptoseverhalten untersucht
wurden, sprachen auf alleinige CH-11 und TNF-a -Behandlung kaum an. TRAIL hingegen

konnte die Apoptose gegenuber der unbehandelten Kontrolle 7-fach steigern.

Durch Diclofenac konnte die primare Resistenz gegenlber CH-11 und TNF-a durchbrochen
werden und fiur alle drei Todesliganden ein synergistischer Effekt in der Kombination mit
Diclofenac gezeigt werden. In der Kostimulation mit Diclofenac erreichte CH-11 einel2-fache,
TNF-o eine 4-fache und TRAIL eine 30-fache Steigerung der Apoptose gegeniber der
Basalapoptose (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Synergismus von Diclofenac und Todesliganden in Keratinozyten-Primarkulturen
(NHK). Alleinige Behandlung mit Todesliganden I6st mit Ausnahme von TRAIL keine Apoptose in
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Keratinozyten aus (blaue Balken). Diclofenac verstarkt das Ansprechen der Keratinozyten gegentiber
Todesligandengabe (rote Balken). Es wurden zwei Experimente mit jeweils Doppelwerten und
vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt. Aussaat von 250.000 Zellen pro well.

Einsatz von CH-11 in zwei Konzentrationen

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Keratinoyten in einer hdheren Konfluenz ausgeséat
mit der Folge, dass weniger Keratinozyten abgeldst waren und eine Konfluenz von etwa 95%.
erreicht wurde. Die hiermit ermittelten Ergebnisse zeigen sogar eine Abnahme in der Apoptose
bei alleiniger Zugabe der Todesliganden (CH-11 und TNF-a). Nach TNF-a -Behandlung nahm
die Apoptose um 80% und nach CH-11-Gabe um etwa 40% ab. Unter vierfacher Erhéhung der
CH-11-Konzentration zeigte sich die Apoptose gegeniiber der Kontrolle unbeeinflusst. Durch die
gleichzeitige Behandlung mit Diclofenac und gesteigerter Todesliganden-Konzentration (500
ng/ml) konnte die Apoptose-auslésende Wirkung hingegen signifikant gesteigert werden

gegenuber der Kostimulation mit normaler CH-11 Konzentration (125 ng/ml).
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Abb. 3.11: Dosiserhéhung von CH-11 erst nach Kombination mit Diclofenac Apoptose-steigernd
(NHK). Eine 4-fache Erhohung der CH-11-Konzentration 16st keine Apoptose nach alleiniger
Behandlung in Keratinozyten aus. Wird Diclofenac zusatzlich gegeben, zeigt die hohere CH-11-
Konzentration (500 ng/ml) eine um 70% gesteigerte Apoptose gegentber der Kostimulation mit der
niedrigeren CH-11-Dosis (125 ng/ml) auf. Die Zytotoxizitdt (LDH-Freisetzung) ist unbeeinflusst. Es
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wurden zwei Experimente mit jeweils Doppelwerten und vergleichbaren Ergebnissen durchgefihrt.
Aussaat von 400.000 Zellen pro well.

In einem weiteren Experiment wurde die Plattenepithelkarzinomzelllinie SCL-1I mit primaren
Keratinozyten auf das Ansprechen gegeniiber der Behandlung mit CD95L, Diclofenac sowie der
Kombination beider Stimulantien hin verglichen. Die Zelllinie SCL-II sprach im Vergleich zu

Keratinozyten deutlich starker gegenliber CH-11/FasL an (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Verstarkte Apoptose in SCL-11 gegentiber Keratinozyten-Primarkulturen. Der Vergleich
der Apoptoseraten zeigt, dass die entartete SCL-Zelllinie (rote Balken) insgesamt 5-fach stérker auf die
Kostimulation von CH-11 und Diclofenac/HA anspricht als primare Keratinozyten (blaue Balken). Es
wurden zwei Experimente mit jeweils Doppelwerten und vergleichbaren Ergebnissen durchgefuhrt.

3.3.3. DER EINFLUSS VON DICLOFENAC UND TRAIL AUF DIE PROLIFERATIONSRATE

Mit der Echt-Zeit-Zell-Analyse (real time cell analysis - RTCA) wurde in diesem Expertiment
eine kontinuierliche Aufzeichnung der Proliferation nach alleiniger sowie kombinierter
Diclofenac- und TRAIL-Behandlung durchgefihrt. Dabei wurden die Widerstande der
Zelldichten in den Mikrotiter-Wells kontinuierlich gemessen. Der Widerstand korreliert positiv
mit der Zelldichte, so dass bei Zunahme der Zellkonfluenz ein Antieg des Widerstandes
resultiert. Die Zelldichten von SCC-12 und SCC-13 Zellen wurden kontinuierlich tiber 150 h in
einer Mikrotiter-Platte gemessen. 20 h nach Aussaat wurden die entsprechenden Stimulationen
durchgefuhrt. Unbehandelte Kontroll-Zellen wuchsen kontinuierlich weiter bis zum Erreichen
eines konfluenten Zellrasens, was graphisch dem Verlauf einer Sattigungskurve entspricht. Mit
TRAIL behandelte Zellen reagierten unterschiedlich: Die Zelllinie SCC-12 blieb gegeniiber der
TRAIL-Stimulation gegenlber der unbehandelten Kontrolle weitestgehend unbeeinflusst,
wohingegen der Zellindex in der Zelllinie SCC-13 unter TRAIL-Behandlung deutlich abnahm.
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Nach Behandlung mit Diclofenac in der Konzentration von 90 pg/ml stagnierte (SCC-12) bzw.
wurde der Zellindex negativ (SCC-13). In der Kombination beider Substanzen ist eine deutliche
Verstarkung des Effektes auf den Zellindex zu beobachten. Der Nullpunkt wird in der
kombinierten Behandlung nach ein (SCC-12) bzw. zwei Tagen (SCC-13) erreicht (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Synergistischer Effekt auf die Zellkonfluenz durch Diclofenac und TRAIL. Echt-Zeit
Zellanalyse zur Uberpriifung der Zellkonfluenz (Zellindex) der Zelllinien SCC-12 und SCC-13 iiber einen
Zeitraum von 150 h. Gezeigt werden die unbehandelte Kontrolle (griine Kurve) sowie die Behandlungen
mit den folgenden Substanzen: TRAIL (blaue Kurve), Diclofenac 90 pg/ml (violette Kurve) und die
Kombination von TRAIL + Diclofenac in den o.g. Konzentrationen (rote Kurve). Die Pfeilspitzen
markieren den Beginn der Behandlung. Das Experiment wurde jeweils zweimal mit zwei verschiedenen
Aussaat-Dichten von 10.000 und 20.000 Zellen durchgefiihrt. Hier sind die Ergebnisse mit 10.000 Zellen

dargestellt. Die unterschiedlichen Aussaaten sowie das zweite Experiment zeigten vergleichbare

Ergebnisse.
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3.4. URSACHEN DES SYNERGISMUS VON TODESLIGANDEN UND DICLOFENAC

Verschiedene Regulationen konnen Ausloser der Sensitivierung von Keratinozyten und
Plattenepithelkarzinomzelllinien  gegenliber  Todesliganden durch  Solaraze/Diclofenac-
Behandlung sein. Es wurden daher die folgenden Schnittstellen des extrinsischen Signalweges

Uberpraift:

a. Todesrezeptorexpression im FACS
b. Raft-Bildung uberprift mittels:
Fluoreszenz-Mikroskopie
Saure-Sphingomyelinase-Aktivitat
c. FLIP-Expression

3.4.1. TODESREZEPTOREXPRESSION NACH DICLOFENAC-BEHANDLUNG

Primdre Keratinozyten wiesen in oben gezeigten Experimenten gegeniiber alleiniger CD95L-
und TRAIL-Behandlung eine absolute bzw. relative Resistenz auf. Erst nach Kostimulation von
Diclofenac und Todesliganden wurden synergistische Effekte auf die Apooptose erzielt (Abb.
3.10, Abb. 3.12). Zur Uberpriifung der Hypothese, ob eine Zunahme der
Todesrezeptorexpression unter Diclofenac-Behandlung vorliegt, die ursachlich fir die
Sensitivierung gegenuber Todesliganden sein kdnnte, wurden die entsprechenden Rezeptoren
einer Plattenepithelkarzinomzelllinie (SCC-13) sowie von primdren Keratinozyten vor und nach
Diclofenac-Behandlung im FACS uberpruft (Abb. 3.14).

3.4.2. SAURE SPHINGOMYELINASE-AKTIVITAT

Die aktivierte saure Sphingomyelinase (ASM) spaltet aus Sphingomyelin Ceramid ab. Ceramid-
Molekiile lagern sich in die Membran ein und stabilisieren Rafts. Diese membranstdndigen
Verénderungen konnen zur Aktivierung des extrinsischen Signalweges fihren. Ziel dieses
Experimentes war es zu Uberpriifen, ob der Sensitivierung gegenliber Todesliganden eine
Aktivierung der sauren Sphingomyelinase durch Diclofenac zugrunde liegt. Es zeigte sich keine
signifikante Verénderung in der Aktivitdt der ASM nach Behandlung mit Diclofenac,
Todesliganden sowie der Kombination beider Substanzen (Abb. 3.15). Ebenso wurde tberprift,
ob die 0.g. Behandlungsregimes nach Farbung gegeniiber DR4, DR5 und CD95 ein Clustering
der entsprechenden Rezeptoren auf der Zelloberflache von SCC-12 bewirken. Im Fluoreszenz-
Mikroskop zeigten sich keine Hinweise auf Clustering nach Behandlung mit Diclofenac und

Todesliganden sowie der Kombination beider Substanzen (Abb. 3.16).
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Abb. 3.14: Oberflachenexpression von TRAIL-R1/DR4, -R2/DR5 und CD95 in SCC-13 und
Keratinozyten. Die Darstellung der FACS-Daten erfolgte in Form von Overlay-Histogrammen. Die
Kontrolle ist grau hinterlegt. Die schwarze Kurve entspricht der unbehandelten Probe und die blaue
Kurve der entsprechenden Expression der Todesrezeptoren 24 h nach Behandlung mit Diclofenac (90
pg/ml). Es wurden drei Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefhrt.
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Abb. 3.15: Unveranderte Aktivitat der sauren Sphingomyelinase (ASM) nach verschiedenen

Behandlungsregimes.

Die Aktivitdit der ASM wurde durch Degradation von 4,C-markiertem

Sphingomyelin zu 14,C-markiertem Phosphorylcholin ermittelt. Zu den Zeitwerten 5 Min (A) und 10 Min
(B) nach Stimulation mit Diclofenac, CH11, TRAIL sowie der Kombination von Diclofenac mit
Todesliganden wurden Zelllysate hergestellt und mit der Kontrolle verglichen. Die Aktivitat von 14C-
markiertem Phosphorylcholin in der wéssrigen Phase wurde gemessen, was der Aktivitdt der ASM
entspricht. Es wurden zwei Versuche mit ahnlichen Ergebnissen durchgefihrt.
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Abb. 3.16: Kostimulation mit CD95L und
Diclofenac. Die Zelllinie SCC-12 wurde mit CD95L
und Diclofenac stimuliert und anschlielend eine
Farbung mit  FITC-gekoppeltem  anti-CD95
Antikorper  auf  der  Zellmembranoberflache
durchgefuhrt. Es waren keine Unterschiede zur
Kontrolle feststellbar. Mehranreicherung von anti-
CD95 Antikdrpern koénnen in der Phasen-Kontrast
Untersuchung als Versetzung bzw. Uberlagerung von
Membranen gedeutet werden, so dass kein Clustering
nachweisbar ist. Das Experiment wurde zweifach
durchgefihrt.

47
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3.4.3. Cc-FLIP EXPRESSION

Die proapoptotische Aktivitdt von Todesrezeptoren wird entscheidend tber den kompetitiven
Caspase-8/-10 Inhibitor c-FLIP reguliert. Die beiden Isoformen FLIPs und FLIP_ kénnen die
Bindung der Initiator-Caspase an den DISC und deren Aktivierung verhindern. Alle vier SCC-
Zelllinien zeigen eine signifikante basale Expression von FLIP. und FLIPs. Nach 24 h
Behandlung mit Diclofenac zeigen beide Isoformen eine deutliche Herabregulation in den
Apoptose-sensitiven Zelllinien SCL-1I, SCC-12, SCC-13 und in HaCat. Keine Veranderungen in
der Expression von c-FLIP wurden in der resistenten Zelllinie SCL-I beobachtet.
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Abb. 3.17: Expression von FLIP_ (55 kD) und FLIPs (28 kD) in den vier SCC Zelllinien ist gezeigt.
Die Zellen wurden fiir 24 h mit 0.3% Solaraze (+) behandelt und mit unbehandelten Zellen (-) verglichen.
Als Ladekontrolle wurde B-Actin Antikorper eingesetzt. Das Experiment wurde 3-mal mit unabhéngigen
Zelllysaten durchgeflhrt und zeigte &hnlichen Ergebnisse (Abb. aus Fecker [... JRodust et al., J. Invest
Dermatol., 2010).

3.5. DER INTRINSISCHE SIGNALWEG - BCL-2-PROTEINE

3.5.1. PRO- UND ANTIAPOPTOTISCHE VERANDERUNGEN AUF DER EBENE DER BCL-2-
PROTEINE

Zur Untersuchung des Wirkmechanismus von proapoptotischen Chemotherapeutika ist die
Familie der pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Proteine von besonderer Bedeutung. Hierzu wurde
die Expression der pro-apoptotischen Multidoméne Proteine (i), der anti-apoptotischen
Multidoméane Proteine (ii) und die BH3-only Proteine (iii) in den vier SCC-Zelllinien nach

Diclofenac/HA Behandlung untersucht.
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Bcl-2 sowie die Vertreter aus der pro-apoptotischen Multidoméne Proteine, Bax und Bak, wiesen
keine Verdanderungen in der Expression auf (Abb. 3.18), jedoch konnten viele andere Regulation
identifiziert und somit gezeigt werden, dass die Bcl-2 Protein-Superfamilie eine wichtige

Plattform flr die Apoptoseregulation durch Diclofenac/HA darstellt.

Als proapoptotische Effekte innerhalb der Gruppe der Bcl-2-Proteine konnte fur die sensitiven
Zelllinien (SCL-11, SCC-12 und SCC-13) eine Herabregulation von Mcl-1 und Bcl-w sowie eine
Hochregulation des proapoptotischen BH3-only-Proteins Bad nachgewiesen werden. Im
Besonderen zeigten sich diese Veranderungen nicht in der resistenten Zelllinie SCL-1. Weiterhin
wies die resistente Zelllinie (SCL-I) bereits vor Diclofenac/HA-Behandlung eine niedrige Mcl-1
und Bcl-w Expression und eine hohe basale Expression des proapoptotischen BH3-only Proteins
Bad auf (Abb. 3.18).

Antiapoptotische Regulationen:

Andere Verénderungen waren offensichtlich antiapoptotischer Natur, wie die Herabregulation
der proapoptotischen BH3-only Proteine Puma und Noxa durch Diclofenac/HA in den meisten
Zelllinien. Zusétzlich findet eine Hochregulation des antiapoptotischen Bcl-x. in SCC-12 statt.
Diese Effekte konnten negative Feedback-Regulationen darstellen und somit die Apoptose
moglicherweise abschwéchen. Im Besonderen zeigten sich Puma und Noxa auch in der
resistenten Zelllinie SCL-I herab reguliert, was hinweisend auf das allgemeine Ansprechen

dieser Zelllinie sein kdnnte, jedoch keine Apoptose zur Folge hatte (Abb. 3.18).
Zeitkinetik:

Die Hochregulation von Bad und Herabregulation von Mcl-1 in SCC-12 Zellen erfolgte zu
einem recht frihen Zeitpunkt von 30min nach Beginn der Behandlung. Der Zusammenhang
zwischen der Regulation von Bcl-2-Proteinen mit PGE,-mediierten Signalen konnte durch
PGE,-Substituitonsexperimente hergestellt werden. Die Hochregulation von Bad und
Herabregulation von Mcl-1 konnten durch PGE,-Substitution mit einer Endkonzentration von
1000 ng/ml PGE; reduziert werden (Abb. 3.19).
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Abb. 3.18: Veradnderungen auf der Ebene der Bcl-2-Proteine nach Diclofenac/HA-Behandlung. Die
Expression der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine (Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1, Bcl-w), der proapoptotischen
Multidoméne Bcl-2-Proteine (Bax, Bak) und der proapoptotischen BH3-only Proteine (Bad, Puma, Noxa)
wurde mittels Western-Immunoblot Analyse fiir die vier SCC-Zelllinien mit und ohne Diclofenac (90
pug/ml, 24 h) bestimmt. Als Ladekontrolle wurden die Blots mit -Actin inkubiert. Die Western-Blot
Experimente wurden dreimal durchgefiihrt mit jeweils unabhéngigen Zelllysatreinen und &hnlichen
Ergebnissen.
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Abb. 3.19: Fruhe Regulation der Bcl-2-Proteine. Zeitkinetik der Mcl-1 Herab- und Bad
Hochregulation in SCC-12 Zellen nach Behandlung mit Diclofenac/HA (90ug/ml) (Sol.) mittels Western
Immunoblot. Die behandelten Kulturen wurden zusétzlich mit PGE, (500 oder 1000 ng/ml)
supplementiert. Zwei unabhangige Experimente mit &hnlichen Ergebnissen wurden durchgefiihrt.

Tabelle 3.1.: Zusammenfassung der Regulationen der Bcl-2-Proteine und ihre Auswirkungen auf
die Apoptose. Die dargestellten Regulationen der Bcl-2-Proteine aus Abb. 3.18 sind in dieser Abbildung
zusammengefasst und der entsprechenden funktionellen Bedeutung: proapoptotisch, antiapoptotisch,
unverdndert und keine Expression zugeordnet.

Anti-apoptotisch/ Pro-apoptotisch/ Pro-apoptotische/
Multidoméne Multidoméne BH3-only
Pro-apoptotische Mcl-1 ¥ Bax (mitoch.) N Bad M
Regulationen Bel-w Vv
Anti-apoptotische Bel-x(L) N Puma
Regulationen Noxa ¥

Keine Regulationen Bcl-2 Bax (Gesamtprotein)
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3.5.2. AKTIVIERUNG DES MITOCHONDRIALEN SIGNALWEGES

Proapoptotische Verdnderungen der Bcl-2-Proteine auf der Expressions-Ebene sollen
verantwortlich fur die Kontrolle des mitochondrialen Signalweges sein — haufig assoziiert mit
einer Translokation von Bax und einer Freisetzung von mitochondrialen Faktoren in das Zytosol.
Um diese Fragestellung zu adressieren, wurden mitochondriale und zytosolische Fraktionen
separiert und mittels Western-Immunoblot analysiert. Diclofenac behandelte Zellen der Zelllinie
SCC-12 wurden auf Bax-Translokation und Cytochrom c-Freisetzung untersucht. Es zeigte sich
eine Bax-Translokation sowie Cytochrom c Freisetzung 1h nach Behandlung. Auch hier konnte
eine Abschwachung der Effekte durch gleichzeitige PGE, -Gabe von 1000 ng/ml erreicht werden
(Abb. 3.20).

Es wird eine zeitliche Sequenz der Diclofenac-induzierten Apoptose deutlich. Diese flhrt tiber
eine Inhibition der COX-2, zu einem verminderten PGE,-Spiegel und konsekutiv zu multiplen

Regulationen der Bcl-2-Proteine mit einer Induktion der mitochondrialen Apoptose-

Signalkaskade.
Sol/Zeit - 30° 1h 3h 6h 6h
PGE, - -- -- - - 1000 kDa
Bax - S — — = 03 Mito
B-Actin | S S N N T | 40
N i — — it Cyto

Cytc o“-‘- - |15

Abb. 3.20: Aktivierung der mitochondrialen Signalkaskade. Mitochondriale Protein-Fraktionen
(Mito) und cytosolische Protein-Fraktionen (Cyto) wurden von der Zelllinie SCC-12 isoliert. Fur die
Bestimmung der Zeitabhangigkeit wurden die Proteine nach 30 min, 1 h, 3 h und 6 h nach Diclofenac-
Behandlung (90 pg/ml) geerntet. Extrakte mit zusatzlich 1000 ng/ml supplementiertem PGE, parallel zur
sechs-stiindigen Diclofenac-Behandlung wurden untersucht. Zeitabhdngige Aktivierung von Bax
(Translokation an die Mitochondrien) wird in der Western-Blot Analyse der mitochondrialen Extrakte
gezeigt sowie zeitabhéngige Freisetzung von Cytochrom c (Translokation von den Mitochondrien in das
Zytosol) wird mittels zytosolischer  Proteinextrakte im Western-Immunoblot nachgewiesen.
Mitochondriale Fraktionen werden normalisiert mit dem voltage-dependent anion channel protein
(VDAC) und zytosolische Fraktionen wurden mit B-Actin normalisiert. Drei unabhdngige Experimente
mit unabhéngigen Zelllysatreihen ergaben vergleichbare Ergebnisse.
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3.6. GEGENREGULATIONEN

3.6.1. HOCHREGULATION DER MAPK-SIGNALKASKADE UND DER COX-2-EXPRESSION

In den Zelllinien, die sensitiv gegenuber Diclofenac-Behandlung sind, zeigte sich eine
Hochregulation der COX-2 Expression nach 24-stiindiger Diclofenac-Behandlung. Die basale
Expression von COX-2 war in den SCC-Zelllinien nur schwach detektierbar. Eine Induktion von
COX-2 wurde in SCC-13 beobachtet (Abb. 3.21).

Die Expression von Phospho-p44/42 MAPK bzw. Phospho-Erk wurde in den sensitiven
Zelllinien (SCL-II, SCC-12 und SCC-13) vor und nach Diclofenac-Gabe untersucht. Gegenuber
der basalen Expression zeigte sich in allen drei Zelllinien nach Behandlung eine starke Induktion
von p-Erk. Die Total-Erk-Expression (Phospho-Erk und De-Phospho-Erk) blieb unter
Behandlung in allen Zelllinien unverandert, so dass wahrscheinlich die Zunahme der Phospho-
Erk-Expression durch eine Interkonversion von De-Phospho-Erk zu Phospho-Erk bei konstanter

Total-Erk-Expression hervorgerufen wurde (Abb. 3.22).

3.6.2. VERSTARKUNG DER ANTIPROLIFERATIVEN WIRKUNG VON DICLOFENAC DURCH
KOMBINATION MIT EINEM MEK-INHIBITOR

Die Real-Time-Zell-Analyse (real time cell analysis - RTCA) wurde fiir die Untersuchung der
Effekte von Diclofenac und dem MEK1-/MEK2-Inhibitor (U0126) alleine sowie nach
Kombination beider Substanzen eingesetzt. Hierbei ergab sich ein ahnlicher synergistischer
Effekt in der Kombinationsbehandlung von Diclofenac und dem MEK-Inhibitor wie nach
kombinierter TRAIL-Diclofenac-Behandlung (Abb. 3.13). Es wurde in dem folgenden
Experiment eine niedrigere Diclofenac-Konzentration von 30 pg/ml gewdhlt, so dass sich der
Kurvenverlauf nach Kombinationsbehandlung deutlicher von den Einzelbehandlungsregimes

absetzen konnte.
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Abb. 3.21: COX-2 Hochregulation in den sensitiven Zelllinien. Nach 24 stiindiger Behandlung mit
Diclofenac tritt eine Hochregulation der COX-2 Expression in SCL-1l, SCC-12 und SCC-13 ein. Das
Experiment wurde dreimal mit unabhéngigen Zelllysatreihen durchgefuhrt und zeigte vergleichbare
Ergebnisse. * maximale Exposition, ** Expositionszeit von 2 min.
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Abb. 3.22: Hochregulation von Phospho-Erk durch Diclofenac. Die Zellen (SCL-II, SCC-12, SCC-
13) wurden fur 24 h mit Diclofenac (90pg/ml) behandelt. Als Kontrollen wurden TPA-behandelte Proben
eingesetzt. P-Erk (A) zeigt sich deutlich hoch-reguliert bei konstantem total-Erk-Spiegel (B).
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Abb. 3.23: Synergistischer Effekt auf die Zellkonfluenz durch Diclofenac und dem MEK-Inhibitor
U0126. Real-time Zell Analyse zur Uberpriifung der Zellkonfluenz (Zellindex) (iber einen Zeitraum von
168 h fir die Zelllinie SCC-12 und SCC-13. Gezeigt sind die unbehandelte Kontrolle (griine Kurve)
sowie die Behandlungen mit den folgenden Substanzen: dem MEK1-/MEK2-Inhibitor U0126, 20ug/mi
(blaue Kurve), Diclofenac 30 pg/ml (violette Kurve) und die Kombination von U0126 + Diclofenac in
den o0.g. Konzentrationen (rote Kurve). Die Pfeilspitzen markieren den Beginn der Behandlung. Das
Experiment wurde jeweils zweimal mit zwei verschiedenen Aussaat-Dichten von 10.000 und 20.000
Zellen durchgefihrt. Hier sind die Ergebnisse mit 10.000 Zellen dargestellt. Die unterschiedlichen

Aussaaten sowie das zweite Experiment zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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4. DISKUSSION

4.1. DER STELLENWERT DER APOPTOSE

4.1.1. APOPTOSE IN KUTANEM PLATTENEPITHELKARZINOM

Der programmierte Zelltod ermdglicht als physiologisches Gegengewicht zur Zellproliferation
die Aufrechterhaltung der Zell-Homdoostase. Durch selektive Apoptose von genetisch
verdnderten Zellen werden potentiell onkogene Zellen eliminiert und einer malignen
Transformation vorgebeugt. Immunhistochemische Féarbungen weisen fir das kutane SCC auf
ein  Ungleichgewicht zugunsten einer Apoptose-Defizienz und weniger auf einen
Proliferationstiberschuss hin (Wrone-Smith et al., 1999). Fur die Tumorentitdt des kutanen

Plattenepithelkarzinoms ist demnach die Uberwindung der Apoptose von zentralem Interesse.

Diclofenac/HA ist zugelassen fir die Therapie der aktinischen Keratose und induzierte in drei
von vier kutanen SCC-Zelllinien Apoptose. Hier konnte gezeigt werden, dass Diclofenac
wirksam Apoptose in kutanen Plattenepithelkarzinomzelllinien induzieren kann: In drei der vier
kutanen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien wurde nach Diclofenac-Behandlung signifikant
Zelltod bei unveranderter Zytotoxizitat ausgeldst. Der Nachweis signifikanter Apoptoseinduktion
in SCC-Zelllinien kann bedeutsam fiir ein besseres Verstandnis des Wirkmechanismus von
Diclofenac sein. Ferner kdnnen sich hieraus etwa weitere klinische Erwagungen bei Vorliegen
einer Apoptoseresistenz eines behandelten AK-Herdes ergeben und neue Ansétze sowie
Kostimulationen zur Uberwindung der Apoptose-Defizienz entwickelt werden. Diese in vitro-
Befunde weisen gewisse Parallelen zu den Ergebnissen klinischer Studien auf: Hier lag die
Ansprechrate gegentiber Diclofenac/HA in einem dhnlichen Bereich von etwa 79% bei einer
kompletten Heilungsrate der Lasionen von 50% (Stockfleth and Kerl, 2006).

Als weiteres Zeichen der Apoptoseinduktion durch Diclofenac wurden in dieser Arbeit neben der
quantitativen Bestimmung von DNA-Fragmentierung mittels ELISA weiterhin Caspasen-
Spaltprodukte nachgewiesen. Nach alleiniger Diclofenac-Behandlung waren Caspasen-
Spaltprodukte der Inititator-Caspasen-9 und -10 zu verzeichnen. Unter Kostimulation von
Diclofenac mit Todesliganden trat eine deutliche Zunahme der Bandenintensitat der Caspasen-
Spaltprodukte auf. Ein ahnliches in dieser Arbeit nicht abgebildetes Ergebnis zeigte die Zell-
Zyklus-Analyse unter Propidium-lodid Féarbung. In der durchflusszytometrischen Bestimmung

der Sub-G1 Fraktion offenbarte sich eine vierfache Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen



4. DISKUSSION = 57

nach Diclofenac/HA-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Fecker et al.,
2010).

NSAIDs unterscheiden sich in ihrer F&higkeit Apoptose auszuldsen. Innerhalb der Gruppe der
NSAIDs wurde fir Diclofenac eine besonders effektive Apoptose-Induktion beschrieben. So
zeigten in vitro Experimente an transformierten embryonalen Fibroblasten vom Huhn fir
Diclofenac ein hohes proapoptotisches Potential im Vergleich zu sieben anderen NSAIDs (Lu et
al., 1995). In Plattenepithelkarzinomzellen des Mundraumes induzierte unter verschiedenen
COX-Inhibitoren Diclofenac am starksten den proapoptotischen/antitumorigenen Mediator
,honsteroidal anti-inflammatory drug-activated gene“ (NAG-1) (Kim et al., 2004). Es wurden
jedoch auch antiapoptotische Effekte fir Diclofenac beschrieben, auf die im Abschnitt 4.5.4.

,»Gegenregulationen auf der Ebene der Bcl-2-Proteine® ndher eingegangen wird.
Hyaluronsaure (HA)

Bislang wurde die Wirkung der in Solaraze-Gel (Diclofenac/HA) enthaltenen Hyaluronsdure
nicht ergiebig untersucht. Im Zellkulturmodell zeigte HA keine signifikante Modulation der
Apoptose gegenuber alleiniger Diclofenac-Behandlung (Fecker et al., 2007). Weiterhin war kein
Einfluss von HA auf die PGE,-Spiegel zu verzeichnen. In der Literatur sind die beschriebenen
Effekte von HA auf die Apoptose vielseitig: Im Falle des Kolon-Karzinoms zeigte HA in vivo
eine antitumorigene Wirkung durch Inhibition von Tumorwachstum und Angiogenese. Diese
Effekte konnten sich daraus ergeben, dass Hyaluronsdure an Rezeptoren wie CD44 und
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) bindet. CD44 wird von normalen Keratinozyten
exprimiert, und es wird vermutet, dass CD44 eine Verlangerung der Halbwertszeit von
Diclofenac in der Epidermis mediieren kann (Merk, 2007). In Melanom-Zellen loste HA

widerum eine verstarkte Zellmotilitat Uber eine CD44-EGFR-Interaktion aus (Kim et al., 2008).

Verschiedene aktuelle Arbeiten unterstreichen die auch mogliche antiapoptotische
Wirkkomponente von HA. So wurde in Kultursystemen humaner Hautexplantate durch
simultane Behandlung mit den beiden Glykosaminoglykanen Hyaluronsdure und Dermatansulfat
eine Apoptosereduktion beobachtet (Peramo et al., 2010). Weitere Arbeiten zeigten in vitro an
artikuldren Chondrozyten eine Inhibition der IL-1beta- und NO-induzierten Apoptose durch HA
(Peng et al., 2010;Zhou et al.,, 2008), und in Prostata-Karzinom-Zelllinien wurde eine
antitumordése  Aktivitit des  Hyaluronsduresynthese-Inhibitors  4-Methylumbelliferon

nachgewiesen (Lokeshwar et al., 2010).
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Bei Experimenten mit dem Hyaluronsduresynthese-Inhibitor 4-MU wurde in Melanom-
Zelllinien ein HA-Synthese unabh&ngiger Wirkmechanismus favorisiert. Im humanen Genom
sind drei HA-Synthase (HAS) Gene, HAS1, HAS2 und HAS3, beschrieben. In Melanom- und
Fibrostaten-Zelllinien wurde unter Einsatz von siRNA-Knockdown fir HAS2 eine effektive
Senkung der HA-Spiegel vergleichbar mit 4-MU-Behandlung erreicht, jedoch eine unveranderte
Proliferation hierunter beobachtet, sodass von den Autoren ein Hyaluronsdure-unabhangiger
Wirkmechanismus von 4-MU angenommen wurde (Edward et al., 2010). Andere Arbeiten
konnten jedoch nach Supression der HAS-Gene eine Hemmung der Zellproliferation, Invasion

und Motilitat nachweisen (Itano et al., 2004).

Hyaluronsdure einen kanziregonen oder eher antiproliferativen Einfluss hat, bleibt zu klaren, und
ist aufgrund der divergierenden Resultate verschiedener Arbeiten zur Zeit nicht zu beantworten.
In der Zellkultur von SCC-Zelllinien hatte HA mit und ohne Diclofenac im Vergleich zur

jeweiligen Kontrolle keinen Einfluss auf die Apoptose (Fecker et al., 2007).

4.1.2. KONZENTRATIONSREIHE VON DICLOFENAC

Das Optimum der Diclofenac-induzierten Apoptose wurde mittels einer Konzentrationsreihe fir
die Zelllinien SCC-12 und SCC-13 untersucht. Die hochste Zelltod-Rate lag konstant im
Konzentrationsbereich von 60 bis 120 pg/ml Diclofenac. Niedrigere wie auch hohere
Konzentrationen hatten eine Abnahme der Apoptose zur Folge. Die beobachtete Abnahme der
Apoptose in SCC-Zelllinien bei héheren Diclofenac-Konzentrationen kdnnte darin begriindet
liegen, dass Diclofenac als antiproliferative Substanz eine Reduktion des Zellindex bedingt und
bei hoheren Konzentrationen von Diclofenac eine Uberlagerung des antiproliferativen und
proapoptotischen Effektes eintritt, so dass die absolut gemessene DNA-Fragmentierung als Mal}

flr die Apoptose zugunsten des zunehmenden antiproliferativen Effektes abnimmt.

Eine weitere mogliche Erklarung kénnte in der Zunahme der NF-xB-Aktivitat unter héheren
NSAID-Konzentrationen begriindet liegen. So wurde in Mesangiumzellen der Ratte die NF-kB-
Aktivitdt bei verschiedenen Celecoxib-Konzentrationen ermittelt. Bei niedrigen Celecoxib-
Konzentrationen kam es zur erwarteten Abnahme der nukledren NF-kB-Aktivitat im Sinne einer
proapoptotischen Regulataion, jedoch zeigte sich bei Hochdosis-Celecoxib-Behandlung eine
Zunahme der NF-kB-Aktivitdt berichtet (Niederberger et al., 2001). In dieser Arbeit wurde die
NF-kB-Aktivitdt nach Diclofenac-Behandlung nicht abgebildet, da in den Experimenten die
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Abnahme der nukledren Aktivitat von NF-«B (p65, pS0 und c-Rel) unter Diclofenac-Behandlung

nicht konsistent nachweisbar war.

4.1.3. LIMITATIONEN IN DER MESSUNG DER APOPTOSE IM IN VITRO MODELL

Vergleich der Wirkstoffkonzentrationen von Diclofenac in vivo und in vitro

Diclofenac wurde in der vorliegenden Arbeit entsprechend des in der Konzentrations-Reihe
ermittelten Apoptose-Maximums in einer Dosis von 60 pg/ml (= 200 uM) bis 90 pg/ml (= 300
HM) eingesetzt. In anderen experimentellen Arbeiten zur Apoptose-Untersuchung von
Diclofenac werden Konzentrationen von 100 pM gewahlt. Diclofenac inhibiert die humane
COX-1 und -2 mit ICsp-Werte von 0,9-2,7 bzw. 1,5-20 uM (Barnett et al., 1994;Johnson et al.,
1995).

Bei Patienten, die mindestens zweimal wdchentlich ein NSAID Uber finf Jahre einnahmen,
wurde eine insgesamt 5x niedrigere Inzidenz an kutanen SCCs beobachtet (Butler et al.,
2005;Grau et al., 2006). Die erreichte Wirkstoff-Konzentration ist in diesem Fall jedoch sehr viel
niedriger als im Zellkultursystem. Entsprechend den Angaben der Federal Drug Administration
(FDA) liegt die systemische Diclofenac-Konzentration nach peroraler Einnahme von 3 x 50 mg
Diclofenac (Voltaren)-Tabletten pro Tag (150 mg/Tag) jedoch nur bei 2270 ng/ml [Federal Drug
Administration/FDA:  Voltaren (diclofenac ~ sodium)  gel  for  topical use.
http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/archives/ fdaDruglnfo.cfm?archiveid=6727 (01/2008)].
Nach peroraler Einnahme von Diclofenac wird eine Konzentration erreicht, die im unteren
Bereich der ICsy fiir die humane COX-2 liegt und etwa 1/10 bis 1/30 von der gewahlten

Konzentration in der Zellkultur betragt.

Apoptoseinduktion durch Diclofenac in Abhangigkeit von externen Einflussen in der Zellkultur

Die induzierte Apoptose nach Diclofenac-Behandlung in SCC-Zelllinien unterlag einer gewissen
Variabilitdt. So schien die Apoptose-Sensitivitdt mit steigender Passage-Zahl und
Kultivierungszeit zuzunehmen. Die Zellkultur versteht sich als ein Modell, um die in vivo
Situation besser zu verstehen, und unterliegt verschiedenen externen Einflissen u.a. der
Passagezahl: In zahlreichen Arbeiten wie beispielsweise in humanen Fibroblasten (Mammone et

al., 2006), Stammzellen (Crisostomo et al., 2006) und der oralen Plattenepithelkarzinomzelllinie
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SCC-9 (Haghiac and Walle, 2005) konnte der Zusammenhang zwischen der Passagezahl und
einer Zunahme der Apoptoseparameter hergestellt werden.

4.2. DAS TUMORIGENE POTENTIAL VON PGE, uND COX-2 INSCC

Immer mehr Daten sprechen dafur, dass die erworbene Eigenschaft von Zellen, eine
Apoptoseresistenz aufzuweisen, ein Hauptmerkmal von Krebszellen ist und die proapoptotischen
Eigenschaften von NSAIDs in verschiedenen Tumorentitdten auf die Inhibition von COX-2
zurlickzufuhren sind (Elwood et al., 2009). Hohe Proteinspiegel von COX-2 wurden fur die AK
berichtet und kénnen in der Progression von der AK zum SCC weiter zunehmen (An et al.,
2002;Rodust et al., 2009). Fir das penile SCC wurde im Vergleich zu normaler Haut eine
erhdhte Expression der Prostaglandin E-Synthase-1 festgestellt (Golijanin et al., 2004).
Aufgrund der verstarkten Expression der entscheidenden Enzyme in der PGE,-Synthese sind fur
die Gruppe der NMSC erhohte PGE,-Werte zu erwarten. So wurden 1,9-fach erhéhte PGE,-
Spiegel 7 SCCs im Vergleich zu normaler Haut gefunden (Vanderveen et al., 1986). COX-2 und
PGE,-Spiegel waren weiterhin in entzlindeter sowie UV-exponierter Haut erhdht (Wiswedel et
al., 2007;Paz et al., 2008), was einen ersten Schritt in der UV-induzierten Karzinogenese

darstellen mag.

Die basale COX-2-Expression war in den vier SCC-Zelllinien nur schwach detektierbar. Eine
Expression von COX-2 wurde in AK, SCC und BCC beschrieben (Higashi et al., 2000). In einer
histologischen Arbeit war eine COX-2 Expression in 11 der 15 kutanen Plattenepithelkarzinome
nachweisbar (Stratton and Alberts, 2002).

Ubereinstimmend mit den vorangenannten Arbeiten zeigten einige SCC-Zelllinien erhéhte
PGE,-Werte auf, wobei die sensitiveren Zelllinnien (SCC-12, SCC-13) weitaus hohere basale
PGE,-Werte im Vergleich zur nicht-malignen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT aufwiesen.
Intermedidre Werte zeigte die Zelllinie SCL-II. Die niedrigsten PGE,—Werte wurden fir die
Apoptose-resistente  Zelllinie SCL-1 festgestellt, was hinweisend sein konnte, fir eine
Korrelation zwischen basalen PGE, —Spiegeln und dem Ansprechen der SCC-Zelllinien auf

Diclofenac.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit erstmalig fur eine kutane Tumorzelllinie eine Reduktion der
PGE,—Werte nach NSAID-Behandlung nachgewiesen. Verschiedene weitere Arbeiten konnten

unter Diclofenac-Behandlung eine reduzierte Prostaglandin-Synthese zeigen, jedoch wurde dies
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ausschliel3lich fur nicht-transformierte, normale Keratinozyten und UV-bestrahlte Haut jedoch
bislang nicht fur eine kutane Tumorentitat gezeigt (Lee et al., 2003b;Kim et al., 2006;Wiswedel
et al.,, 2007). Exogene Supplementierung von PGE, reduzierte die Diclofenac-induzierte
Apoptose deutlich, was die Bedeutung von PGE; in der Apoptoseinduktion unterstreicht.
Bespiele flr die Apoptose-blockierende Wirkung von PGE; wurden in Experimenten mit
Zelllinien des hepatozelluldren und Kolon-Karzinoms beschrieben, in denen vergleichbar mit
unseren Ergebnissen externe PGE,-Substitution die NSAID-induzierte Apoptose aufhob (Kern et
al., 2006). Demgegeniber konnte in anderen Zellkulturmodellen, wie anhand embryonaler
Fibroblasten vom Huhn und Melanom-Zelllinien, PGE,-Supplementierung nicht den NSAID-
mediierten antineoplastischen Effekt blockieren (Lu et al., 1995;Vogt et al., 2001).

Die Tatsache, dass trotz COX-2-Induktion in SCC-13 Zellen nach Diclofenac-Behandlung die
PGE,-Spiegel signifikant gesenkt werden, kénnte darin begriindet sein, dass es sich bei dem
induzierten COX-2 Protein um eine funktionell inaktive Isoform handelt. In Hihner-Embryo-
Fibroblasten wurde unter NSAID-Behandlung die Induktion einer inaktiven Isoform des COX-2-
Proteins beschrieben (Lu et al., 1995). Als weitere Ursache fiir die gesenkten PGE,-Werte unter
COX-Induktion ist eine konstitutiv wirksame, effektive Inhibition der COX, einschlieRlich der
induzierten COX-2, denkbar. Somit wiirde das neu synthetisierte COX-2-Protein einer Inhibition
durch Diclofenac unterliegen und funktionell inaktiv bleiben, sodass die PGE, — Syntheserate
nicht gesteigert werden kann. Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass trotz der Zunahme
der COX-2-Expression eine Reduktion der COX-2-Aktivitat unter Diclofenac-Behandlung
vorliegt; besonders unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass die PGE,-Spiegel in den SCC-
Zelllinien deutlich abnehmen, und die Synthese von PGE; von der Enzym-Aktivitat der COX-2
abhangt.

Auch in anderen Arbeiten konnte mit verschiedenen NSAIDs eine Hochregulation der COX-2-
Expression nachgewiesen werden bei insgesamt verminderter COX-2-Aktivitat (Elder et al.,
2000;Meade et al., 1999;Paik et al., 2000). In einer &lteren Arbeit an embryonalen Huhner-
Fibroblasten présentierte sich eine Induktion von COX-2 nach Behandlung mit elf verschiedenen
NSAIDs. Die induzierte COX-2 mRNA wurde als eine nur partiell gesplicete Variante
identifiziert und entsprach somit nicht-funktioneller mRNA (Lu et al., 1995). In einer aktuellen
Arbeit wurde in vivo ein gegenteiliger Effekt der Diclofenac/HA-Behandlung auf die COX-2-
Expression in AK-Herden beobachtet. Die verstarkte Expression von COX-2 im Vergleich zu
gesunden Gewebe nahm in AK-Herden nach 3-monatiger Diclofenac/HA-Behandlung in

Gewebeproben von 19 untersuchten Patienten ab (Maltusch et al., 2011).
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Die beobachtete Korrelation zwischen basalen PGE,-Wert und Apoptose-Sensitivitat der
jeweiligen SCC-Zelllinie, sowie die Reduktion der Diclofenac-induzierten Apoptose durch
exogene Supplementierung von PGE,, impliziert einen COX-2 abhangigen Mechanismus von
Diclofenac. Andererseits weist die bei unterschiedlich hohen Diclofenac-Konzentrationen gleich
effektive Senkung der PGE,-Spiegel bei widerum verschieden starker Apoptose-Induktion auf
wahrscheinlich zusatzlich bestehende andere COX-2/PGE,-unabhangige Wirkmechanismen hin.

4.3. GEGENREGULATIONEN: ERK & COX-2

In den SCC-Zelllinien SCL-II, SCC-12 und SCC-13 zeigte sich eine deutliche Hochregulation
von p-ERK bei unverédndertem Gesamt-ERK (phospho- und de-phospho-ERK). Die Aktivierung
von ERK kann eine partielle Blockierung des proapoptotischen Effektes von Diclofenac zur
Folge haben. Die Behandlung der SCC-Zelllinien (SCC-12, SCC-13) in der Kombination von
Diclofenac und dem MEK1-/MEK2-Inhibitor (U0126) resultierte in einen synergistischen Effekt
auf die Proliferation. Diese Ergebnisse unterstreichen die funktionelle Bedeutung der ERK-
Hochregulation im Sinne einer proliferationsférdernden und somit tumorigenen Gegenregulation

in der Diclofenac-Behandlung. Weiterhin wurde eine COX-2-Hochregulation nachgewiesen.

Den am héufigsten beschriebenen Induktor der COX-2-Proteinexpression stellt die Mitogen-
activated protein kinase (MAPK) bzw. als Teil der Signalkaskade ERK dar (Lewis et al.,
1998;Sun and Sinicrope, 2005). Es ist somit denkbar, dass auch im Zellkulturmodell des kutanen
SCC die verstarkte COX-2-Expression in SCC-13 Zellen unter Diclofenac-Behandlung auf einer
pERK-Hochregulation beruht. Es wurden jedoch auch verschiedene ERK-unabhdngige COX-2
Induktionen nach NSAID-Behandlung beschrieben. Im Tiermodell wurde die induzierte COX-2-
Genexpression im Darm auf eine Steigerung der iNOS-Aktivitdt im Rahmen der COX-I-
Inhibition unter NSAID-Behandlung zuriickgefuihrt. Unter physiologischen Bedingungen soll
nach Meinung der Autoren die INOS-Aktivitat durch PGE, inhibiert sein (Takeuchi et al.,
2010;Tanaka et al., 2002). Weitere Moglichkeiten der ERK-unabhangigen COX-2-Regulation
sind transkriptionelle und post- transkriptionelle Modulationen der COX-Expression durch
NSAIDs und Prostaglandine (Wu et al., 1991) sowie die Assoziation von NSAIDs mit PPARs,
welche als Mitglieder der Steroid-Hormon-Rezeptor-Superfamilie, an die Promoter-Region von
COX-2 binden, und konsekutiv die COX-2-Expression induzieren konnen (Meade et al. 1999).
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Erhohte  COX-2-Aktivitdt und PGE,-Spiegel stellen positive  Regulatoren  der
Tumorzellproliferation dar, was hauptsachlich Uber den MAPK-Signalweg vermittelt wird
(Wang and DuBois, 2006), sodass es klassischerweise unter COX-2-Inhibition zu einer
Herabregulation von PGE; und p-ERK kommt (Rice et al., 2001;Pan et al., 2008). Beschrieben
wurde jedoch auch Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit eine Aktivierung von
ERKP*#2 unter NSAID-Behandlung (Elder et al., 2002;Kim et al., 2001;Yip-Schneider and
Schmidt, 2003;Elder et al., 2002). Die MAPK-Signalkaskade mediiert meist als Survival-
Pathway antiapoptotische Regulationen, wie auch in dieser Arbeit durch Einsatz von MAPK-
Inhibitoren eine Hemmung der Zellproliferation gezeigt wurde, und somit von einem
proliferations-stimulierenden Effekt von pERK auf die SCC-Zellen auszugehen ist. In
Chondrozyten und Kolon-Karzinom-Zellen fiihrte die unter NSAID-Behandlung aufgetretene
ERK-Aktivierung zur Verringerung der Apoptose und gegen MAPKS gerichtete Antisense
Ansdtze konnten die Apoptose potenzieren.(Yoon et al., 2003), (Sun and Sinicrope, 2005). Die
Bedeutung einer ERK-Hochregulation kann sich jedoch abhangig davon, welche
Transkriptionsfaktoren (NF-xB, CREB, Ets-1, AP-1 und c-Myc) in dem Zellsystem aktiviert
werden, sowohl pro- als auch antiapoptotisch auswirken (Chang et al., 2003). In HT29 Kolon-
Karzinom-Zellen wurde die NSAID-induzierte Apoptose durch ERK-Hochregulation vermittelt,
und die Blockierung der ERK-Aktivierung schitzte die Zellen vor den antineoplastischen
Effekten des hier selektiven NSAIDs NS-398. Dieser proapoptotische Effekt von p-ERK wurde
trotz einer auch hier vorhandenen p-ERK mediierten COX-2-Induktion beobachtet (Elder et al.,
2002).

Es ist somit denkbar, dass auch im Zellkulturmodell des kutanen SCC die pERK-Hochregulation
den zentralen Induktor einer erhthten COX-2-Expression unter Diclofenac-Behandlung darstellt.
Eine gegen ERK gerichtete Inhibition sowie antisense Technologien konnten die COX-2

Induktion abschwéchen und somit eine Sensitivierung gegendber Diclofenac erreichen.

4.4, DIE BEDEUTUNG DES EXTRINSISCHEN SIGNALWEGES

Der Todesliganden-mediierte/extrinsische Apoptose-Signalweg ist von allgemeiner Bedeutung
fir eine gegen transformierte Zellen gerichtete Antwort des Immunsystems durch zytotoxische
T-Lymphozyten und NK-Zellen (Russell and Ley, 2002;Dauer et al., 2005). Die entscheidende
tumorpraventive Bedeutung der ,,Immunosurveillance® wird deutlich anhand der 65-250-fach

hoheren Erkrankungswahrscheinlichkeit an AK und invasivem SCC bei immunkomprimitierten



4. DISKUSSION 64

Patienten im Vergleich zur normalen Bevolkerung (Ulrich et al., 2006). Vor diesem Hintergrund
erscheint eine Sensitivierung gegentiber dem extrinsischen Signalweg in Hauttumorzellen und

eine effektivere Apoptoseinduktion durch infiltrierende Lymphozyten von besonderem Interesse.

Todesliganden erfilllen weiterhin eine entscheidende Aufgabe in der Kontrolle der
Gewebshomg@ostase von normalen Keratinozyten. So wurde das CD95-Kontroll-System wird
durch UV-Bestrahlung aktiviert. Sowohl CD95 als auch CD95L werden nach UV-Exposition in
der Haut induziert (Filipowicz et al.,, 2002;Leverkus et al., 1997). Gld-M&use, denen
funktionelles CD95L fehlt, wiesen eine erhohte Inzidenz an SCCs sowie hohere p53-
Mutationsraten auf (Hill et al., 1999). Eine verminderte Todesliganden-Sensitivitat ist wiederum
typisch fir das SCC und die AK.

In dieser Arbeit wiesen primdre Keratinozyten (PK) gegenutber der Behandlung mit Vertretern
der TNF-Superfamilie (TRAIL, CH-11 und TNF-a) eine weitgehende Resistenz auf. Nach CH-
11 und TNF-a-Behandlung wiesen die Keratinozyten auch bei hoheren Konzentrationen eine
vollstdndige Resistenz auf, wahrend nach TRAIL-Gabe eine moderate Apoptose induziert
werden konnte. Durch Diclofenac-Behandlung wurde die Resistenz gegenutiber Todesliganden
durchbrochen. Die beobachtete Sensitivierung zeigte sich insbesondere auch in entarteten
Keratinozyten/SCC-Zelllinien. Die Zelllinie SCL-1I wies im Vergleich zu priméren
Keratinozyten ein ca. funffach stdrkeres Ansprechen gegenlber der Kostimulation mit CH-11
und Diclofenac/HA auf. Eine vierfach hohere Sensitivitat wurde flr entartete Keratinozyten im
Vergleich zu normalen Keratinozyten gegeniiber TRAIL bereits beschrieben (Leverkus et al.,
2000). Die beobachteten synergistischen Effekte auf die Apoptose nach Kostimulation mit
Todesliganden und Diclofenac korrelierten mit der verstarkten Caspasen-Aktivierung des
extrinsischen Signalweges (Caspase-8,-10), des intrinsischen Signalweges (Caspase-9), der
Effektor-Caspasen (Caspase-3, -7) und des proapoptotischen Proteins. Als mdgliche Ursache fir
die Sensitivierung gegenuber Todesliganden durch Diclofenac wurden drei mdgliche

Regulationspunkte in ndheren Betracht gezogen und auf ihre Relevanz tberpruft:

(1) Bildung von Lipid-Rafts/Cluster aus Todesrezeptoren (Clusterin)
(2) Veranderung der Todesrezeptor-Expression

(3) Veranderung der cFLIP-Expression

4.4.1. CLUSTERING
Es wurden fur die Gruppe der NSAIDs COX-2-unabhangige Wirkmechanismen wie die
Verstarkung des Clustering bzw. der Raft-Bildung beschrieben. Es wurden daher in dieser Arbeit
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flouroszenzmikroskopische Farbungen der Todesrezeptoren (DR4, DR5 und CD95) nach
Stimulation mit den entsprechenden Todesliganden und Diclofenac durchgefiihrt. In einem
weiteren Experiment wurde mit dem gleichen Stimulations-Regime die saure Sphingomyelinase-
Aktivitat bestimmt. Im Falle eines Vorliegens von Clustering wird der Anstieg des Ceramid-
Gehaltes durch die Aktivierung der sauren Sphingomyelinase bewirkt. Dieses Enzym katalysiert
die Spaltung von Sphingomyelin zu Phosphocholin und Ceramid. In den Ceramid-reichen
Doménen kann erleichtert Rafting/Clustering stattfinden. Die flouroszenzmikroskopische
Untersuchung sowie die Aktivitatsmesssung der sauren Sphingomyelinase als Indiz flr eine
mdogliche Ceramid-Freisetzung ergaben keine Hinweise fiir das Vorliegen von Raft-Bildungen.
Verschiedene Arbeiten haben das Vorliegen von Clustering in kutanen Zelllinien gezeigt. Es
sollte jedoch berticksichtigt werden, dass die Existenz von Clustering nach wie vor kontrovers
beurteilt wird (Munro, 2003).

Aktivierung der
Sauren
Sphingomyelinase

COX-2-Inhibtion AICHICORSAUIE

Akkumulation

Abb.4 1: Postulierter Wirkmechanismus von COX-Inhibitoren auf die Formierung von Clustern [nach:
(Martin et al., 2005)].

In einer Melanomzelllinie induzierte UV-Licht Uber einen Fas-Liganden-unabhangigen
Signalweg die Aggregation von Fas-Rezeptoren. Jedoch ist der Mechanismus der UV-
induzierten Fas-Rezeptor Aggregation nicht bekannt (Elyassaki and Wu, 2006). Im
Zusammenhang mit UVA-Bestrahlung und ROS-Bildung konnte Todesrezeptor-Clustering in
HaCaT-Zellen identifiziert werden. Die Ergebnisse lieBen sich nur in subkonfluenten Kulturen
zeigen, singuldre, nicht adharente Zellen liellen hingegen keine Raft-Bildung erkennen (Grether-
Beck et al., 2008). Es besteht die Mdglichkeit, dass die SCC-Zellen analog zu den Ergebnissen
von Grether-Beck et al. in subkonfluenten Kulturen ebenfalls unter Diclofenac-Behandlung
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Clustering gezeigt hatten. Wir haben jedoch in unseren Experimenten entsprechend dem
Protokoll singuldre Zellen eingesetzt und hierbei gegeniliber den Kontrollen keine Zunahme an

Rafts auf der Zelloberflache finden kdénnen.

In einer weiteren Arbeit konnte durch den Einsatz von NSAIDs durch Akkumulation der
Prostaglandin-Vorstufe Arachidonsdure eine Stimulation der Ceramid-Produktion nachgewiesen
werden. Ceramid hat die Eigenschaft, sich in Membranen einzulagern und Uber eine Raft-
Bildung die Initiierung des extrinsischen Signalweges zu bewirken (Chan et al., 1998). In Kolon-
Karzinom Zelllinien wurde durch COX-2-Inhibition ein DR5-Rezeptor-Clustering in
Cholesterol- und Ceramid-reichen Doménen/Caveolae beobachtet. Dieser Prozess wurde von
den Autoren auf eine Akkumulation der Arachidonséure und konsekutiver Aktivierung der
sauren Sphingomyelinase mit Freisetzung und Einlagerung von Ceramid in die Zellmembran
zurlickgefuhrt (Martin et al., 2005).

4.4.2. TODESREZEPTOREN

Als weitere Hypothese fir die Todesliganden-Sensitivierung unter Diclofenac-Behandlung
wurde Uberprift, ob eine Zunahme der Todesrezeptor-Expression vorliegen konne. Es wurden
FACS-Analysen fir CD95, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 durchgefuhrt. Es lag eine signifikante
basale Expression der Todesrezeptoren in den vier unbehandelten SCC-Zelllinien sowie in den
Keratinozyten vor. Die vorhandene CD95/Fas-Expression in Keratinozyten-Kulturen ist als
uberraschend zu werten, da in einer Arbeit eine fehlende Fas/CD95-Expression in der Epidermis
von UV-geschitzter Haut berichtet wurde (Bachmann et al., 2001). Die Ursache flr die
Diskrepanz konnte darin liegen, dass die priméren Keratinozyten (PK) in der Kultivierung ihre
Eigenschaften und Expressions-Muster &ndern, wohingegen in der zitierten Arbeit ohne

Kultivierung aus den Préparaten direkt Farbungen und Western-Blots durchgefthrt wurden.

Die FACS-Analysen wurden unter der Annahme der Induktion der Todesrezeptor-Expression
durchgefuhrt. Es konnten jedoch keine signifikanten Verschiebungen der Todesrezeptor-
Expression auf der Zelloberflaiche von PKs und SCC-Zellen festgestellt werden. Induzierte
Expression von TRAIL-R2/DR5 wurde nach NSAID-Behandlung berichtet, insbesondere nach
Celecoxib-Behandlung (Liu et al., 2006;Nakamoto et al., 2006;Yamanaka et al., 2006;He et al.,
2008). Ferner wurde eine geringe Hochregulation der Oberflachenexpression von CD95, TNF-
R1, DR4 und DR5 in hepatozellularen Karzinomzelllinien nach COX-2-Inhibition durch
Celecoxib berichtet (Kern et al., 2006). DR5-Hochregulation scheint ein haufiger Mechanismus

in NSAID-mediierter Apoptose darzustellen, wohingegen die anderen Todesrezeptoren in einem
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Zell- und Tumorentitatsspezifischen Kontext reguliert sein konnen. In den SCC-Zelllinien
erschien die Regulation der Todesrezeptor-Expression als nicht signifikant und nicht ursachlich

flr die Sensitivierung gegentiber Todesliganden.

4.4 3.CFLIP

Die proapoptotische Aktivitat der Todes-Rezeptoren wird von dem kompetitiven Caspase-8/-10
Inhibitor c-FLIP entscheidend negativ reguliert. Die beiden Isoformen FLIPs und FLIP_ kdnnen
die Initiator-Caspasen des extrinsischen Signalweges von der Bindung an den DISC und deren
Aktivierung verhindern. Alle vier SCC-Zelllinien sowie die nicht-transformierte Keratinozyten-
Zelllinie HaCaT wiesen signifikante basale Expressionsspiegel von FLIP_ und FLIPs auf. Nach
24-stiindiger Behandlung mit Diclofenac/HA zeigten die c-FLIP-Isoformen eine starke
Herabregulation in den Apoptose-sensitiven Zelllinien SCL-II, SCC-12, SCC-13 und in HaCaT.
In deutlichem Unterschied dazu konnte keine Veranderungen der c-FLIP-Expression in der

resistenten Zelllinie SCL-1 festgestellt werden.

Die funktionelle Bedeutung von c-FLIP fur die Verstarkung der Todesliganden-induzierten
Apoptose durch Diclofenac/HA wurde durch Uberexpression und Einsatz von siRNA
weitergehend in unserer Arbeitsgruppe untersucht. Hierbei konnte die Uberexpression von c-
FLIP die Todesliganden-mediierte Apoptose unterdriicken und siRNA &hnlich wie

Diclofenac/HA die Apoptose verstarken (Fecker et al., 2010).

In einer weiteren Arbeit, die die Bedeutung der c-FLIP Expression in der Haut unterstreicht,
wird der erhohte basale cFLIP-Spiegel als Ursache fir eine reduzierte TRAIL-Sensitivitét in
normalen Keratinozyten betrachtet (Leverkus et al., 2000). Eine starke Expression von cFLIP ist
fur SCCs humaner Haut berichtet worden und eine etwas schwéchere Expression fir die AK. Die
ausgepragte basale Expression von cFLIP wurde als potentieller Ausléser fur eine verhinderte
Elimination atypischer Keratinozyten und eine maligne Transformation angefiihrt (Bachmann et
al., 2001).

Die Herabregulation von c-FLIP wurde in Zelllinien des hepatozelluldren Karzinoms und
Lungen-Krebs nach Celecoxib-Behandlung beschrieben (Chen et al., 2007;Kern et al., 2006).
Durch FLIP_-Uberexpression konnte dhnlich wie in unseren Ergebnissen der synergistische
Effekt nach kombinierter NSAID- und Todesliganden-Gabe unterbunden werden (Sheng et al.,
1998). Die schnelle und effiziente Herabregulation von antiapoptotischen Faktoren wie Survivin
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und c-FLIP konnte durch verstarkten Abbau tber die Proteasomen erklart werden (Liu et al.,
2006;Kern et al., 2006;Gaiser et al., 2008).

4.5. DIE BEDEUTUNG DES INTRINSISCHEN SIGNALWEGES

Die Bcl-2-Familie, welche 17 or mehr Proteine bei Sdugern umfasst (Adams and Cory, 2007),
und integriert diverse zellulare Signale einschlieflich p53, um als als Schalter zwischen dem
Uberleben einer Zelle und dem Zelltod zu fungieren. Die Mehrzahl der Chemotherapeutika
induzieren Apoptose Uber den intrinsischen Apoptose-Signalweg, sodass Blockierungen bzw.
Mutationen im mitochondrialen Signalweg haufig mit Chemotherapie-Resistenz und
Tumorigenese assoziiert sind und deren Kenntnis und Uberwindung wichtige Grundpfeiler einer

zielgerichteten Therapie darstellen (Fulda and Debatin, 2006).

In NSAID-induzierter Apoptose wurde die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien
als ein frihes Ereignis identifiziert (Kern et al., 2006). Eine Freisetzung von Cytochrom c
innerhalb der ersten 60 min nach Behandlungsbeginn liel? sich auch in dieser Arbeit verifizieren.
Zytosolisches Cytochrom c¢ bindet im Rahmen der Apoptosom-Bildung u.a. an Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1). Die Konformationsanderung von Apaf-1 ermdglicht durch
Freilegung der Proteinbindedoméane CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméne) die Rekrutierung
der Procaspase-9 und somit die Initiierung des intrinsischen Signalweges. Die Bedeutung des
mitochondrialen Signalweges wird durch Apaf-1-defiziente Zellen unterstrichen, die eine

Resistenz gegenlber ASS-induzierter Apoptose aufweisen (Jana, 2008).

Eine Induktion des mitochondrialen Apoptose-Signalweges ist fur Diclofenac in tubuldren
Nierenzellen berichtet worden (Ng et al., 2008). In anderen Tumorentitdten I6sten NSAIDs
ebenfalls Apoptose Uber den mitochondrialen-Signalweg aus, wie beispielsweise in
Promyelozyten-Leukdmie- (Inoue et al., 2004) und hepatozellularen Karzinom-Zelllinien
(Gomez-Lechon et al., 2003;Fakurazi et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde eine starke
Cytochrom c-Freisetzung in sensitiven SCC-Zellen nach Diclofenac-Behandlung beobachtet.
Weiterhin wurde eine Translokation von Bax sowie Caspase 9- und tBid-Spaltprodukte

nachgewiesen5

Nach dem gegenwaértigen Modell der gegenseitigen Regulation der Bcl-2-Proteine wird das
proapoptotische Multidoméne-Bcl-2-Protein Bax als entscheidend fiir die Formierung der

mitochondrialen Poren angesehen (Chipuk et al., 2010). Cytochrom c-Freisetzung und Bax-
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Translokation konnten durch PGE,-Substitution reduziert werden. Von besonderem Interesse
erscheint die Zeitkinetik, wonach der mitochondriale Signalweg bereits nach 1 h komplett
aktiviert ist. Dieser wird entscheidend kontrolliert durch pro- und antiapoptotische Bcl-2
Proteine. Die Expression der Bcl-2-Proteine ist mit verschiedenen ,,Survival“-Signalwegen
verknlpft und mag eventuell auch von der COX-2 Aktivitat abh&ngen. Daher beobachteten wir
eine dramatische Herabregulation des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 nach Behandlung mit
Diclofenac/HA in Apoptose-sensitiven Zellen, wohingegen die Expression des proapoptotischen

Proteins Bad zunahm.

4.5.1. DIE REGULATION ANTIAPOPTOTISCHER PROTEINE DER BCL-2-FAMILIE

Eine Herabregulation von Mcl-1 konnte in den drei sensitiven SCC-Zelllinien festgestellt
werden. Mehanistisch entfaltet Mcl-1 seine antiapoptotische Wirkung durch Komplex-Bildung
mit Bak und verhindert eine Bak-Oligomerisierung und Cytochrom c-Freisetzung (Gillissen et
al., 2010). Der Angriffspunkt von Mcl-1 ist somit das Multidoméne proapoptotische Bcl-2
Protein Bak, welches in allen untersuchten SCC-Zelllinien nachweisbar war. Die Funktion von
Mcl-1 kann durch selektive Interaktion mit den BH3-only Proteinen Bim, tBid, Bik, Puma und
Noxa aufgehoben werden (Akgul, 2009). Puma und Noxa wiesen unter Diclofenac-Behandlung
eine Herabregulation auf und kénnen somit Mcl-1 nicht mehr antagonisieren. Das Spalprodukt
tBid konnte in den behandelteten SCC-Zelllinien nachgewiesen werden, jedoch ist in einigen
Zellsystemen eine Spaltung von tBid erst unterhalb der Mitochondrien durch Effektor-Caspasen
gezeigt worden (Shelton et al., 2009). Da Puma und Noxa herabreguliert sind und tBid unter
Umsténden erst als Todessubstrat aktiviert werden konnte, scheint eine Mcl-1 Herabregulation
ein wichtiger Baustein in der Initiierung des intrinsischen Signalweges und der Bak-Aktivierung

darstellen zu konnen.

Es wurde fir die Zelllinie SCC-12 in einer Zeitkinetik eine schnelle Herabregulation von Mcl-1
durch Diclofenac/HA (innerhalo von 30 Min) nachgewiesen. Diese schnelle Regulation
korreliert mit der kurzen Halbwertszeit des Proteins, die zwischen 30 — 40 Min variiert (Akgul,
2009;Cuconati et al., 2003) und von der De-Novo Syntheserate und dem protesomalem Abbau
abhéngt. Zwei PEST- Motive, die im N-terminalen Teil des Proteins Mcl-1 lokalisiert sind,
sollen fur die rasche Regulation verantwortlich sein. Die Mcl-1-Expression wird durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine auf der Transkriptionsebene (ber die Signalwege ERK/SRF,
PIBK/AKT und JAK/STAT reguliert (Iglesias-Serret et al., 2003; Michels et al., 2005). Ein
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posttranslationaler Mechanismus, der zur Mcl-1 Regulation beitrégt, beinhaltet Akt und die
Kinase GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3). In der Abwesenheit von aktivem Akt, bspw.
bedingt durch erniedrigte PGE,-Spiegel, wird das Akt-Zielprotein GSK-3 dephosphoryliert, in
der weiteren Kaskade kommt es zur Phosphorylierung von Mcl-1 und dessen Ubiquitinierung
und proteosomalem Abbau (Maurer et al., 2006). Aktives ERK kann Mcl-1 wiederum an einer
anderen Lokalisation, im PEST-Motif, Mcl-1 phosphorylieren und konnte hierdurch zu einer
Verlangerung der Halbwertszeit in Burkitt Lymphom Zellen beitragen (Domina et al., 2004). In
der Haut ist die Herabregulation von Mocl-1 insbesondere zur Apoptose-Induktion und
Cytochrom c-Freisetzung in Keratinozyten nach UV-Bestrahlung essentiell (Nijhawan et al.,
2003;Sitailo et al., 2006). Die Hepatozyten von COX-2-liberexprimierenden transgenen Mé&usen
wiesen infolge der fehlenden Mcl-1 und Fas-Regulation unter COX-2 Uberexpression eine

Blockade gegeniber der UV-induzierten Apoptose-Induktion auf (Casado et al., 2007).

Bcl-2 wies in den SCC-Zelllinien eine schwache basale Expression auf. Die schwache
Expression von Bcl-2 in Plattenepithelkarzinomen ist in immunhistochemischen Farbungen aus
Haut-Biopsaten bereits beschrieben worden (Cerroni and Kerl, 1994;Delehedde et al., 1999) und
konnte hinweisend sein auf den Ursprung der Zellen aus suprabasalen Keratinozyten, die
typischerweise eine geringere Bcl-2-Expression aufweisen (Puizina-lvic et al., 2008). Eine
Regulation der Bcl-2-Expression konnte in unseren Experimenten nicht beobachtet werden. In
anderen Arbeiten ist nach NS-398- Behandlung, einem selektivem COX-2 Inhibitor, in humanen
Prostata-Karzinom-Zelllinien eine Herabregulation von Bcl-2 beobachtet worden (Liu et al.,
1998). In der humanen kolorektalen Krebszelllinie HCA-7 konnte PGE, die NSAID-induzierte
Apoptose inhibieren und gleichzeitig die Bcl-2-Expression erhéhen (Kern et al., 2006). Zur
tatsachlichen Bedeutung einer erhdhten Bcl-2-Expression sind in der Literatur divergierende
Ergebnisse berichtet worden: Transgene Mause mit einer Bcl-2-Uberexpression entwickelten
doppelt so viele Papillome nach TPA-Behandlung wie der Wildtyp (Rodriguez-Villanueva et al.,
1998). In Jurkat- und BJAB-Zellen konnte eine Bcl-2-Uberexpression zwar eine durch
Bestrahlung induzierte Apoptose vermindern jedoch nicht die durch Celecoxib induzierte
Apoptose negativ beeinflussen (Jendrossek et al., 2003;Rudner et al., 2011).

Ein zusatzlicher neuer Effekt von NSAIDs auf die Bcl-2-Protein-Familie wird hier in Form der
Herunterregulation des antiapoptotischen Proteins Bcl-w in allen vier untersuchten Zelllinien
beschrieben. Bcl-w ist Teil der Pro-Survival Subfamilie und unterdriickt die Bax- und Bak-
Oligomerisierung (Yan et al., 2000). Bcl-w hat seit der Erstbeschreibung 1996 im Vergleich zu

anderen Bcl-2-Proteinen wenig Aufmerksamkeit erhalten (Gibson et al., 1996).
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Am besten ist der Einfluss von Bcl-w bislang in gastrointestinalen Tumoren beschrieben. Eine
verstarkte Bcl-w-Expression konnte fur das gastrale Adenokarzinom und das Kolon-Karzinom
gefunden werden (Wilson et al., 2000;Lee et al., 2003a). Bcl-w kann neben der Apoptose auch
auf die Angiogenese und das Metastasierungsverhalten Einfluss nehmen. In einer
Untersuchungsreihe von 50 Adenokarzinomen des Magens konnte in etwa der Hélfte der Falle
eine Bcl-w-Expression nachgewiesen werden. Bcl-w exprimierende Tumore wiesen eine erhohte
Invasivitat und schlechtere Prognose auf. Eine protektive Eigenschaft gegenuber Todesstimuli
konnte fiir Bel-w in gastralen Tumorzelllinien nach Uberexpression des Proteins gezeigt werden.
Diesen Effekt fuhrten die Autoren auf eine Blockierung des MAPK-JNK-Signalweges zurlck.
JNK' (c-Jun NH2-terminale Kinase) ist ein proapoptotisch wirkendes Protein der MAPK-
Signalkaskade, sodass dessen Blockierung zu einer Abschwachung der Apoptose fuhrt (Lee et
al., 2003a). In Zellkulturen des Adenokarzinoms des Magens aktivierte Bcl-w den PI3K/Akt-
Signalweg, was mit einer erhdhten Invasivitat von Bcl-w exprimierenden Tumoren Korreliert
wurde. Das verstarkte Infiltrationspotential von Bcl-w positiven Tumoren wurde auf eine Spl-
Aktivierung via PI3K/Akt zurtickgefihrt. Spl aktivierte die Matrix Metalloproteinase-2, der eine
zentrale Rolle in der Tumor-Invasion und Angiogenese zukommt (Bae et al., 2006). Auf
molekularer Ebene ist Bcl-w im aktiven Zustand schwach an die mitochondriale Membran
assoziiert. In apoptotischen Zellen neutralisieren BH3-only Proteine die Survival-Aktivitat von
Bcl-w, indem diese an die hydrophobe Tasche von Bcl-w binden. Hierdurch wird die C-
terminale Doméne von Bcl-w &dhnlich wie bei Bax ,ausgeklappt® und es folgt darauf die
Insertion in das Mitochondrium. Bcl-w ist jedoch im Gegensatz zu Bax nach der Insertion in die
mitochondriale Membran funktionell inaktiv (Wilson-Annan et al., 2003).

Welche funktionelle Bedeutung Bcl-w in Hauttumoren zukommt ist bislang nicht untersucht
worden. Der Einfluss von Bcl-w auf das Invasions-Verhalten in Hauttumoren, der
Wirkmechanismus von Bcl-w und eine eventuell verstarkte Expression von Bcl-w in
neoplastischen Zellen der Haut gegeniiber dem gesunden Gewebe sind einige der zur Zeit noch

ungeklarten Fragen.

4.5.2. DIE REGULATION PROAPOPTOTISCHER MULTI-DOMANEN-PROTEINE DER BCL-2-
FAMILIE

Die Bax-Expression der Gesamt-Proteinlysate wies nach Diclofenac-Behandlung keine
Veranderung auf. Jedoch konnte eine Zunahme von Bax in der mitochondrialen Fraktion
festgestellt werden. In einzelnen Arbeiten ist eine Hochregulation der Bax-Expression unter

NSAID-Behandlung gezeigt worden. In Zellen des Oesophagus-Karzinoms wurde nach Einsatz
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des selektiven COX-2-Inhibitors, NS398, eine Reduktion der Phospho-Akt-Spiegel und eine
konsekutive Hochregulation von Bax beobachtet (Che et al., 2010). In Kkutanen
Plattenepithelkarzinomen wurde im Vergleich zu nicht-neoplastischer Epidermis eine leichte
aber signifikant verstdrkte basale Bax- und zweifach erhdhte Bak-Expression
immunhistochemisch festgestellt (Cerroni and Kerl, 1994;Delehedde et al., 1999).

Das proapoptotische Multi-Domanen-Protein Bax ist in gesunden Zellen primar im Zytosol
lokalisiert, kann jedoch ebenso locker an intrazellulare Membranen gebunden sein wie den
Mitochondrien und dem endoplasmatischem Retikulum. Wéhrend der Apoptose translozieren
Bax und Bak an die Mitochondrien und beeinflussen somit die Permeabilitdt der &ufleren
mitochondrialen Membran. Sie erméglichen den Proteinen aus dem intermitochondrialen Raum,
wie etwa Cytochrom c, die Freisetzung in das Zytosol, sodass die Caspasen-Aktivierung und der
Zelltod induziert werden kénnen. Als Ergebnis der Translokation ist wie in dieser Arbeit gezeigt,
Bax in der mitochondrialen Fraktion nachweisbar. Ob Bax und Bak in Folge einer
Konformationsédnderung oligomerisieren und es hierdurch zu einer Porenbildung kommt, wird

kontrovers diskutiert (Antignani and Youle, 2006).

Die funktionelle Bedeutung von Bax als Tumorsuppressor wird in Bax-defizienten Mausen
deutlich, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte Resistenz gegentber UV-induzierter
Apoptose mit signifikant erhdhter Zunahme der Hauttumor-Inzidenz unter UV-Bestrahlung
aufweisen (Cho et al., 2001b). Auf Zellkulturebene wiesen Bax-defiziente, humane kolorektale
Karzinomzellen eine partielle Resistenz gegeniiber 5-Fluorouracil und eine komplette
Blockierung der NSAID-induzierten Apoptose auf (Zhang et al., 2000). Es wurden
inaktivierende Mutationen im Bax-Gen in verschiedenen Tumoren beschrieben. Uber die Halfte
der humanen Adenokarzinome des Kolons weisen eine Frameshift-Mutaton im Bax-Gen auf
(Rampino et al., 1997). In 2/33 koreanischen Patienten konnte fur das Basalzellkarzinom eine
Frame-Shift Mutation im Bax-Gen detektiert werden (Cho et al., 2001a).

Bak/Bax-negative Jurkat-/T-Zell Lymphom-Zellen wiesen eine Apoptose-Resistenz gegentber
Celecoxib auf. Nach Wiedereinfihrung des Bak-Proteins loste Celecoxib wieder Zelltod aus
(Muller et al., 2008). Bax und Bak besitzen grotenteils Uberlappende Aufgaben in der
Apoptoseregulation, sodass in einem in einem weiteren Mausmodell ohne Einsatz von UV-
Bestrahlung unter Bertickstichtung aller Tumore in einem Beobachtungszeitruam von 1,5 Jahren
die Bax -/- Mduse kaum eine hohere Inzidenz an spontanen Tumoren aufwiesen (Knudson et al.,
2001).
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Bak gehort wie auch Bax zu der Gruppe der Pro-apoptotisch/Multi Doméne Proteine und zeigte
sich gegeniber Diclofenac-Behandlung unveréndert. Bak kann nur den Zelltod einleiten, wenn
Mcl-1 oder Bcl-x, durch die BH3-only Proteine inaktiviert sind (Adams and Cory, 2007). Bak
kommt in der HPV-induzierten Hauttumorigenese eine eventuell imminente Rolle zu. Das von
Hoch-Risiko HP-Viren gebildete Protein E6 kann das proapoptotische Bcl-2 Protein Bak
degradieren, was den Zellen die Fahigkeit verleiht, trotz UV-Schéden zu Uberleben. Es konnte
gezeigt werden, dass die von Hoch-Risiko HPVs abstammenden Proteine E6 und E7 notwendig

sind fur die effiziente Immortalisierung von Keratinozyten (Munger et al., 1989).

4.5.3. DIE REGULATION PROAPOPTOTISCHER BH3-ONLY PROTEINE DER BCL-2-FAMILIE

Die BH3-only Proteine nehmen in der Initiierungsphase des Zelltodes als Stress-Sensoren eine
zentrale Rolle ein. Durch Antagonisiserung der Multidoméne Bcl-2-Proteine ermdglichen sie
schlussendlich die Porenbildung von Bax/Bak (MOMP). Die meisten Chemotherapeuthika
fihren zur Aktivierung von einem oder mehrer BH3-only Proteine wie Glukokortikoide bei der
ALL via Bim und Puma, Imiantinib bei der CML Uber Bim und Bad, Etoposid tber Puma und
Paclitaxel in neoplastischen Lymphozyten und epithelialen Zellen Bim induziert (Adams and
Cory, 2007). Die BH3-only Proteine unterscheiden sich in ihrem Profil an potentiellen
Bindungpartnern. Wahrend Bim, Puma und tBid starke Bindungspartner von allen Pro-Survival
Proteinen darstellen, assoziieren die Gibrigen BH3-only Proteine nur an mit einem Teil der Bcl-2-
Multidoméne Proteine (Chen et al., 2005). Beispielsweis bindet Noxa nur an Mcl-1 und Al, Bad
ausschlieBlich an Bcl-2, Bcl-x. und Bcl-w. Die BH3-only Proteine wie Bim and Puma, die eine
Bindung mit allen Bcl-2 Multidoméne Proteinen eingehen, sind sehr viel potentere Zelltod-
Induktoren als BH3-only Proteine, die nur mit einzelnen Proteinen interagieren (Chen et al.,
2005). Von den untersuchten BH3-only Proteinen zeigten Bad und Bid eine propapototische
Regulation, wohingegen Puma und Noxa (berraschenderweise eine antiapoptotische

Gegenregulation aufwiesen und daher im folgenenden Abschnitt abgehandelt werden.

Als proapoptotische Effekte innerhalb der Gruppe der Bcl-2-Proteine konnte flir die sensitiven
Zelllinien (SCL-11, SCC-12 und SCC-13) eine Hochregulation des proapoptotischen BH3-only-
Proteins Bad nachgewiesen werden. Im Besonderen zeigten sich diese Verdnderungen nicht in
der resistenten Zelllinie SCL-I. Interessanterweise ist Bad durch Diclofenac/HA &hnlich wie
Mcl-1 innerhalb sehr kurzer Zeit reguliert. Die spezifische Regulation der Bcl-2 Proteine in der
Zelllinie SCC-12 tritt kurz vor der Cytochrom c—Freisetzung und Bax-Translokation auf. Wieder
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waren die Effekte partiell reversibel durch PGE,-Substitution. Urséchlich fiir die Regulation von
Bad konnte der PKB/Akt-Signalweg sein. Es ist bekannt, dass die COX-2-Inhibition zu einer
Abschwachung des PKB/Akt-Signalweges fiilhren kann. PKB/AKT entfaltet seine
antiapoptotischen Effekte durch Inaktivierung von Bad mittels Aktivierung des Proteins 14-3-3
(Grosch et al., 2006). Ebenso wurde die Apoptose-Induktion in kolorektalen Karzinom-
Zelllinien durch die COX-Inhibitoren Sulindac-Sulfonat, Indomethacin und SC-236 mit der Bad-
Aktivierung in Zusammenhang gebracht (Liou et al., 2007).

Als ein anderes BH3-only Protein, welches hier nicht Gberpruft wurde, kénnte Bim involviert
sein. Dieses proapoptotische Protein ziegte sich in humanen kolorektalen Adenokarzinomzellen

durch PGE,-Substitution supprimiert (Greenhough et al., 2010).

4.5.4. GEGENREGULATIONEN AUF DER EBENE DER BCL-2-PROTEINE

Es sind in der Literatur fur NSAIDs des Weiteren antiapoptotische Effekte beschrieben wie
durch Diclofenac in Neuroblastomzellen (Yamazaki et al., 2006), NS-398 in Osteosarkomzellen
(Moalic et al., 2001) und Nimesulid in Kopf-Hals-Karzinomzellen (Czembirek et al., 2009).

Obwohl Diclofenac zu einer Aktivierung des intrinsischen Signalweges mit Cytochrom c
Freisetzung und Bax-Translokation fuhrte, wiesen von den Bcl-2-Proteinen Puma, Noxa und

Bcl-x,_ antiapoptotische Regulationen auf, die die Apoptose insgesamt abschwachen kénnten.

In den untersuchten SCC-Zelllinien fanden wir nach Diclofenac/HA-Behandlung eine
Herabregulation der proapoptotischen BH3-only Proteine Puma und Noxa. Das BH3-only Bcl-2-
Protein PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis) stellt einen wichtigen Regulator der
UV-induzierten Apoptose dar. PUMA ist ein direktes transkriptionelles Ziel von p53 (Han et al.,
2001; Nakano and Vousden, 2001; Yu et al., 2001; Chipuk et al., 2005). In einer aktuellen
Arbeit konnte gezeigt werden, dass PUMA die Bax-Translokation durch direkte Interaktion mit

Bax und kompetitives Binden von Bcl-x._ ermdglicht (Zhang et al., 2009).

Ein weiteres Protein, welches antiapoptotisch in einer der vier Zelllinien hochreguliert wird, ist
Bcl-x.. Transgene Mause mit einer Uberexpression von Bcl-x, in epidermalen Keratinozyten
zeigen eine starkere Entwicklung von Hauttumoren (Pena et al., 1998). In vitro verhinderte die
Bel-x_-Uberexpression in HaCaT-Keratinozyten den Ubergang in die Apoptose nach UV-
Exposition (Jost et al., 1999), und die Inhibition der Bcl-x_-Expression durch siRNA in
normalen Keratinozyten sensitivierte die Zellen fiir proapoptotische Stimuli (Taylor et al., 1999).
Ferner zeigen verschiedene histologische Arbeiten, dass Bcl-x, das einzige Bcl-2-Protein ist,
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welches im kutanen SCC eine Uberexpression aufweist (Cerroni and Kerl, 1994;Delehedde et
al., 1999). In den Western-Immunoblots wiesen die vier SCC-Zelllinien hingegen keine basale
Bcl-x. Expression auf und es war tberraschenderweise eine Induktion von Bcl-x. in der Zelllinie
SCC-12 nach Diclofenac-Behandlung zu verzeichnen. In anderen Arbeiten wie mit Gliom- und
Prostatakarzinomzellen wurde durch NSAID-Behandlung im Allgemeinen eine Bcl-x-
Herabregulation beobachtet (Huang et al., 2001;Nam et al., 2004).

Survival-Pathways sind stark miteinander verknlipft, so dass Gegenregulationen dazu beitragen
kdnnen, die Homdoostase aufrecht zu erhalten. Als ein Nachteil der Gegenregulationen mag
jedoch effektive Krebstherapie hierdurch verhindert werden. Bedeutend ist, dass die
antiapoptotischen Regulationen nach Diclofenac/HA-Behandlung auch in der resistenten
Zelllinie SCL-I auftreten, was fur ein prinzipielles Ansprechen dieser Zelllinie sprechen mag,

obgleich die Zelllinie Apoptose-resistent ist.

4.6. AUSBLICK

Innerhalb der Gruppe der NSAIDs ist Diclofenac sehr wirksam und l6st Apoptose aus. Es stellt
sich dennoch die Frage, ob durch Kombination mit anderen Chemotherapeutika oder einer
womaglich neuen Generation der NSAIDs, der Stickstoffoxid-spendenden NSAIDs, eine noch

effizientere Apoptose zu erzielen sein wird.

Wie wir in dieser Arbeit gezeigt haben, tritt eine Sensitivierung des extrinsischen Signalweges
ein, woraus sich eine vereinfachte Immunosurveillance durch zytotoxische T-Lymphozyten
ergeben konnte. Imiquimod induziert als immunmodulierende Substanz die Synthese
verschiedener Zytokine (IFN, TNF, IL-1, IL-6 und IL-8), die eine Verstarkung des
Todesliganden-mediierten Signalweges bewirken (Berman et al.,, 2003). Der extrinsische
Signalweg konnte durch gleichzeitige Behandlung mit Diclofenac und einer konsekutiven
cFLIP-Herabregulation erleichtert werden. Es ist anzumerken, dass wir in hier nicht dargestellten
Experimenten keinen Synergismus zwischen Diclofenac und Imiquimod feststellen konnten.
Jedoch schlie3t dies nicht einen synergistischen Effekt zwischen Imiquimod und Diclofenac in
vivo aus, da die Tumor-Immunosurveillance nur unter Anwesenheit der im Zellkulturmodell

nicht vorhandenen Zellen des Immunsystems tberprift werden kénnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine p-ERK- und COX-2-Induktion beobachtet. Die am
haufisten beschriebene Ursache fir eine COX-2-Induktion durch NSAIDs stellt der
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Ras/Raf/MEK/ERK- Signalweg dar (Wang and DuBois, 2006). Im Falle einer ERK-abh&ngigen
COX-2 Induktion konnten spezifische MEK/ERK-Inhibitoren eingesetzt werden, und somit der
PGE,-senkende Effekt von Diclofenac wohlmoglich weiter potenziert werden. Ferner wurde
uber eine im Rahmen einer COX-1-Inhibition stattfinden COX-2 Induktion via iNOS-
Aktivierung berichtet (Takeuchi et al., 2010;Tanaka et al., 2002). Selektive COX-2-Inhibitoren
konnten bei Vorliegen dieses Mechnismus durch Umgehung der COX-1-Inhibition somit eine
COX-2 Induktion verhindern. Mit der Entwicklung von Stickstoffoxid-spendenden NSAIDs
wird zurzeit eine neue potentielle Klasse in der Tumorpravention und Tumorbehandlung
erforscht. Im Vergleich zu den konventionellen NSAIDs gibt es Hinweise, dass Stickstoffoxid-
spendende NSAIDs eine mehr als hundertfach potentere Inhibition im Wachstum von Colon-
Krebszelllinien und eine wirkungsvollere Prévention fir das Auftreten von Kolon-Ca im
Tiermodell haben. Ein moglicher Wirkmechanismus dieser neueren Substanzgruppe konnte
darin liegen, dass sich die ROS-Bildung auf das endoplasmatische Retikulum durch
Akkumulation von ungefalteten Proteinen in diesem Zellorganell auswirkt. Der ER-Stress fuhrt

zur Aktivierung der ASK1, die via cJun Apoptose auslosen kann (Rigas, 2007;Jana, 2008).
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: VVon der aktinischen Keratose (AK) geht als h&ufigste Prakanzerose des Menschen
ein signifikantes Gesundheitsrisiko aus: Das Risiko der Progression von einer AK in ein
invasives SCC betragt ca. 5-10% und die Prognose des metastasierten SCC ist meist infaust. Die
frihzeitige Therapie der aktinischen Keratose als *Carcinoma in situ’ ist zur Verhinderung einer
Entartung in ein invasives Plattenepithelkarzinom indiziert. Erhdhte Cyclooxygenase-2 (COX-
2)-Expression und Prostaglandin E2 (PGE;)-Spiegel wurden fir alle Tumorentitdten des Non
Melanoma Skin Cancer (NMSC) berichtet. Topisches Diclofenac, welches zusammen mit der
Trégersubstanz Hyaluronséure fir die Therapie der aktinischen Keratose zugelassen ist, erreicht
eine Heilungsrate von 50% bei leichtem Nebenwirkungsprofil und ist insbesondere bei multiplen
AKs/Field-Cancerisation als First-Line-Therapeutikum vorgeschlagen worden (Stockfleth and
Kerl, 2006), (Iraji et al., 2008).

Zielsetzung: Der Apoptose-Mechanismus von Diclofenac in Non-Melanoma Skin Cancer
(NMSC) ist bislang nicht geklart (Rivers et al., 2002;Merk, 2007). In dieser Arbeit wurden die
proapoptotischen Effekte von Diclofenac, der Stellenwert von PGE, sowie der extrinsische und
intrinsische Apoptose-Signalweg in kutanen Plattenepithelkarzinomzelllinien untersucht.

Methoden: Vier humane, kutane SCC-Zelllinien wurden auf die PGE,-Spiegel, Expression der
Bcl-2-Proteine, den mitochondrialen sowie den extrinsischen Apoptose-Signalweg hin Gberpruft.
Hierzu kamen u.a. die folgenden Methoden zum Einsatz: Western-Immunoblots, Cell Death
Detection ELISA, PGE,-ELISA, FACS-Analysen, immunhistochemische Farbungen,
radioaktive Enzymaktivitatsbestimmungen und ein Proliferationsassay (Real Time Cell
Analyser).

Ergebnisse: In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Diclofenac wirksam
Apoptose in kutanen Plattenepithelkarzinomzelllinien induziert. Weiterhin wurde der
Wirkmechanismus auf Ebene des extrinsischen und intrinsischen Signalweges aufgedeckt und
verschiedene Gegenregulationen identifiziert. Diclofenac induzierte in drei von vier SCC-
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Zelllinien Apoptose. Als wichtiges Charakteristikum von Diclofenac konnte eine Reduktion der
PGE,-Spiegel unter Behandlung nachgewiesen werden. Die Supplementierung mit PGE; hob die
proapoptotischen Effekte von Diclofenac zum Teil auf, was einen partiell COX-2-abhé&ngigen

Mechanismus unterstitzt.

Der Todesliganden-mediierte Apoptose-Signalweg (TNF-a. -, TRAIL- und CD95-Aktivierung)
konnte durch Diclofenac deutlich in sensitiven SCC-Zelllinien verstarkt werden. Der
synergistische Effekt von Diclofenac und Todesliganden zeigte sich in der gemessenen Apoptose
und einer verstarkten Spaltung der Initiator-Caspasen des extrinsischen Signalweges (Caspase-8/
Caspase-10). Eine Herabregulation der cFLIP-lIsoformen erschien urséchlich fur die
Sensitivierung zu sein. Fur eine signifikante Todesrezeptor-Induktion oder das Vorliege eines
Todesrezeptor-Clustering nach Diclofenac-Behandlung lieien sich keine Indizien sammeln.

Einen weiteren Teil dieser Arbeit stellte die Uberpriifung der Expression der Bcl-2-Proteine dar.
Es konnten charakteristische Veranderungen pro- und antiapoptotischer Bcl-2-Proteine
festgestellt werden. Im Besonderen wurde proapoptotisches Bad hochreguliert sowie
antiapoptotisches Mcl-1 in den Apoptose-sensitiven Zelllinien herabreguliert, wohingegen diese
proapoptotischen Regulationen in der Apoptose-resistenten Zelllinie nicht auftraten. Als einen
Hinweis auf eine bislang noch nicht beschriebene Regulation nach NSAID-Behandlung zeigte
sich das antiapoptotische Multidoméne-Protein Bcl-w unter Diclofenac-Behandlung
herabreguliert. Die Veranderungen in der Expression der Bcl-2-Proteine resultierten in einer
Translokation von Bax an die mitochondriale Membran und in einer Freisetzung von Cytochrom
¢ als Hauptmerkmale der Aktivierung des intrinsischen (mitochondrialen) Apoptose-

Signalweges.

Es lieRen sich verschiedene Gegenregulationen identifizieren, die als Ansatzpunkt fur zukinftige
Weiterentwicklungen hilfreich sein mdgen: Zu den antiapoptotischen Verdnderungen zéhlten die
Herabregulation von Noxa und Puma in Apoptose-sensitiven wie auch resistenten Zellen.
Weiterhin wurden eine p-ERK-Hochregulation und COX-2 Induktion festgestellt, die eine
potentielle Abschwachung des Zelltodes mediieren konnten. Durch die kombinierte Behandlung
von Diclofenac mit einem MEK1-/MEK2-Inhibitor konnte eine signifikante Verstarkung des
antiproliferativen Effektes in der Real-Zeit-Zell-Analyse gezeigt und die Bedeutung der p-ERK-

Hochregulation gestiitzt werden.



5. ZUSAMMENFASSUNG 79

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen einen Teil der Wirkmechanismen von Diclofenac in
SCC-Zellen auf und konnten weitere Anpassungen und Verbesserungen fur eine neue Therapie
erlauben. Auf der Ebene der Bcl-2-Proteine konnten als proapoptotische Regulationen eine
Hochregulation von Bad und eine Herabregulation von Mcl-1 und Bcl-w in sensitiven Zellen

beobachtet werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass auf der extrinsischen Signaltransduktkionsebene der Einsatz
von Diclofenac mit Todesliganden zur Potenzierung der Apoptose fuhrt. Es besteht Grund zur
Annahme, dass durch den zusatzlichen Einsatz von Substanzen wie Imiquimod, die eine
Verstarkung des Todesliganden-mediierten Signalweges bewirken, synergistische Effekte in der
klinischen Anwendung erzielt werden kdnnten. Als weitere Moglichkeit der ‘molecular targeted®
Therapie konnte durch gezielte Blockierung von Gegenregulationen wie durch den Einsatz von
ERK-Inhibitoren einer Phospho-ERK-Hochregulation sowie evnetuell einer COX-2 Induktion
entgegengewirkt werden und das Ziel einer weiteren Sensitivierung gegenuber Diclofenac

positiv beeinflusst werden.
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Abb.4.2: Multiple Effekte von Diclofenac auf der Ebene von Apoptoseregulatoren. Der intrinsische und extrinsische Signalweg wiesen
verschiedene Regulationen auf. Auf Ebene des extrinsischen Signalweges sind keine signifikanten Regulationen der Todesrezeptor-Expression
im FACS, kein Nachweis von Clustering in der Immunfluoreszenz sowie keine Verdnderung der ASph (Saure Sphingomyelinase)-Aktivitat
nachweisbar. Ursdachlich fir die Sensitivierung des extrinsischen Signalweges ist cFLIP-Herabregulation. Auf Ebene des intrinsischen
Signalweges wiesen Bax (Mito), Bad, Mcl-1 und Bcl-w proapoptotische Regulationen auf mit konsekutiver Caspase-9-Spaltung. Als
Briickenschlag zwischen beiden Signalwegen waren tBid Spaltprodukte nachweisbar. Legende: Rot hinterlegte Felder: nachweislich
proapoptotische Regulationen, griine Felder: antiapoptotische Regulationen, blaue Felder: keine Regulation nachweisbar, ASph: saure

Sphingomyelinase, Cer: Ceramid, Cyt C: Cytochrom c. Fragezeichen: Kausalzusammenhang in der Literatur beschrieben, jedoch nicht in dieser
Arbeit nachgewiesen. Scherensymbole weisen auf Proteaseaktivitat hin.
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