Universitat Ulm

Institut fir Rechtsmedizin

Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. Erich Miltner

Untersuchung der Wirkung von Morphin auf

Krebszelllinien und Mdéglichkeiten der

Therapieoptimierung

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Universitat UIm

Andrea Mahler

Tldbingen

2011



Amtierender Dekan: Prof. Dr. Thomas Wirth
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Erich Miltner
2. Berichterstatter: PD Dr. Cornelia Brunner

Tag der Promotion: 14.06.2012



Inhaltsverzeichnis |

Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICNNIS ... aaeeees I
ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ... .ii it e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeennneeeeeenees 1]

1 ] 0] =T (U T PR 1
O R N o T ] o]0 1S TP PP 1
3 I A | o 1= o 1= 1 =R 1
1.1.2 ApOpPtOSEMECNANISIMEN. .......uuviieeee s s s e e e e e e e eeeaaaeeeeesessssnnnnnesnnnnnes 3
1.2 APOPLOSESIGNAIWEGE. .....cceieeiiiiiiiiiicemmmmm e e e e e e e e e e e eeeeeertbeae s e e e e as 5
1.2.1 Rezeptor vermittelte APOPLOSE ... ... et 5
1.2.2 Mitochondrialer APOPIOSEWED ........ccciiiiiieiiiiiiiiiiiiiieaee e e e e e e e eeeeeees 7
1.2.3 CASPASE ...t eeeee ettt e et e b e e et enrnn— e e e naraa s 11
R = | 4 Y {1 1= 11
I To ) (o (1] o] o3 o PP PPUUUPPRTPRPRRRT 12
1.5 Opioide in der Behandlung von Krebspatienten w..........ccevvvvviiiiiiiieeeeeeennnnn. 12
T ST o1 0 =T 741 [T -V o[ 12
1.5.2 Apoptoseinduktion durch Opioide in Krebszaglle..............cccevvvvvvvriiiviiiinnn. 16
I @] o] o] [0 [ £=¥.4=T o1 (0] £=] o HNU U 16
1.7 Fragestellung ........cccooiiiiiiiiiiimece 20
2 Material und MethOoden .............eeiiiiiiiii e 21
P20 R V= (= = =T o RS 21
2.1.1 Chemikalien, Reagenzien, Medien und KitS..........cccceeviiieiieieiiieiiieceiiiinns 21.
2.1.2 Gerate und Materiali€N................oommmmmeeeeernnnnniniaaeeeeaaeeseeeereeeeessnsnnnnnrn... 23
2.1.3 Zellkulturmedium, Puffer, SUbStanzen. .. oo 26
N N 01 1] (o] 1 o 1= 29
2.2 MEINOAEN. ... e 30
2.2 1 ZEIKUITUT ... e sttt s e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeeeennneees 30
2.2.2 VErSUCNSANSEALZE .......ccoiiiiiiiieett ettt a s e s e e e e e e e e e e eeeeeeeesbennnneesensennnnns 31
2.2.3 DUrchfluSSZYIOMELII@ .....coeeiiiiiiiiiieeeeee ettt e e eenaneeeeeanees 34
2.2.4 Proteinbiochemische Methoden ..., 38
3 ErQEDNISSE ... —————————— 42
3.1  Nachweis des Opioidrezeptors auf der Oberfl&cmeKrebszelllinien.............. 42
3.2 Wirkung von Morphin auf Krebszellen verschiegileHerkuntft......................... 44
3.2.1 Wirkung der Morphin-Behandlung auf Glioblasizellen ...............cccceeeeeereeee, 44
3.2.2 Wirkung der Morphin-Behandlung auf Leukamileze................ccccoeeeeeeienen. 45



Inhaltsverzeichnis Il

3.3  Charakterisierung des Morphin induzierten ddits bei der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 .........ccoooi oo 49
3.3.1 Analysen zur Konzentrations- und Zeitabhdweyigles durch Morphin
induzierten Zelltodes der myeloischen LeukamiemédIHL-60....................... 49
3.3.2 Einfluss von Morphin auf das Proliferationdadten und den Zellzyklus der
myeloischen Leukdmiezelllinie HL-60 ..........ccoeeeiiiiiiiiii e 51
3.3.3 Molekulare Mechanismen des Morphin induzre#elltodes..................c......... 54
3.4  Synergistische Wirkung von Morphin und Fentdreilder Behandlung der
myeloischen Leukdmiezelllinie HL-60 ..........ccooeeiiiiiiiiii e 59
3.4.1 Synergistische Wirkung von Fentanyl und Man@uf die Zelltodinduktion
bei der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 ..coee..vvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiis 59
3.4.2 Vergleich der Empfindlichkeit der myeloiscHerukamiezelllinie HL-60 auf
verschieden zusammengesetzte Gesamtmengen anépioid....................... 67
3.4.3 Molekulare Mechanismen des synergistischdltodes der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 durch Fentanyl und Morphin............cccooeeeiiiieenn.. 68
3.5 Kombinationsbehandlung von Krebszellen mit Drakacin und Morphin........ 75
3.5.1 Behandlung von Glioblastomzellen mit einerpfon-Doxorubicin-
KOMBDINATION. ...ttt 75
3.5.2 Behandlung der myeloischen Leukamiezelllkiie60 mit einer Morphin-
Doxorubicin-KombiNAtioN ..............eeiii e e eeeeeeees 76
4 DISKUSSION ..ttt ettt e e e e e e e e bbb 78
5 ZUSAMMENTASSUNG .....iiiiiieeiii et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeessnnnn e 92
6 LiteraturverzeiChnis. ... ..o 94
D= 1] 7= To [ 1 Lo P 119

(=] o1 1= F= 10 | PR 120



Abkirzungsverzeichnis

Abktrzungsverzeichnis

AML
ALL
ADP
Apaf
ATP
Bax
Bcl-2
BCA
Bcl-xsi
BH-Domane
BIR

Bid

BP
BSA
°C
CAD
cAMP

CARD

CCRF-CEM (=CEM)

CD
CDK
CDKI

Ced

CI

akute myeloische Leukamie
Akute lymphatische Leukamie

Adenosindiphosphat

engl. ,apoptotic protease activating factor-1*

Adenosintriphosphat
engl. , Bcl-2 associated x-protein®
engl. , B-cell-lymphoma protein-2*

engl. ,bicinchoninic acid*

engl. , B-cell-lymphoma extra long/short “

engl. ,Bcl-2-homology”-Domaéane
engl. ,Baculoviral IAP repeat”
engl. , BH3 interacting DD agonist “
Blockingpuffer
bovines Serumalbumin
Grad Celsius
engl. ,caspase-activated DNAse*
cyclisches Adenosinmonophosphat
engl. ,caspase recruitment domain”
humane T-Zell-Leukdmie (ALL) Zellle
engl. ,cluster of differentiation”
engl. ,cyclin-dependent kinase*
CDK-Inhibitor

engl. ,cell death abnormal”

Chlorid



Abkirzungsverzeichnis

CclAP
cn?
CO,
Cu' bzw. C§"
DD
DED
DISC
DMEM
DMSO
DNA
DTT
ECL
ERK
et al.
EtOH
FACS
FADD
FBS
FCS

F

FSC

g
g

G-Protein
G-Phase

GDP

engl. ,cellular IAP”

Quadratzentimeter

Kohlenstoffdioxoid

Kupfer (einwertig bzw. zweiwertig)

engl. ,death domain”

engl. ,death effector domain”

engl. ,death-inducing signalling complex*

engl. , Dulbecco’s Modified Eagle Medium*
Dimethylsulfoxid

engl. ,deoxyribonucleic acid®

Dithiothreitol

engl. ,enhanced chemiluminescence”

engl. ,extracellular signal regulated kinase”
von lat.: ,und andere”

Ethanol

engl. ,fluorescence-activated cell sorter”

engl. ,Fas-associated death domain protein”
fotales bovines Serum, Synonym: FCS
fotales Kalberserum, Synonym: FBS

Fluoreszenz

engl. ,forward light scatter”

Gramm

Gravitationskraft

engl. ,guanine nucleotide binding protein
engl. ,gap’-Phase

Guanosindiphosphat



Abkirzungsverzeichnis

GRK
GTP

h

HCI
HEPES
HL-60
HRP
IAP

IgG

kDa

I

m

M

M.
M-Phase
mA
MAPK
Mg

mg

min

ml
mM
mm

MOR

engl. ,G-protein-coupled receptor kinase”
Guanosintriphosphat
Stunden

Salzsaure

[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfoms#

humane AML-Zelllinie

engl. ,horseradish peroxidase*

engl. ,inhibitor of apoptosis protein®
Immunglobulin G

intravends

Kilodalton

Liter

engl. ,mouse*

molar

Morbus (lat. Krankheit)
Mitose-Phase

Milliampere

engl. ,mitogen activated protein kinases”
Mikrogramm

Milligramm

Minute

Mikroliter

Milliliter

millimolar

Millimeter

u-Opioidrezeptor



Abkirzungsverzeichnis

VI

MRNA
Na'
nm
NMDA-Rezeptor
NO
NSAID
ORL-1
PAGE
PAK2
PARP
PBS
Pl

PMSF

RING
Rpm
RT
SSC
SDS

Smac

S-Phase

SPI

TNF

TRAIL

engl. ,messenger ribonucleic acid®
Natrium

Nanometer
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
Stickstoffmonoxid

engl. ,Non-steroidal anti-inflammatory drug”
engl. ,opioid-receptor-like 1”
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
engl. ,p21-activated kinase 2”
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
engl. ,phosphate buffered saline”
Propidiumjodid
Phenylmethylsulfonylfluorid

engl. ,rabbit*

engl. ,really interesting new gene*
engl. ,revolutions per minute®
Raumtemperatur

engl. ,side light scatter”

engl. ,sodium dodecyl sulfate”

engl. ,second mitochondrial activator of caspg

Syn: DIABLO

Synthese-Phase

engl. ,small peptid inhibitors“, Proteasen-litor-

Mischung
Tumor-Nekrose-Faktor
engl. ,TNF-related apoptosis-inducing ligand*“

Volt



Abkirzungsverzeichnis

VII

WHO

WP

XIAP

ZNS

zVAD.fmk

World Health Organization
Waschpuffer

engl. ,X-chromosome-linked IAP”
Zentrales Nervensystem

Z-Val-Ala-D, L-Asp-fluoromethylketon



1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Apoptose

1.1.1 Aligemeines
Schon in der zweiten Halfte des 19. JahrhundersHhadtigte sich Virchow mit der Frage,

unter welchen Umstanden und durch welche Mechamisfaétod eintreten kann. Erst im
Laufe des Folgejahrhunderts konnten zwei von eieaathgegrenzte Konzepte, namlich
das der Nekrose und das der Apoptose, postuliedemgMajno et al. 1995).

Der Begriff Nekrose wurde auch mit dem Begyétcidental cell death“beschrieben und
bezieht sich auf ein Zellsterben, bei dem es diichwirkung eines fir die Zelle nicht
mehr tolerablen Stresses wie z. B. Ubermal3ige mestdie Belastung, Ischamie oder
Hitze zu einem eher unkontrollierten Prozess ddketéalls kommt (Majno et al. 1995,
Kumar et al. 2007a). Der nekrotische Zelltod (Abfd) und (e)) ist charakterisiert durch
das Anschwellen der Zelle, die Kondensation undehurende Eosinophilie des Zyto-
plasmas, sowie durch verschiedene nacheinandarfabtie Veranderungen des Zellkerns:
Pyknose (Schrumpfung), Karyorrhexis (Fragmentieywngd Karyolyse (Zersetzung des
Kerns). Die Plasmamembran nekrotischer Zellen keriind es werden zellulare
Bestandteile ins umgebende Gewebe freigesetzt, was einer entztndlichen
Umgebungsreaktion fuhrt (Abb. 1(e)) (Kumar et 8072a).

Im Gegensatz zur Nekrose, deren Auftreten stetsofzgisch ist, stellt die Apoptose, der
.programmierte Zelltod“, einen Prozess dar, welcimephysiologischer Weise in vielen
Geweben auftritt und fur die Aufrechterhaltung deularen Gleichgewichts im Gewebe
unbedingt erforderlich ist. Auch in der Embryonabeklung spielt die Apoptose eine
entscheidende Rolle (Kumar et al. 2007a). Der agtisgche Zelltod zeichnet sich durch
verschiedene morphologische und biochemische Ctaaistika aus (Abbl(a) bis (c)).
Morphologisch kommt es zur Zellschrumpfung und zrhoéhten Granularitat des
Zytoplasmas. Der Zellkern wird pyknotisch, und egigen sich membranare
Ausstulpungen, die sich im Folgenden zu so genanpdpoptotischen Korperchen®
abschniren und von umgebenden Zellen oder Zellenlmenunsystems phagozytiert
werden (Abb. 1(b)) (Darzynkiewicz et al. 1997). Sgverschwindet” die
funktionsunttichtige Zelle auf kontrollierte Art unfeise aus dem Gewebe, ohne im
umliegenden Gewebe eine inflammatorische Reakt@mdnzurufen (Abb. 1(c)) (Kumar
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et al. 2007a). Diese empfindlichen Vorgange wemdi@ch eine hoch komplexe und streng
regulierte Maschinerie an Enzymkaskaden und regigahen Proteinen vermittelt.

Apoptose

o
o~ T
o~
ol B
-Lann .--__‘I

Nekrose

Abbildung 1: Schematische Darstellung der morpholoigchen Veranderungen beim (a-c) apoptotischen
Zelltod und bei (d-e) der Nekrose.In der apoptotischen Zelle wird (a) zuerst eine didtung der
zytoplasmatischen Struktur und des Kerns sowigMembrane blebbing“sichtbar, dann kommt es (b) zum
Abschniren von apoptoischen Korperchen, welchepk@gozytiert werden. Bei der Nekrose ist (d) eine
vermehrte Eosinophilie und ein Aufblahen der Zelte des Kerns erkennbar, bevor es (e) zur Zelllyse
kommt und die zellularen Bestandteile in das uneliete Gewebe freigesetzt werden. Modifiziert nach
(Kumar et al. 2007a, S.6)

Die Erkenntnis, dass Apoptose fiir die Kontrolle ¢iesols” an Zellen in verschiedenen
Geweben von entscheidender Bedeutung ist, bedgleiehzeitig, dass eine Deregulation
apoptotischer Vorgange fatale Folgen haben kannkem eine erhdohte Apoptoserate
beispielsweise bei neurodegenerativen Erkrankumgerdem M. Alzheimer (Rohn et al.
2009, Rohn 2010) oder M. Parkinson (Tatton et @03}, aber auch bei der Infektion mit
HIV eine Rolle spielen (Kumar et al. 2007c). Eine geringe Apotoserate hingegen tritt
typischerweise bei Krebserkrankungen auf (Strietex. 2007).

Durch Veranderungen in zentralen, die Apoptose liegumden Proteinen wie
beispielsweise der Uberexpression von antiapoptutis Proteinen (Tsujimoto et al. 1985)
kommt es zu einer defekten Induzierbarkeit von Apse (Reed 2008), was zur malignen

Entartung beitragt.
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Veranderungen der apoptotischen Signalwege, die rmiher verminderten
Apoptoseinduktion einhergehen, spielen jedoch mintin der Entstehung, sondern auch
in der Therapie von Malignomen eine wichtige Rdle. Zytostatika sowohl in Leukamien
als auch in soliden Tumoren die Apoptosekaskadawiaden (Friesen et al. 1996, Fulda et
al. 1998a, Fulda et al. 1998b, Fulda et al. 1998iesen et al. 1999, Zhen et al. 2009,
Saunders et al. 2010), kommt es bei Deregulatiesedi Signalwege zu einer Resistenz
gegenuber Zytostatika und Strahlung (Friesen et18B7) und infolgedessen zum
Therapieversagen.

Die entscheidende Rolle der Apoptose fur die Eungitder Gewebshomo6ostase spiegelt
sich in der Komplexitat der daran beteiligten Slgaskaden wider. Im Kern dieser

Signalwege spielen proteolytische Enzyme, die Gaspaeine zentrale Rolle.

1.1.2 Apoptosemechanismen

Caspasen

Seit dem Jahr 1993 wurde gezeigt, dass zu den au@aenorhabditis elegarentdeckten
Genen ced-3, ced-4 und ced-9, die in diesen Neraatad Apoptosevorgangen beteiligt
sind (Hengartner et al. 1992, Yuan et al. 1992xhaim menschlichen Genom hoch
konservierte Homologe vorhanden sind (Yuan et293] Spector et al. 1997). Aus diesen
Anfangen konnte bis heute ein hoch komplexes Siggr&l aus Enzymen und
regulatorischen Proteinen, welche an Apoptosevagabeteiligt sind, erforscht werden.
Im Zentrum der Apoptosemaschinerie stehen die GaspaCysteinproteasen, die ihre
Substrate spezifisch nach einem Aspartatrest sg@neund in ihrem katalytischen
Zentrum einen Cysteinrest tragen (Montenarh 2007@. Substratspezifitat wird festgelegt
durch die vier N-terminal darauf folgenden Aminasiiaste. Hierbei konnte eine Gruppe
(Caspase 6, 8, 9) ausgemacht werden, die aufgroret Substratspezifitdt andere
Caspasen proteolytisch schneiden und somit Sigsledikien fortleiten kann. Andere
Caspasen wie Caspase 2, 3 und 7 weisen hingegeaifitpen fur andere zellulare
Proteine auf, welche wéhrend der Apoptose gespaltnden (Thornberry et al. 1997).
Anhand dieses Modells wird die Hierarchie der Caspannerhalb der Apoptosekaskade
deutlich, wobei sich diese Enzyme in die Ubergeetmn Initiatorcaspasen und die durch

diese aktivierten Effektorcaspasen klassifiziesssén.
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Prodoméane

NH; [( CARD [. p20

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbausaj der inaktiven Caspase 9 und (b) Caspase 8
bzw. 10 mit groBen Prodoménen, die Protein-Proteitnteraktionsdomanen enthalten, sowie (c) der
Effektorcaspasen mit kurzer Prodoméane Darstellung basierend auf (Degterev et al. 2003).

Caspasen liegen im Zytosol als Zymogene vor undievedurch verschiedene Stimuli wie
z. B. DNA-Schaden oder Verlust des mitochondridiéembranpotentials aktiviert. Alle

Caspasen verfigen Uber eine N-terminale Prodomdieebei einigen Caspasen eine
zusatzliche Protein-Protein-Interaktionsdomane fmdtet und an die sich zwei

Untereinheiten, p20 und pl10, anschlielen (Abb.OYgferev et al. 2003). Das aktive
Enzym liegt als Heterotetramer vor, bestehend ausnei p1l0- und p20-Untereinheiten
mit insgesamt zwei aktiven Zentren (Hengartner 2000

Die Aktivierung der Initiatorcaspasen wie Caspas® 8nd 10 erfolgt bei Aktivierung der

Apoptosesignalwege Uber eine Protein-Protein-lktema, welche Uber spezielle

Interaktionsdoméanen in der N-terminalen Prodomaesmittelt wird (Degterev et al.

2003).

. G: e
2:‘“‘ N+ eSem
\} T =
—=
pro  p20 plo

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aktiviernsmechanismus der Effektorcaspaserrkennbar
sind die Schittstellen zwischen der Prodoméane (pra p20 bzw. zwischen p20 und p10, an denen die
Ubergeordnete Caspase (rot) die Effektorcaspasesigi. Im zweiten Schritt erfolgt die Zusammentage

je zweier p10- und p20-Fragmente und die Aktivigrudws (Hengartner 2000, S.772)

Die Effektorcaspasen wie Caspase 3, 6 und 7 siead\bllstrecker” der Apoptosdhre
Aktivierung (Abb. 3) erfolgt durch die Ubergeordemt Initiatorcaspasen, die mittels
proteolytischer Spaltung die p10- und p20-Domanad die Prodomé&ne voneinander
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abspalten (Hengartner 2000). Es folgt eine Konfdionadnderung, durch die eine
Ligandenbindung erst ermdglicht wird (Chai et &@02). Die Substratspezifitdt dieser
Caspasen liegt bei Proteinen, die in zellulare Retigin und Homaoostase involviert sind
(Thornberry et al. 1997).

Uber 100 Substrate der Effektorcaspasen konntegitbedentifizert werden (Hengartner
2000). CAD (Caspase-activated DNAsedeispielsweise wird durch Spaltung der
inhibitorischen Untereinheit durch Caspase 3 a#tiyi was zur internucleosomalen
Degradierung der DNA fihrt (Enari et al. 1998, Saka et al. 1998) und die typische
DNA-Fragmentierung im Rahmen der Apoptose nach sieht. Auch dagmembrane-
blebbing“ steht in Zusammenhang mit der proteolytischen Albspg der regulatorischen
Untereinheit von PAKZp21-activated kinase 2vas zu einer konstitutiven Aktivierung
dieses Enzyms fuhrt (Rudel et al. 1997). Ein wegewichtiges Substrat, das durch
Caspase 3 gespalten wird, ist Poly(ADP-Ribose)Pelgse (PARP), welches eine
wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur spielt (Nickoh et al. 1995).

1.2 Apoptosesignalwege
Es sind zwei Apoptosewege bekannt, die sich hitiggbhihrer Aktivierungsmechanismen,

der beteiligten Initiatorcaspasen und ihrer Regumatinterscheiden, jedoch auf Ebene der
Effektorcaspasen konvergieren: der Rezeptor veshatt und der mitochondriale

Apoptoseweg.

1.2.1 Rezeptor vermittelte Apoptose
Schon im Jahr 1989 wurde von zwei ArbeitsgruppenGherflachenrezeptor beschrieben,

dessen Stimulation Apoptose induziert (Trauth etl8B9, Yonehara et al. 1989). Dieser
Rezeptor, der im Weiteren als Fas-Rezeptor, AP@wl D95 benannt wurde, gehort zur
Gruppe der TNF-Rezeptoren, die alle Gber &hnliciigteinreiche extrazellulare Doméanen
verfigen (Walczak et al. 2000). Der Fas-Rezeptbbgan dieser Familie zur Subgruppe
der Todesrezeptoren, welche zuséatzlich eine spezie. 80 Aminosauren umfassende
intrazellulare Doméne aufweisen, die fur die Sigaakduktion des Apoptosestimulus
vom Rezeptor in die Zelle relevant ist (Tartagliaak 1993), die,death domain®“ (DD)
(Walczak et al. 2000). Einige intrazellularer Phoge die ebenfalls mit einer DD
ausgestattet sind, dienen als Adapterproteine fér Rildung des,death inducing
signalling complex“(DISC) (Abb. 5) (Kischkel et al. 1995). Fur diesenktion steht im

Falle des Fas-Rezeptors das Adapterprotein FAEd3-associated death domain protein)
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im Mittelpunkt. FADD enthélt neben der DD, Uber des mit dem aktivierten
Todesrezeptor interagiert (Kischkel et al. 199%)eaveitere Doméane, digleath effektor
domain®“ (DED), die fur die Rekrutierung der Procaspase 85bg wird (Muzio et al.
1996). Die Rekrutierung von Procaspase 8 UberDiit® an FADD und somit an den Fas-
Rezeptor setzt eine Oligomerisierung des Rezeptmngus (Kischkel et al. 1995). Im so
gebildeten DISQdeath inducing signalling compleg)folgt die Aktivierung von Caspase
8 nach dem,induced proximity-Mechanismus (Abb. 4), wobei im DISC hohe
Konzentration an Procaspase 8-Molekilen auftréisrkommt zur értlichen Erhéhung der
intrinsische Aktivitat der Zymogene und zu gegetigen Aktivierung (Muzio et al. 1998)
und im Folgenden zur Aktivierung von EffektorcaggragMedema et al. 1997)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Aktivieragmechanismus von Caspase 8 nach dem
.nduced proximity“-Modell. Gezeigt ist von links nach rechts die Rekrutierunghrerer Procaspase 8-
Molekile in den,death-inducing signalling complex“DISC (induced proximity), wobei die intrinsische
proteolytische Aktivitat der Procaspasen zu einegegseitigen proteolytischen Aktivierung fihrt. Die
freigesetzten Domanen lagern sich zum aktiven Erypammen. Aus: (Hengartner 2000, S. 772)

Die Aktivierung des Fas-Rezeptors erfolgt durch dgimg des Fas-Liganden (CD95
Ligand) sowohl unter physiologischen Bedingungema(imer 2000), als auch bei der
Apoptoseinduktion z. B. durch Chemotherapeutikée@den et al. 1996).

Der Fas-Ligand gehort zur TNF-Zytokin-Familie. Seémterminales Ende ist fur die
Bindung an den Fas-Rezeptor sowie fiir seine Oligmameon notwendig (Orlinick et al.

1997). Neben einer transmembranstandigen Form karemfEas-Ligand auch als I6sliche
Form vor, bei der die membrandurchspannenden Damiitden. Beide Formen kdnnen

Uber eine extrazellulare Rezeptorbindung Apoptodazieren (Krammer 2000).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung beiden Apopgewege Erkennbar ist der Rezeptor vermittelte
Apoptoseweg (links) sowie der Ablauf des mitochdeden Apoptoseweges (rechts) mit den jeweiligen
regulatorischen Proteinen. Die Wege sind verkniipér die Caspase 8 vermittelte Spaltung von(FBtH3
interacting death domain agonist‘welches den mitochondrialen Signalweg aktiviereanrk und
konvergieren auf Ebene der Effektorcaspase 3. NMaelif nach (Hengartner 2000, S. 773)

1.2.2 Mitochondrialer Apoptoseweg
Im Jahr 1996 konnte gezeigt werden, dass eine ikting von Caspase 3 nicht nur tber

die Aktivierung von Todesrezeptoren und Caspaswiffiadet, sondern auch unter dem
Einfluss so genanntgapoptotic protease activating factorstien Apafs, moglich ist (Liu
et al. 1996). Bei genauerer Charakterisierung vpafA fand sich eine Sequenzhomologie
einer N-terminalen Domane mit der Caspase 3 Prodemder,Caspase recruitment
domain®, CARD (Hofmann et al. 1997, Zou et al. 1997). Es deurgezeigt, dass
Cytochrom c direkt mit Apaf-1 interagieren muss, gine Caspase 3-Aktivierung zu
ermoglichen (Zou et al. 1997). Auch Caspase 9 bidbder eine direkte Interaktion der

beiden homologen CARD-Domanen an Apaf-1 (Li etl897). Alle drei Komponenten,
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Apaf-1, Cytochrom ¢ und Caspase 9 bilden einen KHerjpdas Apoptosom, das eine
radfomige dreidimensionale Struktur aufweist undl@m die Procaspase 9 aktiviert wird
(Abb. 6) (Acehan et al. 2002). Hierbei kann es &idenzur Proteolyse kommen, welche
jedoch fur die Aktivierung nicht zwingend notwendg, da diese auch durch allosterische
Regulation eingeleitet werden kann. Dies geschidatch Homodimerisierung im
Apoptosom und fuhrt zu einer aktivierenden Konfaioressanderung von Caspase 9
(Renatus et al. 2001).

Das Apoptosom bildet das Kernstiick des intrinsisclygoptosewegs (Abb. 5); alle seiner

Komponenten werden fur die Aktivierung von Caspgabenotigt (Li et al. 1997).

U = Apaf-1 @ Cytochrome ¢
¥

@ & Caspase-9 ¥ Active caspase

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aktivierungmechanismugon Caspase 9 im Apoptosom.
Gezeigt ist von links nach rechts die Zusammenlagedes Apoptosoms aus Apaf;apoptotic protease
activating factor-1“) Cytochrom ¢ und Procaspase 9 und die Aktivierwtley Procaspase 9 durch
allosterische Regulation. Aus: (Hengartner 2000, 72)

Cytochrom c ist in der gesunden Zelle im Intermeambpalt zwischen der &ul3eren und
inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und haheeiwichtige Funktion in der
Atmungskette (Brandt 2007). Die Freisetzung von oCjtom c sowie weiteren
proapoptotischen Faktoren aus dem Intermembranstotgt im Rahmen von Apoptose
induzierenden, die Mitochondrien schadigenden Breggn. Dazu gehdren DNA-
Schadigung, Strahlung, Hitzeeinwirkung, aber audier@otherapeutika, die zu einer
Permeabilisierung der mitochondrialen Membranen zundFreisetzung proapoptotischer
Faktoren beitragen. Damit kommt es zur Apoptosditidn Uber den intrinsischen
Signalweg (van Loo et al. 2002).

Zum wichtigsten Regulationssystem des intrinsischpaptosewegs gehoren die Proteine
der Bcl-2-Familie. Sie regulieren mit Hilfe von prand antiapoptotischen Mitgliedern die
Permeabilitdt der Mitochondrienmembran Uber diellig so genannter ,Poren®.

Alle Proteine dieser Familie besitzen mindesteme gBcl-2-homology domain®“(BH-

Domaéne), mittels der sie untereinander interagiéBeunelle et al. 2009).
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Bax und Bak sind proapoptotische Mitglieder der-Bdétamilie, die Gber die Doméanen
BH1, 2 und 3 verfligen und sich damit von der anuepeoapoptotischen Bcl-2-
Untergruppe, den BH3-only Proteinen abgrenzen, veefaur Uber diese eine BH-Doméane
verfiigen (Brunelle et al. 2009).

Im inaktiven Zustand liegt Bax als Monomer im Zybsor und transloziert zu bzw.
inseriert in die duRere Mitochondrienmembran (Hsal.€1997), wahrend Bak sich bereits
im inaktiven Zustand dort befindet (Wei et al. 2DDie aktivierten Proteine durchlaufen
eine Konformationsanderung und bilden Homo-Oligamerder Mitochondrienmembran
(Saito et al. 2000, Wei et al. 2000), welche dantweder eine Pore bilden, durch die
proapoptotische Faktoren freigesetzt werden (Blenel al. 2009) oder mit schon
vorhandenen mitochondrialen Transportproteineniesetn Zweck interagieren (Shimizu
et al. 1999).

Die BH3-only-Proteine konnen hingegen antiapoptbtisvirksame Bcl-2-Mitglieder
binden und so deren Interaktion mit Bax oder Bathwelern, was zu deren Freisetzung
fuhrt (Willis et al. 2007). Es konnte jedoch auatezeigt werden, dass einige BH3-only-
Proteine wie Bid durch direkte Interaktion mit lpe&dsweise Bax diesen aktivieren
(Lovell et al. 2008). Das BH3-only-Protein Bid dpiauch insofern eine herausragende
Rolle, als dass es in sogenannten Typ lI-Zellee eantrale Verkniipfungsstelle zwischen
den beiden Apoptosewegen darstellt (Scaffidi e1998). Diese Zellen unterscheiden sich
von den Typ I-Zellen dadurch, dass in Folge der-Rezeptor-Aktivierung nur wenig
DISC gebildet wird (Scaffidi et al. 1998); die wgan aktivierten Caspase 8-Molekile
schneiden und aktivieren wiederum Bid (Li et al98p welches dann die Aktivierung des
mitochondrialen Apoptosewegs vermittelt (Lovellaét 2008) und so zum apoptotischen
Zelltod fuhrt. Im Gegensatz dazu wird in Typ I-&#| unabhéngig von mitochondrialer
Apoptoseinduktion, durch den DISC Caspase 8 inealsnden Mengen aktiviert, um
konsekutiv massiv Caspase 3 zu spalten und Zdliadduzieren (Scaffidi et al. 1998).

Die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familiea. Bcl-2 und Bcl-x, besitzen vier
BH-Domaénen. Einerseits sind sie in der Lage, BHB-@&1oteine zu binden und damit die
Aktivierung von Bax und Bak zu unterbinden (Cheh@le2001), andererseits kbnnen sie
durch direkte Interaktion Bax auch direkt inaktreie und so eine Porenbildung verhindern
(Billen et al. 2008).

Eine weitere wichtige inhibitorische Regulation dgpoptosesignalkaskade erfolgt tGber
die ,inhibitor of apoptosis proteins; kurz IAPs. Sie agieren auf Ebene der

Caspaseninhibition und sind charakterisiert durehmals eine BIR-Doméan@®aculoviral
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IAP repeat) Viele der IAPs enthalten auch eine C-terminakgehe Zink-Finger-RING-
Domaéne. Bis heute konnten sieben Mitglieder di€senilie identifiziert werden, darunter
.cellular IAP* (clAP) 1 und 2 sowie das am besten charakterisinetein ,X-
chromosome-linked IAP{XIAP) (Liston et al. 2003). XIAP verfugt Uber eilomane
(BIR 3), mit der die katalytische Aktivitdt von Gese 3 und 7 durch Protein-Protein-
Interaktion inhibiert werden kann (Deveraux et1897, Takahashi et al. 1998). Manche
IAPs, darunter auch XIAP, inhibieren auch Caspaséb@r eine weitere spezifische
Doméne (BIR2) (Takahashi et al. 1998). Die Ubieuiierung von XIAP oder clAP wird
Uber die RING-Doméne sowie von Caspase 3 und 7 iteimund induziert die
proteosomale Degradation der IAPs (Yang et al. 2000

oI g BIR2 GUBIRS

Abbildung 7: Schematische Darstellung voninhibitor of apoptosis proteins“(IAPs): clAP1/2 (a) und
XIAP (b). Gezeigt sind die drei BIR Doméanen sowie die RINGraoen, Uber die sowohl djeellular

IAPs* (clAPs) als auchX-chromosome-linked IAP“(XIAP) verfiigen. Die clAPs besitzen zudem eine

b

CARD-Domaéane. BIR=baculoviral IAP repegt CARD= caspase recruitment domain RINGreally
interesting new gene. Aus: (LaCasse et al. 2008253)

Durch Inhibition von Caspase 3 und 7 sind die IABgative Regulatoren des intrinsischen
und des extrinsischen Apoptosewegs, die Hemmungaligven Caspase 9 hingegen
inhibiert spezifisch den mitochondrialen Apoptosgwéroapoptotische Faktoren wie
Smac/DIABLO und OMI/HtrA2, die wie Cytochom c¢ beerdZelltodinduktion aus dem
mitochondrialen Zwischenmembranspalt freigesetztiem (van Loo et al. 2002), agieren
wiederum im Rahmen der Apoptose als XIAP-Inhibito¢eiston et al. 2003).

Insgesamt unterstreichen die dargestellten kompl@xsammenhange, die sich durch die
Interaktion einer Vielzahl von am mitochondrialerpaptoseweg beteiligten Proteinen
ergeben, wie wichtig die prazise Regulation dieSignalkaskade fiir das Uberleben der

Zelle ist.
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1.2.3 Caspase 2
Die Rolle von Caspase 2 im Apoptosegeschehen widir Literatur bis heute kontrovers

diskutiert. Anhand ihrer Substratspezifitat lieffe sich zu den Effektorcaspasen zahlen
(Thornberry et al. 1997). Sie verfugt jedoch wies@ase 9 Uber eine CARD-Doméane und
wird durch Dimerisierung und Autoproteolyse (Baligat al. 2004), durch
Zusammenlagerung in Proteinkomplexen (Tinel eR@04, Olsson et al. 2009), aber auch
proteolytisch durch Caspase 3 (Harvey et al. 1886Yyiert.

Caspase 2 scheint besonders bei der p53-vermittdi@ptoseinduktion nach Auftreten
von genotoxischem Stress eine zentrale Rolle zelespi(Tinel et al. 2004). lhre
Aktivierung wurde dariiber hinaus jedoch auch sowmhRahmen des mitochondrialen als
auch des Rezeptor vermittelten Apoptosewegs betxni(Guo et al. 2002, Lavrik et al.
2006).

Die aktive Form von Caspase 2 vermittelt apoptbgsStimuli tber ihre Wirkung auf die
Mitochondrien. Ein wichtiges Substrat ist das BHByeProtein Bid (Upton et al. 2008),
dessen Spaltprodukt, tBid, Uber die Interaktion weiteren proapoptotischen BH3-only-

Proteinen eine Cytochrom c-Freisetzung induzieri(& al. 2000).

1.3 Zellzyklus
Der Zellzyklus wird definiert von einer Abfolge vdEreignissen, deren Ziel die Teilung

der Zelle darstellt. Dysregulationen des Zellzyklk@nnen zu einer unbeschrankten
Zellproliferation fuhren und zur Entstehung von Bserkrankungen beitragen (Vermeulen
et al. 2003). Um die Integritat des Genoms zu &halunterliegt der Zellzyklus deshalb
einer strikten Regulation durch sogenanpntbeckpoints®. Diese liegen in einzelnen
Zellzyklusphasen. In der M-Phase (Mitose-Phasa)efirdie Zellteilung statt. Die Ubrigen
Phasen, ¢, S- und G-Phase, werden auch als Interphase zusammengdfastr S-
Phase (Synthese-Phase) erfolgt die Replikation RMA. In den G-Phasen Gap“-
Phasen) vor und nach der S-Phase kommt es zumagbistum und das Genom wird auf
Schaden oder Fehler Gberprift. Nach deiPBGase folgt erneut eine S-Phase (Schwartz et
al. 2005).

Eine positive Regulation des Zellzyklus erfolgt durdie Interaktion zwischeytyclin-
dependent kinases“kurz CDKs, und spezifischen regulatorischen Rmete den
Cyclinen. Eine Inhibition des Zellzyklus findet dtrdie Aktivitdt der CDK-Inhibitoren
(CDKIs) statt (Schwartz et al. 2005). Eine Schadgyder DNA ist ein wichtiger Ausloser
fur einen Zellzyklusarrest. Dieser kann an dreil&teim Zellzyklus auftreten: Ein Arrest
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am G/S-checkpointverhindert den Eintritt in die S-Phase und damé& &eplikation
beschadigter DNA. Ein Zellzyklusarrest wahrend 8dpPhase tritt bei Stérungen bei der
Replikation, aber auch bei DNA-Schaden auf. Zeltka,nach der Interphase Schaden an
der DNA aufweisen, werden a@,/M-checkpointgestoppt, bevor die Mitose beginnt. So
haben DNA-Reparaturmechanismen die zusatzliche istidgit, die Schaden zu beheben
(Li et al. 2005).

1.4 Doxorubicin
Doxorubicin gehdort, wie z.B. auch Daunorubicin ulgbirubicin, zur Gruppe der

Anthrazykline und wurde zuerst aus Streptomycesefiart. Es zahlt zu den zytostatisch
wirksamen Antibiotika und wird bei einer Vielzalhblgler Tumoren, wie Mamma- und
Bronchialcarcinomen oder malignen Lymphomen eingéséAktories et al. 2009).
Anthracycline schadigen die Zelle, indem sie zuneriin die DNA interkalieren und zu
anderen die Bildung eines stabilen Komplexes aus DNd Topoisomerase |l induzieren
(McClendon et al. 2007). Diese Komplexbildung fulza DNA-Doppelstrangbrichen
(Bigioni et al. 1994). Die Behandlung mit Doxorubidiihrt auRerdem zur Bildung freier
Radikale, die ihrerseits DNA-Schaden induzierenngin(Aktories et al. 2009). Wenn die
durch Doxorubicin geschadigte DNA nicht mehr vorr delle repariert werden kann,
kommt es zur Induktion von Apoptose (Friesen e2@08b).

1.5 Opioide in der Behandlung von Krebspatienten

1.5.1 Schmerztherapie
25-30 % der Patienten mit einem neu diagnostinehalignom leiden aufgrund ihrer

Erkrankung bereits an Schmerzen, in fortgeschetigfrebsstadien betrifft dies sogar 70-
80 % der Patienten (Pharo et al. 2005). ErkennumagBehandlung von Krebs assoziierten
Schmerzen ist somit eine wichtige Basis fur eirfelgreiche Therapie (Nersesyan et al.
2007). Die moderne Schmerztherapie basiert aufdesriWHO vorgestellten Richtlinien,
dem WHO Stufenschema (Abb. 8) (World Health Orgainin 1996).

Opioide nehmen im WHO-Schmerzschema eine zentraBug ein, mittelstarke bis
schwere Schmerzen erfordern entsprechend der SRuiemd 3 des Stufenschemas den
Einsatz von schwach oder stark wirksamen Opioiden.
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+/- Adjuvantien (Laxantien,
Protonenpumpenhemmer)

+/- Koanalgetika (Neuroleptika,
Antidepressiva)

Persistierende
Schmerzen

Persistierende

Schmerzen
Stufe 2

Stufe 1

Abbildung 8: WHO-Stufenschema zur Behandlung von Sutmerzen dargestellt ist das therapeutische
Vorgehen bei verschieden starken Schmerzzustai®tdmwachere Schmerzen sind nach Stufe 1 mit nicht-
Opioidanalgetika wie den nicht steroidalen Antinmadika (NSAIDs, z. B. lbuprofen) oder Metamizol zu
therapieren. Ist diese Therapie ungeniigend, sidéiirStufe 2 des Schemas niedrigpotente Opioidatiledg
wie Tamadol oder Tilidin indiziert, zuséatzlich werddie Nicht-Opioidanalgetika beibehalten. In def&3

des Stufenplans werden die niedrigpotenten Opiondie hochpotenten Opioidanalgetika wie Morphin,
Fentanyl, Buprenorphin oder Methadon ersetzt. BiégnaStufen werden den Nebenwirkungen der
analgetischen Therapie wie z. B. Obstipation odeelkkit durch die Opioidanalgetika mit Hilfe von
Adjuvantien (Antiemetika, Laxantien) vorgebeugtsbasondere bei schweren Schmerzzustanden kdénnen
Koanalgetika wie Neuroleptika indiziert sein, die B. neuropathische Schmerzen effektiv bek&dmpfen.
Darstellung nach: (World Health Organization (WHI(9P6)

Schon in der Antike kannte man die analgetischer alnch berauschende Wirkung des
SchlafmohngPapaver somniferumpaus dem Opium gewonnen wird (Sauer et al. 2001).
Opium enthalt mehr als 40 verschiedene Alkaloide. Hauptbestandteil ist Morphin,
welches um 1804 aus Opium isoliert werden konntg als Ausgangssubstanz fur die
Synthese vieler weiterer Substanzen wie z. B. Hegdt (Sauer et al. 2001). Als Opiate
bezeichnet man die Verbindungen, die im Opium dtghasind. Der Begriff Opioide
hingegen umfasst morphinartig wirkende, naturlichebstanzen wie die Opiate und
endogenen Opioidpeptide, aber auch die Gruppe absynthetischen, durch chemische
Modifikation von Morphin hergestellten Stoffe wieyhomorphon und Heroin. Als dritte
Gruppe fallen auch die vollsynthetischen Substanzien Buprenorphin, Levomethadon
und Fentanyl unter die Bezeichnung Opioide (Saual. €001, Karow et al. 2008).
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Abbildung 9: Strukturformel der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Opioide Morphin (a),
Fentanyl (b) und Methadon (c)Aus: (Pasternak 2001, S. 221).

Morphin gilt heute als Standard-Opioid und ist M&anent der ersten Wahl bei der
Behandlung von krebsbedingten Schmerzen nach Stufies WHO-Schmerzschemas
(World Health Organization 1996). Die Wirkungen vbforphin werden hauptsachlich
durch eine Aktivierung des p-Opioidrezeptors vetitit (Karow et al. 2008). Seine
analgetische  Wirkung entfaltet Morphin auf versdelen Ebenen der
Schmerzverarbeitung im ZNS, wo es zum einen aufn&bdes Rickenmarks die
synaptische Weiterleitung von aufsteigenden (after® Schmerzreizen unterbricht, zum
anderen deszendierende antinozizeptive Bahnen spipah aktiviert (HOllt et al. 2009).
Weitere erwiinschte oder auch unerwiinschte EffexteMorphin sind ebenfalls durch die
p-agonistische Wirkung zu erklaren: ein Akutredudter p-Aktivierung ist Euphorie, die
ein gewisses Abhangigkeitspotential besitzt; UberkMig auf die Formatio Retikularis
kommt es zur Sedierung. Miosis, Bradykardie, Blucdtabfall, Ubelkeit und Erbrechen
sowie Obstipation und Harnverhalt sind typische rei@schte Nebenwirkungen.
Dosislimitierend wirkt die durch Morphin induzierzentrale Atemdepression (Hollt et al.
2009). Morphin steht in verschiedenen Darreichumgsén zu Verfligung. Es unterliegt
bei oraler Gabe einem hohEirst-Pass-Effekin der Leber und wird dort zum analgetisch
potenteren, besser ZNS-gangigen Morphin-6-Glukurdyaw. zu Morphin-3-Glukuronid
umgebaut, dem eher unerwiinschte Nebenwirkungerszigeben werden (Nersesyan et
al. 2007). Therapeutische Plasmakonzentrationen Momnphin bei Schmerzpatienten
unterliegen vielen Variablen, die gemessenen Waatt@vanken stark. Als Mittelwerte der
therapeutischen Konzentrationen werden durchs@bhét Plasmaspiegel von
umgerechnet ca. 0,078ug/ml (McQuay et al. 1990). ;@69 pg/ml (Faura et al. 1996)
angegeben.

Erst wenn unter Morphingabe durch Dosiserhéhungenkeine ausreichende Analgesie

mehr moglich ist, wird empfohlen, auf andere Opeoiduszuweichen, wobei die
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Behandlung mit Fentanyl eine moderne und effekdilternative darstellt (Nersesyan et al.
2007).

Fentanyl besitzt an den Opioidrezeptoren ein dheticWirkprofil wie Morphin, hat im
Vergleich zu Morphin jedoch eine Uber 100-fach kstée analgetische Potenz (Karow et
al. 2008) und wirkt bei entsprechender Dosieruagksatemdepressiv (Karow et al. 2008).
Aufgrund seiner hohen Lipophilie flutet es im ZNé&hsell an und wird sekundar auch
schnell wieder in die Peripherie umverteilt (Karetval. 2008). Deswegen kann bei einer
Darreichungsform, bei der Fentanyl rasch resorbwved, z. B. Gber die Mundschleimhaut,
innerhalb von Minuten eine Schmerzlinderung erttevedrden, die innerhalb einer Stunde
abklingt (Bredenberg et al. 2003, Karow et al. 200§ pischerweise wird Fentanyl jedoch
auch transdermal Uber Pflaster verabreicht, mittEser die Substanz langsam uber
mehrere Tage freigesetzt wird. So kann eine ,Basiggsie” erreicht werden (Nersesyan
et al. 2007).

Die therapeutischen und toxischen Plasma- bzw. ndeynzentrationen von Fentanyl
werden in der Literatur mit unterschiedlichen Weresngegeben und betragen 0,001-0,01
png/ml (therapeutisch) (Repetto et al. 1997, Winekle2001, TIAFT 2004) bzw. 0,002-
0,017 pg/ml (toxisch) (Poklis 1995, Repetto etl@P7, TIAFT 2004).

Das synthetische Opioid Methadon wurde bisher asatEsubstanz bei der Behandlung
Opioidabhangiger mit Erfolg eingesetzt (Krantz ét 2004) und gilt auRerdem als
Alternativopioid bei der Behandlung starker SchreargKarow et al. 2008). Es wirkt wie
Morphin hauptsachlich tber den p-Opioidrezeptderdings bei doppelter analgetischer
Potenz (Karow et al. 2008). Eine Besonderheit desh&tons ist seine antagonistische
Wirkung am NMDA-Rezeptor und die damit einhergehendarbesserte Wirksamkeit
gegen neuropathische Schmerzen (Soares 2005). ré/aitateile sind die hohe orale
Bioverfugbarkeit, fehlendes Auftreten aktiver Meaihte sowie relativ niedrige Kosten.
Die individuelle Pharmakokinetik gilt beim einzeinePatienten jedoch als schwer
vorhersehbar und die Ausscheidung dauert langdass die Handhabung von Methadon
relativ schwierig ist (Soares 2005).

Ein haufiges Problem bei der Tumorschmerztherapidangwirksamen Praparaten sind
Durchbruchschmerzen, die als akut einsetzend utashsiv beschrieben werden, jedoch
nach relativ kurzer Zeit wieder abklingen (Payne0O720 In einer internationalen,
multizentrisch konzipierten, prospektiven Studie Knebspatienten gaben ca. 65 % der
Befragten an, unter Durchbruchschmerzen zu leid€araceni et al. 1999). Zur

Behandlung von Durchbruchschmerzen werden scheelligbare, eher kurz wirksame,
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potente Opioide als Bedarfsmedikation eingesetzérad gehort z. B. unretardiertes
Morphin, aber auch buccal appliziertes Fentanylk&mte gezeigt werden, dass Fentanyl
Durchbruchschmerzen wirksamer bekampft als unretdeds Morphin (Coluzzi et al.
2001).

1.5.2 Apoptoseinduktion durch Opioide in Krebszelle n
Ein weiterer Aspekt bei der Behandlung von Krehbigpén mit Opioiden stellt die erst

seit kurzem bekannte Zytotoxizitat mancher Subssangegenuber Krebszellen dar.
Friesen et al konnten zeigen, dass insbesonderbalilien Apoptose in Leukéamiezellen
induziert (Friesen et al. 2008a). Dies konnte nictt fur sensible, sondern auch fur
Doxorubicin- und apoptoseresistente Leukamiezelt@acthgewiesen werden, wobei
gesunde periphere Blutlymphozyten bei gleicher Bdhang keinem Zelltod unterlagen
(Friesen et al. 2008a).

Des Weiteren sensitiviert Methadon auch Glioblagwlifinien fir eine
Apoptoseinduktion durch Doxorubicin (Hormann et2410).

Weiter Studien zeigten, dass Fentanyl und Buprdmorppoptose in Leukamiezellen
induzieren bzw. diese ebenfalls fir Doxorubicin ssivieren (Drost 2009, Hagemeier
2009).

1.6 Opioidrezeptoren
Seit dem ersten Nachweis von Opioid-BindungssteilenZNS konnten verschiedene

Typen von Opioidrezeptoren beschrieben werden. eHesimd vier zur Familie der
Opioidrezeptoren gehdrende Membranproteine bekadet: p-, derx— und der 6-
Opioidrezeptor sowie dejopioid-receptor-like 1Y(ORL-1)-Rezeptor. Die Ersteren sind
die klassischen Opioid-Bindungsstellen, die phawot@ksch hauptséachlich genutzt
werden und die ca. 60 % Sequenzhomologien unter@anaaufweisen (HOllt et al. 2009).
Der Groldteil der pharmakologisch beobachtbaren msatliten Opioidwirkungen wie
Analgesie, aber auch viele der unerwiinschten Neipemwgen werden durch den -
Opioidrezeptor vermittelt (HOllt et al. 2009).

Zusatzlich zur Unterteilung der Opiodrezeptorenuink- und s-Rezeptoren konnten fur
den p-Opioidrezeptor verschiedene Subtypen idemrfiwerden. Der p1-Rezeptor bindet
mit hoher Affinitat p-Agonisten wie Morphin (Pastek 2001) und vermittelt supraspinale
und systemische Analgesie, wahrend die spinal vesitei Analgesie nicht beeinflusst

wird (Pasternak 1993). Der p2-Rezeptor hat einew&chere Bindungsaffinitat fir
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Morphin und unterscheidet sich vom pl1-Rezeptor auwtrch unterschiedliche
Ligandenselektivitat. Er spielt eine zentrale Rblke der Analgesie auf spinaler Ebene und
vermittelt typische Nebenwirkungen wie Atemdepressund Obstipation (Pasternak
1993). Der dritte Subtyp, p3, konnte zuerst auf tmeellen nachgewiesen werden
(Stefano et al. 1993a). Er bindet spezifisch Op#lichloide wie Morphin, jedoch keine
Opioidpeptide (Stefano et al. 1993a) und wird nicht auf Monozyten (Stefano et al.
1993b), sondern auch auf Granulozyten (Makman .e1395) und Gefaliendothelzellen
(Stefano et al. 1995) exprimiert. Seine Aktivierutigrt unter anderem zur Bildung von
NO (Cadet et al. 2003) und wirkt damit z. B. in &&kndothelzellen vasodilatatorisch
(Stefano et al. 1995), auBerdem hat er immunmauhidahe Effekte (Stefano et al.
1993a).

extra-
zellular

intra-
zellular

00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000

Abbildung 10: Schematische Darstellung des MOR-Gengnd dessen GenproduktZu erkennen ist (a)
das p-Opioidrezeptor 1 (MOR-1)-Gen mit seinen Exang der p-Opioidrezeptor (b) von der Seite und (c)
von extrazellulér betrachtet. Die Muster der Exenssprechen den von ihnen codierten Rezeptordoménen
der rote Pfeil in (a) bezeichnet den haufigen Armankt des alternativen SpleiBens. Darstellung nach
(Pasternak 2001, S.224)

Neben diesen eher funktionellen Unterschieden wurdereits zahlreiche, durch
alternatives Spleil3en entstandene Varianten depipidDezeptors beschrieben (Abb. 10).
Das MOR-1-Gen, welches fir den p-Opioidrezeptoriartd besteht aus mindestens
dreizehn Exons (Xu et al. 2009), wobei die Exoms diis drei fur den extrazellularen und
den transmembranaren Anteil des Rezeptor codigbh. (10). Der intrazellulare Anteil
wird von den zahlreichen anderen Exons codiert téPaak 2001). Dies wird durch
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alternatives Spleilen am 3" -Ende der mRNA regulied flhrt zu einer Vielzahl von p-
Opiod-Rezeptoren, die zwar aufgrund ihrer idengschBindungsdoménen ahnliche
Ligandenaffinitaten aufweisen, bei denen aber diePr@ein-Aktivierung durch
verschiedene p-Agonisten sehr unterschiedlichBslah et al. 2004, Pan et al. 2005).
Diese Rezeptorvarianten zeigen unterschiedlicherdsspnsmuster innerhalb des ZNS
(Abbadie et al. 2000a, Abbadie et al. 2000Db).

Die Opioidrezeptoren gehdren zu dem G-Protein-ge&lden Rezeptoren. Sie sind
charakterisiert durch sieben Transmembrandoméanebgiwdas carboxyterminale Ende
intrazellular liegt und der N-Terminus sich auf @etrazellularen Seite befindet (Abb. 10)
(Connor et al. 1999). Nach Aktivierung der Opiodnemren kommt es durch Interaktion
mit G-Proteinen der Gund G-Familie zur Signaltransduktion (Connor et al. 1999ie
G-Proteine (Guanine-nucleotide binding proteindjegen am inaktiven Rezeptor als
Heterotrimere vor, bestehend aus eingr - und y-Untereinheit. Bei Aktivierung des
Rezeptors durch Bindung eines Agonisten kommt edean-Untereinheit zum Austausch
des zuvor gebundenen GDPs mit GTP, was die Didsmzialer G- und der G-
Untereinheit bewirkt (Abb. 11 (a) und (b)) und dieteraktion mit verschiedener
Effektoren ermdglicht. Die Hydrolyse des GTP durdie GTPase-Aktivitat dero-
Untereinheit beendet diese Aktivitat und die Uritdreiten bilden erneut ein Heterotrimer
(Siderovski et al. 2005).

Im Falle der Bindung eines p-Rezeptoragonisten hemuglie dissoziierten G-Protein-
Untereinheiten unter anderem die Adenylatzyklaseduwch der zellulare Anteil des
second messengeAMP sinkt (Johnson et al. 1994). Dies hat beisprelse einen
inhibitorischen Effekt auf die N#&K'-ATPase zur Folge (Woolcock et al. 2006).
AulRerdem kommt es zur Aktivierung einwérts geritdrteKaliumkanale (lkeda et al.
2000).Die Modulation von lonenkanalen stellt einen wekemtn Mechanismus dar, tber
den Opioid-Agonisten die Weiterleitung von Schmeizen unterbinden (lkeda et al.
2000).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung von Regulaihsvorgangen am p-OpioidrezeptorGezeigt ist

(@), (b) die Aktivierung eines G-Protein gekoppelt&kezeptors mit Dissoziation der G-Protein-
Untereinheiten, (c) Phosphorylierung durchg&tond messengabhangige Kinasen wie z. B. Proteinkinase
C oder (2) -Protein-coupled receptor kinase$GRKs) und (d) konsekutive Anlagerung vprArrestin.
Diese vermittelt (h) sowohl weitere Signaltransdéukt als auch (e) Endozytose des Rezeptors, wonach
dieser entweder (f) dephosphoryliert und wiedekfiomsfahig, oder (g) degradiert wird. Modifizierach:
(Connor et al. 2004, S. 686)

Durch Aktivierung verschiedener Signalkaskaden ialeer aktivierten pu-Rezeptor kann es
zur Phosphorylierung und damit Aktivierung der zendmitogen activated protein
kinases"(MAPKSs) gehérendepextracellular signal regulated kinaseERKs) kommen.
Enzyme, die vom p-Opioidrezeptor aktiviert werdemd LERK phosphorylieren kdnnen,
sind z. B. die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (Leglasaca et al. 1997), die
Phospholipase C (Smart et al. 1995), aber aucRmdieeinkinase C (Belcheva et al. 2005).
Ahnliche Effekte wurden auch nach der Assoziatiam B-Arrestin an dem Rezeptor
beobachtet (Zheng et al. 2008)ypische Ziele sind hierbei Transkriptionsfaktorabger
auch Apoptoseregulatoren der Bcl-2 Familie (Pinaesital. 2007).

Fur die Regulation der Rezeptor vermittelten Sigaakduktion ist die durch
Agonistenbindung induzierte Desensitivierung vomtzder Bedeutung (Abb. 11(c) bis
(9)). Nach dem klassischen Modell werden hierbahneerlangerter Agonistenbindung
intrazellulare Rezeptordomanen phosphoryliert (€elet al. 2001). Dies kann sowohl

durch GRKs (G-protein-coupled receptor kinasesgls auch durchsecond messenger
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aktivierte Kinasen wie die Proteinkinase C erfolg&mamer et al. 1999, Celver et al.
2001).

Es kommt zur fur die Endozytose notwendige Anlaggrwon B-Arrestin an die
Phosphatreste (Whistler et al. 1998) und zur daweitbundenen Entkopplung des
Rezeptors von den assoziierten G-Proteinen (Whistlal. 1998, Celver et al. 2001). Es
zeigte sich, dass verschiedene Agonisten am p-@peptor beziglich dieser
Desensitivierungs- und Internalisierungsvorgangeersohiedlich effektiv sind (Yu et al.
1997, Borgland et al. 2003).

Diese Vorgange sind nicht nur fir die Regulationr dgrimar stattfindenden
Signaltransduktion von gro3er Bedeutung, sondeiespauch bei sekundaren, G-Protein
unabhangigen un@-Arrestin abhangigen Signalwege eine Rolle (Ignatet al. 1999,
Macey et al. 2006). Uber diesen alternativen Wegnkes beispielsweise ebenfalls zur
Aktivierung von MAPKs kommen (Zheng et al. 2008).

1.7 Fragestellung
Ziel dieser Arbeit war es, anknlipfend an die beredrhandenen Erkenntnisse tber die

Apoptoseinduktion in Krebszellen durch Methadons dRotential des Standardopioids
Morphin hinsichtlich einer Apoptoseinduktion in Le&mie- und Glioblastomzellen zu
untersuchen und herauszufinden, ob Krebszellenhd&®handlung mit Morphin fir

Zytostatika sensitiviert werden konnen. Aullerdeniitesan der Kombination zweier

Opioide das bisher noch nicht untersuchte Zusamrnkeenv dieser Substanzen auf den
Zelltod in Leukdmiezellen analysiert werden. Weaitétudien sollten die molekularen
Mechansimen beleuchten, die bei der Apoptoseindnldurch Opioide eine Rolle spielen,
um so neue Ansatze fur die Therapie von Malignomearhalten.



2 Material und Methoden 21

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien, Medien und Kits

Chemikalien, Reagenzien, Medien und Kits Bezugsquel

Aqua ad iniectabilia (1000 ml) (2703452) B. Brau@ AVlelsungen

Ampuwa Spullésung (7151-4) Fresenius Kabi Deutsth@mbH,
Bad Homburg

Antipain (A-6191) Sigma, St. Louis, Steinheim

Alkoholische Schnelldesinfektion, DESOMEIESOMED  Dr.Trippen GmbH,

RAPID AF (N-22330) Freiburg

BCA Protein Assay Kit (23225) Pierce, Rockford

BD FACSFlow™ (342003) BD Biosciences, Ontario
BSA, Albuminstandard (23209) Pierce, Rockford
Chymostatin (C-7268) Sigma, St. Louis, Steinheim

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) (99,5 %) (D-4540)  Sigmd., Souis, Steinheim

D, L-Dithiothreitol, (D, L-DTT) (D-0632) Sigma, Skouis, Steinheim
Doxorubicin-HCI> 98 % (D-1515) Sigma, St. Louis, Steinheim
DMEM 21969 Gibco, Auckland

ECL™ Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, Buckinghamshire

(RPN 2106)

FACS Clean (340345) BD Biosciences, Heidelberg
FACS Rinse (340346) BD Biosciences, Heidelberg
Fentanyl-Citrat (700955-0001) Fa. Fagrodmbh & Co KG,

Barsbuttel
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Fetales bovines Serum (FBS) Lonza, Verviers

Charge 5SB0010 (DE14-801F)

Glycerol> 98 %, wasserfrei (7530.1) Roth, Karlsruhe

Glycin min. 99,5 % p.a. (A1377, 1000) AppliChem riatadt

HEPES-Buffer 1 M (L1613) Biochrom AG, Berlin

Leupeptin (L-2884) Sigma, St. Louis, Steinheim

L-Glutamine 200 mM (25030) Gibco (Invitrogen Coraton),
Auckland

Magermilchpulver (T145.2) Roth, Karlsruhe

D, L-Methadon Hydrochlorid Sigma, Taufkirchen

Methanol, puriss. p.a., ACS reagent, reag. 1SSigma-Aldrich, Seelze
reag. Ph. Eurx 99.8 % (GC) (32213)

Morphin-Hydrochlorid-Trihydrat (176751-0004)Fa. Fagron Gmbh & Co KC

Barsbiittel
Naloxon-Fluoreszin N1384 Invitrogen GmbH, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) p.A. (1.06404.0500) Merck, iestadt
Novex® Sharp Protein Standard (LC5800) Invitrogen Cadsba

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) (NPO007)  Invitrogen, Cadsb

NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x) Invitrogen, Carlsbad
(NP0002)

NUPAGE®Novex® 4-12 % Bis-Tris Midi Gel  Invitrogen, Carlsbad
(WG1403BOX)

PBS-Dulbecco (Phosphate buffered saline) (Lx@iochrom AG, Berlin
(L1825)

PBS-Dulbecco (Phosphate buffered saline)  Biochrom AG, Berlin
Instamed 9,55 g/l (L182-50)

Penicillin-Streptomycin (15140-122) Gibco BRL Lit&auckland

Pepstatin A (P-4265) Sigma, St. Louis, Steinheim
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Phenylmethanesulfonyl (PMSF) (P-7626-

250MG)
Propidiumjodid 95-98 % (P-4170)
ProSievé&, Color protein markers (50550)

Restoré™ Western Blot Stripping Buffer
(21059)

RPMI-1640 Medium (31870-025)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (20760)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat p.a. (1.06448.0500)

Tris Base Ultrapure (75825)

Tris Hydrochloride (Tris-HCI) Ultrapure
(15506-017)

Triton X-100 (X-100-100ML)

Trypsin/EDTA-Solution 0,05 %/ 0,02 %
(L2143)

Tween 20 (8.22184.0500)

Wasser fur Infusionszwecke (100 ml)

Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone

(N-1510)

2.1.2 Geréate und Materialien

Gerate und Materialien

Sigma, St. Louis, Steinheim

Sigma, St. Louigigheim
Cambrex, Rocklaidine

Pierce, Rockford

Gibco, Auckland

Serva Elettoopsis GmbH
Heidelberg

Mey®armstadt
USB Corporation, Clanel

Gibco BRL (Life Technologies),
Grand Island, Paisley

Sigma, St. Louis, Ste@im

Biochrom AG, Berlin

Merck, Hohenbrunn

GlaxoSmithKJliRBinchen

Bachem AG, Bubendorf

Hersteller

6-Wellplatten (353502)
12-Wellplatten (353043)
24-Wellplatten (353047)

96-Wellplatten (353072)

Becton Dickinson, Frankliakes
Becton Dickinson, Frankliekes
Becton Dickinson, Franklakes

Becton Dickinson, FranKklakes
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Amersham Hyperflif! ECL™ (28906837)
BD CellQuest" Pro, Version 5.2.1
Blotting-Apparatur, Trans-BI6tSD Cell
Brutschrank Hera cell 240

Brutschrank Function line

Combitips plus 1ml (0030069.439), 2,5ml
(0030069.447), 5ml (0030069.455)

Decontamination Solution (S 232444)

GE Healthcare, Buckinghamshire
BD Biosciences, Ontario
BIO-RAD, Kalifornien
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

DakoCytomatfBlostrup

Einmal-Injektions-Kaniile, 100 StericanGr.1 B. Braun AG, Melsungen

(4657519)

Elektrophoresekammer Criterion Cell

BioRad, Minchen

Entwicklermaschine, Optimax 2010 X-Ray FilnProtec Medizintechnik GmbH,

Processor

Eppendorf Cups, Safe-Lock Tubes 1,5 ml
(0030120.086)

FACSCalibur
FalcorP-Tube 50ml (352070)
Falcorf-Tube 15ml (352095)

Fireboy plus

Gaskartuschen CV 360 Butane

Gel Blotting Papier GB 002

Hybond™ ECL™ Nitrocellulose membrane
(RPN 303D)

Hypercassetf® ECL™

Oberstenfeld

Eppendorf AG, Hamburg

Becton Dickinson, Franklin Lakes
Becton Dickinson, Franklin Leike
Becton Dickinson, Franklin Leke
Integra Biosciences GmbH,
Fernwald
Campingaz, Givisiez
Whatman, Dassel
Amersham Biosciences,
Buckinghamshire
Amersham Biosciences,

Buckinghamshire



2 Material und Methoden

25

Laborflaschen SCHOTT DURARN100 ml, 250 Schott AG, Mainz
ml, 500 ml, 1000 ml

Inverses Lichtmikroskop IMT-2 Olympus, Hamburg
Magnetriihrer IKA RCT basic IKA-Werke, Staufen
Membran-Vakuumpumpe AZ04 HLC BioTech, Bovenden

Messbecher, Dur&60 ml, 100 ml, 250 ml, 600 Schott AG, Mainz
ml, 1000 ml

Messzylinder, PP 100 ml, 500 ml, 2000 m| Vitlabp&sostheim
Midi Gel Adapter Invitrogen, Carlsbad

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Hera Heraeus, Hanau
Safe HS 12

Mikrotiterplattenleser, Expert Plus Microplate ASYS Hitech GmbH, Eugendorf

reader

Mikrozentrifuge (DW-41-230) Qualitron Inc., Sylvan
Multipipette® plus Eppendorf AG, Hamburg
Netzgerat, PowerPac BaSit BioRad, Hercules
Neubauer-Zahlkammer, Tiefe 0,21mm Assistent, Somdhei
Neubauer-Zahlkammer, Tiefe 0,1 mm BRAND, Wertheim
Parafilm ,M* Pechiney, Chicago

pH Meter 744 Metrohm AG, Henisau
Pipettierhelfer, Accu-J&t BRAND, Wertheim

Pipetten, Labmate 2 pl, 10 pl,100 pl, 200 pl, Abimed GmbH, Langenfeld
1000 pl

Pipetten, Pipetm&n2 pl, 10 pl ,100 pl, 200 pl, Gilson, Middleton
1000ul

Pipettenspitzen, Precision tips 10pGilson, Middleton
(PNCB8/23403), 200ul (QWG8/76228), 1000ul
(LNA6/23476)
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Polystyrene Round-Bottom Tube, 5ml (352008) Be®akinson, Franklin Lakes

Schuttelgerat, Polymax 1040 Heidolph Instrumentbyw&bach
Serologische Einwegpipetten, CoStaiCorning, New York

Stripett®, 1ml, 2ml, 5ml (4487), 10ml (4488),

25ml (4489)

Spritzen, Injekt Einmalspritzen, 2mB. Braun AG, Melsungen
(4606027V),

5ml (4606051V), 10ml (4606108V)

Spritzen, Luer-LoR Spritzen, 20 ml, 50 ml BD Drogheda, Ireland
Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S (10462200) Whatman Gmbldssel
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK510  BAND¥Ielectronic GmbH & Co

KG, Berlin
Vortexer, MS 1 Minishaker IKA, Tagquara
Zellkulturflaschen 75 cm? (353236) BD Biosciendgsdford
Zellkulturflaschen 175 cmz? (353028) BD Biosciendgsdford
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau
Zentrifuge Function line Heraeus, Hanau

2.1.3 Zellkulturmedium, Puffer, Substanzen

Die angesetzten Losungen und Puffer wurden, falhtnanders beschrieben, bei

Raumtemperatur gelagert.

Zellkulturmedium RPMI, 10 % FC&O00 ml), gelagert bei 4°C
= RPMI-1640 Medium (430 ml)
= 10 % FCS (50 ml FCS (hitzeinaktiviert, sterilfiért))
= 100 Units/ml Penicillin G; 100 pg/ml Streptomyckral Penicillin-Streptomycin
(Gibco) (sterilfiltriert))
= 1 mM L-Glutamin (2,5 ml 200 mM L-Glutamin (sterltfiiert))
= 25 mM HEPES-Puffer (12,5 ml 1 M HEPES-Puffer (stdtriert))
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Zellkulturmedium DMEM, 10 % FC$00 ml), gelagert bei 4°C
= DMEM Medium (430 ml)
= 10 % FCS (50 ml FCS (hitzeinaktiviert, sterilfiért))
= 100 Units/ml Penicillin G; 100 pg/ml Streptomyckral Penicillin-Streptomycin,
Gibco (sterilfiltriert))
= 1 mM L-Glutamin (2,5 ml 200 mM L-Glutamin (sterltfiiert))
= 25 mM HEPES-Puffer (12,5 ml 1 M HEPES-Puffer (stidriert))

Nicoletti-Puffer(10 ml):
= 0,05 % Triton X-100 (5 ml 0,1 % Triton-X-100-L6suyng
»= 0,05 % Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (5 ml 0,1 % Trigiffiumcitrat-Dihydrat-

Losung)

= 50 pg/ml Propidiumjodid (500 pl einer 1 mg/ml Paipmjodid-Losung), gelagert
bei 4°C

Lysepuffer zur Proteinherstellurf@00 ml), gelagert bei 4°C
= 30 mM Tris-HCI, pH 7,4 (3 ml 1 M Tris-HCI)
= 150 mM NaCl (3 ml 5 M NaCl)
= 1 9% Triton X-100 (1 ml Triton X-100)
= 10 % Glycerol (10 ml Glycerol)

Pro 1 ml Lysepuffer kurz vor Gebrauch zugesetzs&fze zuvor bei -20°C gelagert)
= 2mMDTT (2 ul 1 M DTT-L6sung)

* 500 uM PMSF (5 pl 100 mM PMSF-L6sung)

= 1 pg/mlSPI (10 ul 0,1 mg/ml SPI)

SPI Proteasen-Inhibitor Mischurt§0 ml), gelagert bei -20°C

= 5 mg Leupeptin in 1 ml Aqua ad iniectabilia
= 5 mg Antipain in 1 ml Aqua ad iniectabilia

» 5 mg Chymostatin in 1 ml DMSO

= 5 mg Pepstatin Ain 1 ml DMSO

= Aqua ad iniectabilia (ad 50 ml)
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Laufpuffer (1x Running Bufferf1000 ml):
= 1x NuPAGE® MES SDS Running Buffer (50 ml 20x NuPAGEMES SDS
Running Buffer)

» Agua ad iniectabilia (950 ml)

Ladepuffer
= NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)

Western-Transfer-Puffer (Blotting Puffgd000 ml):
= 48 mM Tris Base (5,8 g Tris Base)
= 39 mM Glycin (2,9 g Glycin)
= 0,037 % SDS (3,7 ml 10 % SDS)
= 20 % Methanol (200 ml Methanol)
= Aqua ad iniectabilia (ad 1000 ml)

Waschpuffer(1000 ml):
= 0,1% Tween 20 (1 ml Tween 20)

= 1x PBS (ad 1000 ml)

Blockingpuffer(500 ml):
= 5 9% Magermilchpulver (25 g)
= 1x PBS (500 ml)
= 0,1 % Tween 20 (0,5 ml Tween 20)

Strippingpuffer:

= Restoré" Western Blot Stripping Buffer von Pierce, Rockford

Morphin-HCI-/ Fentanyl-Citrat-/ D, L-Methadon-HClélsung

Die in Pulverform bezogenen Substanzen (Morphinntdreyl, Methadon) wurde

unmittelbar vor Versuchbeginn in sterilem Aqua amdectabilia geldst und so eine
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Stocklésung (1 mg/ml) hergestellt; diese wurdeil§terert und mit Aqua ad iniectabilia

auf die gewiinschten Konzentrationen verdunnt.

Doxorubicin-HCI-L6sung

Das Doxorubicin-HCI-Pulver (Doxorubicin) wurde m#&qua ad iniectabilia zu einer
Stocklosung mit einer Konzentration von 1 mg/ml 6gel und anschlielend mit

Versuchsmedium auf die gewtinschte Konzentratiodtirent.

ZVAD-L6sung(50 mM Stocklésung, gelagert bei 4°C)
= 5 mg Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketone (zZVAD), tegert bei 4°C
= 212,5ul DMSO

Naloxon-FluoreszirflmM Stocklésung, gelagert bei -20°C)
= 5 mg Naloxon-Fluoreszin (gelagert bei -20°C)

* 6,3 ml EtOH

2.1.4 Antikorper

Tabelle 1: Verwendete Antikbrper mit Angabe von Serumtyp (m=mouse; r=rabbit), Varding (mit
Waschpuffer (WP) oder Blockingpuffer (BP)), Bestalinmer und Hersteller.

Primarantikorper Verdinnung Bestell- Hersteller
(Serumtyp) nummer
Anti-aktive Caspase 9 1:200 BP AB3629 Chemicon
(r)
Anti-B-Aktin (m) 1:5000 WP A-5441 Sigma-Aldrich

Clone AC-

15
Anti-Bax (r) 1:250 BP PC 66- Calbiochem

100ug
Anti-Bcl-x s/ (r) 1:500 BP sc-1041  Santa CruBiotechnology
Anti-Caspase 2 (m) 1:1000 BP 611022 BD Transdudtadvoratories
Anti-Caspase-3 (r) 1:1000 BP 9662 Cell-Signalinghrelogy
Anti-Caspase-8 (m) 1:1000 BP 9746 Cell-Signalinghfmlogy
Anti-Caspase-9 (r) 1:1000 BP 9502 Cell-Signalinghrelogy
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Anti-Caspase 10 (m) 1:1000 BP MO-593 MoBiTec
Clone 4C1
Anti-Fas-Ligand (m) 1:250 WP 556387 PharMingen
Anti-FAS-Rezeptor (m) 1:1000 WP 610198 BD Transduction Laboratories
Anti-XIAP (hILP) (m)  1:1000 WP 610-716  BD Transduction Laboratories
Clone 28
Sekundarantikdrper
Goat anti-mouse 1:5000 WP sc-2005 Santa CruBiotechnology
lgG-HRP
Goat anti-mouse 1:5000 WP sc-2004 Santa CruBiotechnology
lgG-HRP

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungan Brutschrank bei 37 °C, gesattigter
Wasserdampfatmosphare und 5 %,00 75 cnf bzw. 175 cr Kulturflaschen kultiviert

und jeden dritten bzw. vierten Tag mit frischnem Med verdinnt, um die fir jede
Zelllinie optimale Zelldichte herzustellen. Die Kulerung der Zellen erfolgte an einer
mikrobiologischen Sicherheitswerkbank mit steridaterialien, um eine Kontamination

der Kulturen mit Bakterien, Pilzen etc. zu vermeaide

Leuk&miezellen
Fur die Versuche wurden sowohl die myeloische Leukaelllinie HL-60 als auch die

lymphatische Leukamiezelllinie CCRF-CEM (CEM) eisgtzt. Die CEM-Leukamiezellen
wurden 1964 aus dem Blut eines an akuter lymphobtier T-Zell-Leukamie erkrankten
3-jahrigen kaukasischen Madchens isoliert (Foley akt 1965), die myeloische
Leukamiezelllinie HL-60 hingegen stammt aus dempberen Blut einer 1976 an akuter
myeloischer Leukamie erkrankten 35-jahrigen Frawll(®& et al. 1977). Die Zellen
wurden in supplementiertem RPMI ZellkulturmediumO (26 FCS) kultiviert und
regelmaRig mit neuem Medium verdiinnt, um so dienmpe Zelldichte von ca. 5x20

Zellen/ml herzustellen (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Umsetzmodus der Leukamiezellen in supplementieRéexll

HL-60 CEM
3 Tage | 1:15 1:10
4 Tage | 1:30 1:15

Glioblastomzellen
Fur weitere Versuche wurde die adharente Gliobmasédllinie A172 eingesetzt. Diese

Zelllinie wurde aus dem Gehirn eines 53-jahrigennhs mit einem Glioblastom
kultiviert (Giard et al. 1973).

Die Zellen wurden in supplementiertem DMEM kultitieund ebenfalls regelmalig
ausverdunnt, damit der Zellbewuchs nicht zu dictrde. Hierzu wurde abwechselnd
jeden dritten bzw. vierten Tag das verbrauchte Medabgenommen und die Zellen mit
10 ml PBS gewaschen, bevor sie mit 4 ml Trypsin3¥&C fur 3 min vom Flaschenboden
abgel6st und wieder in frischem Medium aufgenommearden. Anschliel3end erfolgte die
Verdinnung der Zellen mit Medium stets im Verh&thi4.

2.2.2 Versuchsansatze

Um optimale Versuchsbedingungen zu gewéhrleistammrden alle Zellen am Tag vor
Versuchsbeginn nochmals mit frischem Kulturmediurersergt, damit diese die
Maoglichkeit zur Proliferation hatten und keine znhle Zelldichte aufwiesen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Umsetzmodus der Versuchszellen am Tag vor Versgghibe

HL-60 CEM Al172
1 Tag 15 1:4 Mediumwechsel

Leukamiezellen

Fur Versuche mit durchflusszytometrischer Analyse ohyeloischen Leukamiezelllinie
HL-60 und der lymphatischen Leukamiezelllinie CEMurden diese, abhangig vom
angestrebten Analyseverfahren, in 96er, 24er o@er Wellplatten ausplattiert. Dies
entspricht Endvolumina im Well von 100 pl (96er Wikltte) bzw. 1 ml (24er Wellplatte)
bzw. 2 ml (12er Wellplatte). Die eingesetzte Zetikentration im Well betrug, abhangig
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von Inkubationszeiten, entweder 0,5 X Z8llen pro ml (Inkubationszeitraum 96 h -168 h)
oder 1 x 16Zellen pro ml im Kurzzeitversuch (Inkubationszeitra24 h-72 h).

Zur Isolierung von Proteinen wurden die Zellen iellulturflaschen (175 cf in einer
Dichte von 0,5 x 1bZellen pro ml ausplattiert. Es wurde ein Endvolunvem 90 ml
eingesetzt.

Um eine Vergleichbarkeit der Flaschenversuche it Wellversuchen zu gewahrleisten,
wurden auch aus diesen Ansatzen Proben fur FSC/S8@- Nicoletti-Analysen

enthommen.

Glioblastomzellen
Die A172-Zellen wurden stets mittels Nicoletti-Mette analysiert (s.u.). Hierzu wurden

diese 24 h vor der Zugabe von Morphin etc. in eibihte von 7000/cfin 12er
Wellplatten(4 cnf Grundflache) ausplattiert, entsprechend einerzzhll von 2,8 x 19

Zellen pro Well bei einem Gesamtvolumen von 2 ol fell.

Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl pro ml wurde mit Hilfe einer Neubaugihlkammer wie folgt ermittelt:

» Es wurden 4 GroRquadrate ausgezahlt und der Mételder gezahlten Werte
gebildet.
= Esqilt:
Mittelwert x 1d = Zellzahl pro ml
Fur die Wellversuche wurde durch Zugabe von Zellkahedium die gewlnschte Zellzahl
eingestellt; bei Anséatzen in Kulturflaschen wurdasdndtige Volumen mit der
gewinschten Zellzahl direkt entnommen. Die jeweaitgestrebte Zellzahl richtete sich
nach der geplanten Inkubationsdauer sowie der satggen Zelllinie und wurde im Detail

bereits oben erlautert.

Behandlung der Zellen mit Morphin oder Methadon all eine oder in
Kombination mit Doxorubicin oder mit Fentanyl
Nach dem Ausplattieren der Zellen wurde Versuchoradwie folgt zugegeben: Bei den

unbehandelten Kontrollen wurde soviel Medium zutgsedass das angestrebte
Gesamtvolumen damit erreicht wurde. Die zu behawdsl Wells wurden mit weniger
Medium bestiickt, so dass erst nach Zugabe einer adeier Substanzen das

Gesamtvolumen erreicht wurde, somit unterschidd das Gesamtvolumen der Kontrollen
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von dem der behandelten Wells nicht. Als nachstagden die verschiedenen
Konzentrationen von Morphin-HCI (Morphin), Fentai@jitrat (Fentanyl), D, L-
Methadon-HCI (Methadon) oder Doxorubicin-HCI (Dowbicin) zugegeben, wobei bei
Kombinationsversuchen stets zuerst die Fentanyl- die Doxorubicin-Verdiinnnung und
dann das Morphin zugegeben wurde. Das zum Well galggne Volumen einer
Verdinnung war so gewahlt, dass es hierbei zu &/eedliinnung der Substanz um den
Faktor 10 kam. Aus diesem Grund wurden die Verdiigaeteihen zuvor in einer 10 x
hoheren Konzentration als der jeweils angestrelegestellt.

Um stets gleichbleibende Versuchbedingungen zu lgdeigten, wurde das Morphin, das
Methadon und das Fentanyl immer am Tag des Veranshfzes geltst und steril filtriert.
Als unbehandelte Kontrollen wurden bei jedem Vensutellen statt mit Substanz
ausschlief3lich mit Medium bestiickt; bei Kombinaseersuchen wurden zusatzlich Zellen
nur mit je einer der jeweiligen Substanzen behandel

Die Versuchszellen wurden unter sterilen Bedingang® Brutschrank bei 37 °C,
gesattigter Wasserdampfatmosphare und 5 %8$zum entspechenden Zeitwert (24 h -
168 h) inkubiert.

Vor der Zellernte wurden die Zellen lichtmikroskegh auf Dichte, Gilte und
Kontaminationen untersucht. Nach der Zellernte wardlle Arbeitsschritte auf Eiswasser
durchgefuhrt, um den Stoffwechsel der Zellen zdavgsamen und den experimentell

eingetretenen Zelltod nicht zu erhdhen.

Nachweis der Caspasenabhangigkeit mit dem Caspaseni  nhibitor zZVAD.fmk

Zum Nachweis der Caspasenabhangigkeit des indezieZelltodes wurde der
Pancaspaseninhibitor Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethglen (zVAD.fmk, Bachem AG)
(Borner et al. 1999) in einer Konzentration von (bol/l eingesetzt. Diese wurde aus
einer 50 mM Stocklésung durch Verdiinnung mit demwejegen Medium hergestellt.

Fur den Versuch wurden die Zellen wie zuvor besttan ausplattiert und mit je 10 ul der
zVAD.fmk-Lésung behandelt. Vor Zugabe der andereobstanzen wurden die
vorbehandelten Zellen mindestens 1 h im Brutschi@k37 °C inkubiert. Die Detektion
apoptotischer Zellen erfolgte zu den entsprechendeirpunkten mittels FSC/SSC

Analyse.
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Proliferationsstudie

Um den Einfluss von Morphin auf das Proliferatiom$alten der myeloischen
Leukadmiezelllinie HL-60 zu analysieren, wurden dedlen im 96er Wells in einer Dichte
von 0,5x 18 Zellen pro ml ausplattiert und mit verschiedenementrationen Morphin
oder mit Medium besttckt. Zu den entsprechendetpdiekten wurde aus drei Wells dann
jeweils 10 pl Zellsuspension entnommen und es wutideder Neubauer-Zahlkammer
sowohl die vitalen Zellen, als auch die lichtmikopisch durch erhéhte Granularitat und
Membranaussttlpungen erkennbaren apoptotischearnZallsgezahlt. Die Zellzahl wurde

anschlie3end wie unter dem Punkt ,Bestimmung déz&d” beschrieben ermittelt.

Nachweis des Opioidrezeptors durch Naloxon-Farbung

Der Nachweis des Opioidrezeptors auf den Zelllirggiolgte durch Inkubation der Zellen
mit dem unspezifischen p-Opioidrezeptor-Antagomnisidaloxon (Karow et al. 2008).
Hierzu wurden 5 x 10Zellen mit Medium auf 1 ml Gesamtvolumen verdilantl durch
Zentrifugation geerntet (Leukamiezellen: 300 g bgioblastomzellen: 600 g, 10 min,
RT). Nach einem Waschschritt mit 1 ml PBS mit 1 @Swurden die Zellen 30 Minuten
mit 107, 10° 10° M Naloxon-Fluoreszin in PBS /1 % FCS /10 % EtOuibiert. Als
Kontrollen wurden Zellen eingesetzt, die nur mitSR % FCS /10 % EtOH behandelt
wurden. Im Anschluss folgten nach Zugabe von 1,5kaitem PBS /1 % FCS zwei
Waschschritte mit 2 ml derselben Lésung, das emdstae Pellet wurde in 300 pl kaltem
PBS /1 % FCS resuspendiert. Die Analyse des Flmergserhaltens der gefarbten Zellen
erfolgte im Durchflusszytometer.

2.2.3 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie wurde in der vorliegend&rbeit zu Detektion apoptotischer

Zellen, zur Zellzyklusanalyse sowie zum Nachweisn vOpioidrezeptoren auf der
Zelloberflache eingesetzt.

Prinzip

In einem Durchflusszytometer werden Zellen anhaed $treuung monochromatischen
Lichts und der Anregung bestimmter Fluoreszenzemthdllaserbestrahlung der Zellen
analysiert.

Hierbei werden die zu analysierenden Zellen mitteysirodynamischer Fokussierung
vereinzelt und treten in den Strahlengang des ka&as Licht des Lasers wird abhangig

von der zellularen Beschaffenheit zur Seite unchnamrne gestreut und kann auf3erdem
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Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen Bestandteile delte@ zuvor angefarbt wurden, zur
Emission von Licht einer spezifischen Wellenlanggaaegt werden. Das FACScalibtr
Flow Cytometer von Becton Dickinson verfugt hiettaer einen luftgekihlten Argonlaser,
welcher monochromatisches Licht von 488 nm Wellegéageneriert.

Die gestreuten bzw. emittierten Photonen werdencldubDetektoren verschiedener
Spezifitat aufgefangen und in ein elektrisches &8igimmgewandelt, welches digitalisiert
und am Computer durch spezielle AuswerteprogramieezwB. CellQuest! in Grafiken
dargestellt wird.

Mit dem FACScalibu™ Flow Cytometer ist es so méglich, neben dem getstreLicht
auch vier verschiedene Fluoreszenzsignale mit schiexdlichen Emissionsspektren zu
detektieren (BD Biosciences 2000).

FSC/SSC Analyse
Apoptotische Zellen unterliegen morphologischenavielierungen wie der Ausstilpung der

Zellmembran, Abschnirung von apoptotischen Korpamchnd somit Zellschrumpfung
sowie Erhdéhung der intrazellularen Granularitatr@yakiewicz et al. 1997, Kumar et al.
2007a). Das Verfahren der FSC/SSC-Analyse untetrsdigh Zellen hinsichtlich ihrer

GroRRe und ihrer Granularitat und bietet die Modteih die kleinere und granulérere
apoptotische Zellpopulation von den weniger gramudund gréf3eren vitalen Zellen zu

unterscheiden.

Seitwartsstreulicht

SSC
SSC

Lichtquelle Vorwartsstreulicht

e

FSC FSC
b

a c

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Prinzipder FSC/SSC-Messung (a) und Beispiele fir das
Messergebnis einer unbehandelten Kontrollpopulation(b) sowie einer Population mit ca. 67 %
apoptotischen Zellen (a) zeigt die Ablenkung des vom Laser emittiett@mtes an der Zelloberflache nach
vorne, wahrend intrazellulare Granula das Licht@eite hin brechen. Die weitestgehend vitale Pdioulan

(b) verfugt im Gegensatz zur Zellpopulation in (@¢ht Uber die in (c) deutlich erkennbare zusaltdic
Popluation mit kleinerem FSC-Signal, die sich voandvitalen Zellen abgrenzt und den Anteil der
apoptotischen Zellen reprasentiert. FSGrward light scattey SSC=side light scatteiQuelle fiir (a): (BD
Biosciences 2000, S.14), (b) und (c): eigene Megsnin
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Hierbei wird das an der Zelloberfliche gebrochenehtL vom Detektor des
Vorwartsstreulicht§Forward Light Scatter, FSCaufgefangen und ist ein Mal3 fur die
GroRRe der Zelle; im Inneren der Zelle gebrocheriebtlwird eher zur Seite gestreut und
wird von dem im 90° Winkel zum Laserstrahl angeetén Seitwartsstreulicht-Detektor
(Side Light Scatter, SS@yufgefangen. Es stellt ein Mal} fur die Granulagtéer Zelle dar
(Abb. 12) (BD Biosciences 2000).

Zellzyklusanalyse nach Nicoletti
Die Methode nach Nicoletti et al. erlaubt die Détwk apoptotischer Zellen und gibt

Hinweise auf den Zellzyklus. Die Messung beruht dexf Analyse des zellularen DNA-
Gehalts der Zellen (Nicoletti et al. 1991). Zeliender G-Phase des Zellzyklus besitzen
einen diploiden Chromosomensatz, verdoppeln dieggmend der S-Phase und verfligen
schlief3lich in der @Phase uber einen tetraploiden Chomosomensatz (Ketah 2007b).
Die DNA apoptotischer Zellen ist fragmentiert, dalverfiigen diese Uber subdiploide
DNA, deren prozentualer Anteil mit dem Anteil deten Zellen an einer Population
Ubereinstimmt (Nicoletti et al. 1991).

Zur Herstellung von Nicoletti-Proben wurden die mgeten Zellen zweimal mit je 2 ml
kaltem 1 x PBS (4°C) gewaschen und zentrifugiet€C(410 min, A172: 700 g/ HL-60:
500 g), um sie von Zellkulturmedium zu reinigen.sahlieRend wurde je nach Zellzahl
200 pl bis 500 ul kalter Nicoletti-Puffer (PI, 0,06 NaCitrat und 0,05 % Triton X in Aqua
ad iniectabilia) zugegeben. Hierdurch wurden di€esian Zellmembranen der Zellen
aufgeschlossen und die Kernmembran fur das im Paffenfalls enthaltene Fluorophor
Propidiumjodid (PI) durchlassig gemacht. Um dassgbfiel3en der Zellen zu beginstigen,
wurden die Proben stark resuspendiert und ansemce@evortext. Das Pl interkaliert in
die DNA und wird im FACS bei 488 nm zur Emissionnvaicht angeregt. Da die
Interkalierung des Pl in die DNA mehrere Stundendbigt, wurden die Proben vor der
durchflusszytometrischen Analyse mindestens 12 h 4e°C unter Lichtabschluss
inkubiert.

Die so hergestellten Proben wurden im FACS hinbathtihres Fluoreszenzverhaltens
(FI-3) untersucht. Dabei ist die Fluoreszenz eifieltkerns bzw. nuklearen Korperchens
umso stéarker, je mehr DNA er enthalt. Die gemess$dunereszenzintensitat spiegelt die
Haufigkeitsverteilung der Zellzyklusphasen in deobd® wider. Typisch fir eine vitale
Zellpopulation ist ein GPeak, eine S-Phase und eip®ak (Abb. 13).
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Eine DNA-Fragmentierung, wie sie z. B. bei der Ajose stattfindet, spiegelt sich hierbei
im Auftreten eines Sub-&Peaks wider. Hierbei handelt es sich um Partittel,weniger
DNA enthalten als intakte Zellen in der;-Bhase des Zellzyklus und die deswegen

schwacher fluoreszieren (Darzynkiewicz et al. 1997)

Subdiploide

DNA
[

Anzahl der Zellen

FI-3
(DNA-Gehalt der Zellen)

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Ergebrsss einer Analyse des zellularen DNA-Gehaltes
nach Nicoletti et al. Zu erkennen ist in schwarz die Zellzyklusvertegwriner Kontrollpopulation mit ¢,

S- und G-Phase. Ist ein Teil der Zellen apoptotisch, stt &iin ,Sub-G-Peak" auf (hier in rot), der die
fragmentierte DNA der apoptotischen Zellen reprtisen G-Phasegap-Phase; S-Phase= Synthese-Phase,
FI= Fluoreszenz

Auswertung durchflusszytometrischer Daten
Die grafischen Darstellungen der Messergebnisselsioder FSC/SSC-Analyse als auch

der Nicoletti-Messungen wurden mit Hilfe des Ausiprogramms CellQuédt (BD Bio-
sciences) durch Abgrenzung der vitalen von der tgpisphen Zellpopulation durch Setzen
von so genannteyGates” durchgefihrt. Das Programm errechnet den proziemuenteil
der ,gegateten” apoptotischen Population aus deafezahl der gemessenen Zellen. Der
durch Zugabe der verschiedenen Substanzen indrzigdlltod wurde zu den
unbehandelten Kontrollen durch Berechnung der fipelaen Apoptose in Bezug gesetzt;
die spezifische Apoptose errechnet sich aus denélor

100x (% tote ZellenMessung- % tote Zellender Kontrolle)
(9 tote Zellender Kontrolle)

spezifiscle Apoptose=

Es wurden jeweils drei Proben untersucht und ddteMiert aus den ermittelten Werten
gebildet. Die Fehlerbalken geben die Standardalhweig an.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Proteinisolierung

Die Zellsuspension wurde in auf Eiswasser gekiotenl Falcons tberfihrt, bei 500 g fir
10 min bei 4 °C mit der Multifuge (Heraeus) zentgiert und anschliel3end dekantiert. Das
Pellet wurde mit 35 ml kaltem PBS (1x) gewasched wne zuvor zentrifugiert und
dekantiert. Nach erneuter Aufnahme des Pelletsnm kaltem PBS (1x) wurde dieses in
1,5 ml EppendorfgefalRe tberfuhrt und mit der Biefdigesco (Heraeus) bei 1400 g und
4 °C fur 10 min zentrifugiert. Nach Abnahme des stendes wurde dem Pellet
entsprechend des jeweiligen Volumens Lysepuffé&darhaltnis 1.1 zugegeben und mittels
Pipette gut vermischt. Die Zelllyse erfolgte fir 1%min auf Eis. Im letzten
Zentrifugationsschritt (15000 g, 15 min, 4°C in dofuge fresco) wurden anschliel3end
das proteinhaltige Lysat von den Ubrigen Zellbedtiziten getrennt; die Proteine im
Uberstand wurden in weitere 1,5 ml EppendorfgeféBerfiihrt. Uberstand und Pellet
wurden bei -20 °C eingefroren.

Proteinbestimmung (BCA-Assay)
Zur Analyse von Proteinen, die bei der Apoptoseeibgt sind, wurden die aus den

behandelten Zellen isolierten Proteinlsyate zuntdabihren Gesamtgehalt an Proteinen
untersucht, damit bei der im nachsten Schritt esaggen Elektrophorese von jeder Probe
genau gleich viel Protein aufgetragen werden konS® sollte eine Vergleichbarkeit
zwischen den Proben erreicht werden. Hierzu wunderuVerwendung des BCAY
Protein Assay Kits (Pierce) ein Bicinchoninsaures#s(BCA-Assay) durchgefihrt.
Peptidbindungen und bestimmte Aminosauren von Pertereduzieren CGii zu Cu,
welches mit zwei BCA-Molekllen einen Farbkompleldet (Abb. 14). Dieser besitzt ein
Extinktionsmaximum von 562 nm. Sein Gehalt kanmokatetrisch ermittelt werden und
korreliert mit der urspringlich enthaltenen Protegmge. Ein Vergleich mit einer
Standardreihe ermdéglicht einen Rulckschluss auf Rieteinkonzentrationen (Fischer
2006).
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Proteifi + Gli2* 2 g gy SE0A

Abbildung 14: Ablauf der Reaktion des Bicinchoninséire (BCA)-Assays: Peptidbindungen und
bestimmte Aminosauren der Proteine reduziere?i uCU, dieses bildet mit je zwei BCA-Molekiilen einen
farbigen Komplex mit einem Extinktionsmaximun vo825nm. Die Menge an Farbstoff kann kolorimetrisch
ermittelt werden und ermoglicht durch Vergleich méiner Standardkurve eine Berechnung des
urspriinglichen Proteingehaltes. Modifiziert nadfis¢her 2006, S.39)

Fur die Standardreihe wurden durch Verdinnung v@&@A Bbovines Serumalbumin)

Konzentrationen von 2000 pg/ml bis 25 pg/ml hemg#stDas proteinhaltige Zelllysat

wurde abhangig von der erwarteten Proteinmenge emhaitnis 1:25 oder 1:50 mit Aqua

ad iniectabilia verdunnt.

Jeweils 10 ul der hergestellten Proben wurden atsfazhwert auf eine 96-Wellplatte

aufgetragen und je 200 ul frisch angesetztes Pigic&®eagenz (Reagenzienverhaltnis
1:50) zupipettiert. Nach 30 min Inkubation bei 37 Gnd darauf folgenden 10 min bei
Raumtemperatur, beides unter Lichtabschluss, wdreld-arbintensitat der entstandenen
Kupferkomplexe durch Messung der Extinktion bei 582 im Mikrotiterplattenlesegerat

(ASYS Hitech GmbH) analysiert und anhand der Staivééhe der Proteingehalt

berechnet.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE dient der Auftrennung eines denatigerProteingemischs in einem

Polyacrylamidgel, auf welches eine elektrische 8pag angelegt ist. Das eingesetzte
NuPAGE®NovexX® 4 -12 % Bis-Tris Midi Gel ist ein Gradientengebssen PorengroRe
entlang der Laufstrecke der Proteine abnimmt uneis® scharfere Trennung der Proteine
erlaubt (Goérg 2006).

Zur Durchfihrung wurden die Proteine aus den Vérsansatzen auf Eis aufgetaut; pro
Probe wurden 50 pg Protein mit Aqua ad iniectabdiaf 11,25 pl verdinnt und
anschlieBend 3,75 pl Ladepuffer (NuPag®S Sample Buffer (4x)) zugegeben, so dass

dieser in 1x Verdinnung vorlag. Der Ladepuffer élthNatriumdodecylsulfat (SDS), ein
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anionisches Detergenz, welches an die Polypeptatketer Proteine bindet und so zu
deren Denaturierung fiihrt. AuRerdem Uberlagert 8aige Eigenladungen der Proteine
und eliminiert so alle fir die Auftrennung relevamtUnterschiede zwischen den Proteinen
mit Ausnahme ihrer Molmassen (AppliChem. 2008). Zugiteren Denaturierung der
Proteine enthalt der Ladepuffer DTT (Dithiothrejtalr Reduktion von Disulfidbriicken
innerhalb der Proteine (AppliChem. 2008); Erhitzer Proteine auf 70 °C fur 15 min
fuhrt zu ihrer endgultigen Denaturierung. Nach eiMdinute auf Eis wurden die
Proteinproben abzentrifugiert und dann auf dasa@fgetragen. Im Ladepuffer enthaltenes
Glycerin dient zum Beschweren der Proben.

Zur Vorbereitung wurde das Gel vertikal in der étbn Gelkammer platziert und
vollstandig von Laufpuffer (NUPAGE® MES SDS Runnimyffer) bedeckt. Dieser
enthalt neben SDS auch lonen, welche fur den Stogsim elektrischen Feld nétig sind.
Luftblasen am Gel und in den Taschen wurden sdigfé@htfernt, um einen gleichmafligen
Stromfluss und somit eine gleichmallige Auftrennuleg Proteine zu erreichen. Nach
Beladen des Gels wurde eine Spannung von 100 t(imin und darauf folgend 200 V
fur ca. 30 min angelegt; so wandern die durch daS 8Segativ geladenen Proteine durch
das Gel in Richtung Anode. Ihre Laufstrecke istéaigig von der Molmasse. Zusatzlich
aufgetragene Standardmarker (NoVeSharp Protein Standard, ProSi&v@olor protein
marker) mit bekannten molaren Massen dienen alsrBetwerte fir die Bestimmung der

Molaren Massen der aufgetrennten Proteine (Gor§)200

Western Blotting
Die auf dem Gel aufgetrennten Proteine wurden igesannten Semidry-Elektroblotting-

Verfahren mit Hilfe eines elektrischen Feldes ankeNitrozellulosemembran tbertragen.
Die hierzu eingesetzte Blotting-Apparatur TranstBISD Cell besteht aus zwei Platten-
elektoden, dazwischen ein ,Sandwich* aus Filterpader Nitrozellulosemembran und
dem Gel. Die Membran (HyboRd ECL™ Nitrocellulose membrane) wurde zunachst in
Aqua ad iniectabilia aktiviert und dann, wie auds dilterpapier (Gel Blotting Papier), 10
min in Blottingpuffer getrankt. AnschlieRend wurdaf der Anode ein Stapel aus vier
Filterpapieren, der Membran und dem Gel gebilded uieser wieder mit vier
Filterpapieren bedeckt, auf die die Kathode aufigéseurde. Bei jeder Schicht wurden
etwaige Luftblasen sorgféltig entfernt, um einegicimarigen Stromfluss und somit eine
gleichmaRige Ubertragung der Proteine auf die Membu erreichen. Nach SchlieBen der
Blotting-Apparatur wurde fir 100 min eine Stromk&won 120 mA angelegt. Die im Gel

befindlichen, negativ geladenen Proteine wandegrbki Richtung Anode und damit auch
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auf die Nitrozellulosemembran, wo sie immobilisiedrden (Goérg 2006). Nach Entnahme
der Blottingmembranen wurden diese fiur 1 h in Biogguffer inkubiert, um

unspezifische Bindungsstellen auf der Blottingmeantabzusattigen.

Immunodetektion
Die Immunodetektion diente in der vorliegenden Atrlads Verfahren zur spezifischen

Detektion einzelner Proteine auf einer Nitrozelddmembran.

Hierzu wurden die Membranen zuné&chst mit einem &amtikorper tber Nacht bei 4 °C
inkubiert, welcher eine Spezifitat fir ein Epitopsdyesuchten Proteins aufweist. Nach drei
Waschschritten a 10 min mit Waschpuffer wurden difembranen mit einem
Sekundarantikorper, der sich gegen den zuvor edtzges: Primarantikorper richtet, fir 1
h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten dreiterei Waschschritte.

Der Sekundarantikorper ist gekoppelt an die Meetgieroxidase (HRP), ein Enzym, das
Luminol zu einem energetisch angeregten Produktiertj welches unter Lichtemission in
seinen Grundzustand zurtickkehrt. Dieses Verfaheddt henhanced chemoluminescence*
(ECL) (GE Healthcare 2010). Fur die ECL-Reaktionraein die Komponenten des Kits
ECL™ Western Blotting Detection Reagents im Verhaltnis gemischt, unverziiglich auf
die Blots gegeben und 1 min inkubiert. Das emittidricht schwarzt einen im néchsten
Schritt aufgelegten Roéntgenfilm (Amersham HyperfflmECL™) entsprechend der
Menge des an dieser Stelle gebundenen Sekundéngeik, welcher die dort vorhandene
Proteinmenge reprasentiert. Je nach Bandenintensaéierte die Belichtungszeit
zwischen einer Sekunde und mehreren Minuten (Kie26@6, GE Healthcare 2010).

Fur die Entfernung der Antikérper wurden die Bldtei mal & 10 min mit Waschpuffer
gewaschen und anschlieRend mit 25 ml Strippingpdife 10 min gestrippt, wieder 3x
gewaschen und anschliel3end fir 1 h mit Blockinggudéblockt. Im Anschluss konnte im
selben Verfahren ein anderes Protein detektientiever

Mit Ausnahme der Inkubation der Membranen mit de@LHReagenz wurden samtliche
anderen Schritte auf einem Schuttelgeréat (Heiddighuments) durchgefihrt, um zu
gewahrleisten, dass die Membran an allen Stelleiclghalig behandelt wurde.

Um nachzuweisen, dass in jeder Geltasche gleidhPratein geladen war, wurde zum

Schluss bei allen Blots das konstitutiv exprimidtteteinf—Aktin detektiert.
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3  Ergebnisse

Bei der Behandlung von Malignomen stellen Chemad &®Radioresistenzen ein grol3es
Problem dar (Milas et al. 2005, Friesen et al. 20E(h moglicher neuer Therapieansatz ist
die Behandlung mit dem Opioid D, L-Methadon, wekive Leukamiezellen das Potential
hat, Apoptose zu induzieren und deren Resistenzegergiber Strahlung und
Chemotherapeutika zu durchbrechen (Friesen et @08&). Ausgehend von diesen
Erkenntnissen wurde untersucht, ob auch das inSi#mimerztherapie standardmalig
eingesetzte Opioid Morphin in verschiedenen mahg@elllinien Apoptose induzieren
kann. AuRerdem wurden durch Kombination von Morphit Fentanyl oder mit
Doxorubicin Moéglichkeiten getestet, die Zelltodiktion zu verstarken, um eine mogliche

Therapie mit Opioiden zu optimieren.

3.1 Nachweis des Opioidrezeptors auf der Oberflache  von

Krebszelllinien
Im Rahmen erster Vorstudien fir diese Arbeit wurderrschiedene humane

Krebszelllinien mittels einer Naloxon-Fluoreszindpi@ng untersucht, um die Expression
von Opioidrezeptoren auf den Zellen nachzuweised etwaige zelllinienspezifische
Unterschiede in der Rezeptordichte zu entdecken.

Hierzu wurden zunachst die Leukamiezelllinien HLt6@ CEM analysiert (Abb. 15a und
b). Die Messung der Fluoreszenzintensitat im Duusskzytometer ergab fir beide
Zelllinien eine Erh6hung der Fluoreszenzintensitigr gefarbten gegentber den
ungefarbten Zellen (Abb. 15). Hierbei lag der Mittert der Fluoreszenzen bei der mit
Naloxon-Fluoreszin gefarbten myeloischen Leukantigze HL-60 bei 112,64; bei den
Kontrollen lag der Mittelwert bei 5,59. Die mit N&lon-Fluoreszin gefarbte lymphatische
Leukamiezelllinie CEM wies einen Mittelwert von 10& auf, die mittlere Fluoreszenz der
Kontrollen lag bei 5,23.

Diese Beobachtungen zeigen, dass beide Zelllinipoi@rezeptoren in grof3er Dichte
exprimieren. Die bei beiden Zelllinien vergleichearFluoreszenzintensitaten deuten auf
eine ahnliche Rezeptordichte bei der lymphatischenkdmiezelllinie CEM und der
myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 hin.
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Abbildung 15: Fluoreszenzintensitdten von (a) CEM-und (b) HL-60-Leukéamiezellen und (c) A172-
Glioblastomzellen nach Anfarbung mit Naloxon-Fluoreszin. Die Zellen wurden jeweils mit Naloxon-
Fluoreszin (= Opioidrezeptor, OR, grau hinterleigjubiert und mittels Durchflusszytometrie analysie
Zum Vergleich wurden jeweils ungefarbte Krebszellen Durchflusszytometer gemessen (schwarz
hinterlegt). Gezeigt ist die Eigenfluoreszenz degefarbten Kontrollen (schwarz) und der mit>1M
Naloxon-Fluoreszin (Leukamiezellen) bzw. >l Naloxon-Fluoreszin (A172-Zellen) gefarbten Zalle

(grau).

Auch die Glioblastomzellen A172 wurden mittels Nado-Farbung hinsichtlich ihrer

Expression von Opioidrezeptoren analysiert (Ablz) 1Buch bei dieser Krebszelllinie war
nach Farbung mit Naloxon-Fluorezin eine stéarkeraofszenz detektierbar. Hierbei
erhohte sich der Mittelwert der Fluoreszenzen vofd Dei den ungefarbten Zellen auf
805,83 bei den gefarbten Glioblastomzellen. Dieatetedarauf hin, dass auch diese
Glioblastomzellen Opioidrezeptoren auf ihrer Oldafle tragen und dass sie

maoglicherweise durch Behandlung mit Opioiden beegast werden konnen.
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3.2  Wirkung von Morphin auf Krebszellen verschieden  er

Herkunft
Auf Grundlage des Nachweises von Opioidrezeptotdndan Leukamiezelllinien CEM
und HL-60 sowie auf der Glioblastomzelllinie A172inde im ersten Teil dieser Arbeit
untersucht, inwieweit das bei Krebspatienten hadfiggesetzte Opioid Morphin eine
Apoptose induzierende Wirkung auf Krebszellen hat.
In ersten Versuchen wurde gepruft, ob die Behamdider Zelllinien mit Morphin-HCI
(Morphin) die Vitalitat der Zellen beeinflusst urmi welchen Zeitpunkten sowie bei
welchen Konzentrationen etwaige Effekte auftreten.
Hierbei wurden die Leukamiezelllinien CEM und HL-60d die Glioblastomzellen A172
mit einem breiten Spektrum an Morphinkonzentratioiiber 24 h bis 168 h inkubiert und

in Hinblick auf den Zelltod analysiert.

3.2.1 Wirkung der Morphin-Behandlung auf Glioblasto =~ mzellen
Die Glioblastomzelllinie A172 wurde mit Morphin-Kaantrationen zwischen 0,1 und 30

png/ml behandelt und sowohl im Kurzzeitversuch (24sh72 h Inkubationdauer, Abb. 16a)
als auch nach Inkubationszeiten zwischen 96 h 68chl(Abb. 16b) untersucht.

Zur Feststellung des Zelltodes wurden die Zellkenna entsprechenden Zeitpunkt geman
der Methode nach Nicoletti et al im Durchflusszy&er hinsichtlich des Auftretens von
subdiploider DNA analysiert (Nicoletti et al. 1991)

Hierbei war der prozentuale Anteil der Zellen mibdiploider DNA in den behandelten
Proben zu allen Zeitpunkten vergleichbar hoch widan unbehandelten Kontrollen (Abb.
16). Wahrend die Spontanapoptose der Kurzzeitvamvischen 4 % und 8 % lag, betrug
der Zelltod bei den behandelten Proben maximal 12B% den fur 96 h bis 168 h
inkubierten A172-Glioblastomzellen waren Zelltoératvon maximal 6 % in den
unbehandelten Kontrollen versus maximal 11 % beimé& Morphin behandelten Zellen
zu beobachten. Bei keinem der untersuchten Zeiwedr durch die Behandlung mit
Morphin gegeniuber den unbehandelten Kontrollenverdnderter Zellzyklus erkennbar.
Diese Untersuchungen zeigen, dass Morphin in deblastomzelllinie A172 weder den
Zellzyklus beeinflusst noch einen Zelltod induziert
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Abbildung 16: Zelltodrate (in %) der Glioblastomzelllinie A172 nach Behandlung mit Morphin. Nach
Behandlung mit verschiedenen Morphinkonzentratiowerden die Zellen (a) fir 24 bis 72 h bzw. (b) 120
bis 168 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zefliee nach der Methode nach Nicoletti et al. am

Durchflusszytometer auf ihren Gehalt an subdiploid&A (,deoxyribonucleic acid) hin untersucht. Die

aufgetragene Apoptoserate entspricht dem prozemtuAhteil an Kernen mit subdiploider DNA an der
Gesamtzahl. Grundlage der dargestellten WerteBiedachmessungen.

3.2.2 Wirkung der Morphin-Behandlung auf Leukamieze llen
Die myeloische Leukamiezelllinie HL-60 und die lyhgtische Leukamiezelllinie CEM

wurden mit 50, 30 und 10 pg/ml Morphiiir 24 h, 48 h und 72 h inkubiert und
anschlie3end mittels FSC/SSC-Analyse untersuchb.(ABa und b). Als Positivkontrolle
wurden Zellen parallel mit denselben Konzentration2, L-Methadon (Methadon)
behandelt (Abb. 17c und d), da die Apoptoseinduktarch diese Substanz bereits belegt
werden konnte (Friesen et al. 2008a).

Es zeigte sich, dass weder bei der lymphatischerkdmiezelllinie CEM, noch bei der
myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 die mit Morphehandelten Proben im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollen eine erhdhte Zblite aufwiesen (Abb. 17a und b). Der
Prozentsatz an toten Zellen nach Behandlung mit pkiar wich sowohl bei der
lymphatischen Leuka&miezelllinie CEM als auch ber deyeloischen Leukamiezelllinie
HL-60 zu allen betrachteten Zeitwerten maximal 2ozentpunkte vom Wert der

unbehandelten Kontrolle ab.
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Abbildung 17: Zelltodrate (in %) nach Behandlung van CEM- oder HL-60-Leukamiezellen mit
Morphin und Vergleich mit dem durch Methadon-Behandung induzierten Zelltod. Obere Reihe [(a)
und (b)]: Nach Behandlung mit 50, 30 oder 10 pg¥olrphin wurden die Zellen fir 24 und 48 h (CEM)
bzw. 24 h bis 72 h (HL-60) inkubiert und anschlie®enittels FSC/SSC (FSCerward light scatter SSC=
side light scatter)analysiert. Aufgetragen ist die spontane ApoptaserUntere Reihe [(c) und (d)]:
Beispielhafte Darstellung des durch Behandlunga®itig/ml Morphin (weil3e Balken) bzw. 50 pug/ml D, L-
Methadon als Positivkontrolle (schwarzer Balken)duirierten Zelltodesin CEM- bzw. HL-60
Leukadmiezellen, gemessen mittels FSC/SSC, angegdbeaspezifische Apoptose in %. Gezeigt ist jeweils
der spateste gemessene Zeitwert; (c) bei den CEMdmiezellen nach 48 h, (d) bei den HL-60-
Leukamiezellen nach 72 Hermittlung der spezifischen Apoptose entsprechead Ebrmel aus 2.2.3:
100x (% tote ZellenMessung- % tote Zellender Kontrolle)

spezifiscke Apoptose=
P pop (% tote Zellender Kontrolle)

Grundlage der dargestellten Werte sind Dreifachomegsn.

Im Gegensatz dazu war, entsprechend den bereigsbin Erkenntnissen (Friesen et al.
2008a), eine starke Zelltodinduktion in den paraid Methadon behandelten Zellen zu
beobachten. Die Apoptoseraten nach Methadon-Betnagdlibertrafen bei beiden

Zelllinien zu jedem Zeitpunkt die der Morphin betdatien Zellen.
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Nach Behandlung mit 50 pg/ml Morphin bzw. D, L-Matlon und 72-stiindiger
Inkubation war bei der myeloischen LeukamiezedinHL-60 eine um ca. 76
Prozentpunkte erhdhte spezifische Apoptose erkennlei der lymphatischen
Leukamiezelllinie CEM zeigte sich nach 48 h Inkudnaszeit ein Unterschied von ca. 70
Prozentpunkten (Abb 17c und d).

Bei anderen Opioiden wie Fentanyl tritt erst nackubationszeiten ab 96 h Zelltod in
Leukadmiezellen auf (Hagemeier 2009). Es sollte notersucht werden, ob auch durch
Morphin bei langeren Inkubationszeiten Zelltod indut werden kann. Hierzu wurden,
analog zu den Kurzzeitversuchen, die myeloischeké&eiezelllinie HL-60 und die

lymphatische Leuké&miezelllinie CEM mit 50, 30 ur@ ig/ml Morphin behandelt und fur

einen Zeitraum von 96 h bis 168 h inkubiert.

0 pg/ml [ug/ml] Morphin

Morphin 50 10

13,02 % 57,3 %

43,3 %

20,62 % . 66,42 % b 58,52 %

Abbildung 18: Mit Morphin behandelte HL-60-Leukamiezellen nach &) 144 h bzw. (b) 168 h
Inkubationszeit. Die HL-60-Zellen wurden fur 144 bzw.168 h mit Medhiwder einer Morphin-Verdiinnung
inkubiert. Die FSC/SSC-Analyse am Durchflusszytaneeigte die reprasentativ dargestellten Dotplis.
roten Zahlen entsprechen dem eingekreisten Aniggr tZellen in % in der Negativkontrolle sowie nach
Behandlung mit 50, 30 oder 10 pg/ml Morphin. FS@ward light scatter SSC=side light scatter

Wahrend sich bei der lymphatischen Leukamiezedli@EM kein vermehrtes Auftreten
eines Zelltodes beobachten lie3 (Daten nicht gézeigeigte die myeloische
Leukamiezelllinie HL-60 nach 144 h und 168 h eiarstieg der Zelltodrate gegeniber
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der unbehandelten Kontrolle. Dies war sowohl ligktoskopisch durch eine erhohte
Granularitat, Membranausstilpungen und das Aufiretpoptotischer Korperchen, als
auch in der FSC/SSC-Analyse ersichtlich.

In den gezeigten Dotplots der FACS-Analyse (Abb) E8 erkennbar, dass die vitale
Population nach 144 h und 168 h bei den behandeResben gegeniiber den
unbehandelten Kontrollen kleiner wird. In Ubereimshung mit den lichtmikroskopischen
Beobachungen findet sich stattdessen eine neus, aech granulérere Population mit
geringerem FSC-Signal, also kleineren Zellen, wse bei der Apoptose der Fall ist
(Darzynkiewicz et al. 1997). Diese Population tatellen umfasste nach 144 h Inkubation
abhéangig von der eingesetzten Morphinkonzentransischen 57 % und 43 % aller
analysierten Zellen, wahrend die unbehandelte Kdatmur 13 % tote Zellen enthielt.
Nach einer Inkubationdauer von 168 h steigerte diehZelltodrate auf 66 % bis 53 %
nach Morphinbehandlung gegeniber 21 % in den Kbeitro

Auch hier wurde zur zusatzlichen Verifizierung dé&rgebnisse die myeloische
Leukamiezelllinie HL-60 mit D, L-Methadon inkubie(Abb. 19). Wahrend in den mit
Methadon behandelten Proben die spezifische Apeptash 168 h stets bei Gber 90 %
lag, wurde durch Behandlung mit gleichen Morphirdé@mtrationen deutlich geringere
spezifische Apoptoseraten von 35 bis 25 % erzfals diesen Beobachtungen lasst sich
schlieBen, dass Morphin in der Lage ist, nach dimiarbationszeit von mindestens 144 h
in der myeloischen Leukémiezelllinie HL-60 Zelltadi induzieren. Aus diesem Grund
wurden im Folgenden weitere Untersuchungen durcingef um den beobachteten
Einfluss von Morphin auf die myeloische Leukdmidzeeé HL-60 naher zu
charakterisieren. Da bei der lymphatischen Leukaetlienie CEM keine Zelltodinduktion

beobachtet wurde, wurde bei diesen auf weiterersintbungen verzichtet.
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Abbildung 19: Vergleich des durch Morphin induzierten Zelltodes in HL-60-Leuk&miezellen mit dem
durch gleiche Konzentrationen D, L-Methadon induzieten Zelltod als Positivkontrolle. Dargestellt ist
die spezifische Apoptose nach Behandlung mit 5G 8@euug/ml Morphin bzw. Methadon und Inkubation
fur 168 h, ermittelt durch FSC/SSC-Analyse am Dfiudszytometer. Errechnung der spezifischen Apaptos
wie in Abb. 17, Grundlage der dargestellten Weintel Dreifachmessungen. FSGerward light scattey
SSC=side light scatter

3.3 Charakterisierung des Morphin induzierten Zellt  odes bei der
myeloischen Leukamiezelllinie HL-60

3.3.1 Analysen zur Konzentrations- und Zeitabhangig  keit des durch

Morphin induzierten Zelltodes der myeloischen Leuka miezelllinie

HL-60
Bei der Behandlung der myeloischen LeukamiezedllidL-60 mit Morphin lie3 sich, wie
unter 3.2 beschrieben, eine Zelltodinduktion bebtat Um diesen Zelltod naher zu
charakterisieren, wurde, basierend auf den voraggegenen ersten Versuchen, ein
breiterer Bereich an untersuchten Konzentratiomedie Untersuchung mit einbezogen
und die spezifische Apoptose berechnet, um Aussagéer die Zeit- und
Konzentrationsabhéngigkeit des beobachteten Zelittdffen zu konnen.
Zu diesem Zweck wurden sowohl Bereiche mit hohempgWlimkonzentrationen zwischen
50 pg/ml und 3 pg/ml als auch Bereiche mit niedegeMorphinkonzentrationen (0,3
png/ml bis 0,01ug/ml) eingesetzt, wie sie auch imsRila von Schmerzpatienten auftreten
(Faura et al. 1996, McQuay et al. 1990).
Zunachst wurde die myeloische Leukamiezelllinie 60_-mit den hoéheren Morphin-
Konzentrationen (50 pg/ml bis 3 pg/ml) behande#i. d6llte analysiert werden, ob das
Ausmald des durch Morphin induzierten Zelltodes &ien Morphinkonzentration und der

Inkubationszeit abhangig ist. Hierfur wurden die Bdellen mit den beschriebenen
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Morphinkonzentrationen fir 96 h, 120 h, 144 h uB8 b inkubiert und anschlie3end der
Zelltod mittels FSC/SSC Analyse ermittelt (Abb. 20a
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Abbildung 20: Konzentrations- und Zeitabhéngigkeitdes durch Behandlung mit Morphin induzierten
Zelltodes der HL-60-Zellen bei (a) supratherapeutishen und (b) therapeutisch eingesetzten
Morphinkonzentrationen. Aufgetragen ist die spezifische Apoptose in %, gesaa mittels FSC/SSC, nach
Inkubation der jeweiligen Morphinkonzentration 8, 120, 144 oder 168 h. Errechnung der spezifische
Apoptose wie in Abb. 17, Grundlage der dargesteliiéerte sind Dreifachmessungen. FSiGrward light
scatter SSC=side light scatter

Im untersuchten Konzentrationsbereich bis zu einkubationsdauer von einschlieflich
120 h konnte keine Zelltodinduktion bei der myetbisn Leuk&amiezelllinie HL-60

nachgewiesen werden.

Ab einer 144-stindigen Inkubationszeit war wiederubei allen verwendeten

Morphinkonzentrationen eine deutliche Zunahme gmzifischen Apoptose auf Werte
zwischen 37 % nach Behandlung mit 50 pg/ml Morpmd 29 % nach Inkubation mit 3
png/ml Morphin detektierbar. Bei einer Inkubationsz@n 168 h erhdhte sich der Anteil
toter Zellen an der Gesamtzahl der analysierteteZalm maximal 13 Prozentpunkte
gegenuber dem 144 h-Wert, die Korrelation der deititen mit der eingesetzten
Morphinkonzentration verstéarkte sich: Die Differenzischen der spezifischen Apoptose
nach Behandlung mit 50 pg/ml und der spezifisch@optose nach Behandlung mit 3
png/ml Morphin stieg von nur 8 Prozentpunkten na¢th i auf 21 Prozentpunkte.

Somit lasst sich der beobachtete Zelltod der mgel@n Leukamiezelllinie HL-60 als

konzentrations- und zeitabhangig charakterisieren.

Diese Versuche zeigen, dass Morphin auch bei abmetem Konzentrationen noch

Zelltod in der myeloischen Leukamiezelllinie HL-@@uziert. Daher stellte sich uns die
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Frage, ob dies auch fir Konzentrationen von wetémuf pg/ml Morphin zutrifft, wie sie
im Plasma von Patienten auftreten, die eine MorpRkutikation erhalten (McQuay et al.
1990, Faura et al. 1996). Dies ist insofern vorerkdgse, als dass typische Patienten,
welche eine dauerhafte Analgesie mit hochpotentmi@gn wie Morphin erhalten, oft
Krebspatienten sind.

Fur diese Untersuchung wurde, analog zum obentertén Vorgehen, die myeloische
Leukamiezelllinie HL-60 mit niedrigeren Morphin-Keentrationen von 0,3, 0,1, 0,03 und
0,01 pg/ml far 96 h bis 168 h inkubiert. Die miteFSC/SSC-Analyse ermittelten
spezifischen Apoptoseraten lagen nach 144 h zwis@$2 und 21,6 %; nach 168 h
betrugen sie 41,5 bis 27,1 % (Abb. 20b). Die Kotagionsabhangigkeit ist, verglichen
mit der Konzentrationsabhéngigkeit bei den hohavrphinkonzentrationen, weniger
stark ausgepragt. Wie auch bei den hoéheren Morphizdgntrationen zeigte sich jedoch
eine deutliche Abhangigkeit des induzierten Zelt®dvon der Inkubationszeit. Das
Ausmal’ des induzierten Zelltodes bei VerwendungMorphindosen im therapeutischen

Bereich zeigte eine vergleichbare Zelltodrate vaemBehandlung mit 3 pug/ml Morphin.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dikanBking der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 mit Morphin einen zeit- uknzentrationsabhangigen Zelltod
einleitet, wobei dieser auch durch Morphin-Konzatidénen im therapeutischen Bereich

eingeleitet werden kann.

3.3.2 Einfluss von Morphin auf das Proliferationsve rhalten und den
Zellzyklus der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60
Die Behandlung mit Krebsmedikamenten kann den yldlls beeinflussen (Schwartz et

al. 2005). Wie sich die Behandlung der myeloischen Leukamikziel HL-60 mit
Morphin auf den Zellzyklus der Zellen auswirkt uneb sich etwaige
Zellzyklusveranderungen in einem veranderten Rn@tfonsverhalten der Zellen
widerspiegeln, sollte im nachsten Schritt analysierden. Hierzu wurde die myeloische
Leukamiezelllinie HL-60 wiederum mit Morphin in Keentrationen von 30 pug/ml oder 10
png/ml behandelt und fur 120 h, 144 h und 168 hlondad. Mit Hilfe der Zellzyklusanalyse
nach Nicoletti et al wurde der DNA-Gehalt der Zellerkennbar gemacht (Abb. 21)
(Nicoletti et al. 1991).
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Abbildung 21: Mittels Zellzyklusanalyse nach Nicoletti ermitteltee DNA-Gehalt der HL-60-
Leukamiezellen nach 144-stiindiger Inkubation (a) miMedium und (b) mit 30 pug/ml Morphin. Es
handelt sich unreprasentative, durchflusszytometrisch ermitteltesdingen. In Rot ist der prozentuale
Anteil von Zellen mit subdiploider DNA an der gesamZellzahl angegeben.

Nach Inkubation mit 30 pg/ml und 10 pg/ml Morphinarwein gegeniber der
unbehandelten Kontrolle (Abb. 21a) um ca. 19 Prgmerkte erhOhter Anteil an
subdiploider DNA zu verzeichnen (Abb. 21b). DerkH8C/SSC gefundene Zelltod konnte
hierbei bestétigt werden, wobei der Anteil der &ellmit subdiploider DNA jedoch
geringer war als der Prozentsatz, der bei der FSC/essung aufgrund der Anderung
der Zellmorphologie als ,tot* gemessen wurde. Netdlen Detektion subdiploider Zellen
erlaubt die Methode nach Nicoletti weitere Aussabentiglich des Einflusses, den die
Behandlung mit Morphin auf den Zellzyklus der mystthen Leuk&miezelllinie HL-60
hat.

Wie in den beiden reprasentativen Abbildungen (AhD. zu erkennen ist, unterscheidet
sich der Zellzyklus der behandelten Zellen nichtRgeblich von der unbehandelten
Kontrolle und zeigt ein fur HL-60-Leukamiezellen achkteristisches Bild. In beiden
Fallen Uberragt der Peak mit Zellen, die sich in @ePhase befinden, den Peak mit den
Zellen in der G-Phase des Zellzyklus; das Verhéltnis des Peaksanger ist ahnlich und
es ist kein eindeutiger Zellzyklusblock erkennbamnischen diesen Peaks befinden sich
Zellen in der S-Phase.

Daraus lasst sich schlieBen, dass Morphin auf defizyklus der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 nur einen geringflgigen thilss ausubt.

Die Behandlung von Leukamiezellen mit Methadon heémenen Proliferation (Friesen et
al. 2008a). Ob dieser Effekt auch bei Morphin nagisbar ist, wurde im Folgenden

mittels Proliferationsstudien naher untersucht.
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Hierzu wurde nach Behandlung der myeloischen LeutZetilinie HL-60 mit 30 pg/ml
und 10 pg/ml Morphin und Inkubation fir 96 h bis81B6 die vitalen Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt (Abb. 22).
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Abbildung 22: Proliferationsverhalten von HL-60-Leukamiezellen nach Inkubation mit 30 pug/ml oder

10 pg/ml Morphin fur 120 h, 144h und 168 hZum jeweiligen Zeitpunkt wurden die lichtmikroskeph
unterscheidbaren vitalen Zellen in der Neubauetkzihmer ausgezahlt. Gezeigt ist der Zusammenhang
zwischen Inkubationsdauer und des Anzahl vitalelede abhangig von der Behandlung der HL-60-

Leukédmiezellen mit Medium, 30 pg/ml oder 10 pg/mbrghin. Grundlage der dargestellten Werte sind
dreifache Auszéhlungen.

Es ist zu erkennen, dass die Anzahl der vitaleheddbis zu einer Inkubationszeit von
einschlieBlich 120 h bei den behandelten Zellerh skaum von derjenigen der
unbehandelten Kontrollzellen unterscheidet (Abb). ZZaraus lasst sich schlieRen, dass
das Wachstumsverhalten der HL-60-Leuk&miezelle@emraum vor der Zelltodinduktion
nicht durch Morphin beeinflusst wird. Nach 144 tkdbationszeit kommt es bei den
behandelten Zellen mit Eintritt des Zelltodes zursti&en der Proliferation. Wahrend
nach 120 h in den behandelten und unbehandeltdre®rooch ungeféahr gleich viele vitale
Zellen/ml vorhanden waren (ca. 11 x°Z&llen/ml), stagnierte die Zahl an vitalen Zellen
bei beiden mit Morphin behandelten Proben auf nalteanselben Niveau, wahrend nach
144 h bzw. 168 h in den unbehandelten Probendso#iche Proliferation auf bis zu 21 x
10° Zellen/ml (nach 168 h) erkennbar war.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Morgam Zellzyklus und das
Proliferationsverhalten der myeloischen Leukamiémed HL-60 nur geringflgig
beeinflusst. Der im FSC/SSC festgestellte Zellted ohit Morphin behandelten Zellen
nach 144-stindiger Inkubation konnte mittels Analgles subdiploiden DNA-Gehaltes
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nach Nicoletti bestatigt werden. Die Zunahme annkagmenten mit subdiploider DNA
stellt einen Hinweis auf einen apoptotischen Zdldar (Darzynkiewicz et al. 1997).

3.3.3 Molekulare Mechanismen des Morphin induzierte  n Zelltodes
Es ist bekannt, dass verschiedene Opioide in Leigzaten Caspasen aktivieren und

Apopotosewege regulieren (Friesen et al. 2008a,stDa®09, Hagemeier 2009). Fur
Methadon konnte eine Aktivierung von Caspase 9desimitochondrialen Apoptosewegs
nachgewiesen werden (Friesen et al. 2008a). Dieskut@iren Mechanismen, die bei
Behandlung mit Morphin zum Zelltod fuhren, sind dgegen wenig charakterisiert und
sollten durch die folgenden Untersuchungen néhdeubbtet werden. Die zuvor
gemachten Beobachtungen, dass der Zelltod der mgbtn Leukamiezelllinie HL-60 mit
lichtmikroskopisch erh6hter Granularitdt und Bilduaines Sub-GPeaks im Verfahren
nach Nicoletti einhergeht, deuten auf einen apggatioén Zelltod hin.

Zuerst wurde untersucht, ob es sich bei dem Morphduzierten Zelltod um einen
caspasenabhangigen Prozess handelt. Weitere Anatiesezellularen Proteine zeigten,
welche Caspasen in  diesem Prozess aktiviert und cheel zellularen
Regulationsmechanismen durch die Inkubation mitgWor beeinflusst werden und so bei

einer etwaigen Apoptoseinduktion eine Rolle spielen

3.3.3.1 Caspasenabhangigkeit des Morphin induzierten Zelltodes
Das Auftreten subdiploider Kerne nach Behandlundg Morphin deutet auf einen

apoptotischen Zelltod hin (Kumar et al. 2007a). Warste Erkenntnisse Uber die
molekularen Mechanismen des beobachteten Zelltedsngeloischen Leuk&miezelllinie
HL-60 zu gewinnen, wurde mittels Inhibitionsverselgetestet, ob Caspasen hierbei eine
Rolle spielen.

Hierzu wurde die myeloische Leukamiezelllinie HL-60r der Behandlung mit Morphin
(50, 30, 10, 3 pg/ml) mit dem unspezifischen Pgpasaninhibitor zZVAD.fmk (Borner et
al. 1999) vorinkubiert und der nach 144 h bzw.1681HSC/SSC auftretende Zelltod mit
dem Zelltod bei nur mit Morphin behandelten Leuké&meilen verglichen (Abb. 23).
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Abbildung 23: Caspasenabhangigkeit des Morphin indmierten Zelltodes bei der myeloischen
Leukéamiezelllinie HL-60. Spezifische Apoptose (%) der HL-60-Leukédmiezelleacm 144-stiindiger
Inkubation mit verschiedenen Morphin-Konzentration®owie mit oder ohne Vorbehandlung mit dem
Caspaseninhibitor zVAD.fmk, ermittelt durch FSC/SSRalyse. Errechnung der spezifischen Apoptose wie
in Abb. 17, Grundlage der dargestellten Werte $dneifachmessungen. zVAD.fmk= Z-Val-Ala-D, L-Asp-
fluoromethylketon; FSCHorward light scatter SSC=side light scatter

Die Zelltodinduktion durch Morphin nach 144 h komndurch Zugabe von 50 uM
zVAD.fmk vollstdndig aufgehoben werden. So lasshsilie spezifische Apoptose von
Werten zwischen 27 und 41 % (nur Morphin) auf Aetesenken, die von den
ausschlieRlich mit zVAD.fmk behandelten Kontrollzael um maximal 2,9 Prozentpunkte
abweichen. Auch nach 168-stindiger Inkubationdiit sich beobachten, dass der durch
Morphin induzierte Zelltod durch Caspaseninhibitiaristandig aufgehoben werden kann
(Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei dem Mogthin induzierten Zelltod um eine

caspasenabhangige Apoptose handelt.

3.3.3.2  Aktivierung von Caspasen
Zytostatika, aber auch Opioide wie Methadon, indren Apoptose durch Aktivierung von

Caspasen (Friesen et al. 1996, Kaufmann et al., ZoGken et al. 2008a).

Nachdem die Caspasenabhangigkeit der durch Morplduzierten Apoptose bestétigt
werden konnte, sollte im Folgenden genauer untbtswerden, welche dieser Enzyme
durch Morphin aktiviert werden, um maoglicherweisdicRschliisse auf den hierbei
aktivierten Apoptoseweg ziehen zu kdnnen.

Zu diesem Zweck wurde die myeloische Leukamiensdlli HL-60 mit
Morphinkonzentrationen von 30, 3, 0,3 und 0,03 [ddpemandelt und fur 120 h und 144 h
inkubiert, bevor aus den Zellen Proteine isolienraen. Die Proteinlysate wurden mittels

SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die fur dischiedenen apoptotischen Kaskaden
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relevanten Caspasen per Immunodetektion nachgaewidtelLadekontrolle diente jeweils
das konstitutiv exprimierte ProtefisAktin (Abb. 24).

Als erstes wurde die fur die Endstrecke der Apagltaskaden zentrale Effektorcaspase 3
untersucht. Der eingesetzte Anti-C3-Antikdrper leingdowohl an die Procaspase, die
inaktive Form der Caspase 3, mit einer molaren Blass1 32 kDa, als auch an deren
aktives Spaltprodukt (17 kDa), welches wahrend Apoptose von Initiatorcaspasen
proteolytisch abgespalten wird (Nicholson et al93,9Fernandes-Alnemri et al. 1996).
Dieses Spaltprodukt konnte nach 120-stindiger Ilakab mit Morphin nicht
nachgewiesen werden, was bedeutet, dass zu diesigmrzkt noch keine Aktivierung von
Caspase 3 stattgefunden hat (Abb. 24).
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Abbildung 24: Immunodetektion von Caspase 2 und 1@owie Caspase 9, 8 und 3 und ihrer aktiven
Spaltprodukte. Gezeigt sind die nach 120- bzw. 144-stiindiger lakioin der HL-60-Leukdmiezellen mit
absteigenden Morphin-Konzentrationen oder Mediualiggen und mittels Western Blot-Verfahren und
Immunodetektion nachgewiesenen Proteine ProcagpésekDa) und ihr bei Aktivierung entstehendes, 37
kDa grol3es Spaltprodukt, Procaspase 8 (55 kDagaBpase 10 (58 kDa), Procaspase 2 (48 kDa) sowie
Procaspase 3 (32 kDa) und deren aktives Spaltptddidkl9 kDa). Als Ladekontrolle wurde das konsiitu
exprimierte Proteifs-Aktin (39 kDa) verwendet.

Nach 144 h Inkubationszeit fand sich hingegen WeinaMorphinkonzentrationen das
aktive Caspase 3-Spaltprodukt bei 17 kDa, wobeideeihtchsten Morphinkonzentration
die groRte Menge des 17 kDa-Proteins nachweisbar. Wwa den unbehandelten
Kontrollzellen war hingegen kein Spaltprodukt voaspase 3 detektierbar.
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Schon vorangegangene Arbeiten (Friesen et al. 20D8ast 2009, Hagemeier 2009)
zeigten, dass eine durch Opioide induzierte Apaptdger den intrinsischen Apoptoseweg
ausgelost wird. Daher wurde im nachsten Schrithdkebei zentrale Caspase 9 untersucht
(Abb. 24).

Der eingesetzte Antikdrper bindet sowohl an diktive Procaspase 9, als auch an deren
aktives Spaltprodukt, welches bei der Aktivierurgy dProcaspase 9 auftritt (Zou et al.
1999). Nach 120 h Inkubation mit Morphin war dies8paltprodukt noch nicht
nachweisbar, auch die Menge der Procaspase nahienméltnis zur unbehandelten
Kontrolle nicht ab. Nach 144 h hingegen konnte dkin Morphin-Konzentrationen eine
deutlich verminderte Menge an Procaspase 9 nackgewiwerden. Gleichzeitig zeigte
sich eine Zunahme des aktiven Spaltproduktes vap&&® 9 in den behandelten Zellen.
Insbesondere nach Behandlung mit 30 pg/ml Morpleigte sich im Vergleich zu den
geringeren Konzentrationen eine grof3e Menge depaffepen Caspase 9 sowie die
deutlichste Abnahme der Procaspase.

Als nachstes wurden die fir den extrinsischen Apsgiveg wichtigen Exekutivcaspasen,
Caspase 8 (Juo et al. 1998) und Caspase 10 (Kisehkd 2001), nachgewiesen (Abb.
24).

Hierbei konnte bei keinem Zeitwert eine Abnahmeidaktiven Vorstufen Procaspase 10
(58 kDa) oder Procaspase 8 (55 kDa) in den mit Kiorpehandelten Proben, verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle, nachgewiesen werdeich aktive Spaltprodukte von
Caspase 8 (43/44 kDa oder 18/10 kDa) konnten namtpifvhbehandlung nicht gefunden
werden. Dies spricht gegen eine Aktivierung von gaae 8 oder 10 im Rahmen der
Behandlung mit Morphin. Aus diesen Daten lasst sichliel3en, dass der extrinsische
Apoptoseweg bei der durch Morphin induzierten Apspt der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 nicht involviert ist. Aus igsem Grund wurde auf die
weitergehende Untersuchung regulatorischer Prot#seextrinsischen Apoptosewegs im
Folgenden verzichtet.

Bei der anschlieRenden Untersuchung der 48 kDaegréfBocaspase 2 (Abb. 24) (Guo et
al. 2002) zeigte sich im Vergleich zur unbehanaekentrolle nach 120 h keine Anderung
der nachweisbaren Proteinmenge in den nach Morpharidlung isolierten Proben. Bei
den nach 144 h gewonnenen Lysaten konnte hingegen der hochsten
Morphinkonzentration (30 pg/ml) eine deutlich ggere Menge an Procaspase 2

gefunden werden, was auf eine Aktivierung diesegyiis hindeutet (Guo et al. 2002).
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3.3.3.3 Einfluss von Morphin auf die regulatorischen Proteine des

mitochondrialen Apoptosewegs
Bei Schadigung der Mitochondrien kommt es zur Bilglides Apoptosoms, in welchem

die Caspase 9 aktiviert wird (Li et al. 1997). D&chweis der aktiven Spaltprodukte von
Caspase 9 deutet auf eine mogliche Involvierungndiéschondrialen Apoptosewegs bei
dem durch Morphin induzierten Zelltod hin. Dieseatarliegt einer restriktiven Regulation
verschiedener pro- und antiapoptotischer Protewsdche z.B. von Strahlung, aber auch
von Opioiden beeinflusst werden (Friesen et al.72@@iesen et al. 2008a). Im nachsten
Schritt wurde untersucht, ob die Behandlung mit phim ebenfalls Einfluss auf den

zellularen Gehalt verschiedener pro- und antiagsuioer Proteine austibt.
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Abbildung 25: Immunodetektion von am mitochondrialen Apoptosewegbeteiligten regulatorischen
Proteinen: Die antiapoptotischen Proteine Bcl-x (30 kDa) und XIAP (57 kDa) mit dessen ca. 25 kDa
grolRen Abbauprodukt, sowie das proapoptotische Baf30 kDa). Gezeigt sind die nach 120- bzw. 144-
stiindiger Inkubation der HL-60-Leukamiezellen ntisteigenden Morphin-Konzentrationen oder Medium
isolierten und mittels Western Blot-Verfahren umdniunodetektion sichtbar gemachten Proteine Bcl-x
XIAP (mit Spaltprodukt) und Bax. Als Ladekontrolleurde das konstitutiv exprimierte ProtgpAktin (39
kDa) detektiert. Bcl-x= B-cell-lymphoma extra long<IAP= X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis
protein, Bax=Bcl-2 associated x-protein

Ein wichtiger antiapoptotischer Faktor ist Bgl->ein Mitglied der Bcl-2 Protein-Familie
(Boise et al. 1993). Nach 144 h war bei der hoechMerphinkonzentration im Vergleich
zu den Kontrollzellen eine geringere Menge an Batachweisbar, wohingegen nach 120
h keine Regulation erkennbar war (Abb. 25).

Ein weiteres antiapoptotisches Protein ,Xtchromosome-linked inhibitor of apoptosis
protein“ (XIAP), das die aktivierten Caspasen 3 und 9 imni(Schimmer et al. 2006).
Beim Abbau von XIAP (57 kDa) im Rahmen der Apoptesésteht ein ca. 25 kDa grol3es

Abbauprodukt, welches durch den eingesetzten Amgébgenauso wie das vollstandige
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Protein gebunden werden kann (Song et al. 2003)h Namunodetektion der Proteine aus
den Zelllysaten konnte fur keinen Zeitwert eine Abime der XIAP-Bande gefunden
werden (Abb. 25). Es zeigte sich allerdings eintéaién des XIAP-Spaltproduktes nach
144 h Inkubationsdauer in allen mit Morphin behaistteProben (Abb. 25).

Im Gegensatz zu XIAP und Bcl-kat Bax proapoptotische Funktion (Oltvai et al. 399
Anhand der Immunodetektion von Bax wurde deutlddiss schon nach 120 h Inkubation
insbesondere bei hdheren Morphindosen von 30 yrgir8l Morphin eine vermehrte Bax-
Expression in Vergleich zur unbehandelten Kontrollechweisbar ist (Abb. 25). Diese
Hochregulation zeigte sich in verstarkter Weisehaonach 144 h, wobei nun auch die mit
der niedrigsten Morphinkonzentration behandelteab®n betroffen waren (Abb. 25).
Zusammenfassend zeigte sich bei der Untersuchungndkekularen Mechanismen des
Morphin induzierten Zelltodes bei der myeloischesukamiezelllinie HL-60, dass dieser
durch einen Caspaseninhibition aufhebbar ist undhitseine Caspasenabhangigkeit
besteht. Die Ergebnisse der Immunodetektion dedéeauf hin, dass durch Behandlung
der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 mit Morphder intrinsische Apoptoseweg
aktiviert wird. Es konnte eine Aktivierung der Pagpase 9 und 3 nachgewiesen werden.
Das pro-apoptotische Protein Bax wird verstarktriemigert, wahrend antiapoptotische
Faktoren, wie inbesondere XIAP, gespalten werddanweise fir eine Beteiligung des
Rezeptor vermittelten Apoptosewegs, wie z. B. dkavierung von Caspase 8 oder 10,
fanden sich nicht. Diese Ergebnisse stimmen Uberaib den zuvor gemachten
Beobachtungen eines caspasenabhangigen Zelltagtelspmzentrations- und zeitabhéngig
nach Morphinbehandlung auftritt.

3.4 Synergistische Wirkung von Morphin und Fentanyl bei der
Behandlung der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60

3.4.1 Synergistische Wirkung von Fentanyl und Morph in auf die
Zelltodinduktion bei der myeloischen Leukamiezellli nie HL-60
Einige Schmerzpatienten erhalten im Rahmen ihrdwraBkung gleichzeitig mehrere

Opioide mit unterschiedlichen Eigenschaften. Sodwitir beispielsweise fir die

Behandlung sogenannter Durchbruchschmerzen zugétzli einer Basistherapie mit
Fentanyl ein schnell verfigbares Opioid wie Morpéingesetzt (Coluzzi et al. 2001).

Da bereits gezeigt werden konnte, dass Fentarmgyhalin der Lage ist, Leukamiezellen fur

Apoptoseinduktion zu sensitivieren (Hagemeier 200@pllten wir im Weiteren
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untersuchen, ob Morphin und Fentanyl in Kombinati@ine Steigerung der

Apoptoseinduktion in Leuk&miezellen bewirken kdénnen

Hierzu wurde die myeloische Leukamiezelllinie HL4®@ 50, 30 oder 10 pg/ml Fentanyl-
Citrat (Fentanyl) in Kombination mit 30, 10, 5, dev 1 pg/ml Morphin behandelt, wobei
jeweils auch Zellen mit denselben Konzentrationem einer der beiden Substanzen
bestuckt wurden. Nach Inkubation fur 24 h, 48 hrotie h beziehungsweise fur 96 h bis
168 h wurden die Proben mittels FSC/SSC analy@ath. 26 und 27).

50 50
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=40 W+ 50 pg/ml | | =40 W + 50 pg/ml
>, Fentanyl I Fentanyl
® 30 B +30pgml || 8 30 M + 30 pg/ml
I=] Fentanyl =] Fentanyl
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96 h Morphin-HCI [ug/ml] a 120 h Morphin-HCI [ug/mi] b

Abbildung 26: Kombinationsbehandlung von HL-60-Leukamiezellen mit Morphin und Fentanyl bis zu
einer Inkubationszeit von 120 h. Die HL-60-Leukdmiezellen wurden mit verschiedenen
Morphinkonzentrationen oder Fentanyl (50, 30, oddr pg/ml) alleine oder mit entsprechenden
Kombinationen beider Substanzen gemeinsam furgd) Ond (b) 120 h inkubiert und anschlie3end ngittel
FSC/SSC im Durchflusszytometer analysidufgetragen ist die spontane Apoptose (in %) déahdelten
Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. uGdlage der dargestellten Werte sind
Dreifachmessungen. FS@erward light scatter SSC=side light scatter

In den Zeitwerten bis einschlie3lich 120 h konnierliei wie schon bei Morphin alleine
(Abb. 21) keine verstarkte Zelltodinduktion in déombinationsbehandlung (Abb. 26,
exemplarische Darstellung des 96 h- (a) und deshi&@rtes (b)) festgestellt werden. Die
durch die Behandlung erzielten Apoptoseraten drteicmaximal 8,7 % (96 h, Abb. 26a)
bzw. 7,7 % (120 h, Abb. 26b), wahrend die unbehiweKontrollen zu beiden
Zeitwerten etwa 4 % tote Zellen enthielten.

Wurden die Zellen jedoch fur 144 h oder 168 h bekldnso zeigte sich in den Proben, die
mit einer Kombination aus Morphin und Fentanyl bededt wurden, eine gegenuber den
unbehandelten Kontrollen und den mit nur einer &utzsbehandelten Zellen stark erhéhte
Zelltodrate (Abb. 27). Die beispielhaft dargestsilt FSC/SSC-Ergebnisse nach
Behandlung mit 30 pg/ml Fentanyl und 30 bzw. 10mlgMorphin zeigen in der
Kombinationsbehandlung eine Verkleinerung der eialZellpopulation und das
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Auftauchen einer neuen Population mit geringerer@-M&rt, was auf ein vermindertes
Zellvolumen hindeutet (Darzynkiewicz et al. 199Der prozentuale Anteil der neuen
Population liegt nach 144 h bei Gber 40 % und ne@B-stindiger Inkubation bei etwa
60 % und ist gegenuber den unbehandelten Kontr@ll&ro bzw. 22 %) und den einfach
behandelten Vergleichszellen (30 pg/ml Morphin:%%zw. 38 %, 10 pg/ml Morphin:
21 % bzw. 35 %, 30 pg/ml Fentanyl 13 % bzw. 24 %ithich vergroRRert. Da diese
morphologischen  Verdnderungen typischerweise beir d&poptose auftreten
(Darzynkiewicz et al. 1997), weisen diese Untersagen darauf hin, dass sich durch
Zusatz von Fentanyl der Morphin induzierte Zellteetstarken lasst. Dies wird in der
graphischen Darstellung dieser Ergebnisse (Abbw2#er verdeutlicht.

Nachdem somit die fur die Zelltodinduktion kritigeh Zeitpunkte zwischen 120 h und
168 h eingegrenzt waren, wurden diese Ergebnissaliél effektivsten Fentanyl- und
Morphin Konzentrationen (30 und 10 pg/ml Fentadd, 3, 1 pg/ml Morphin) zusatzlich
mit der Zellzyklusanalyse nach Nicoletti (Nicole¢ti al. 1991) Uberprift. Hierbei war in
der Kombinationsbehandlung ein vermehrtes Auftretdodiploider DNA zu verzeichnen,
was auf Induktion eines apoptotischen Zelltodeshlulie Kombination aus Morphin und
Fentanyl hindeutet (Darzynkiewicz et al. 1997) @nuahicht gezeigt).
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, das&odmbination dieser beiden
Opioide den Zelltod bei der myeloischen Leukamiénet HL-60 verstarkt.
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Abbildung 27: Behandlung von HL-60-Leukamiezellen rit Morphin allein und/oder Fentanyl nach
144 h oder 168 h InkubationszeitDie Ergebnisse der FSC/SSC-Analyse vergleichenudleehandelte
Kontrolle, die einfache Behandlung mit 30 pg/ml Moin, mit 10 pg/ml Morphin oder mit 30 pg/ml
Fentanyl mit dem Effekt einer Kombinationsbehandlaws 30 pg/ml Fentanyl und 30 pg/ml Morphin bzw.
10 pg/ml Morphin. Die reprasentativen Messungendenrnach (a) 144 h bzw. (b) 168 h durchgefiuhrt. Die
roten Zahlen geben den Anteil der mit grauem Ovafundeten, toten Zellpopulation in Prozent der
gesamten gemessenen Zellzahl an. Fia@aard light scattey SSC=side light scatter
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Abbildung 28: Synergistischer Effekt von Morphin und Fentanyl auf die Apoptoseinduktion in HL-60-
AML-Zellen. Gezeigt ist der Zusammenhang zwischen der spdzrifisé\poptose (in %) gemessen mittels
FSC/SSC, und den Wirkstoffkonzentrationen. Es wiedWirkung von Morphin alleine (weif3e Balken) mit
der Wirkung der Kombinationbehandlung mit Fentafsghwarze Balken, 50, 30 oder 10 pug/ml Fentanyl)
verglichen. Errechnung der spezifischen Apoptose iwiAbb. 17, Grundlage der dargestellten Wertd sin
Dreifachmessungen. FS@erward light scatter SSC=side light scatter

Aufgrund der Darstellung der spezifischen Apoptdsedurch FSC/SSC ermittelten Daten
(Abb. 28) lasst sich ein synergistischer Effekt vbtorphin und Fentanyl auf die
Zelltodinduktion in der myeloischen LeukdmiezellirHL-60 ableiten. Ein Synergismus

ist laut Pschyrembel die ,gegenseitige Beeinflugsmehrerer Arzneimittel im Sinne einer
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additiven oder potenzierten, unter Umstdnden ausmiamigen Wirkung® (de Gruyter
(Hrsg) 2010, S. 2020), eine potenzierte Wirkungeisie ,Wirkung zweier verabreichter
Arzneimittel, die Uber die Addition ihrer Einzelekte hinausgeht” (de Gruyter (Hrsg)
2010, S. 2239).

Nach 144-stundiger Inkubationsdauer konnte beindér30 pg/ml oder 10 pg/ml Fentanyl
und Morphin behandelten Proben Zelltodraten erthitterden, die gegentber den mit den
entsprechenden Einzelkonzentrationen behandeltebeRrdeutlich erhéht waren (Abb.
28a). So konnte beispielsweise nach BehandlungBéhijtg/ml Fentanyl eine spezifische
Apoptose von 2,5 % und nach Inkubation mit 30 pdvhatphin eine spezifische Apoptose
von 16 % beobachtet werden. Wurden die Zellen enQ pg/ml Morphin und Fentanyl
gleichzeitig behandelt, so betrug die spezifisclp@@ose ca. 38 %. Diese war also héher
als die Summe der Einzelwirkungen der Substanzed antspricht somit einer
Wirkungspotenzierung. Diese Beobachtung wiederhsitte bei gemeinsamer Inkubation
von 30 pg/ml Fentanyl mit 10, 5, 3 und 1 pg/ ml ptan (Abb. 28a). Hier konnten die
durch Morphin alleine erreichten spezifischen Apsptverte zwischen 7,3 und 17 %
durch Zusatz von Fentanyl (spezifische ApoptoseRamtanyl: 2,5 %) auf Werte zwischen
21,3 und 28,5 % gesteigert werden.

Analoge Ergebnisse lie3en sich nach 144 h auchhd€omkubation von Morphin mit 10
png/ml Fentanyl erzielen (Abb. 28a). Die hier dukghzelbehandlung mit Fentanyl erzielte
spezifische Apoptose betrug 4,2 %, bei Behandluidgvtorphin betrugen die gemessenen
Raten zwischen 8 und 17 %. In der Kombination marjphin lieRen sich diese Raten um
rund 20 Prozentpunkte auf 24 bis 50 % steigerpedem Fall Gberstieg die gemeinsame
Wirkung von Morphin und Fentanyl die Summe der einzerabreichten Substanzen.
Dieser ausgepragte Effekt konnte nach 144 h benkuiation mit 50 pg/ml Fentanyl
nicht beobachtet werden (Abb. 28a). Hier lie3 siehmit Morphin allein erreichte Zelltod
durch Zugabe des Fentanyls nicht steigern; die gsemen Raten blieben in der
Kombination weitestgehend konstant.

Die nach 144 h Inkubationszeit gemachten Beobagetutraten nach 168 h in verstarkter
Weise auf (Abb. 28b). Zum einen steigerte sich giezifische Apoptoserate gegenuber
dem 144 h-Wert bei Kombination mit jeder FentangirEentration. Besonders deutlich
zeigte sich dies bei Zugabe von 50 pg/ml Fentadgl, hier nach 144 h noch kein
Synergismus erkennbar war (Abb. 28a/b). In der Kioatibn mit 50 pg/ml Fentanyl
traten nach 168 h spezifische Apoptosewerte vofe3d pug/ml Morphin) bis 51 % (30
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pg/ml Morphin) auf; nach 144 h lagen diese Wertiglech zwischen 6 % (1 pg/ml
Morphin) und 15 % (10 pg/ml Morphin).

In der Kombination mit 30 pg/ml und 10 pug/ml Ferylasteigerte sich zwischen 144-
stindiger und 168-stindiger Inkubation die spediss Apoptose in den
kombinationsbehandelten Proben ebenfalls. So ezhdsich die Werte der spezifische
Apoptose gegenidber dem 144 h-Wert in der 30 pgéntdnyl-Kombination um ca. 6-17
Prozentpunkte und bei der Kombination mit 10 pg/Réntanyl um bis zu 18
Prozentpunkte (Abb. 28b). Diese Beobachtung bedawt deutliche Zeitabhangigkeit des
durch die Behandlung mit Morphin und Fentanyl dteresynergistischen Effektes.

Eine Abh&ngigkeit von der Fentanylkonzentrationgteeisich hingegen nur insofern, als
dass der synergistische Effekt bei Kombination30ifug/ml Fentanyl erst nach 168 h und
nicht, wie bei den anderen Konzentrationen, nach f4eintrat. Eine Steigerung des
Zelltodes durch Erhohung der Fentanylkonzentrattanansonsten nicht moglich.

Dem entgegen steht der Einfluss der Morphinkonagéiotr: Besonders nach 168 h nahm
der beobachtete Zelltod mit der Morphinkonzentrati (Abb. 28b). Dies gilt sowohl fir
die Behandlung mit Morphin alleine als auch fur dig Fentanyl koinkubierten Proben.
Hier sank die spezifische Apoptose unabhangig vwrezdgegebenen Fentanylverdiinnung
von ca. 50 % bei Zugabe von 30 pg/ml Morphin aufrt@/ewischen ca. 28-39 % in
Kombination mit 1 pg/ml Morphin.

Der synergistische Effekt der Kombinationsbehangllals solcher war nach 168-stiindiger
Inkubation starker ausgepragt als noch nach 144bhildung 29 stellt die zuvor
dargestellten spezifischen Apoptose-Raten der Koatimnsbehandlung (Abb. 28) den
~summen® der jeweiligen Einzelbehandlungen gegeniled verdeutlicht, dass die
Kombination von Morphin und Fentanyl auch nach 1B8die Zelltodinduktion
Uberproportional steigert.

Vergleicht man die Summe der Effekte der einzelgepebenen Substanzen mit der
Wirkung der Substanzkombination, so ist die Zelabe bei der letzteren gegeniber den
addierten Einzelwirkungen stets deutlich erhohi. lBambination mit 30 pug/ml Fentanyl
mit Morphin konnte eine Zelltodinduktion beobachtetrden, die zwischen 14 und 26
Prozentpunkte Uber dem durch die Einzeleffekte zwagenden Wert lag. Bei
Koinkubation mit 50 pg/ml lag die Steigerung durdbn Synergismus bei 16 bis 21
Prozentpunkten. Die starkste Steigerungsrate wdocfe bei Zugabe von 10 pg/ml
Fentanyl zu beobachten. In Kombination mit 30 pgMhbrphin erhdhte sich die

spezifische Apoptose gegenuber der Summe der Belzaéhdlung um 31 Prozentpunkte,
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die geringste Steigerung um 22 Prozentpunkte zsigtein der Kombination mit 1 pg/ml
Morphin (Abb. 29).
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Abbildung 29: Synergistischer Effekt auf die Zelltalinduktion in HL-60-Leuk&miezellen nach 168 h
Inkubation. Gezeigt ist der Unterschied zwischen dem aufgrued Einzelwirkung von Morphin bzw.
Fentanyl zu erwartenden Zelltod und dem Zelltodén Kombination. Die jeweiligen durch Behandlung mi
den Einzelsubstanzen induzierten spezifischen Agsmpaten wurden entsprechend der zum Vergleich
stehenden Kombinationsbehandlung addiert (weil3er. Bzhraffierter Balken) und der tatsachlich mdtel
FSC/SSC ermittelten spezifischen Apoptose nach Kdiation mit den jeweiligen Konzentrationen der
Einzelsubstanzen (schwarzer Balken) gegenibertie&akechnung der spezifischen Apoptose wie in Abb

17, Grundlage der dargestellten Werte sind Dreifeatsungen. FSClorward light scattey SSC=side light
scatter

Diese Untersuchungen belegen einen synergistis€ffekt der Kombinationsbehandlung
mit Morphin und Fentanyl auf die Zelltodinduktioriller myeloischen Leukamiezelllinie
HL-60 nach 144- und 168-stindiger InkubationsZ@iese ist abhangig von der Inkuba-
tionszeit und der Morphinkonzentration, eine Erhighder Fentanylkonzentration steigert
diesen Effekt jedoch nicht, sondern wirkt sich etechteilig aus.
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Weitere Untersuchungen sollten zeigen, ob der biedene synergistische Effekt auf den
Zelltod der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 hulsei niedrigeren Konzentrationen
von Fentanyl auftritt. Hierzu wurden Fentanylkonzationen von 3 pg/ml und 1 pg/ml in
Kombination mit den unverédnderten Morphinkonzendragn untersucht. Es zeigte sich,
dass bei diesen Konzentrationen der zuvor beoltacéyaergistsische Effekt nicht auftrat
(Daten nicht gezeigt), so dass von Untersuchungegnnacth niedrigeren Dosierungen

abgesehen wurde.

3.4.2 Vergleich der Empfindlichkeit der myeloischen Leukamiezelllinie

HL-60 auf verschieden zusammengesetzte Gesamtmengen  an

Opioiden
Weitere Versuche sollten zeigen, dass auch bei rgidmag mit vergleichbaren
Gesamtmengen an Opioiden die kombinierte BehandlmitgMorphin und Fentanyl
bezuglich der Zelltodinduktion effektiver ist aled/erabreichung einer dieser Substanzen
alleine. Hierzu wurden die Zellen entweder mit 3Magrphin oder 3 pg Fentanyl alleine
oder mit einer Kombination aus 1 pg Morphin unddlLRentanyl, also insgesamt 2 pg an
Substanzen, behandelt und nach 120 h, 144 h undh be&els FSC/SSC analysiert. Als
Vergleich wurden Zellen im selben Ansatz mit eidembination aus 3 pug Morphin und 3
g Fentanyl behandelt (Abb. 30).
Die kombinierte Gabe von 1 pg Morphin und 1 pg &ewt induzierte trotz einer
geringeren Gesamtmenge einen wesentlich starkesftod der HL-60-Leuk&miezellen
als die Behandlung mit 3 ug der jeweiligen Einzeanz Morphin oder Fentanyl.
Lag die spezifische Apoptose bei Behandlung mit phior alleine stets unter 20 %, so
steigerte sich dies bei Behandlung mit der Substésthung auf 39 % nach 144 h bzw.
auf ca. 45 % nach 168 h. Weiterhin zeigte sichg dlies spezifischen Apoptoseraten nach
kombinierter Zugabe von je 3 g Morphin und Fenltaeyglichen mit den Werten bei den
mit 1 ug + 1ug behandelten Zellen bei Unterschiedenca. 2 Prozentpunkten durchaus

vergleichbar sind.
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Abbildung 30: Spezifische Apoptose von HL-60-Leukamzellen nach Behandlung mit vergleichbaren,
jedoch unterschiedlich zusammengesetzten Gesamtmemgan Opioiden. Dargestellt sind die mittels
FSC/SSC ermittelten spezifischen Apoptoseraten bf60-Zellen, welche insgesamt mit maximal 3 pg
Morphin oder Fentanyl alleine oder mit einer Misgfbeider Substanzen behandelt und fiir 120, 144 ode
168 h inkubiert wurden. Zum Vergleich ist auch djgezifische Apoptose nach Behandlung mit je 1 pg
Morphin bzw. Fentanyl sowie die Apoptoseinduktizech Kombination von je 3 pg Fentanyl und 3 ug

Morphin gezeigt. Errechnung der spezifischen Apsgtaie in Abb. 17, Grundlage der dargestellten Wert
sind Dreifachmessungen. FS@&rward light scatter SSC=side light scatter

Diese Beobachtungen zeigen, dass eine geringer@r@agsnge dieser beiden Opioide in
Kombination eine starkere Potenz hat, Zelltod im deeloischen Leukamiezelllinie
HL-60 zu induzieren, als die gréRere Menge nurrethdstanz und dass der synergistische
Effekt auf den Zelltod kein Artefakt der héherendidoder ,toxischen* Opioide ist.

3.4.3 Molekulare Mechanismen des synergistischen Ze lltodes der
myeloischen Leuk&miezelllinie HL-60 durch Fentanyl und Morphin
Die als Nachstes unternommenen Versuche hatterZiggsden synergistischen Zelltod

durch die Kombinationsbehandlung der myeloischerukmiezelllinie HL-60 mit
Morphin und Fentanyl auf molekularer Ebene zu wwuelen und dessen Mechanismen
herauszustellen.

Zunachst wurde hierzu untersucht, ob der Zelltod laikamiezellen caspasenabhéngig
ist, um dann im Folgenden mit Hilfe des WesterntBlerfahrens per Immunodetektion

die Veranderungen einiger fur die Apoptose relexarroteine wie den Caspasen
nachzuweisen.
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3.4.3.1 Caspasenabhangigkeit des synergistischen Zelltodes der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60

Da Morphin alleine bei der myeloischen Leuké&midirei HL-60 Apoptose induziert,
liegt der Schluss nahe, dass auch der bei der K@tibhsbehandlung beobachtete Zelltod
caspasenabhangig sein kodnnte. Diese Hypothese wunittels des unspezifischen
Breitspektrumcaspaseninhibitors zVAD.fmk Uberpr(Borner et al. 1999), indem die
myeloische Leukamiezelllinie HL-60 vor der Kombimaisbehandlung mit 30 oder 10

png/ml Fentanyl und 30 bis 1 pg/ml Morphin mit 50 gMAD.fmk fur 1 h vorbehandelt
wurde (Abb. 31).
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Abbildung 31: Caspasenabhangigkeit des durch die Mphin-Fentanyl-Kombination induzierten
Zelltodes bei der myeloischen Leukamiezelllinie HL60. Dargestellt ist die Zelltodinduktion bei den
HL-60-Leukdmiezellen nach Behandlung mit Morphirdya) 30 pg/ml oder (b) 10 pg/ml Fentanyl alleine
oder nach Vorinkubation mit zVAD.fmk und anschlieBer Behandlung mit derselben Kombination.
Aufgetragen ist die spezifische Apoptose nach 1&8khbationszeitZu sehen ist die Inhibierbarkeit des in
der Morphin/Fentanyl-Kombination nach 168 h auéireten Zelltodes durch Vorbehandlung mit zZVAD.fmk.
Errechnung der spezifischen Apoptose wie in Abb, Gtundlage der dargestellten Werte sind
Dreifachmessungen. zVAD.fmk= Z-Val-Ala-D, L-Asp-Btomethylketon; FSC=forward light scatter
SSC=side light scatter

Der durch die kombinierte Behandlung mit Morphirdufentanyl nach 168 h induzierte
Zelltod konnte durch Vorbehandlung mit zZVAD.fmk dezh reduziert werden. So lie3en
sich die Apoptoseraten von ca. 50 % nach Behandmibdvorphin und Fentanyl durch
Vorbehandlung mit zZVAD.fmk auf Apoptoseraten zwischL0 % und 25 % senken (Abb.
31).

Wie auch bei dem durch Morphin alleine induziertalltod konnte auch in der
Kombination von Morphin mit Fentanyl eine caspadddmgige Zelltodinduktion
nachgewiesen werden, bei der es sich wahrschegltiehfalls um eine caspasenabhéangige
Apoptose handelt.
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3.4.3.2 Aktivierung der Caspasen
Nachdem gezeigt werden konnte, dass auch in derbiationsbehandlung eine cas-

pasenabhéngige Form des Zelltodes stattfindetesall ndchsten Schritt herausgearbeitet
werden, welche Caspasen hierbei eine Rolle spieteh welche Apoptosewege somit
maoglicherweise an der synergistischen Apoptoseitioiiketeiligt sind.

Es wurde die myeloische Leukamiezelllinie HL-60 d® 3 und 1 pg/ml Morphin alleine
und in Kombination mit 30 pg/ml bzw. 10 pg/ml Fentabehandelt und nach 120 h und
144 h deren Proteine isoliert. Nach Auftrennungtetdt SDS-Gelelektrophorese sowie
Semidry-Blotting wurden diese mittels Immunodetehtimit verschiedenen Antikdrpern
sichtbar gemacht (Abb. 32).

Bei Detektion der Procaspase 3 (32 kDa) und ihrésiven Spaltprodukt (17 kDa)
(Nicholson et al. 1995, Fernandes-Alnemri et aB@)%konnte nach 120 h allenfalls in den
kombiniert behandelten Proben eine sehr geringe gelean aktivem Spaltprodukt
nachgewiesen werden (Abb 33a). Dies stimmt mitwdwherigen Beobachtungen Uberein,
dass nach 120 h Inkubationszeit noch keine Apoptafiett. Im Gegensatz dazu war nach
144-stindiger Inkubation eine Caspase 3-Spaltungllen behandelten Proben, nicht
jedoch bei der unbehandelten Kontrolle, nachweidbamwar zu erkennen, dass in den nur
mit Morphin oder nur mit Fentanyl behandelten Prol#as 17 kDa grof3e, aktive
Spaltprodukt von Caspase 3 auftritt. In den mitklembination behandelten Zellen zeigte
sich eine im Vergleich dazu deutlich groRere Meagegespaltener Caspase 3, was auf
eine starkere Aktivierung dieser Effektorcaspasgeinkombination hindeutet.

Als nachstes wurde die fur den mitochondrialen Apsgweg wichtige Initiatorcaspase,
Caspase 9, untersucht. Zunachst wurde hierzu deaBpase 9 (47 kDa) und ihr aktives 37
kDa Spaltprodukt detektiert (Zou et al. 1999). Herkonnte nach 120 h weder eine
Abnahme der Procaspase, noch die aktive Caspasem@aewiesen werden. Nach 144 h
war im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle jedodilen behandelten Proben das 37
kDa grof3e, aktive Spaltprodukt nachweisbar, wolaeg auch bei Caspase 3, in den
kombiniert behandelten Zellen die Menge an aktiGaspase 9 grofRer war als in
jeweiligen einfach behandelten Proben. Es war k@ereninderung der Proteinmenge der

Procaspase erkennbar.
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Abbildung 32: Immunodetektion von Caspase 9, 8, 1@ und 3 sowie ggf. deren aktiver Spaltprodukte.
Gezeigt sind die mit Medium, 10, 3 oder 1 pg/ml pton, 30 oder 10 pg/ml Fentanyl oder den
Kombinationen dieser Verdinnungen inkubierten, néegh120 h oder (b) 144 h isolierten und mittels
Western Blot-Verfahren und Immunodetektion nachgsemen Caspasen. Untersucht wurde die Procaspase
9 (47kDa) und ihr bei Aktivierung entstehendes,kBa grolles Spaltprodukt; Procaspase 8 (55 kDa) mit
ihrem bei Aktivierung entstehenden Spaltprodukt/443kDa), Procaspase 10 (58 kDa), Procaspase 2 (48
kDa) sowie Procaspase 3 (32 kDa) und deren akBpestprodukt (17/19 kDa). Als Ladekontrolle wurdsesd
konstitutiv exprimierte Proteifi-Aktin (39 kDa) detektiert.
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Um eine etwaige Aktivierung des Rezeptor vermegteltApoptosewegs zu erkennen,
wurden als nachstes die Caspases 8 und 10 hindicitter Aktivierung untersucht. Fur
Caspase 10 (58 kDa) konnte bei keinem der Zeitweitee Verdnderung in der
detektierbaren Menge der Procaspase beobachtetenvditischkel et al. 2001). Bei
Untersuchung von Caspase 8 war nach 120 h gleliehkiihe Aktivierung nachweisbar; es
war weder eine Abnahme der Procaspase (55 kDa) aexciAuftreten von Spaltprodukten
(43/44 kDa oder 18 kDa) zu erkennen (Medema €t98l7, Juo et al. 1998). Im Gegensatz
hierzu konnte nach 144 h Inkubationszeit ein 43%®D& Spaltprodukt der Caspase 8
gefunden werden. Die nachweisbare Menge des 4Béd4koteins ist in den mit Morphin
und Fentanyl gemeinsam behandelten HL-60-Leukanieezgegeniber allen anderen
Proben deutlich erhéht; in den einfach behandelietben ist das Spaltprodukt kaum
detektierbar.

Die Untersuchung der 48 kDa grof3en Procaspase @ €Gal. 2002) ergab, dass deren
Menge an Protein nach 120 h, verglichen mit deratleigontrolle, ungefahr konstant
blieb. Nach 144 h zeigte sich hingegen eine schevddinahme der Menge an Procaspase
2 bei den mit Morphin alleine behandelten Zellerei Boinkubation von 30 pg/ml
Fentanyl und Morphin ist eine deutliche Abnahme Bercaspase 2 zu verzeichnen. Dies
ist in der Kombination mit 10 pg/ml Fentanyl nigrkennbar.

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass besgeeargistischen Effekt von Morphin
und Fentanyl auf die Apoptose bei der myeloischenkmiezelllinie HL-60 neben der

Aktivierung des intrinsischen Apoptosewegs aucle &paltung von Caspase 8 stattfindet.

3.4.3.3 Einfluss der Kombinationsbehandlung auf die regulatorischen Proteine
des mitochondrialen Apoptosewegs
Da die Untersuchung von Caspase 9 eine verstarkidividtung in der

Kombinationsbehandlung ergab, wurde im Folgenden Riolle der antiapoptotischen
regulatorischen Proteine Bcl-und XIAP sowie des proapoptotischen Proteins Baxibe
synergistischen Apoptoseinduktion beleuchtet.

Der zellulare Gehalt von Bcl-X30 kDa) (Boise et al. 1993) in den mit einer odeiden
Substanzen behandelten HL-60-Leuk&miezellen urtedcsich zu beiden Zeitwerten

nicht von der Proteinmenge, wie sie in der unbebkled Kontrolle nachweisbar war.
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Abbildung 33: Immunodetektion von am mitochondrialen Apoptoseweg beteiligten Proteinen: Die
antiapoptotischen Proteine Bcl-x (30 kDa) und XIAP (57 kDa) sowie das proapoptotisee Bax
(30 kDa). Gezeigt sind die mit Medium, 10, 3 oder 1 pg/ml ptan, 30 oder 10 pg/ml Fentanyl oder den
Kombinationen dieser Verdinnungen inkubierten, néeh120 h oder (b) 144 h isolierten und mittels
Western Blot-Verfahren und Immunodetektion sichtjamachten Proteine Bcl-xXIAP und Bax. Als
Ladekontrolle wurde das konstitutiv exprimierte teno 3-Aktin (39 kDa) detektiert. Bcly= B-cell-
lymphoma extra long<IAP= X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis profdiax=Bcl-2 associated x-
protein

Im nachsten Schritt wurde das proapoptotische, R& grof3e Protein Bax untersucht
(Oltvai et al. 1993). Es war zu beobachten, dasgkbnach 120 h als auch nach 144 h
durch die Behandlung mit Morphin und/oder Fentaaiyie Hochregulation von Bax

gegenuber den unbehandelten Zellen stattfindet.Kdmmbination der Substanzen fuhrt,

verglichen mit den einzeln behandelten Proben, dedaicht zu einer vermehrten

Nachweisbarkeit des Proteins.

Als weiterer antiapoptotischer Faktor des intriobken Apoptosewegs wurde XIAP (57

kDa) untersucht (Schimmer et al. 2006). Nach 12@diger Inkubation konnte keine

Verminderung der Proteinmenge von XIAP nachgewiesenden. Eine Abnahme der

Menge dieses 57 kDa grof3en Proteins war erst nddhhlerkennbar. Dies zeigte sich
besonders deutlich in der Kombination von Morphih30 pg/ml Fentanyl, in welcher nur

noch eine schwache Bande nachweisbar war.

Nach Untersuchung des intrinsischen Apoptosewegs kaisammenfassend festgestellt
werden, dass durch die kombinierte Inkubation matrphin und Fentanyl nach 144 h eine
verstarkte Caspase 9-Aktivierung stattfindet, beimination von Morphin mit hohen

Fentanylkonzentrationen zeigt sich auch eine A&ting von Caspase 2. XIAP wird bei
hohen Fentanylkonzentrationen in Kombination mit ribon herunterreguliert. Das

proapoptotische Protein Bax wird hochreguliert.
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3.4.3.4 Einfluss der Kombinationsbehandlung auf Fas-Rezeptor und Fas-Ligand
Zytostatika induzieren Apoptose Uber die Regulation Proteinen des Rezeptor

vermittelten Apoptosewegs (Friesen et al. 1996 ezl et al. 1999). Eine Regulation des
Fas-Rezeptor/-Ligandensystems ware ein moglicherchsl@smus fur die in der
Kombinationsbehandlung spezifische Caspase 8-Aktivig. Aus diesem Grunde
untersuchten wir als néchstes die Expression voA5CDem sogenannten Fas-Rezeptor,
sowie des Fas-Liganden (CD95-Ligand), welche bei Aldivierung des extrinsischen
Apoptosewegs eine zentrale Rolle spielen (Kramr@80p

Diese Untersuchung ergab, dass sowohl nach 126 &uah nach 144 h der Fas-Rezeptor
auf den mit der Morphin-Fentanyl Kombination behalteh Zellen verstarkt exprimiert

wird, wahrend seine Menge bei Behandlung nur mitgWion deutlich geringer ist.
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Abbildung 34: Immunodetektion von am Rezeptor vermittelten Apopt@seweg beteiligten Proteinen:
Fas-Rezeptor (48 kDa) und Fas-Ligand (38 kDa)Gezeigt sind die mit Medium, 10, 3 oder 1 pg/ml
Morphin, 30 oder 10 pg/ml Fentanyl oder den Komtiamen dieser Verdinnungen inkubierten, nach (a)
120 h oder (b) 144 h isolierten und mittels Wesiloi-Verfahren und Immunodetektion sichtbar gentexh
Proteine Fas-Rezeptor und Fas-Ligand. Als Ladekbflatwurde das konstitutiv exprimierte Prot@imiktin

(39 kDa) detektiert.

Auch die Expression des Fas-Liganden wurde dureliKdmbinationsbehandlung erhoéht.

Bei Koinkubation von 30 pg/ml Fentanyl mit MorpHiel3 sich bereits nach 120 h eine
gegenuber allen anderen Proben vermehrte ProtegereenFas-Ligand detektieren. Diese
Beobachtung wiederholte sich fur die Kombinatiort &0 pg/ml Fentanyl nach 144 h.

Auch hier wurde Fas-Ligand vermehrt nachgewiesesihrend bei 30 pg/ml Fentanyl

dieser nicht mehr nachweisbar war.

Zusammenfassend zeigte sich bei der Untersuchungxdgnsischen Apoptosewegs, dass
durch die Koinkubation von Morphin und Fentanyl &@s-Rezeptor auf der myeloischen

Leukamiezelllinie HL-60 exprimiert bleibt und delad-Ligand konzentrationsabhangig



3 Ergebnisse 75

nach einer Inkubationszeit von mindestes 120 h fegghiert wird. Nach 144 h ist in den

kombinationsbehandelten Zellen die Aktivierung Gaspase 8 nachweisbar.

3.5 Kombinationsbehandlung von Krebszellen mit Doxo rubicin

und Morphin
Das Anthrazyklin Doxorubicin wird bei der Behandjurvon soliden Tumoren und

malignen Lymphomen eingesetzt (Aktories et al. 2008rangegangene Arbeiten zeigten,
dass Opioide wie Methadon, Fentanyl oder BuprenorpKrebszellen fir eine

Apoptoseinduktion durch Doxorubicin sensitivier@gimken (Drost 2009, Hagemeier 2009,
Hormann et al. 2010). Es sollte nun bei den Glistolazellen A172 und der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 untersucht werden, ob Marmlbenfalls eine Sensitivierung flr

dieses Zytostatikum erzielen kann.

3.5.1 Behandlung von Glioblastomzellen mit einer Mo  rphin-Doxorubicin-
Kombination.
Die Al172-Hirntumorzelllinie wurde mit 10, 3 oder ig/ml Morphin alleine oder in

Kombination mit 0,15 bzw. 0,1 pg/ml Doxorubicin laeldelt und fir 96 bis 168 h
inkubiert, bevor mittels Sub-Analyse der Anteil apoptotischer Zellen bestimmirde.
Hierbei wurden Doxorubicin-Konzentrationen gewabhlidie alleine in den
Glioblastomzellen keinen Zelltod auslosen und inn d&172-Glioblastomzellen
Apoptoseraten von max. 15 % induzieren (Abb. 35).

Nach 120- und 144-stindiger Stimulation (Abb 35&.85b) erhdhte sich die Rate toter
Zellen durch Koinkubation von Morphin mit Doxorublicum maximal. 2 bis 6
Prozentpunkte gegeniiber den nur mit Doxorubicin abdblten Proben. Ahnliche
Beobachtungen zeigten sich auch bei den andergouri&ten (Daten nicht gezeigt).

Wie schon bei der Behandlung von A172-Glioblastdiememit Morphin allein gezeigt
werden konnte (Abb. 16), bestatigen auch diese Wb dass Morphin bei dieser
Glioblastomzelllinie weder Apotose induziert nodnee Sensitivierung fur Doxorubicin

ermdoglichen kann.
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Abbildung 35: Apoptose (in %) nach Behandlung der @oblastomzelllinie A172 mit Morphin alleine

und in Kombination mit Doxorubicin. Die A172-Zellen wurden mit 10, 3 oder 1 pg/ml Moirplalleine
oder in Kombination mit 0,15 oder 0,1 pg/ml Doxdoih behandelt und nach (a) 120 h bzw. (b) 144 h
mittels Farbung mit Propidiumjodid auf subdiploiBD®A untersucht. Aufgetragen ist die Spontanapoptose
in Prozent. Grundlage der dargestellten Werte Birgifachmessungen.

3.5.2 Behandlung der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 mit einer
Morphin-Doxorubicin-Kombination
Als N&achstes wurden an der myeloischen LeukadmierellHL-60 analoge Versuche

unternommen. Die gegentber Doxorubicin im Vergleachden Al172-Zellen sensiblere
myeloische Leukamiezelllinie HL-60 wurde mit mit,1® oder 1 pg/ml Morphin alleine

oder in Kombination mit 0,003 pg/ml Doxorubicin laellelt und nach 96 h bis 168 h
Inkubationsdauer mittels FSC/SSC-Analyse unters{Adbib. 37).

Die Inkubationszeiten von 144 h und 168 h erwiesieh wiederum als kritisch fur das
Auftreten von Zelltod. Wahrend die ausschlie3lich Boxorubicin behandelten Proben
spezifische Apoptoseraten von maximal 4,2 % nach h4bzw. 7,1 % nach 168 h

aufwiesen, induzierte Morphin alleine spezifischgoptoseraten von bis zu knapp 20 %
(144 h) bzw. ca. 35 % nach 168 h. Durch Kombinatiah Doxorubicin trat jedoch erst

nach 168 h ein verstarkter Zelltod auf, wahrendhni44 h Inkubation die zusatzliche
Behandlung keinen additiven Effekt zeigte. Nach 16&8ield sich die durch Morphin

induzierte Apoptose um bis zu ca. 10 Prozentpurdtgagern. In der myeloischen

Leukamiezelllinie HL-60 scheint eine Sensitivierurigr Doxorubicin mittels einer

zusatzlichen Morphinbehandlung also nicht effektivsein.



3 Ergebnisse 77

50 50 -
o t nur Morphin|| & O nur Morphin
[=) (=)
& 401 ® 0,003 pg/ml| § 40 ® 0,003 pg/m
b=} Doxorubicin || S Doxorubicin
5 5
2_ 30 2_ 30 A
2 2
S 20 5 20 1
0 10 N 10
& &

0 10 3 1 0 10 3 1
Morphin-HCI [ug/ml] a Morphin-HCI [pg/ml] b

Abbildung 36: Behandlung der HL-60-Leukéamiezellen nit Morphin alleine oder in Kombination mit
Doxorubicin. Die Leukamiezellen HL-60 wurden mit 10, 3 oder 1/migMorphin alleine bzw. in
Kombination mit 0,003 pg/ml Doxorubicin behanddiiir (a) 144 h bzw. (b) 168 h inkubiert und
anschlieBend mittels FSC/SSC analysiert. Aufgetraggt die spezifische Apoptose. Errechnung der

spezifischen Apoptose wie in Abb. 17, Grundlage dimgestellten Werte sind Dreifachmessungen. FSC=
forward light scattey SSC=side light scatter



4 Diskussion 78

4 Diskussion

Maligne Erkrankungen gelten heute nach Herz-Krefdlakrankungen als die
.Volkskrankheit®, die in der Bundesrepublik Deuttaid die haufigsten Krankheits- und
Todesfélle bedingt (Statistisches Bundesamt 20@8ylen letzten Jahren wurden in der
Chemo- und Radiotherapie grof3e Fortschritte erzidnnoch betragt die 5-Jahres-
Uberlebensrate aller Krebserkrankungen im Durchigichar 26,5-38.9 % (Méanner) bzw.
44,8-50,4 % (Frauen) (Wahrendorf et al. 2007).

Ein groRes Problem in der Therapie von Malignomestdht in Resistenzen gegen
Therapien mit Zytostatika und Strahlung (Milas et2805). Die Wirkung von Zytostatika
wird sowohl in Leukamien als auch in soliden Tunmohéufig Gber eine Aktivierung der
Apoptosekaskaden vermittelt (Friesen et al. 199gd-et al. 1998c, Friesen et al. 1999).
Deregulationen dieser Signalwege tragen zu Radid-@hemoresistenzen bei (Friesen et
al. 1997, Reed 2008).

Die Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze tstidishalb einen Schwerpunkt der
aktuellen Forschungsbemiihungen dar.

Patienten mit Malignomen erhalten haufig eine Saatherapie, die im Normalfall auch
Opioide beinhaltet. Verwendet werden hierbei urstederem Morphin, Methadon und
Buprenorphin, die zur Gruppe der hochpotenten @piogehtéren (World Health
Organization 1996).

In vorangegangeneim vitro Forschungsarbeiten konnte bereits gezeigt werdess
verschiedene Opioide einen Einfluss auf Vitalitahdu Proliferationsaktivitat von
Krebszellen austiben kdnnen. Methadon, welches sondér Substitutionstherapie bei
Opioidabhangigen eingesetzt wird, induziert beispieise in Leukamiezellen Apoptose
und hemmt deren Proliferation, wahrend gesundelyBigthozyten unversehrt bleiben
(Friesen et al. 2008a). Buprenorphin und Fentatighlen alleine oder in Kombination mit
dem Zytostatikum Doxorubicin Apoptose in Leukamieze induzieren (Drost 2009,
Hagemeier 2009). Auch fur die haufig eingesetztdos&anz Morphin konnte eine
Apoptoseinduktion sowohl in Leukamiezellen (Singeakl. 1999, Hatsukari et al. 2007)
als auch in soliden Tumorzellen (Yeager et al. 199geder et al. 2003) nachgewiesen

werden. Untersuchungen mit Glioblastomzellen zeigieenfalls, dass die Behandlung mit
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Methadon Apoptose induziert und die Zellen fur Dapiocin sensitiviert (Hormann et al.
2010).
Der Einsatz von Opioiden scheint also ein moéglicheuner Therapieansatz zu sein, um

Standardtherapien zu optimieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassddurch die Behandlung mit Morphin
in der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 Apoptoser eine Aktivierung des
intrinsischen Apoptosewegs induziert werden kanreit®¥e Untersuchungen derselben
Zelllinie zeigten, dass eine Sensitivierung von Aldéllen fir Doxorubicin vermittelten
Zelltod, wie sie bei Methadon nachgewiesen werdamnie (Roscher et al. 2010), nicht
maglich ist. Als nachstes wurde eine Kombinatioastpie aus Morphin und Fentanyl auf
ihr Potential hin untersucht, in der myeloischemnik@miezelllinie Apoptose zu induzieren.
Hierbei konnte ein synergistischer Effekt auf del@ddinduktion nachgewiesen werden,
der neben der Akivierung des intrinsischen Signgkgeauf die zusatzliche Aktivierung
von Caspase 8 zurlickzufihren ist. Bei der Behagdlder Glioblastomzellinie A172
konnte durch Morphin kein Zelltod induziert werdeAiuch eine Sensitivierung der
Tumorzellen fur Doxorubicin, wie sie bei der Behlamg) mit Methadon auftritt (Hormann
et al. 2010), war nicht moglich.

Es ist bekannt, dass Opioidrezeptoren nicht nuZM$, sondern auch auf Immunzellen
exprimiert werden (Stefano et al. 1993a, Makmaraletl995). Solide Malignomzellen
verschiedenster Herkunft exprimieren ebenfalls Bng$stellen fiir Opiode (Fichna et al.
2004). Auch bei den in dieser Arbeit untersuchteslllidien, der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 und der lymphatischen Lenkézelllinie CEM sowie bei den
A172-Glioblastomzellen konnte eine hohe ExpressimmOpioidrezeptoren nachgewiesen

werden (Friesen et al. 2011).

In der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 und demphatischen Leukamiezelllinie
CEM kann Methadon, aber auch Buprenorphin, beimiisrhalb 24 h Apoptose induzieren
(Friesen et al. 2008a, Drost 2009). Morphin stefltitzutage in der Schmerztherapie von
Krebspatienten die Standardmedikation dar. Ob Margadoch, &hnlich wie andere
Opioide, ebenfalls Apoptose in diesen Krebsze#lniinduzieren kann, ist noch nicht

hinlanglich geklart.
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Untersuchungen an der lymphatischen LeukamiezelllGEM und der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 zeigten, dass Morphin n&ciizen Inkubationszeiten (24 bis 72
h) keinen Zelltod auslésen kann. Auch bei langdéndmibationszeiten (96 bis 168 h) trat
bei der lymphatischen Leukamiezelllinie CEM ebedsfakein Zelltod auf. Bei der
myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 hingegen zeigtsich hierbei mittels
lichtmikroskopischer Veranderungen, FSC/SSC-Analysed dem Nachweis von
subdiploider DNA eine konzentrationsabhéngige addlliduktion. Es konnte gezeigt
werden, dass auch therapeutische Morphinkonzemitii von 0,3 pg/ml und weniger
(McQuay et al. 1990, Faura et al. 1996) in der mgehen Leuk&miezelllinie HL-60
Zelltod induzieren.

Tegeder et al. konnten zeigen, dass esrbeitro Behandlung von Adenokarzinomzellen
mit Morphin zu einer Hemmung der Proliferation ugidem Zellzyklusblock in der
Phase kommt (Tegeder et al. 2003). Eine Hemmunda®iferation von Leukamiezellen
konnte auch schon bei Behandlung mit Methadon fEneet al. 2008a) und Buprenorphin
gezeigt werden (Drost 2009). In unseren Studiemtamwir im Gegensatz dazu nach
Behandlung mit Morphin keine Veranderung des Zé&llzy der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 nachweisen. Auch die Pmldtion der Zellen wurde durch
Behandlung mit Morphin bis zum Zeitpunkt der Apg@mduktion, verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle, nicht ver&ndert.

Bei der Untersuchung des durch die Morphin-Behamgllinduzierten Zelltodes konnten
einige Veranderungen beobachtet werden, von deelesnht ist, dass sie charakteristisch
fir eine Apoptoseinduktion sind. Ahnliche Verandegen konnten auch nach der
Behandlung der myeloischen Leukamiezelllinie HLf8@ Methadon beobachtet werden
(Friesen et al. 2008a). Hierzu gehoren die lichtogkopisch beobachtbaren
Veranderungen, namlich vermehrte Granularitdit deeglled, Verkleinerung des
Zellvolumens und Abschnirung von Zellpartikeln (Barkiewicz et al. 1997, Kumar et al.
2007a). Auch die durchflusszytometrischen Analysdielegen aufgrund der
Zellverkleinerung und der DNA-Fragmentierung eineapoptotischen Zelltod

(Darzynkiewicz et al. 1997, Kumar et al. 2007a).

Zusammenfassend zeigte sich im ersten Teil unsémezrsuchungen, dass Morphin nur
bei der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 Apomosduzieren kann. Wahrend
Methadon und Buprenorphin schon nach kurzer Inkobsteit in Leukamiezellen

Apoptose einleiten (Friesen et al. 2008a, Drost920kKonnte ein Einsetzen des Zelltodes
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nach Behandlung mit Morphin bei der myeloischen Kamaiezelllinie HL-60 erst nach
sehr viel langeren Zeiten beobachtet werden. Beilytaphatischen Leukamiezelllinie
CEM hingegen war die Induktion des Zelltodes mit rpfon nicht mdglich. Dies
unterscheidet die Wirkung von Morphin von den duvtdthadon ausgeldsten Effekten, da
Methadon im Gegensatz zu Morphin innerhalb kurn&ubationszeiten (ab 24 h) sowohl
in der lymphatischen Leukamiezellinie CEM als audbei der myeloischen

Leukamiezelllinie HL-60 Apoptose induzieren kann.

Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass bé&atandlung von Leukdmiezellen
mit Opioiden Caspasen aktiviert werden (Hatsukial e2007, Friesen et al. 2008a, Drost
2009, Hagemeier 2009). Nach Inkubation mit Methalommt es in der myeloischen
Leukadmiezelllinie HL-60 wie auch in der lymphatisch Leukamiezelllinie CEM zur
Aktivierung des mitochondrialen Apoptosewegs (Ferest al. 2008a). Morphin hingegen
kann bei der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60chn aber bei der lymphatischen
Leukamiezelllinie CEM Apoptose induzieren.

Durch Studien mit dem Pancaspaseninhibitor zVAD.f(Blorner et al. 1999) konnte
nachgewiesen werden, dass die Induktion des ZeBtathch Behandlung von HL-60-
AML-Zellen mit Morphin caspasenabhangig ist.

Bei ihrer Aktivierung durch Initiatorcaspasen wiagpase 9 oder 8 wird die Procaspase 3
entweder direkt in zwei Fragmente gespalten (Nstwlet al. 1995), oder diese entstehen
durch Autokatalyse aus einem Zwischenprodukt (Fretas-Alnemri et al. 1996). Nach der
Behandlung mit Morphin konnte bei der myeloischeaukdmiezelllinie HL-60 eine
konzentrationsabhangige Caspase 3-Aktivierung reeiegen werden.

Diese Aktivierung kann auf einer vorherigen Spajtumon Initiatorcaspasen des
intrinsischen oder extrinsischen Apoptosesignalviegshen (Hengartner 2000).
Methadon bewirkt eine Apoptoseinduktion Uber ein&tivierung des intrinsischen
Apoptosewegs (Friesen et al. 2008a). Ein zentiategnis ist hierbei die Aktivierung von
Caspase 9 im Apoptosom, einem Holoenzymkomplexcheel sich aus Cytochrom c,
Apaf-1, dATP und der Procaspase 9 zusammensetst @l 1997, Zou et al. 1999) und
der gebildet wird, wenn die &ulRere Mitochondrientoemn ihre Integritat verliert
(Brunelle et al. 2009). Bei der Aktivierung von @ase 9 kommt es zur proteolytischen
Spaltung der Procaspase und zur Bildung von ak@8paitprodukten (Zou et al. 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Morphetdiong eine
konzentrationsabhangige Caspase 9-Aktivierundfisidét. Dies belegt eine Aktivierung
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der Caspasenkaskade durch Morphin und erklart alieh gleichzeitig auftretende
Aktivierung von Caspase 3, welche durch die ak@aspase 9 erfolgen kann (Li et al.
1997).

Wie auch schon fur Methadon bekannt ist (Frieseal.e2008a), zeigen diese Ergebnisse
eine Aktivierung des mitochondrialen ApoptosewegsFolge der Morphinbehandlung.
Auch Hatsukari und Kollegen konnten nach der Behamgd der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 mit Morphin eine Aktiviergrnvon Caspase 2, 3 und 9, nicht aber
von Caspase 8 beobachten (Hatsukari et al. 2007).

Caspase 2 kann sowohl im Rahmen des intrinsisclseaugh des Rezeptor vermittelten
Apoptosewegs aktiviert werden (Guo et al. 2002 rikast al. 2006). Eine Aktivierung von
Caspase 2 konnte jedoch nur nach Behandlung mierhdhorphinkonzentrationen im
toxischen Bereich (30 pg/ml) nachgewiesen werden.

Die Bildung des Apoptosoms beruht auf der Freisegzuon Cytochrom c (Zou et al.
1999). Die Durchlassigkeit der &auferen Mitochomdriembran fur Cytochrom c¢ wird
bestimmt durch die Interaktion zwischen pro- untiagroptotischen Mitgliedern der Bcl-2
Proteinfamilie (Brunelle et al. 2009).

Bax ist ein proapoptotisches Protein (Oltvai et dl993), welches sich bei
Apoptoseinduktion in die Mitochondrienmembran imied (Hsu et al. 1997) und Poren
formt, durch die z. B. Cytochrom c austreten ka®aitp et al. 2000). Wahrend Bax durch
die Behandlung mit Methadon und Buprenorphin niseéinflusst wird (Friesen et al.
2008a, Drost 2009), konnten wir bei den mit héhevemphinkonzentrationen (30 und 3
ng/ml Morphin) behandelten Zellen schon zeitlichr \aer Caspasenaktivierung eine
Hochregulation von Bax beobachten.

Ein Gegenspieler von Bax ist Bclsxein antiapoptotisches Protein derselben Familie
(Boise et al. 1993). Es verhindert die Permeaks@éohung direkt durch Bindung
proapoptotischer Faktoren wie Bax (Billen et al00oder indirekt durch Bindung Bax-
aktivierender Proteine (Cheng et al. 2001). Diec@j@ Methadon und Buprenorphin
induzieren Apoptose unter anderem durch Heruntelatgn von Bcl-x (Friesen et al.
2008a, Drost 2009). Nach Inkubation mit Morphirilisich eine Herunterregulation von
Bcl-x. nur bei hohen Morphinkonzentrationen (30 pg/mbhveeisen.

Es ist bekannt, dass Buprenorphin und Methadon declzellularen Gehalt des Caspasen-
inhibierenden Proteins XIAPX¢chromosome linked IARggulieren (Friesen et al. 2008a,
Drost 2009). XIAP hemmt Caspase 3 und 7 sowie Gasfan ihrer Aktivitat (Takahashi
et al. 1998) und kann gleichzeitig Caspasen, ab&n sich selbst, durch Ubiquitinylierung
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zur Degradierung durch Proteasomen freigeben (Ydre]. 2000). Beim proteosomalen
Abbau von XIAP entsteht ein 25 kDa grof3es, inaltiFeagment, dessen Nachweis neben
der Abnahme des aktiven, 57 kDa grol3en Proteinzuwsétzliches Zeichen einer XIAP-
Inaktivierung im Rahmen der Apoptose darstellt @ogt al. 2003). Eine weitere
Moglichkeit des Abbaus von XIAP besteht in der 8paj des Proteins durch aktive
Caspasen, bei der das Auftreten eines ca. 30 kbBdegrFragments beschrieben wurde
(Deveraux et al. 1999). Nach Behandlung mit Morpkomnte in der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 Spaltprodukte von XIAP ngewiesen werden.

Es ist bekannt, dass die Wirkung von Zytostatikahatiber die Aktivierung des Fas-
Rezeptor/Fas-Liganden-Signalwegs vermittelt wirdiegen et al. 1996, Micheau et al.
1999). Hierbei kommt dem Fas-Rezeptor innerhalbFdemilie der Todesrezeptoren eine
Schlusselstellung bei der Apoptoseinduktion zu @@k et al. 2000). Die Aktivierung
von Caspase 8 oder 10 im so genanpBath inducing signalling complex“DISC, ist
zur Vermittlung eines proapoptotischen Signals abegd vom Fas-Rezeptor von
zentraler Bedeutung (Juo et al. 1998, Muzio et18P8, Kischkel et al. 2001). Bei
Aktivierung von Caspase 8 entsteht ein Spaltprqdiés$ anschliel3end zu zwei kleineren,
aktiven Fragmenten zerfallt (Medema et al. 199UclAbei der Aktivierung von Caspase
10 treten Spaltprodukte auf (Kischkel et al. 20@ip Untersuchung auf Spaltung von
Caspase 8 und 10 lasst somit Ruckschlisse auf Iew@vierung des extrinsischen
Apoptosesignalwegs zu. Unsere Untersuchungen ang&letnen Hinweis auf eine
Aktivierung des Rezeptor vermittelten Apoptosewegs den mit Morphin behandelten
Zellen. Diese Ergebnisse stimmen mit bekannten rDéterein, nach denen auch durch
die Behandlung der myeloischen Leukamiezelllinie -6@L mit Methadon keine
Aktivierung des extrinsischen Apoptosewegs nachvegisvar (Friesen et al. 2008a).
Zusammenfassend konnten durch die Western Blot y&eal die molekularen
Mechanismen, welche zu der beobachteten Apoptasidiots durch Morphin in der
myeloischen Leuké&miezelllinie HL-60 fihren, dargdstwerden. Es zeigte sich, dass
Morphin den Zelltod tber eine Aktivierung des mitondrialen Apoptosewegs induziert.
Uber eine verminderte Menge an Bg¢l-¥or allem aber (iber eine Erh6hung des Gehalts an
Bax in der Zelle wird das Gleichgewicht zwischen-pund antiapoptotischen Faktoren in
Richtung Apoptose verschoben. Dies resultiert nee/ktivierung von Caspase 9 und im
Abbau von XIAP. Caspase 9 wiederum spaltet Cas@asend besiegelt damit die
Ausfihrung des Apoptosesignals. Eine Aktivierungs d&kezeptor vermittelten

Apoptosewegs war nicht nachweisbar.
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Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass inabeakellen nicht nur durch
bestimmte Opioide Apoptose induziert wird, sondeass Substanzen wie Buprenorphin
oder Fentanyl die Zellen auch fir das Chemothetdpen Doxorubicin sensitivieren
kénnen (Hagemeier 2009, Roscher et al. 2010).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass imeasgtz zu der Behandlung mit anderen
Opioiden (Drost 2009, Hagemeier 2009, Roscher et2@l0) eine Behandlung der
myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 mit dem Stamtgrioid Morphin und dem
Zytostatikum Doxorubicin die Zelltodraten nichtigkrt. Somit findet keine Sensitivierung

der Leukamiezellen fiuir Doxorubicin statt.

In der Krebstherapie erhalten Patienten regelmaldt nur eine Monotherapie mit
Opioiden, sondern werden mit verschiedenen Opioithehandelt, die z. B. Uber
unterschiedliche pharmakokinetische Eigenschafteriigen. Ein haufiges Prinzip ist
beispielsweise die Kombination eines langwirksamEantanylpflasters mit kurz
wirksamen und schnell verfligbaren Opioiden wie Maorpoder Fentanyl (Coluzzi et al.
2001). Bisher wurden Kombinationen zweier Opioide hinsichtlich einer Verstarkung
der analgetischen Wirkung untersucht. Es ist bekadass eine solche Kombination
keinen synergistischen Effekt auf die Analgesie Eatei klinische Studien an Patienten,
welche nach einem operativen Eingriff entweder morphin oder Morphin in
Kombination mit Fentanyl bzw. dessen Abkommlingehifanil erhielten, konnten keine
Verstarkung der analgetischen Wirkung in der Korabonsbehandlung feststellen (Ngan
Kee et al. 1999, Friedman et al. 2008).

Bolan el al konnten 2002 im Mausmodell beobachtdiass ausschlie3lich die
Kombinationen von Methadon mit verschiedenenen peRr-Agonisten, nicht aber
beispielsweise eine Morphin/Fentanyl-Kombinatiomea synergistischen Effekt auf die
Analgesie ausubt (Bolan et al. 2002). Es ist bekadass Fentanyl die lymphatische
Leukadmiezelllinie CEM fur Doxorubicin-induzierte Aptose sensitiviert (Hagemeier
2009). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigtdea, dass auch in der fir Morphin
sensiblen myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 duethe Kombinationsbehandlung mit
vergleichbaren Konzentrationen von Morphin und B&ewt eine verstarkte
Zelltodinduktion mdglich ist. Diese konnte jedochrrbei Konzentrationen beobachtet
werden, die Uber den in der Literatur beschrieloaisthen Blutplasmaspiegeln liegen. Je
nach Publikation werden hierfiur Werte zwischen 2migund 170 ng/ml Fentanyl im
Plasma bzw. Serum angegeben (Poklis 1995, Repeitol®97, TIAFT 2004).
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Hierbei trat durch diese Kombinationsbehandlungei@er Inkubationszeit von 144 h bei
den Leukdmiezellen lichtmikroskopisch, aber aucbden FSC/SSC-Untersuchung und bei
der Sub-G-Analyse ein verstarkter Zelltod auf. Durch die Kmnation von Morphin und
Fentanyl konnte bei starkerer Zelltodinduktion digesetzte Gesamtdosis gesenkt
werden. Der hierbei erzielte Zelltod Uberstieg deltodraten, die durch eine hdhere
Einzeldosis erreicht werden konnten. Dies belegissdes sich bei der gezeigten
Wirkungspotenzierung nicht um einejoff target”-Effekt handelt, also um die
Lvergiftung” der Zellen durch die héheren Opioidngen. Das Absenken der bendtigten
Gesamtdosis konnte potentiell auch von therapdwgmd\utzen sein.

Wir konnten zeigen, dass diese Zelltodinduktion ddamssischen Definition eines
syergistischen Effektes entspricht. Dieser wirdder Literatur als eine ,gegenseitige
Beeinflussung mehrerer Arzneimittel im Sinne eiaeditiven oder potenzierten, unter
Umstanden auch neuartigen Wirkung“ (de Gruyter giH2010, S. 2020) definiert; eine
potenzierte Wirkung ist eine ,Wirkung zweier veraighter Arzneimittel, die Gber die
Addition ihrer Einzeleffekte hinausgeht” (de Gruy(elrsg) 2010, S. 2239). Entsprechend
dieser Definition konnte in der vorliegenden Arbein synergistischer Effekt der
Kombinationsbehandlung mit Morphin und Fentanyl dig Induktion des Zelltodes bei
der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60 nachgewmegerden.

Es konnte in weiteren Untersuchungen allerdingsigézaverden, dass bei dar vitro-
Behandlung der myeloischen Leukamiezelllinie HL+&h Behandlung mit niedrigeren
Fentanylkonzentrationen in Kombination mit Morphiein verstarkender Effekt auf die
Zelltodinduktion mehr zu beobachten war, obwohlhadese Konzentrationen noch tber
der in der Literatur beschriebenen toxischen Plasmzentration liegen (Poklis 1995,
Repetto et al. 1997, TIAFT 2004).

Diese Daten lassen darauf schlie3en, dassdetro aufgetretene Synergismus zwischen
Morphin und Fentanyl bei Patienten, bei denen Msflitanzentrationen von 1 bis 10
ng/ml als therapeutischer Plasmaspiegel gemessetewRepetto et al. 1997, Winek et
al. 2001, TIAFT 2004),in vivo wahrscheinlich nicht auftritt. Auch die eingesetrt
Morphinkonzentrationen lagen auf3erhalb des theteoben Bereiches von unter 0,3
png/ml (McQuay et al. 1990, Faura et al. 1996).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass eine Kuatibn von Opioiden in Bezug auf
die Apoptoseinduktion einen synergistischen Effaktweist. Da die daftr notwendigen

Morphin- und Fentanylkonzentrationen jedoch Uben di& den Menschen tolerablen
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Dosierungen liegen, ist fraglich, ob diese Erkersst auf den Menschen tbertragbar oder
therapeutisch nutzbar sind. Allerdings konnte initevBihrenden Arbeiten untersucht
werden, ob ahnliche synergistische Effekte auclbenbinationen von anderen Opioiden
in niedrigeren, nicht toxischen Dosierungen audimet

Der beobachtete synergistische Zelltod weist doeselCharakteristika auf wie der durch
Morphin alleine induzierte Zelltod: Zellverkleinery, erhdhte Granularitat, Abschnirung
apoptotischer Koérperchen, sowie erhéhter Anteildgulbider DNA. Wie oben bereits
dargestellt, belegen diese Veranderungen einentatsghen Zelltod auch nach der

Morphin-Fentanyl-Kombinationsbehandlung.

Die bisher dargelegten Untersuchungen der Leuk&mwikinie HL-60 sowie zahlreiche
vorangegangene Untersuchungen belegen, dass dandiehg von Leuké&miezellen mit
einem Opioid Caspasen aktiviert und den mitochateli Apoptoseweg aktiviert (Singhal
et al. 1999, Hatsukari et al. 2007, Friesen e2@08a, Drost 2009). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei BehandlungedidML-Zellen mit Morphin und
Fentanyl ein synergistischer Effekt auf die Apoptoduktion auftritt. Die molekularen
Mechanismen, die bei diesem Effekt der Kombinati@hsndlung mit zwei Opioiden eine
Rolle spielen, sind hingegen noch nicht bekannt.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dash die synergistische Apoptoseinduktion
mit Morphin und Fentanyl caspasenabhangig ist.

Eine Behandlung der myeloischen Leuk&miezelllinie@® mit Morphin alleine, wie auch
mit anderen Opioiden (Friesen et al. 2008a, Dr@$192 bewirkt eine Aktivierung von
Caspase 3 und 9. Wir konnten zeigen, dass auch dexcKombinationsbehandlung mit
Morphin und Fentanyl eine zeitabhangige Aktivierwmn Caspase 3 und Caspase 9
stattfindet. AuR3erdem konnten wir darstellen, datisse Aktivierung durch die
Kombinationsbehandlung im Vergleich zu den mit d&nzelsubstanzen behandelten
Zellen verstarkt auftritt. Auch hier liel3 sich aleme Aktivierung des mitochodrialen
Apoptosewegs nachweisen.

Eine Aktivierung von Caspase 8 oder 10 konnte bwreBehandlung mit Morphin (s.0.)
oder Methadon alleine (Friesen et al. 2008a) rgelitnden werden. Bei einer Inkubation
mit Buprenorphin hingegen kam es zu einer Aktivigyibeider Caspasen (Drost 2009).
Auch bei der Kombinationsbehandlung der lymphagsclheuké&miezelllinie CEM mit
Fentanyl und Doxorubicin traten aktive Spaltproguuf, jedoch ohne dass es zu einer

Veranderung der Fas-Rezeptorexpression kam (Hage2@09).
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Eine Aktivierung von Caspase 10 konnte auch naclnk(bation der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 Morphin und Fentanyl nicgefunden werden. Im Gegensatz
dazu konnte in den mit der Kombination behandekehen eine deutliche Aktivierung
von Caspase 8 nachgewiesen werden. In den mit meme Opioid behandelten
Vergleichsproben war die Caspase 8-Aktivierung tnmathweisbar.

Die Behandlung der myeloischen Leukamiezelllinie-60_mit Morphin alleine fihrt nur
in hohen Dosen auch zu einer Caspase 2-Aktivierenge Rekrutierung von Caspase 2
war durch die Kombinationsbehandlung mit Morphim dfentanyl ebenfalls nachweisbar.
Die im Gegensatz zu den obigen Ergebnissen nuraithausgepragte Aktivierung nach
der Behandlung mit Morphin alleine erklart sich aden eingesetzten niedrigeren
Morphin-Konzentrationen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassddie Behandlung der myeloischen
Leukdmiezelllinie HL-60 mit Morphin alleine zu emeHochregulation des
proapoptotischen Proteins Bax (Oltvai et al. 1998wie einer Verminderung des
antiapoptotischen Faktors Bcl-XBoise et al. 1993) fuhrt. Bei der weiteren Analydes
intrinsischen Apoptoseweg der koinkubierten Zekennten wir einen erhdhten zelluléaren
Gehalt an Bax nachweisen, der jedoch in der Kontioinanicht starker ausgepragt war als
bei den einfach behandelten Zellen und zeitlichdear Aktivierung der Caspasenkaskade
auftrat. Die Untersuchung des antiapoptotischertidfakBcl-x (Boise et al. 1993) ergab
keine Veranderung der Proteinmenge durch die Beébtagdmit Morphin und/oder
Fentanyl.

XIAP inhibiert Caspase 3, 7 und 9 und ist somit e@gativer Regulator insbesondere des
intrinsischen Apoptosewegs (Takahashi et al. 1988). Behandlung der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 mit Opioiden kommt es regaft zu einer Herunterregulation
von XIAP (Friesen et al. 2008a, Drost 2009). Esrikergezeigt werden, dass XIAP in mit
Morphin und Fentanyl behandelten HL-60-Leukamiexzellebenfalls abgebaut wird.
Moglicherweise beruht dieser Effekt auf der in #@mbination verstarkten Aktivierung
von Caspasen, welche zur verstarkten XIAP-Degradgebeitragen kdnnen (Deveraux et
al. 1999).

Aus zahlreichen Untersuchungen ist bekannt, dasemGtherapeutika Uber eine
Aktivierung der Fas-Rezeptor/Fas-Liganden InteaktApoptose induzieren (Friesen et
al. 1996, Kasibhatla et al. 1998, Micheau et a@9und dabei Caspase 8 aktivieren (Juo
et al. 1998, Micheau et al. 1999). Es konnte awd$erbereits gezeigt werden, dass eine

Behandlung mit Morphin in humanen Lymphozyten zoeeiverstarkten Fas-Rezeptor-
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Expression fuhrt (Yin et al. 1999). Auch bei demilainationsbehandlung der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 mit Morphin und Fentanyl ikate eine Caspase 8-Aktivierung
nachgewiesen werden, die bei der Einzelbehandluh@pioiden nicht auftrat. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass HL-60-Leukamiezeltke mit Morphin und Fentanyl
behandelt wurden, eine verstarkte Fas-RezeptordSgmn aufweisen. Diese Daten stehen
in Ubereinstimmung mit der oben erwéahnten Arbeitiér eine Morphin-Behandlung auch
in Lymphozyten eine Fas-Rezeptor-Hochregulationitdeg/(Yin et al. 1999).

In weiteren Untersuchungen konnte nachgewiesenemerdiass durch die Koinkubation
mit Morphin und Fentanyl in der myeloischen Leukéreillinie HL-60 eine zeitabhangige
Hochregulation des Fas-Liganden stattfindet. Didsehregulation trat bei den HL-60-
Leukadmiezellen, die mit der hdéheren Fentanylkonatioh behandelt worden waren,
zeitlich friher auf als nach Behandlung mit einednigen Fentanylkonzentration.

Der Nachweis, dass durch die Kombinationsbehandludgr myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 mit Morphin und Fentanyl <a Fas-Rezeptor/Fas-
Ligandensystem hochreguliert wird, bietet auch elEklarungsmdglichkeit fir die
ebenfalls beobachtete Aktivierung von Caspase 8hddie Kombinationstherapie.
Zusammenfassend ergab die Untersuchung der motekulglechanismen, die zum
synergistischen Zelltod der myeloischen Leukamikaiel HL-60 nach Koinkubation mit
Morphin und Fentanyl fihren, dass sowohl der isitsche als auch der extrinsische
Apoptosesignalweg hierbei involviert ist.

Ein direkter Vergleich der molekularen Mechanismaer Apoptoseinduktion durch
Morphin alleine und durch die Morphin-Fentanyl-Kamdtion zeigt Unterschiede, aber
auch Parallelen.

Die Aktivierung von Caspase 3 und Caspase 9 ish s Kombinationsbehandlung
starker ausgepréagt als durch Inkubation mit Morpdleine. Eine verstarkte Expression
von Bax vor der Aktivierung der Caspasenkasadeefistth gleichermal3en nach beiden
Behandlungen, sie wird jedoch nicht spezifisch t&ks durch die
Kombinationsbehandlung.

Im Gegensatz zu den Veradnderungen des mitochoedridpoptosewegs, die nicht
spezifisch fur die Morphin-Fentanyl Kombinationshefilung sind, konnte eine
Aktivierung von Caspase 8 nur nach der kombinieBahandlung der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 mit Morphin und Fentanylstgestellt werden. Es ist bekannt,
dass Caspase 8 auf verschiedenen Wegen aktiviedewekann. Forschungsergebnisse

zeigen, dass die Caspase 8-Spaltung im RahmenAdtieierung des Fas-Rezeptors, z. B.
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nach Zytostatika-Therapie auftritt (Friesen etl®196, Micheau et al. 1999). Wir konnten
zeigen, dass auch die Kombinationstherapie der orsgilen Leukamiezelllinie HL-60
eine Hochregulation des Fas Rezeptor/Fas-Ligand&atag nach sich zieht, so dass eine
Aktivierung von Caspase 8 ulber diesen Weg denklie wEine weitere Mdglichkeit
besteht in der Aktivierung von Caspase 8 im RahohenAktivierung des intrinsischen
Apoptosewegs, wie sie von Friesen und Kollegentudi®n mita-Strahlern beobachtet
werden konnte. Diese fand unabhangig vom Fas-ReZdpyandensystem statt (Friesen
et al. 2007). Ebenso konnte gezeigt werden, dass €laspase 8-Aktivierung bei
Schadigung der Mitochondrien stattfinden kann (&wdtal. 1998c).

Es ist bekannt, dass Opioide nicht nur in Leukasiilzzien Apoptose induzieren. Auch in
Zelllinien, die von Glioblastomen abstammen, kanatidon Zelltod auslésen und die
Glioblastomzellen fur Doxorubicin induzierte Apop# sensitivieren (Hormann et al.
2010). Unsere Untersuchungen an der Glioblastotmzell A172 zeigten, dass im
Gegensatz zu Methadon das Standardopioid Morphimek&poptose in diesen Zellen
auslost. Es konnte auferdem gezeigt werden, dask aine Sensitivierung der
Glioblastomzelllinie A172 fir Doxorubicin-induzien Zelltod nicht moglich ist.

Auch diese Untersuchungen zeigen, dass Morphimgligken mit Methadon, hinsichtlich
der Zelltodinduktion weniger effektiv ist und deoksich mit den Untersuchungen an den
Leukadmiezelllinien HL-60 und CEM, bei denen Morplantweder keinen, oder wie bei

der myeloischen Zelllinie HL-60 gezeigt, einen sébheren Zelltod auslost.

Ziel dieser Arbeit war es, aufbauend auf bereitshaodene Erkenntnisse Uber die
Apoptoseinduktion bei Krebszellen durch Opioide, rzdatellen, inwieweit das
Standardanalgetikum Morphin ebenfalls Apoptosemaishzen in Krebszelllinien
aktivieren kann. AufRerdem sollten weitere, zuvocmaicht untersuchte Ansatze wie die
Kombination zweier Opioide untersucht werden. Dieh&ndlung mit Morphin alleine
erwies sich, verglichen mit dem Effekt von Methadmher Buprenorphin, als weniger
effektiv (Friesen et al. 2008a, Drost 2009). Nueiner der untersuchten Zelllinien konnte
Morphin Apoptose induzieren. Dieser Zelltod wird aawwie auch bei Methadon oder
Buprenorphin, Uber eine Aktivierung des intrinsisclApoptosewegs vermittelt (Friesen et
al. 2008, Drost 2009); jedoch werden dabei nichbBaind XIAP, sondern vor allem Bax

beeinflusst.
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Sowohl das Ausmald der Apoptose, ihr zeitliches ratéh, als auch der Einfluss auf den
mitochondrialen Apoptoseweg sind bei Methadon undprBnorphin &hnlich und
unterscheiden sich von der Wirkung des MorphinschAmduziert Morphin Apoptose nur
in der myeloischen Leukamiezelllinie HL-60, wahrevidthadon und Buprenorphin auch
bei der lymphatischen Zelllinie CEM auslost (Friest al. 2008a, Drost 2009). Es besteht
somit die Mdglichkeit, dass der Wirkmechanismus deftodinduktion von Morphin sich
von dem der beiden anderen Substanzen unterscheidet

Die Erforschung maoglicher Mechanismen, tber die Af@ptoseinduktion von Opioiden
vermittelt wird, ware, besonders bei Berlcksichtigiuder in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse, ein spannender Ansatzpunkt fur weltertersuchungen. Durch die in dieser
Arbeit durchgefihrte Naloxonfarbung konnte eine fesgion von Opioidrezeptoren auf
den Krebszellen nachgewiesen werden. Eine mogWaiterfihrende Fragestellung ware
beispielsweise, die Subtypen dieser Opioidrezeptgenauer zu charakterisieren. Da ein
bestimmter Subtyp des p-Opioidrezeptors beschrietemle, der selektiv von Opioid-
Alkaloiden wie Morphin (Cadet et al. 2003), nicliea von synthetischen Substanzen wie
Fentanyl (Bilfinger et al. 1998) aktiviert wird, kiten Unterschiede in der Expression
solcher Rezeptoren auch die unterschiedliche S@téitvon Krebszellen fir Morphin
erklaren. Tatsachlich wurde dieser Subtyp, der p3eRtor, bereits auf Krebszellen
nachgewiesen (Cruciani et al. 1994). Daruber hinaumste anhand von Untersuchungen
unterschiedlich gespleil3ter Varianten des MOR-Ge#legt werden, dass Morphin und
Fentanyl mit verschiedenen Anteilen der p-Opioidmaren interagieren (Pasternak
2001).

Die Behandlung von Leukamiezellen mit einer Komborazweier Opioide wie Morphin
und Fentanyl koénnte moglicherweise einen neuen chargysansatz darstellen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass dadurch Wimkungspotenzierung einzelner
Substanzen mdglich ist. Bei der Kombination von phoin und Fentanyl ist dies allerdings
nur bei fir den Menschen toxischen Konzentratiobemer Substanzen moglich. Auf
molekularer Ebene kommt es hierbei durch eine Koatimnsbehandlung zusatzlich zur
Induktion des intrinsischen Apoptosewegs auch marehktivierung von Caspase 8.

In diesem neuen Feld werden sicherlich in Zukuoftmviele spannende und interessante
Erkenntnisse gewonnen werden. Trotz der in diesetbeif nachgewiesenen
Apoptoseinduktion durch Morphin in Leukédmiezellenrdvdie Hauptindikation dieser

Substanz wahrscheinlich weiterhin die Analgesieibble, da andere Opioide, wie
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beispielsweise das in der Analgesie weniger haeiingesetzte Methadon, Apoptose in
Krebszellen wesentlich schneller und effektiverletan konnen (Friesen et al. 2008a).
Auch die Kombination von Methadon mit anderen QOgeoi ware maoglicherweise ein
weiterer, viel versprechender Ansatzpunkt, um dierdpie von Malignomen weiter zu

verbessern.
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5  Zusammenfassung

Die Behandlung von Krebserkrankungen gehort hewtden zentralen Herausforderungen
der modernen Medizin. Trotz aller Fortschritte warddie konventionellen Therapien
haufig durch Resistenzentwicklung, aber auch duschwere Nebenwirkungen der
eingesetzten Medikamente eingeschrénkt. Ein négeapeutischer Ansatz besteht in der
in vitro Untersuchung der Induktion von Zelltod durch Op#idn Krebszellen.
Vorangegangene Arbeiten zeigten, das D, L-Methadonst als Medikament bei der
Substitution Drogenabhangiger eingesetzt, sowieQasidanalgetikum Buprenorphin in
Leukadmiezellen Caspasen aktivieren und effektiv fipse induzieren. D, L-Methadon,
Buprenorphin und Fentanyl sensitivieren dartber alsn auch Leuké&mie- und
Glioblastomzellen fir die Apoptoseinduktion durcbx@rubicin.

Ziel dieser Arbeit war es, die Induktion von Apagedn Leuka&mie- und Glioblastomzellen
durch das Standardopioidanalgetikum Morphin zu aktarisieren und zu beleuchten, ob
auch Morphin Krebszellen fir die Doxorubicinbehamdj sensitiviert. Aul3erdem wurde
der zuvor noch nicht getestete Ansatz einer Kontlminaweier Opioide untersucht.

Die myeloische Leukamiezelllinie HL-60, die T-Z&kukamiezelllinie CEM sowie die
Glioblastomzelllinie A172 wurden fir die Analysemg@esetzt und die Expression von
Opioidrezeptoren auf der Zelloberflache nachgewieBee Messung apoptotischer Zellen
erfolgte durchflusszytometrisch durélmrward-Side-Scatter (FSC/SS®lessung und der
Sub-G-Analyse nach Nicoletti. Die Untersuchung der malaken Mechanismen erfolgte
mittels Caspaseninhibition durch Z-Val-Ala-DL-Asipidromethylketone (zVAD.fmk) und
durch Western Blot-Untersuchungen.

Wahrend bei der Behandlung mit dem Standardopiaidetikum Morphin in der
lymphatischen Leukamiezelllinie CEM und der Glicttamzelllinie A172 kein Zelltod
auftrat, ergaben die Untersuchung der myeloischemk&miezelllinie HL-60, dass
Morphin hier erst nach langeren Inkubationszeitem ¥44 h und 168 h und in geringerem
Ausmal} als Methadon Apoptose induziert.

Die genauere Untersuchung des durch Morphin indierieZelltodes der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 zeigte eine Konzentrationstd Zeitabhangigkeit des Zelltodes.
Dieser trat bei toxischen, aber auch bei therapehen Morphinkonzentrationen auf und
erwies sich in Inhibitionsversuchen als caspaseiradiy. Die Western Blot-Analyse ergab

eine Aktivierung von Caspase 9 und 3 nach Morptahdlung. Das proapoptotische
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Protein Bax wurde hochreguliert und das Caspadabierende Protein XIAP X-
chromosome linked |APJegradiert. Dies weist auf eine Aktivierung degiimsischen
Apoptosewegs hin.

Ein weiterer Ansatz war die Untersuchung des Zadto der myeloischen
Leukamiezelllinie HL-60 nach einer Kombinationsbetliang mit Morphin und Fentanyl.
Nach 144- und 168-stundiger Inkubation trat wiederein Zelltod auf, dessen Ausmalf3
durch die Kombination der beiden Opioide potenzierrde. Mittels Western Blot-
Analysen konnte erneut eine Aktivierung des mitoch@len Apoptosewegs
nachgewiesen werden. Dies ging einher mit eineh rk&minkubation mit Morphin und
Fentanyl verstarkten Aktivierung von Caspase 9 8mgbwie einer Hochregulation von
Bax in allen mit Morphin behandelten Proben. Nad# th wurde in den mit der héheren
Fentanylkonzentration behandelten HL-60-Leukamiemel XIAP herunterreguliert.
Zusatzlich kam es jedoch nach der Kombinationsb#ibag zu einer Aktivierung von
Caspase 8. Eine denkbare Erklarung hierfir bietet lHochregulation des Fas-
Rezeptor/Fas-Ligandensystems, welche in der Kortibmgbehandlung nachweisbar war.
In abschlieBenden Versuchen wurde gezeigt, dasptorim Gegesatz zu anderen
Opioiden weder die myeloische Leukamiezelllinie B.-noch die Glioblastomzelllinie
A172 effektiv fur Doxorubicin sensitivieren kann.

In der zusammenfassenden Betrachtung konnte invdediegenden Arbeit dargelegt
werden, dass bei der myeloischen Leuké&miezelllie60 Morphin alleine Apoptose
auslost und dass die Behandlung mit Morphin undtdfgh diese Apoptoseinduktion,
allerdings nur in fir den Menschen toxischen Komagionen, potenziert. Es kommt zur
Aktivierung des intrinsischen Apoptosewegs; die Kamationsbehandlung erzeugt
zusatzliche eine Aktivierung von Caspase 8.

Der mogliche therapeutische Nutzen der Behandlumdmorphin alleine scheint bezogen
auf die Zelltodinduktion in Krebszellen fraglicha dnsere Studien zeigten, dass Methadon
in Krebszellen deutlich schneller und effektiverodgse induziert. Wahrend Morphin das
Analgetikum der Wahl bleibt, ware fur die Krebstyge Methadon oder auch
Buprenorphin besser geeignet. Der in der Kombinatmweier Opioide erzielte
synergistische  Zelltod bietet aufgrund der ToxizitAder eingesetzten
Substanzkonzentrationen ebenfalls keine AlternatiweMethadonbehandlung, zeigt aber,
dass synergistische Effekte von Opioiden auf diéatenduktion prinzipiell mdglich sind

und weiter untersucht werden kdnnten.
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