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Zusammenfassung

Der Zelltod ist ein fester Bestandteil eines jeden Lebewesens. Standig werden Zellen im
Korper mittels Apoptose, einer regulierten Form des Zelltodes, abgebaut. Die Erhaltung
der Balance zwischen Zellwachstum und Zelltod ist essentiell, da sonst Krankheiten, wie
z.B. Krebs, entstehen kdnnen. Die Inhibierung der Apoptose ist ein bedeutendes Merkmal
von Krebs. Im Jahr 2004 machte Krebs etwa 13% aller Todesursachen weltweit aus. Dabei
stellt Lungenkrebs eine der haufigsten und aggressivsten Formen von Krebs dar. Cisplatin
ist Mittel der Wahl bei der Behandlung von Lungenkrebs sowie weiterer Tumore. Ein
tieferes Verstandnis der Cisplatin-induzierten Apoptose bietet die Grundlage einer

Optimierung der Cisplatin-Therapie und war das Ziel dieser Doktorarbeit.

Zur Untersuchung der Cisplatin-induzierten Apoptose wurde die humane nicht-kleinzel-
lige Lungenkarzinom Zelllinie A549 verwendet und der Ablauf des Zelltodes unter Einsatz
verschiedener Methoden (Mikroskopie, LDH Test, Durchflusszytometrie, Westernblot
Analyse) charakterisiert. Die Generierung einer A549 Zellline, welche ein Fusionsprotein
bestehend aus dem Grinfluoreszierenden Protein (GFP) und dem Histonprotein H2B
exprimiert, ermoglichte Mikroskopie-basierte Zeitverlaufstudien des Cisplatin-induzier-
ten Zelltodes. Der Mikroskopie-basierte Chemikalienscreen sollte Modulatoren der
Cisplatin-induzierten Apoptose in A549 Zellen identifizieren. Die eingesetzten Substanzen
entstammten den Bibliotheken ,, Known Bioactives” des ICCB (Institute of Chemistry and
Cell Biology) sowie ,,FDA (Food and Drug Administration) approved Drugs”. Die Kenntnis
der Zielproteine bzw. -proteinklassen aller Substanzen erleichtert die Einordnung der
identifizierten Sensibilisatoren und Suppressoren des Cisplatin-induzierten Zelltodes in
bestimmte Wirkstoffklassen. Zuletzt wurde die Rolle der Glykogensynthase Kinase (GSK-
3B) im Cisplatin-induzierten Zelltod genauer untersucht, da mehrere Hemmstoffe dieser

Kinase im Screen identifiziert wurden.

Neben dem Arrest der A549 Zellen in der S und G2/M Phase induzierte Cisplatin bei
hoheren Konzentrationen Apoptose. Die Aktivierung bekannter Apoptosewege nach der

Cisplatin Behandlung konnte in den A549 Zellen bestatigt werden.



Die Zeitverlaufsexperimente mit Cisplatin-behandelten A549 H2B-GFP Zellen doku-
mentieren die klassischen morphologischen Merkmale der Apoptose: Die Zellen runden
sich ab und die Membran wird zu apoptotischen Koérperchen abgeschnirt. Indessen
kommt es im Zellkern zur partiellen DNA-Kondensation, welche in eine homogene

Kondensation Ubergeht und in der Fragmentierung der DNA resultiert.

Die im Chemikalienscreen identifizierten Sensibilisatoren des Cisplatin-induzierten Zell-
todes sind in Signalwege zur Regulation des Zelltodes oder Zellwachstums involviert.
Dabei spielen Hedgehog, der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR), Autophagie,
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Signalwege, welche den lonenhaushalt in der Zelle
aufrechterhalten, ebenso eine Rolle wie Regulatoren von Efflux Transportern. Bedeutend
fir die Hemmung des Cisplatin-induzierten Zelltodes sind Mitogen aktivierte Protein-
kinasen (MAPK), Antioxidantien, funktionelle Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase
(FIASMA) sowie Inhibitoren der Proteinsynthese, Calciumkanale, G-Protein gekoppelte

Rezeptoren (GPCR) sowie der GSK-3.

Die Verwendung des GSK-3B Inhibitors 6-Bromoindirubin-3'-oxim (BIO) bestatigte die
Selektivitat der Hemmung des Cisplatin-induzierten Zelltodes durch die im Chemikalien-
screen verwendeten GSK-3p Inhibitoren (SB-415286/ Indirubin-3'-oxim). Zudem verdeut-
lichten Experimente in Kolonkarzinom (HCT-116) und Zervixkarzinom (Hela) Zellen sowie
mit anderen Apoptose-induzierenden Substanzen (Staurosporin/ Etoposid/ TNFa), dass
die Apoptose-hemmende Wirkung von BIO Cisplatin- und Zelltyp-spezifisch ist. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die aufgezeigte Aktivierung von B-Catenin durch BIO nicht
flr die Reduktion des Cisplatin-induzierten Zelltodes verantwortlich ist. Jedoch hob die
Depletion der GSK-3B die hemmende Wirkung auf die Apoptose auf. Somit scheint GSK-
3B unabhangig von seinem direkten Substrat B-Catenin Gber bisher unbekannte Signal-
wege den Zelltod zu beeinflussen. Darliber hinaus konnten in dieser Arbeit zusatzlich zu
schon bekannten Signalwegen bzw. Schlisselproteinen der Apoptose weitereneue
Regulatoren identifiziert werden. Speziell die verstarkende oder hemmende Wirkung

vieler Medikamente auf die Cisplatin-induzierte Apoptose bedarf weiterer Forschung.



Abstract

Cell death is part of every living organism. Apoptosis, a controlled form of cell death,
occurs constantly in our body. The balance of proliferation and apoptosis is essential and
its deregulation causes a variety of disease, one of which is cancer. Evasion of apoptosis
is an important hallmark of cancer. In 2004, cancer-related cell death accounted for 13%
of all deaths worldwide. Among these, lung cancer is one of the most abundant and
aggressive forms of cancer. Cisplatin is the first choice in treating lung cancer and many
other tumors. The aim of this thesis was to better understand cisplatin-induced

apoptosis in vitro, in order to establish the base for optimizing cisplatin treatment.

To analyze cisplatin-induced apoptosis, the human non-small cell lung cancer cell line
A549 was emploid and further characterized by different methods, such as microscopy,
LDH assay, flow cytometry, western blot analysis). An A549 cell line expressing a fusion
protein containing the green fluorescent protein (GFP) and the histone H2B was
generated. With this cell line, it was possible to perform microscopy based time-lapse
experiments for studying cisplatin-induced cell death. Microscopy based chemical
screening was intended to identify modulators of cisplatin-induced apoptosis. The
chemicals of the Known Bioactives of ICCB (Institute of Chemistry and Cell Biology) and
FDA (Food and Drug Administration) approved drugs libraries were tested. For every
compound, target informations were provided. That facilitated sorting of the identified
suppressors and sensitizers of cisplatin-induced cell death into certain drug classes.
Finally, the role of glycogen synthase kinase (GSK-3f) in cisplatin-induced cell death was
further investigated, because two inhibitors of this kinase were identified in the chemical

screen as suppressor of cisplatin-induced apoptosis.

Cisplatin induces cell cycle arrest in S and G2/M phase and also apoptosis, if higher
concentrations are used. Activation of known apoptotic players after cisplatin treatment
has been confirmed in A549 cells.

Time-lapse experiments using the A549 H2B-GFP cells demonstrated classical morpho-

logical features of apoptosis: firstly cells detach, followed by membrane blebbing and



apoptotic body formation. Meanwhile, on nuclear level, DNA condenses partially then

homogenously and results finally in DNA fragmentation.

Sensitizers of cisplatin-induced cell death, which were identified by the chemical screen,
are all involved in pathways dealing with cell death and proliferation. Hedgehog,
epidermal growth factor receptor (EGFR), autophagy, reactive oxygen species (ROS) or
signaling pathways maintaining the ion homeostasis inside the cell are contained as well
as regulators of efflux transporters. Suppressors are represented by mitogen activated
protein kinases (MAPK), antioxidants, functional inhibitors of acid sphingomyelinase
(FIASMA) and inhibitors of proteinsynthesis, calcium channels, G-protein coupled

receptors (GPCR) and GSK-3.

GSK-3pB inhibitor 6-Bromoindirubin-3'-oxime (BIO) confirmed the selectivity of reduced
cisplatin-induced cell death obtained by GSK-3B inhibitors (SB-415286/ Indirubin-3'-
oxime) in the chemical screen. Using the human colon (HCT-116) and cervix (Hela)
carcinoma cell lines and other apoptosis inducers (staurosporine/ etoposide/ TNFa)
revealed, that antiapoptotic action of BIO is cisplatin and cell type specific. Even though
activated upon BIO treatment, B-Catenin is not responsible for the attenuated cisplatin-
induced cell death due to BIO. Interestingly, depletion of GSK-3B by RNAi reversed the
antiapoptotic action of BIO on cisplatin-induced cell death. Therefore, GSK-3 seems to
regulate cisplatin-induced cell death not by regulation of its direct substrate B-Catenin,
but by other pathways, so far unknown. Moreover new regulators of apoptosis could be
identified in addition to already known signaling pathways and key regulators of
apoptosis. Especially sensitizing and suppressing action of identied approved drugs on

cisplatin-induced apoptosis needs further examination.
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1 Einleitung

Der Zelltod ist ein fester Bestandteil eines jeden Lebewesens. MinUtlich werden Zellen in
unserem Korper mittels einer regulierten Form des Zelltodes abgebaut, der sogenannten
Apoptose. Es ist wichtig fir den Korper, Zellwachstum und Zelltod in Balance zu halten.
Sobald diese Prozesse aus dem Gleichgewicht geraten, konnen Krankheiten, wie z.B.
Krebs, entstehen. Eines der wichtigsten Merkmale von Krebs ist die verminderte
Apoptose. Im Jahr 2004 machte Krebs etwa 13% aller Todesursachen weltweit aus
(Center et al. 2011). Dabei stellt Lungenkrebs eine der haufigsten und aggressivsten
Formen von Krebs dar, die zudem mit schlechten Prognosen verbunden ist. Eine Mdglich-
keit zur Bekampfung von Lungenkrebs besteht in der Behandlung mit Cisplatin, einem
Tumortherapeutikum, welches durch Schadigung der DNA Apoptose hervorruft. Das
Problem hierbei ist das Auftreten von Resistenzen in Krebszellen gegeniber Cisplatin
oder apoptotischem Zelltod im Allgemeinen. Daher ist die Unterbindung dieser
Resistenzentwicklung von zentraler Bedeutung fur die Krebstherapie. Apoptose ist ein
stark erforschtes Gebiet, dennoch gibt es noch Liicken, welche noch geschlossen werden
mussen. Je detaillierter der Mechanismus der Apoptose aufgeschlisselt werden kann, in
diesem Falle die Cisplatin-induzierte Apoptose, desto eher finden sich Wege, die Effizienz

der Krebsbehandlung zu steigern.

1.1 Zelltodformen

1.1.1 Apoptose

Apoptose stellt eine Form des programmierten Zelltodes dar und zielt auf die Beseitigung
von Zellen, welche fiir die Entwicklung oder den Fortbestand des Organismus unnétig
oder hinderlich sind. Dies kdnnen u.a. Zellen mit irreparablen Mutationen sein oder

infizierte Zellen (z.B. Viren). Jedoch spielt die Apoptose auch eine wichtige Rolle in der
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Entwicklung, z.B. werden zur Gewahrleistung der richtigen ,Verschaltung” von Nerven-
zellen bis zur Halfte aller urspringlich entstandenen Nervenzellen noch vor der Geburt

wieder auf diese Weise vernichtet.

Wahrend der Apoptose |6st sich die betroffene Zelle zunachst aus dem Gewebsverband,
wobei sie sich abrundet und zunehmend kleiner wird. Zudem bilden sich an der Zell-
membran sichtbare Blaschen, welche nach und nach abgeschnirt und als apoptotische
Korperchen bezeichnet werden. Diese werden im Koérper normalerweise von Makro-
phagen phagozytiert, sodass die Zellen abgebaut werden, bevor die Membran durchl-
assig werden kann. Denn dann wurde der Austritt des Zytosols in die zellulare Umgebung
eine Entzindungsreaktion der umliegenden Zellen herbeifiihren, wie das fir den un-
programmierten Zelltod (Nekrose) zutrifft. Innerhalb der Zelle findet derweil die
Chromatin-Kondensation und -Fragmentierung statt (Taylor et al. 2008). Chromatin
besteht aus DNA, welche um Histone gewickelt ist, sowie aus weiteren Proteinen (u.a.
DNA-Bindeproteine), welche sich ebenfalls an die DNA anlagern. Diese Komplexbildung
fihrt zur Verkirzung (Kondensation) der chromosomalen DNA-Strdnge um das rund
10.000- bis 50.000-fache ihrer Ldnge, so dass sie in den Zellkern passen und die DNA

zudem geschitzt ist.

Im Prinzip gibt es zwei Mdglichkeiten, wie Apoptose induziert werden kann (Abbildung
1-1). Auf der einen Seite Uber die Aktivierung von Todesrezeptoren, auch als
Lextrinsischer Signalweg” bezeichnet, auf der anderen Seite gibt es den ,intrinsischen
Signalweg”, welcher unter der Beteiligung der Mitochondrien erfolgt. Bei der Apoptose
sind bestimmte Proteasen, die Caspasen (cysteine-dependent aspartate-specific
proteases), von grolRer Bedeutung. Sie werden durch Spaltung ihrer inaktiven Form zur
funktionell aktiven Caspase aktiviert. Die verschiedenen Caspasen werden in Initiator-
caspasen (z.B. Caspase-8 und 9) sowie Effektorcaspasen (z.B. Caspase-3 und 7) eingeteilt.
Initiatorcaspasen spielen zu Beginn der Caspase-Signalkette eine Rolle und aktivieren die
Effektorcaspasen, welche den apoptotischen Zelltod verursachen. Dies geschieht Uber

die Aktivierung unterschiedlicher Proteine, wie z.B. DNAsen, welche letztendlich durch
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den Abbau samtlicher zelluldrer Strukturen, Organellen sowie der DNA oben be-
schriebene morphologische und nukleare Veranderungen bewirken.

Der intrinsische Signalweg kann unter anderem durch DNA-Schaden oder oxidativen
Stress eingeleitet werden. Dabei wird der ,Wdchter des Genoms” aktiviert, der
Transkriptionsfaktor p53. Dieser wird im Normalfall ubiquitiniert und damit zum
proteasomalen Abbau markiert. Liegt jedoch ein Schaden an der DNA vor, so wird er
phosphoryliert, kann akkumulieren und neben einem Zellzyklusblock der Zelle die
Apoptose einleiten. Dies erfolgt durch die Induktion von pro-apoptotischen Genen (u.a.
PUMA, Noxa, Bax, Bid und Fas) und tUber die Hemmung von anti-apoptotischen Proteinen
(z.B. Bcl-2 und Bcl-XL) (Haupt et al. 2003). Die von Bax generierte Porenbildung verursacht
eine Permeabilisierung der duleren Mitochondrienmembran (MOMP, mitochondrial
outer membrane permeabilisation). Cytochrom c und andere pro-apoptotische Faktoren
werden so ins Zytoplasma freigesetzt. Diese fihren zur Bildung des Apoptosoms, bei
welchem es sich um einen Komplex aus dem Adapterprotein Apafl (apoptotic protease
activating factor 1) und dem Cytochrom c handelt. Diese formen durch die Hepta-
merisierung von Apafl eine radahnliche Struktur, welche der Rekrutierung und an-
schlieRenden Aktivierung der Caspase 9 dient (Orrenius et al. 2011; Riedl & Salvesen
2007). Diese spaltet wiederum die Procaspase 3 und leitet damit die Endprozesse der
Apoptose ein.

Der extrinsische Signalweg wird z.B. ausgeldst durch die Bindung der zur TNF-Familie
gehorenden Liganden (TNF-a, FasL, TRAIL) an deren jeweilige Todesdomédnenrezeptoren
(zB. TNFR (Tumor necrosis factor receptor), CD95 (oder Fas), TRAIL-R1/2 (TNF-related
apoptosis-inducing ligand-R1/2)) und zur Rekrutierung von FADD (Fas-associated death
domain protein) (de Vries et al. 2006). Zusammen mit der Initiatorcaspase 8 bilden sie
den DISC (death-inducing signaling complex) und leiten die Aktivierung der Caspase 8 ein.
Diese kann dann entweder direkt die Effektorcaspase 3 aktivieren oder sie fihrt zur
Spaltung von Bid (BH3 interacting-domain death agonist) zu tBid (truncated Bid). Dies
stellt die Verbindung zwischen den beiden apoptotischen Signalwegen dar, da tBid das

Protein Bax aktivieren kann, welches wiederrum die MOMP ausl0st.
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Neben der Caspase-abhingigen Apoptose gibt es auch eine Form, welche unabhéangig ist
von Caspasen. Das mitochondriale Protein Apoptose-induzierender Faktor (AlF), welcher
aufgrund der MOMP aus dem Mitochondrium freigesetzt wird, kann in den Zellkern
wandern und dort Caspase-unabhangig die DNA-Kondensation und -Fragmentierung
auslosen, wenn auch nur bis zu einem bestimmten Grad, namlich nur periphere Kon-
densation und grofRe DNA Fragmente (~50 kB) (Susin et al. 2000). Die Endonuklease G ist
ein weiteres Protein, welches aus dem Mitochondrium wadhrend der Apoptose freigesetzt
wird und im Nukleus direkt die DNA schneiden kann, ohne auf Caspasen angewiesen zu

sein (Li et al. 2001).

Intrinsic pathway

Chemotherapy
Radiotherapy

DNA damage

Caspase-8
N

Bid ¢ Pro-caspase-3

!

N
'~

e ; SMAC/Diablo $4
4 .
NF-xB w— Proteasome Apoptosis

g8 S ESBE DS BSBIBTA b1y

c-IAP1

NF-8 — c-IAP2
XIAP

Bcel-2

Bcl-XL

Bfl-1/A1

c-FLIP

Abbildung 1-1: Intrinsischer und extrinsischer Apoptose Signalweg. Die Induktion der Apoptose kann so-
wohl extrinsisch Uber die Aktivierung der Todesrezeptoren erfolgen, als auch intrinsisch durch endogene
Stimulierung, was z.B. nach Schadigung der DNA der Fall ist und auch als ,,mitochondrialer Signalweg” be-
zeichnet werden kann. Chemotherapien sowie Strahlentherapien induzieren normalerweise den intrin-
sischen Signalweg. Es existiert zudem die Moglichkeit, dass der intrinsische Signalweg durch den extrin-
sischen Signalweg ausgelost werden kann durch die Beteiligung und Aktivierung des Proteines Bid. Durch
beide Apoptose Signalwege wird letztlich die Caspase 3 aktiviert, welche die Endprozesse der Apoptose
einleitet, ndmlich den Abbau samtlicher zelluldrer Strukturen, Organellen sowie der DNA und damit der
Zelle selbst. Gedndert nach de Vries et al. 20062,

1 Adapted by permission from the American Association for Cancer Research: De Vries, E. G. E., Gietema, J. a., & De Jong, S., Tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand pathway and its therapeutic implications, Clinical Cancer Research, 2006, 12(8),
2390-2393, DOI:10.1158/1078-0432.CCR-06-0352
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1.1.2 Nekrose

Morphologisch gesehen sind das Anschwellen des Zytoplasmas sowie der Zellorganellen,
v.a. der Mitochondrien, ebenso charakteristisch fir die Nekrose wie die Ruptur der
Plasmamembran. Aufgrund des letzteren Vorganges gelangen Bestandteile des Zyto-
plasmas nach aulRen, wodurch Entziindungsreaktionen in den umliegenden Zellen verur-
sacht werden (Kroemer et al. 2009; Golstein & Kroemer 2007). Der Abbau der DNA erfolgt
hier unreguliert im Gegensatz zur kontrollierten Fragmentierung in Oligonukleosome
wahrend der Apoptose (Proskuryakov & Gabai 2010). Ausgeldst werden kann der
nekrotische Zelltod durch verschiedene exogene Faktoren, wie etwa extremen
Temperaturschwankungen, Nahrstoff- und Sauerstoffmangel, energiereicher Strahlung
oder toxische Substanzen. Diese kdnnen dann eine Schadigung der Mitochondrien,
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und damit oxidativen Stress, Probleme in der
Calcium-Homoostase oder ATP (Adenosintriphosphat) Depletion herbeifiihren.
Verschiedene Krankheitsbilder sind mit dem Auftreten von Nekrosen verbunden, so z.B.
Ischdmie nach einem Schlaganfall oder neurodegenerative Krankheiten (Golstein &

Kroemer 2007).

Es gibt neue Erkenntnisse darlber, dass die Nekrose nicht, wie bisher angenommen, ein
vollkommen unkontrollierter passiver Prozess ist. Er kann sehr wohl reguliert sein, wobei
man dann von Nekroptose spricht. Diese tritt ein, wenn die RIP Kinase 1 (receptor inter-
acting serine/threonine-protein kinase-1, RIPK1) aktiviert wird, was Uber die Todesdoma-
nenrezeptoren (z.B. TNFR1, TRAIL-R) und Toll-like Rezeptoren (TLR3 und TLR4) eingeleitet
werden kann. Die RIPK1 verursacht dann eine Schadigung der Mitochondrien, was die
MOMP bewirkt, welche wiederum die Aktivierung von Proteasen wie Calpain, Cathepsin
und Phospholipasen zur Folge hat. Hierdurch wird auch die Permeabilisierung der
Plasmamembran in die Wege geleitet, eines der Hauptmerkmale der Nekrose bzw.

Nekroptose (Proskuryakov & Gabai 2010).
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1.2 Zellzyklus

Der Zellzyklusstatus einer Zelle kann die zytotoxische Wirkung einer Substanz beein-
flussen, wobei dieser komplexe Zusammenhang noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Im
folgenden Kapitel sind einige Grundlagen zum Thema Zellzyklus aufgefiihrt sowie dessen

Bezug zum Zelltod und zur Krebsentstehung erlautert.

Der Zellzyklus ist ein hochkonservierter Vorgang in eukaryotischen Zellen, der die Zell-
teilung und damit die Weitergabe der DNA Information gewahrleistet. Er [asst sich in vier
unterschiedliche Abschnitte unterteilen (Abbildung 1-2): Die Mitose Phase, kurz M Phase
genannt, die DNA Synthese Phase (S Phase), sowie die G1 Phase und die G2 Phase. Die
Ubergédnge zwischen den einzelnen Phasen sind streng (iberwacht und reguliert, um z.B.
die Weitergabe von mutierter DNA zu verhindern oder aber die Zellteilung hinauszu-
zogern, bis die Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren in der Zelle ausreichend sind. Somit
kdbnnen die Zellen nur in den nachsten Vorgang Uberfihrt werden, wenn der vorher-
gehende Vorgang abgeschlossen ist. Dabei spielen drei Kontrollpunkte eine wesentliche
Rolle: Der G1/S Kontrollpunkt, der G2/M Kontrollpunkt sowie der Metaphasen/Ana-
phasen Kontrollpunkt. (Novak et al. 2002; Elledge 1996).

In der G1 Phase, welche mit etwa 10 Stunden die langste Phase darstellt, wird die Zelle
auf die Synthesephase vorbereitet: Zellbestandteile, welche nach der Mitose nicht schon
vorhanden waren, werden nun gebildet, z.B. Zellorganellen. Doch auch Histone oder
Enzyme flr die Synthesephase muissen produziert werden, wie etwa die DNA-
Polymerasen. Sobald dann am Ende der Phase der G1/S Kontrollpunkt erreicht ist,
werden einerseits duRere Faktoren Uberprift, wie z.B., ob die Zelle schon ihre ent-
sprechende GrolRe erreicht hat, oder, ob genug Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren
vorliegen. Trifft das nicht zu, so wird die Zelle zundchst am Ubergang in die S Phase
gehindert und in einen Ruhestand versetzt, der sogenannten GO Phase. Gleiches gilt,
wenn in einem Gewebsverband die Zelle in Kontakt kommt mit der Nachbarzelle. Diese
als Kontaktinhibition bezeichnete Reaktion ist den Krebszellen verloren gegangen. So

teilen sie sich unentwegt weiter und bilden Tumore aus. Es werden aber auch innere
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Faktoren kontrolliert, wie zB. der Status der DNA in der Zelle oder, ob alle Enzyme und
Proteine, welche fir die S Phase benotigt werden, vorhanden sind. Denn wenn die DNA
beschadigt oder mutiert ist, kann bzw. sollte sie schlielich nicht vervielfaltigt werden.
Wahrend der S Phase wird, wie der Name schon sagt, die DNA repliziert und anschlieSend
um die Histone gewickelt.

In der G2 Phase bereitet sich die Zelle auf die Mitose vor, z.B. durch die Expression
Mitose-relevanter Proteine. Auch |8st sich nun die Zelle aus dem Zellverband und rundet
sich ab. Der Chromosomensatz liegt doppelt vor, besteht also aus zwei Schwester-
chromatiden. Am Kontrollpunkt wird dann Gberpruft, ob die Replikation fehlerlos abge-
laufen ist und ob die EndgrolRe der Zelle erreicht wurde.

AnschlieRend beginnt die M Phase. Hier teilt sich zuerst der Chromosomensatz in beide
Chromatiden auf und anschlieRend auch der Zellkern und die Zelle selbst, sodass zuletzt
zwei Tochterzellen mit identischem Chromosomensatz vorliegen. Der Metaphase/Ana-
phase Kontrollpunkt gegen Ende der Metaphase stellt sicher, dass die Mitose vollstandig
und akkurat abgelaufen ist. Er induziert auch das Verlassen der Mitose und den Ubergang
in die G1 Phase.

Die ganze Zellzyklusmaschinerie wird durch Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen (CDK)
reguliert. Nur der Komplex aus beiden bildet eine funktionelle Einheit. Auf die Details wird

hier jedoch nicht weiter eingegangen.

Die Gene bzw. Proteine, welche an der Regulierung der Kontrollpunkte beteiligt sind, kon-
nen die Zelle an den verschiedenen Kontrollpunkten arretieren, falls dies notwendig ist
um die genomische Integritat zu schitzen. Insofern spielt die Inaktivierung dieser Gene
durch Mutationen bei der Bildung von Tumoren eine bedeutende Rolle. Daher werden
diese auch als Tumorsuppressorgene bezeichnet. Beispiele daflr sind p53 und das
Retinoblastom-Protein (Rb). Ist p53 mutiert - und das ist der Fall in mehr als 50% aller
Tumore - gibt es mehrere Moglichkeiten, wie dies zu Krebs fiihren kann. Der Zellzyklus-
block wird nach DNA Schadigung nicht mehr induziert und fihrt zur Ansammlung
weiterer Mutationen, welche die Tumorentstehung zusatzlich vorantreiben. Oder aber

die Induktion der Apoptose kann nicht mehr erfolgen oder ist zumindest vermindert.
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Durch mutiertes Rb wiederum kann die Zelle den G1/S Kontrollpunkt auch dann passie-
ren, wenn nicht genug Wachstumsfaktoren vorhanden sind. Umgekehrt kénnen Muta-
tionen die Daueraktivierung von Zellzyklusférdernden Poteinen, wie den Cyclinen,
herbeifihren, sodass der Zellzyklus weitergetrieben wird, ohne zum Stillstand zu kom-
men (Novak et al. 2002).

INK CDK inhibitors
(p15, p16, p18, p19)

Cyclin B: |
CDKI

Cyclin Dr !
CDK4, CDKé

KIB/CIP CDK inhibitors
(P21, p27, p57)

Cyclin E: }
CDK2

Cyclin A:
CDK2

Abbildung 1-2: Ubersicht (iber die Regulation des Zellzyklus. Der Zellzykluss l&sst sich in vier verschiedene
Stadien einteilen. In der M Phase findet die Mitose statt, also die Teilung der Zelle und des genetischen
Materials. In der S Phase, der Synthese Phase, wird wiederum die DNA verdoppelt. Und dann gibt es noch
die G1 und G2 Phasen. Die G1 Phase ist bedeutend, da die Zelle in dieser Phase auf ihre Umgebung reagie-
ren kann, indem die Entscheidung getroffen wird, ob sich die Zelle nochmals teilt oder in einen Ruhestand
Ubergeht, der GO Phase. Zudem spielen die sogenannten Kontrollpunkte eine wichtige Rolle (Elledge 1996).
Details zum Zellzyklus finden sich im oberen Textabschnitt (Abbildung aus Dehay & Kennedy 2007)2.

2 Reprinted by kind permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews. Neuroscience, (Dehay, C., & Kennedy, H. Cell-cycle
control and cortical development, 8(6), 438-50. doi:10.1038/nrn2097), copyright (2007). http://www.nature.com/nrn/index.html
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1.3 Cisplatin

Bei Cisplatin handelt es sich um eines der am haufigsten eingesetzten Zytostatika,
welches zur Behandlung von Lungentumoren sowie vieler anderer Tumore, wie Hoden-,
Gebdrmutterhals-, Kopf-, Nacken-, Darm- und Blasenkrebs dient. Chemisch wird es in die
Gruppe der Alkylantien eingeordnet. Cisplatin bindet an die DNA, genauer genommen an
die Nukleobasen, fuhrt dadurch zur DNA-Schadens-Antwort und leitet entweder einen
permanenten Proliferationsarrest ein, auch als Seneszenz bezeichnet, oder aber den
apoptotischen Zelltod. Trotz des anfanglich guten Ansprechens der Therapie kommt es
vermehrt zur Resistenzentwicklung der Krebszellen gegeniiber Cisplatin. In den letzten
Jahrzehnten wurde viel unternommen, um die Wirkungsweise der Resistenzbildung zu

ermitteln und dieser entgegen zu wirken (Galluzzi et al. 2014; Ott & Gust 2006).

Aufnahme und Aktivierung von Cisplatin

Nach der Injektion wird das verfligbare unveranderte Cisplatin aus dem Blut in die Zellen
aufgenommen, u.a. durch passive Diffusion oder aber, wie neuerdings herausgefunden,
aktiv Gber verschiedene Transporter (Copper transporter 1 und 2 (Ctr1 und 2), P- type
copper-transporting Adenosintriphosphatases (ATP7A und ATP7B), Organic cation trans-
porter 2 (OCT2), Multidrug extrusion transporter 1 (MATE)) (Ciarimboli 2012; Wang &
Lippard 2005). Im Zytosol findet aufgrund der niedrigen Chloridkonzentration (4 mM) die
Bildung eines reaktiven Aquaplatin(Il)-Komplexes statt. Dieser bindet dann im Kern meist
an zwei benachbarte Nukleobasen eines DNA-Stranges, v.a. an Guanine (in 65 % der
Falle), und bildet so Addukte aus. Eine derartige Form der Quervernetzung bezeichnet
man als intrastrand crosslink (Abbildung 1-3). Dabei kommt es in einer nukleophilen Sub-
stitutionsreaktion zum Austausch der H,O-Gruppen gegen den nukleophilen Reaktions-
partner, wodurch eine kovalente Bindung mit dem Nukleophil entsteht (Abbildung 1-3).
Bei starken Nukleophilen (z.B. Methionin oder Cystein) findet auch ein direkter Austausch

der Chloridgruppen statt, wohingegen bei schwachen Nukleophilen (z.B. Guanin) die
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oben erwadhnte Hydrolysierung von Cisplatin vorangeschaltet ist. Die als interstrand cross-
link genannte Vernetzung zweier Basen an komplementaren Strangen tritt dagegen nur

selten auf (1 %), ebenso eine Cisplatin-DNA-Protein-Vernetzung (Ott & Gust 2006).

i.v.Injektion

Abbildung 1-3: Aufnahme und Aktivierung von Cisplatin unter physiologischen Bedingungen. Nach der
Injektion wird das Cisplatin aus dem Blut in die Zellen aufgenommen. Dort entstehen reaktive Aquapla-
tin(l1)-Komplexe, welche dann mit DNA-Basen interagieren konnen und und so v.a. intrastrand crossslinks
herbeifiihren (aus Ott & Gust 2006)3

1.3.1  Wirkungsweise

Cisplatin fihrt, wie schon im vorhergehenden Abschnitt erklart, zur Enstehung von DNA
Addukten, welche eine Konformationsanderung der DNA bewirkt. Der DNA Schaden wird
anschliefend durch Uber 20 Proteine der Schadenserkennung erkannt (u.a. Proteine des
Mismatch Reparatur (MMR) Komplexes) (Siddik 2003). Abhangig von dem Ausmal’ der
DNA-Schadigung und davon, welche Proteine an der Erkennung beteiligt sind, gibt es
unterschiedliche Ausgange flr die betroffenen Zellen: Zum einen kénnen sie in den Zell-
zyklusarrest gehen bis die Schaden durch Reparaturprozesse, wie der NER (Nukleotid-

exzisionsreparatur) oder MMR behoben sind, oder aber in eine permanente Form des

30tt, ., & Gust, R.: Medizinische Chemie der Platinkomplexe: Besonderheiten anorganischer Zytostatika. Pharmazie in Unserer Zeit,
2006, 35(2), 124-133. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission.
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Zellzyklusarrestes, namlich der Seneszenz Ubergehen. Zum anderen kénnen sie Apoptose
einleiten, eines der hdufigsten Schicksale nach Cisplatin Behandlung. Dies erfolgt zum
goRten Teil Uber den intrinsischen Weg ab, in Abhdngigkeit vom Tumorsupressorprotein
p53, zum Teil jedoch auch Uber den extrinsischen Weg (ber die Aktivierung der Caspase

8 (Ott & Gust 2006; Siddik 2003; Florea & Busselberg 2011).

Die Zytotoxizitat des Cisplatins wird hauptsachlich auf die DNA-schadigende Wirkung
zurickgeflihrt, doch tritt diese auch in entkernten Zellen auf, was auch auf die Bindung
von Cisplatin an andere zelluldare Molekile hindeutet (L Galluzzi et al. 2012). Es ist
erwiesen, dass Cisplatin an eine betrachtliche Anzahl von endogenen Nukleophilen
binden kann, wie z.B. an reduziertes Glutathion, an die Aminosaure Methionin, an
Metallothionein oder an sonstige Proteine mit einer Cysteingruppe, was wiederum ein
Grund fur die Inaktivierung von Cisplatin darstellt (Basu & Krishnamurthy 2010).
Metallothionein schitzt die Zelle durch seine Fahigkeit reaktive Sauerstoffverbindungen
zu binden vor oxidativem Stress. ROS kénnen zur Induktion von Apoptose fihren kann
und deren konzentrationsabhangige Generierung durch Cisplatin wurde bereits gezeigt

(Florea & Busselberg 2011).

1.3.2 Resistenzbildung

Die der Resistenzentwicklung gegenliber Chemotherapeutika wie z.B. Cisplatin zugrun-
deliegenden Mechanismen lassen sich in vier Arten von Zellveranderungen einteilen:
Entweder wird A) die Interaktion von Cisplatin mit der DNA verhindert (pre-target
resistance) oder es handelt sich um verstarkte B) Entfernung der DNA Addukte (on-target
resistance). Des Weiteren fiihren auch die Hemmung von C) Signalkaskaden, welche nach
der Cisplatin Applikation fiir gewohnlich den Zelltod herbeifiihren (post-target resistance)
oder D) veranderte Signalwege, welche nur indirekt an der Cisplatin-Wirkung beteiligt
sind, zur Resistenz gegenlber Cisplatin (off-target resistance) (L Galluzzi et al. 2012).

Als erste Hirde wird Cisplatin zunachst durch sich im Blut befindliche Nukleophile
abgefangen, wie etwa Serumproteine (z.B. Aloumin, aufgrund seines Cysteinanteils). So

ist nur noch maximal 35% des Cisplatins nach intravendser Gabe wirklich verfligbar. Auch



Einleitung 29

in der Zelle sind Nukleophile vorzufinden, welche schon im vorherigen Abschnitt erwahnt
wurden, wie z.B. das Glutathion, dessen Level in resistenten Tumoren oft erhoht ist.
Weiterhin kann eine verminderte Aufnahme des Cisplatins (z.B. aufgrund von mutiertem,
nicht funktionellem CTR 1) ebenso eine reduzierte Akkumulation von Cisplatin in der Zelle
bewirken wie der verstarkte Export aus der Zelle (durch Uberexpression von u.a. MRP2
(multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2), auch ABCC2 (ATP-binding cassette,
subfamily C2) genannt oder ATP7B (Galluzzi et al. 2014; Siddik 2003; L Galluzzi et al. 2012).

Die on-target resistance ist zum einen an erhohter DNA Reparatur festzumachen, u.a.
durch die Uberexpression von ERCC 1 (excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency, complementation group 1) oder BRCA1/BRCA2 (breast cancer 1, early onset))
bedingt, zum anderen fihrt verminderte DNA-Schadenserkennung, z.B. durch

Mutationen einiger MMR-Proteine, zum Uberleben der entarteten Zelle.

Bei der post-target resistance sind wiederum Proteine der Apoptose-Maschinerie mutiert
und haben daher die Fahigkeit verloren, Apoptose einzuleiten. Eines der wichtigsten
Moleklle hierbei stellt der Tumorsuppressor p53 dar, welcher in mehr als 50% aller
Tumore mutiert und daher inaktiv ist. Auch die Inhibition von MAPKinase p38 und JNK
(c-JUN N-terminal kinase) scheint die Resistenz gegen Cisplatin zu beglnstigen (Mansouri
et al. 2003; Bragado et al. 2007; L Galluzzi et al. 2012). Doch es gibt auch Studien, die das
genaue Gegenteil zeigen (Siddik 2003). Desweiteren gibt es Untersuchungen, welche
belegen, dass die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine, wie z.B. Bcl 2, Bcl XI oder
Survivin, oder die Inaktivierung apoptotischer Proteine, wie z.B. Caspasen (z.B. Caspase 4

(Cetintas et al. 2012)), die Resistenzbildung fordern.

Die off-target resistance stellt das Schlusslicht in dieser Einteilung dar. Dabei sind
Signalwege verandert, welche nicht mit der Cisplatin-Wirkung im Zusammenhang stehen,
wie z.B. HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2) oder der PI3-K (Phospho-
inositid-3-Kinase)/Akt Signalweg, welche, sofern sie Uberexprimiert sind, ebenfalls eine

Resistenz herbeifiihren. All diese Informationen stellen natlrlich eine Strategie zur
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Bekampfung von Resistenzen dar, die in Abbildung 1-4 gelistet sind und auf die teilweise

in der Diskussion naher eingegangen wird (Galluzzi et al. 2012).

CTR1 activation ?
MRP2 inhibition

BRCA inhibition
ERCC1 inhibition
TLS inhibition ?

BCL2 inhibition
MAPK modulators
MDM2 antagonists

EGFR/HER2 inhibition
PI3K/AKT1 inhibition
RAS inhibition

PTEN activation ?

=

.

A

PRE-TARGET

N

ON-TARGET

[

POST-TARGET [}:

OFF-TARGET

v

Copper chelation
Prooxidants

MMR activation

) VDAC activation ?

PI3K/AKT1 inhibition
PTEN activation ?
Survivin inhibition
Autophagy inhibition
DYRK1B inhibition
HSP inhibition
Prooxidants

Abbildung 1-4: Mechanismen zur Uberwindung der Resistenz gegeniiber der Cisplatin Behandlung. Die In-
hibition bzw Aktivierung der entsprechenden, hier aufgelisteten Proteine oder Signalwege dienen als
Strategie zur Bekamfung der Resistenzbildung. Erlduterungen hierzu finden sich im oberen Abschnitt. TLS,
translesion synthesis; VDAC, voltage-dependent anion channel; MDM2, Mouse double minute 2 homolog;
PTEN, phosphatase and tensin homolog; EGFR, epidermal growth factor receptor; RAS, Rat sarcoma; DYRK
1B, dual-specificity Y-phosphorylation-reqgulated kinase 1B; HSP, heat-shock protein. (aus Galluzzi et al.

2012)*

4 Reprinted by kind permission from Macmillan Publishers Ltd: Oncogene (Galluzzi, L., Senovilla, L., Vitale, I., Michels, J., Martins, 1.,

Kepp, O., ... Kroemer, G. Molecular mechanisms of cisplatin resistance. Oncogene, 31(15), 1869—83. doi:10.1038/0nc.2011.384), co-
pyright (2012) http://www.nature.com/onc/index.html
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1.4  Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Prozesse wahrend der Cisplatin-induzierten Apoptose besser
zu verstehen, um Erkenntnissse zu erhalten, mit welchen die Cisplatin-Therapie optimiert
werden konnte. Cisplatin ist eines der am meisten eingesetzten und effektivsten
Chemotherapeutika, jedoch mit der Limitierung, dass viele Tumore Resistenzen aus-
bilden. Trotz jahrelanger Forschung auf diesem Gebiet lasst sich eine Resistenzentwick-
lung meist nicht umgehen, da es sich dabei um komplexe Vorgidnge handelt, bei denen

viele Faktoren zusammenspielen (siehe 1.3.2).

Um die Cisplatin-induzierte Apoptose ndher zu untersuchen, wurde ein Mikroskopie-
basierter Chemikalienscreen zur Identifizierung von Modulatoren der Cisplatin-
induzierten Apoptose in A549 Zellen durchgefihrt. Die A549 Linie ist eine humane nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom Zelllinie und gehort damit zu den Zielzellen von Cisplatin. Die
eingesetzten Substanzen entstammen der ,,Known Bioactives” Bibliothek des Institute of
Chemistry and Cell Biology (ICCB) sowie der ,FDA (Food and Drug Administration)
approved Drugs” Bibliothek. Dabei sind die Zielproteine oder -proteinklassen vieler
Substanzen bekannt, was zum Verstandnis der Mechanismen beitragt.

Diese Untersuchung soll helfen, sowohl Sensibilisatoren als auch Suppressoren der
Cisplatin-induzierten Apoptose zu ermitteln. Hierdurch erhaltene Erkenntnisse kdnnen so
in das bereits bestehende Wissen eingeordnet werden, um dieses zu erweitern.
Sensibilisatoren aus der FDA Bibliothek sind dabei natiirlich besonders interessante
Substanzen. Sie konnten aufgrund ihrer Zulassung als Medikamente bereits nach
wenigen Untersuchungen in der Therapie eingesetzt werden, um die Cisplatin-Wirkung
zu optimieren. Suppressoren aus dieser Bibliothek hingegen sind insofern von
Bedeutung, da sie eventuell, ohne Wissen lber ihre supprimierende Wirkung, bereits mit
Cisplatin verabreicht wurden, mit dem Resultat einer schwacheren Cisplatin-Wirkung.

Und dies lielSe sich so natlrlich verhindern.
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Die hierzu eingesetzte Hochdurchsatzmikroskopie, ermdoglicht eine Analyse auf Einzel-
zellebene sowie die gleichzeitige Auswertung verschiedener Parameter, sodass Informa-
tionen Uber den Apoptose-Status erhalten werden, die aber gleichzeitig eine Unter-

scheidung zur Nekrose erlauben.
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2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Chemikalien und sonstiges Material

Tabelle 2-1: Eingesetzte Chemikalien und Materialien mit ihren Bezugsquellen

Chemikalie oder sonstiges Material

Bezugsquelle

4’,6’-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) fur

Fluoreszenzmikroskopie

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

(2'Z2,3’E)-6-Bromoindirubin-3'-oxime (BIO)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Accutase

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

ATP (Adenosintriphosphat)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bovines Serum Albumin (BSA), pH 7,0

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

CGK 733 (ATM/ ATR Inhibitor)

Calbiochem /Merck Millipore Darmstadt

Cis-Diamindichlorplatin(ll) (Cisplatin, CDDP)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

CompactPrep Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

Coelenterazin Luziferase

BIOSYNTH AG, Konstanz

Cytotoxicity Detection KitPlus (LDH Test)

Roche, Mannheim

Cystain DNA-05-5004 (DAPI-Solution

= 4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Sysmex Partec GmbH, Gorlitz

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

DTT (Dithiothreitol)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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DPBS-/-)
(Dulbecco’s phophate-buffered saline)

(- CaCl2 /- MgCl2)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

ECL-Losung Thermo Scientific

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

EGTA (Ethylenglycoltetraacetat)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Entwickler und Fixierer

Kodak GmbH, Stuttgart

Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg
FACS Safe BD Biosciences, Heidelberg

FACS Rohrchen

BD Biosciences, Heidelberg

Filme

GE Healthcare, Freiburg

Firefly Luziferin

BIOSYNTH AG, Konstanz

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

G418 (Geneticin)

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Glycerin Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Glycylglycin Applichem GmbH, Darmstadt

H2B-GFP Plasmid

Addgene, Cambridge MA, USA

Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

HCL (Salzsaure)

Merck, Darmstadt

HiPerFect Transfektionsreagenz

Qiagen, Hilden

Hoechst 33342 (Bis-Benzimid)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Isopropanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)

Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat (MgSQa4)

Merck, Darmstadt
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Methanol

Merck, Darmstadt

Milchpulver

Saliter, Oberglinzburg

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethan-1,2-diamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Natronlauge

Merck, Darmstadt

p7LEF-luc TOPFLASH

(Davidson et al. 2005)

Passive Lysis buffer (PLB)

Promega, Mannheim

pCS2+ LacZ

(Davidson et al. 2005)

pTK-Rluc Renilla

Promega, Mannheim

Penicillin/Streptomycin

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

PegGOLD Protein-Marker IV

Peglab, Erlangen

Pipettenspitzen

Corning Life Sciences, USA

Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF)

Merck Millipore, Darmstadt

Propidiumiodid (Pl)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Q-VD-OPH (Pan Caspase Inhibitor)
(N-(2-Quinolyl)-L-valyl-L-aspartyl-(2,6-diflu-

orophenoxy) methylketone)

Enzo Life Sciences

ReaktionsgefaRe (Falcon) (15 ml, 50 ml)

Greiner Labortechnik, Nirtingen

Screen-Well® FDA approved drug library

Enzo Life Sciences, Lorrach

Screen-Well® ICCB Known Bioactives library

Enzo Life Sciences, Lorrach

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Staurosporin

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Tris-HCl, Tris-Base

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Triton X-100

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Trypsin 0,25%-EDTA

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Tween® 20

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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Zellkulturflaschen

Sarstedt, NUrnbrecht

verschiedene GroRen

Zellkulturplatten, mit flachem Boden,

Greiner Labortechnik, Nirtingen

Z-VAD-FMK (Pan Caspase Inhibitor)

Enzo Life Sciences, Lorrach

Tabelle 2-2: Eingesetzte Antikorper und ihre Bezugsquellen

Sekundar-
Antikdrper GroRe (kD) Verdiinnung | Antikorper Vetrieb
Spezies
Primarantikdrper
Bcl-2 (100) 26 1/1000 Maus Santa Cruz
Transduction
Bcl-x| 26 1/1000 Kaninchen
Laboratories

B-Catenin (C2206) 94 1/2000 Kaninchen Sigma-Aldrich
Caspase-8 (1C12) 18/ 43/ 57 1/1000 Maus Cell Signaling
Cleaved Caspase-3

17/19 1/400 Kaninchen Cell Signaling
(Asp175)
Cleaved Caspase-7

20/35 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
(Asp175)
cleaved Caspase-9

35 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
(Asp 315)
GSK-3p (27C10) 46 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
MAPKAPK 2 (C-18) 45 1/1000 Ziege Santa Cruz
p53 (FL-393) 53 1/1000 Kaninchen Santa Cruz

1=116/89/24
PARP 1/2 (H-250) 1/1000 Kaninchen Santa Cruz

2=62
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PCNA (PC-10)

36 1/1000

Maus Santa Cruz

phosphaospezifische Primarantikérper

Phospho-Chk 1

62 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
(Ser345)
Phospho-H2A.X

15 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
(Ser139)
Phospho-MAPKAPK-

49 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
2 (Thr334)
Phospho-p53

53 1/1000 Kaninchen Cell Signaling
(Ser15)

Sekundararantikorper

Antikorper Verdinnung Vetrieb
anti-goat-HRP 1/5000 DakoCytomation
anti-mouse-HRP 1/5000 DakoCytomation
anti-rabbit-HRP 1/5000 DakoCytomation

Tabelle 2-3: Eingesetzte siRNA Sequenzen und ihre Bezugsquellen

siRNA Sequenz Vetrieb
5-AGC UGA UAU UGA UGG ACA G
B-Catenin 1 MWG
TT-3°
5-CAG UUG UGG UUA AGCUCU U
B-Catenin 2 MWG
AC-3'
5-AGU UCC AGU ACG GCU CCA A
dsR MWG
TT-3’
MWG bzw.
5'-GAG CAA AUC AGA GAA AUG AAC
GSK-3B (Kulikov et al.
TT-3'
2005)
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2.1.2 Laborgerate und Softwareprogramme

Tabelle 2-4: Laborgerdte und Softwareprogramme

Geréte/Software

Vertrieb

Block Heater

Stuart, Bibby Scientific, UK

Blot-Kammer

Bio-Rad, Miinchen

Brutschrank

Heraeus Christ, Fellbach

CellQuest Pro x.x

BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer (FACS LSR Il)

BD Biosciences, Heidelberg

Einfriergefal

Nalgene™, Thermo Fisher Scientific, Rockford,

USA

Elektrophorese Power Pac Basic

Bio-Rad, Miinchen

Elektrophorese Power Supply Peq

Power

Peqglab, Erlangen

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX-81

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Heidolph Polymax 1040 Schuttler

G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,

Schwabisch-Gmuind

Image J 1.46m [32-bit]

National Institute of Health, Bethesda (USA)

http://rsb.info.nih.gov/ij

Kuhlzentrifuge Centrifuge 5417R

Eppendorf AG, Hamburg

Mikrotiterplatten-Zentrifuge ROTIXA/RP

Hettrich GmbH, Tuttlingen

Minifuge RF

Heraeus Christ, Fellbach

Mini-Protean®3-System

Bio-Rad, Minchen

Scan”R Aquisition/Analysis Software

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Sterilbank HeraSafe

Heraeus Christ, Fellbach

Stickstofftank Locator 8 Plus

Thermolyne

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Thermoblock Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg
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Ultraschall Multiporator, Branson

Sonifier 250

G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,

Schwabisch-Gmiind

Ultraschallgerat Ultrasonic cleaner

Branson 200

Branson, Emerson, Danbury, USA

Mikrotiter Plattenreader Versamax

(LDH Test)

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

Vortex-Genie 2

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Wasserbader

GFL 1083, Grossburgwedel

Zahlkammer (Neubauer)

Brand, Wertheim

Zentrifuge Digifuge GL

Heraeus Christ, Fellbach
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2.1.3 Puffer und Lésungen

Proteinanalytik

Tabelle 2-5: Zusammensetzung des Lysepuffers nach Laemmli

Lysepuffer (2x)

1M Tris pH 6,8 12,5 ml
Glycerin 20 ml
20 % SDS 20 ml
Bromphenolblau 25 mg
B-Mercaptoethanol 10 %
H-0 47,5 ml

Tabelle 2-6: Zusammensetzung der SDS Gele

Sammelgel (5%)

Acrylamid 5%

1M Tris pH 6,8 125 mM
SDS 0,1%
APS 0,1%
TEMED 0,01 %

Tabelle 2-7: Zusammensetzung des Laufpuffers

Trenngel (6-15%)

Acrylamid 6-15 %
1M Tris pH 8,8 375 mM
SDS 0,1%
APS 0,1%
TEMED 0,01 %

Laufpuffer

TRIS 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1%




Material und Methoden

Tabelle 2-8: Zusammensetzung des Blotpuffers

Blotpuffer

TRIS BASE 25 mM
Glycin 200 mM
Methanol 10 %

Tabelle 2-9: Zusammensetzung des TBS

TBS
TRIS-HCI 20mM
NaCl 150 mM

Auf pH 7,6 einstellen

Fir TBS-T: 0,1 % Tween hinzufligen

Tabelle 2-10: Zusammensetzung des Stripping-Puffers

Stripping-Puffer

TRIS pH 7,6 62,5 MM

SDS 2%

B-Mercaptoethanol 100 mM
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Topflash-Reportergen Test

Tabelle 2-11: Zusammensetzung des Gly-Gly- sowie des Coelenterazin Puffers

Gly-Gly-Puffer

Glycylglycin 25 mM
MgSO4x7H20 15 mM
EGTA 4 mM
Auf pH 7,8 einstellen
Coelenterazin-Puffer

K2HPO4 87 mM
KH2PO4 13 mM
NaCl 05M
EDTA 1mM

Auf pH 7,6 einstellen

Tabelle 2-12: Zusammensetzung der verschiedenen Reaktionspuffer

Luziferin Reaktionspuffer

DTT

0,1 uM

ATP

0,1 uM

In Gly-Gly Puffer

Renilla Reaktionslésung

Coelenterazin Luziferin

1 mM

In Coelenterazin Puffer

Der Passive Lysis buffer (PLB) wurde fur die Verwendung 1:5 in Wasser verdinnt.

Luziferin Reaktionsmix

Firefly Luziferin

1mM

In Gly-Gly Puffer

Aufgefullt wurden alle Losungen jeweils mit bidestilliertem Wasser.
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2.2  Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Arbeit mit Zellen wurde immer an einer Sterilbank durchgefihrt. Die verwendeten

Medien, Puffer, Losungen sowie sonstige Materialien waren steril gefiltert, autoklaviert,

hitzesterilisiert oder desinfiziert.

Verwendete Zelllinie

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien handelt es sich um vier verschiedene

menschliche Zelllinien, welche in Tabelle 2-13 naher beschrieben sind.

Tabelle 2-13: Charakterisierung der in der Arbeit eingesetzten Zelllinien

Name Beschreibung Kulturmedium Herkunft
A549 Menschliches Lungenkarzinom, | DMEM, ATCC
Typ-1l Alveolarepithelzellen +10% FCS,
+0,5% Penicillin/
Streptomycin
+ 2mM L-Glutamin
HCT 116 Menschliches Colonkarzinom, DMEM, ATCC
Epithelzellen +10% FCS,
+ 0,5% Penicillin/
Streptomycin
Hela CCL2 Menschliches Cervixkarzinom, DMEM, ATCC
Epithelzellen +10% FCS,
+ 0,5% Penicillin/
Streptomycin
A549 A549 Zellen, stabil transfiziert DMEM, A549 > ATCC
H2B-GFP mit H2B-GFP Plasmid +10% FCS, Plasmid von
+ 1% Penicillin/ Addgene
Streptomycin
+ 2mM L-Glutamin
+1mg/ml G418
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Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C, 95% relativer Luftfeuchte und 5% CO,-Atmosphare in einem
Brutschrank kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen erst
einem Waschschritt mit PBS unterzogen und anschliefend zur Ablésung der Zellen von
der Flaschenoberflache 4 Minuten lang im Brutschrank mit 1 ml Trypsin-EDTA inkubiert.
Trypsin ist ein Enzym, welches Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen auflost; EDTA
hingegen kann als Chelatkomplexbildner lonen abfangen, wie Kalzium und Magnesium,
welche einen inhibierenden Effekt auf Trypsin haben. Diese Reaktion wurde durch die
Zugabe von 9ml Medium abgestoppt und die Zellen resuspendiert bevor die Zellzahl be-
stimmt werden konnte und die Zellen entweder ausgesat wurden oder aber passagiert
wurden. Das Passagieren erfolgte montags und freitags, wobei montags 0,5-Mio Zellen,
freitags 1 Mio Zellen in eine Zellkulturflasche (Wachstumsflache 75 c¢cm?) ausgesat

wurden.

Langzeitkonservierung und Auftauen der Zellen

Die Langzeitlagerung der Zelllen erfolgte in flissigem Stickstoff. Um die Zellen einzufrie-
ren, wurden sie zundchst vom Boden der Zellkulturflasche abgelost und in ein Falconrohr-
chen transferiert fir den nachfolgenden Zentrifugationsschritt (5 Minuten bei 1500 rpm).
Nach dem Absaugen des Mediums wurde das Zellpellet in der entsprechenden Menge
Einfriermedium (Kultivierungsmedium mit 10% DMSOQO) aufgenommen und auf Kryoge-
falle verteilt, sodass sich hinterher 3-4 Millionen Zellen in jedem Kryogefald befanden.
Anschliefend wurden sie in einem Einfriergefal’, welches ein langsames, kontrolliertes
Einfrieren ermoglichte (-1°C/ Minute), Uber Nacht auf -80°C heruntergeklhlt, bevor sie

zur Langzeitlagerung in dem Stickstofftank eingefroren wurden.

Das Auftauen der Zellen sollte schnell erfolgen und fand daher im Wasserbad bei 37°C
statt. Anschliefend wurde die Zellsuspension in einem 15ml-Falconréhrchen mit 10 ml
Medium aufgenommen und 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert, um das DMSO her-

auszuwaschen. Das Zellpellet wurde dann in frischem Medium resuspendiert und in eine
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Zellkulturflasche Uberfahrt. Nach zweiwochigem Kultivieren der Zellen konnten diese fir

die Experimente verwendet werden.

Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer Zdhlkammer ermittelt. Dabei wurde etwas
unverdinnte Zellsuspension auf die Kammer mit Deckglaschen gegeben und anschlie-
Rend die Zellen in den vier Quadranten unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Der Mittelwert

der vier ausgezahlten Zellzahlen multipliziert mit 10* ergibt die Zellzahl/ ml Suspension.

Bestimmung der Verdopplungszeit

Die Formel zur Berechnung der mittleren Verdopplungszeit lautet folgendermalen:
x=In(2)/Steigung (k)

mit x = Verdopplungszeit in Stunden.

Die Berechnung fir die entsprechende Zellinie ist im Folgenden aufgefihrt:

A549

y = 828,87-e00277%. (R = 0,9867)

Dabei entspricht 828,87 der Anfangszellzahl und e%°%’7 der Steigung k.

R? ist das Bestimmtheitsmal und stellt ein QualitdtsmaR fir die Anndherung der gemes-

senen Werte an die ideale Exponentialfunktion dar.
Um die Verdopplungszeit zu berechnen setzt many = 2*828,87 = 1657,74.

1657,74 = 828,87-e00277x

2= e0,0277><

x = In(2)/ Steigung (k)
=1n(2)/0,0277
= 25,02 Stunden
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A549 H2B-GFP
y = 755,33-€%0274¢ (R2 = 0,9913)
=1n(2)/ 0,0274

= 25,29 Stunden
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2.2.2 Behandlung der Zellen

Die Zellen wurden 24 oder 48 Stunden (bei RNAi-Experimenten) vor der Inkubation mit
Cisplatin oder anderen Substanzen in den entsprechenden Zellkulturplatten ausgesat. Die
Behandlungslésung wurde entweder direkt in das Medium der ausgesaten Zellen gege-
ben, oder es erfolgte zuerst die Abnahme des Mediums und anschlieRend die Zugabe der
Behandlungsldsung. Sofern Inhibitoren verwendet wurden, so erfolgten eine 30-minUtige
Vorinkubation der Zellen mit diesen und anschlieend die Behandlung mit Cisplatin. Das
Cisplatin war in bidestilliertem Wasser gelost, wohingegen die Inhibitoren alle in DMSO
geldst waren. Die Zellzahlen sowie weitere Informationen zu den Behandlungen in den

jeweiligen Experimenten sind in Tabelle 2-14 dargestellt.

Tabelle 2-14: Verwendete Zelldichten und weitere Informationen zu durchgefihrten Experimenten

Ausgesate Zellzahl/
Experiment Zelllinie Kulturgefafs
Volumen
Durchflusszytometrie A549/A549 H2B-GFP | 6-Wellplatte 5:10°in 3 ml
Mikroskopie und LDH
A549/A549 H2B-GFP 96-Wellplatte 1,2 -10%in 100 pl
Test
Mikroskopie: Screen/
A549/HCT 116/Hela 96-Wellplatte 8-10%in 100 !
Inhibitor-Experimente
Proteinanalytik A549/A549 H2B-GFP 6-Wellplatte 1,4 -10°in 3 ml
RNAi-Experimente A549 96-Wellplatte 8-10%in 100
Topflash-Reportergen
A549 96-Wellplatte 6-10%in 100 pl
Test
Zeitverlauf A549 H2B-GFP 12-Wellplatte 2-10%in 1,5 ml

Die Experimente in 3.5.1 und 3.5.2 sind von der Masterstudentin Bianca Schatz wah-

rend eines Praktikums durchgefiihrt worden.
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2.2.3 Methoden zur Charakterisierung der Zellen und der Cisplatin-

induzierten Zytotoxizitat

Automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie

Die Hochdurchsatz-Mikroskopie stellt eine Methode dar, mit welcher viele unterschiedli-
che Parameter und somit Zelleigenschaften gleichzeitig detektiert werden kénnen. Die
Anfarbung der Zellkerne geben bereits Aufschluss Uber Zellzahl, Zellzyklus oder Apoptose.
Durch die Fluoreszenz-Markierung von Proteinen kdnnen weitere Informationen auf Ein-
zelzellebene erhalten werden. Im folgenden Experiment sollte die Auswirkung von Cis-

platin auf die Lebendzellzahl sowie auf den Zelltod ndher untersucht werden.

A549 und A549 H2B-GFP Zellen wurden hierflir in eine 96-Wellplatte ausgesat und am
nachsten Tag mit Cisplatin (50 uM oder 100 uM) fir 24 bzw. 48 Stunden inkubiert. Nach
der halbstiindigen Farbung mit 0,3 ug/ml Hoechst 33342 (Hoechst) und 0,5 ug/ml Propi-
diumiodid (PI) im Brutschrank erfolgte die automatisierte Aufnahme von vier Bildern je
Well am Olympus IX-81 Fluoreszenzmikroskop. Das Hoechst wird mit einem UV-Laser an-
geregt und an DNA gebunden besitzt es sein Absorptionsmaximum bei 355 nm, das Emis-
sionsmaximum betragt wiederum 465 nm, das Absorptionsmaximum von Pl wiederum
liegt in dem Falle bei 540 nm, sein Emissionsmaximum bei 608 nm. GFP besitzt zwei Ab-
sorptionsmaxima (395 nm und 475 nm), das Emissionsmaximum betrdgt 509 nm. Die ak-
quirierten Bilder umfassen bei 10-facher VergroRerung jeweils eine Fldche von 0,57 mm?
(867x660 um?, 1344x1024 Pixel). Insgesamt reprasentieren die aufgenommenen Bildaus-
schnitte somit etwa 8 % der Gesamtoberflache eines Wells der 96-Wellplatte. Die Akqui-
sition und Analyse der Bilder wurde mit der Olympus Scan® Software durchgefuhrt, wel-

che im folgenden Abschnitt ndher erlautert wird.
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Auswertung des Apoptoseassays

Alle Zellen werden Uber die Hoechst-Farbung der Zellkerne von der Scan® Software er-
kannt. Dazu wird eine Kernmaske erstellt, die Uber das Hoechstsignal. bei den A549 H2B-
GFP Zellen Gber das GFP Signal gelegt wird. Jeder Kern wird darin als Objekt erfasst, Rand-

objekte bleiben dabei unberlcksichtigt. Diese Vorgehensweise ist in Abbildung 2-1 visu-

alisiert.

Abbildung 2-1: Generierung der Kernmaske durch die Scan® Analysis-Software. In (A) sind die mit Hoechst
gefarbten Zellkerne der A549-Zellen dargestellt, wahrend (B) die Software-basierte Erkennung der Zell-
kerne als Objekte aufzeigt. (C) stellt die fertig erstellte Kernmaske dar.

Mittels der Unterschiede in der Hoechst/GFP Intensitat und dem Vorhandensein der Pl
Farbung kann einserseits zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden
(Latt & Wohlleb 1975; Crompton et al. 1992). Weiterhin ist auf diese Weise auch die Ein-
teilung der toten Zellen in frihapoptototische, spatapoptotische und nekrotische Zellen
moglich, welche in Abbildung 2-2 dargestellt ist. Hoechst ist fahig die Membran lebender
Zellen zu passieren, wohingegen Pl nur in die Zelle gelangen kann, wenn die Zellmembran
beschadigt ist. Lebende Zellen (griiner Kasten) zeichnen sich durch eine moderate
Hoechst Intensitat im Zellkern aus sowie der fehlenden Pl Farbung. Bei friihapoptotischen
Zellen (blauer Kasten) ist die Zellkernfarbung durch Hoechst sehr intensiv, da die DNA
kondensiert, doch auch hier ist aufgrund der noch intakten Zellmembran noch kein Pl im
Zellkern vorhanden. Wahrend der spadten Apoptose (roter Kasten), bei welcher die DNA

weiterhin kondensiert oder auch schon fragmentiert vorliegt, beginnt die Plasmamemb-
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ran immer durchldssiger zu werden, was anhand des Einstroms des Pl erkennbar ist. Nek-
rose (rosa Kasten) ist eine unkontrollierte Form des Zelltodes und zeigt im Gegensatz zur
Apoptose keine DNA Kondensierung, weshalb die Intensitat des Hoechstsignals nur mo-
derat ist. Wahrend der Nekrose platzt die Zellmembran, sodass sie dann auch permeabel

fur das Pl wird.

Durchlicht Hoechst 33342 Propidiumiodid

lebend frGhapoptotisch spatapoptotisch nekrotisch
= <> &2 2 .S
Hoechst + Hoechst +++ Hoechst +++ Hoechst +
Pl - Pl - Pl + Pl +

Abbildung 2-2: ScanR Analyse der Mikroskopiebilder. Die Einteilung der Zellen in lebende Zellen, sowie in
die verschiedenen Arten des Zelltodes erfolgt mittels unterschiedlicher Hoechst und Pl Intensitdaten. Die
Farbung erfolgte 30 Minuten vor der Aufnahme.
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Laktat Dehydrogenase Test (LDH Test)

Dieser Test beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis von freigesetzer Laktat
Dehydrogenase (LDH) als Indikator fir eine zerstérte Membran, da LDH normalerweise
nur intrazellular vorkommt (Korzeniewski & Callewaert 1983). Der Nachweis der Aktivitat
wird Uber die Umsetzung eines hellgelben Tetrazoliumsalzes (z.B. INT (2-(4-iodophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride)) zu einem roten Formazan durchge-
fihrt. Dabei oxidiert die LDH Laktat zu Pyruvat und reduziert NAD* zu NADH + H* (Nachlas
et al. 1960). In der zweiten Reaktion wird durch den Katalysator Diaphorase NADH + H*
wieder zu NAD* umgesetzt und gleichzeitig wird das Tetrazoliumsalz zum roten Formazan
reduziert. Die Intensitat des Farbstoffs ist proportional zur Menge der freigesetzten LDH
und somit zur Membranschadigung. Fir die Untersuchung der Membranschadigung

wurde das Cytotoxicity Detection KitPlus angewendet.

Hierfir wurden A549 bzw. A549 H2B-GFP Zellen in eine 96-Wellplatte ausgesat und am
folgenden Tag fir 24 bzw 48 Stunden mit 50 bzw. 100 uM Cisplatin inkubiert. Im An-
schluss wurde die Platte fir 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert, 50 ul der jeweiligen
Uberstidnde in eine neue 96-Wellplatte Gberfihrt und in 50 pl PBS verdinnt. Nach Zugabe
des Katalysators und der Farbstofflosung (100 pl) folgte eine Inkubation im Dunkeln bis
ein Farbumschlag in der Positivkontrolle (1% Triton X-100) zu sehen war. Die Reaktion
wurde mit 50 pl einer 1 N HCI-Losung abgestoppt und die Absorption des Farbstoffes mit
einem Plattenspektrometer bei 450 nm gemessen. Als Positivkontrolle dienten unbehan-
delte Zellen, die 10 min vor der Messung durch die Zugabe von Triton X-100 lysiert
wurden (1% Endkonzentration) und damit der maximalen LDH-Freisetzung entsprechen.

Die Werte wurden alle auf die Positivkontrolle normiert, welche auf 100% gesetzt wurde.
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Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Messung von Signalen, welche von einzelnen Zellen
erhalten werden, wahrend sie in einem Flussigkeitsstrom einen Lichtstrahl passieren. Es
ist moglich, mehrere Parameter einer einzelnen Zelle in einer gréReren Zellpopulation zur
selben Zeit zu quantifizieren. Das Durchflusszytometer misst die Absorption, Reflektion
und Streuung des Lichtes durch die Zellen und gibt zudem Aufschluss Uber die emittierte

Fluoreszenz.

In einer Zelle ist der Gehalt an chromosomaler DNA durch die Anzahl an Chromosomen
definiert. In proliferierenden Zellen verdoppelt sich die chromosomale DNA und damit
die Anzahl der Chromosomen in der S Phase des Zellzyklus. Aus diesem Grund ist der DNA
Gehalt zwischen der G2 Phase und der Mitose doppelt so hoch wie in einer ruhenden
Zelle oder in einer postmitotischen Zelle (G1 Phase oder GO Phase). Der Fluoreszenzfarb-
stoff DAPI interkaliert in die DNA und kann mit einem UV Laser angeregt werden. Da die
Fluoreszenzintensitat einer Zelle proportional zu ihrem DNA Gehalt ist, kann diese Far-
bung genutzt werden, um den DNA Gehalt und den Zellzyklusstatus einer einzelnen Zelle
oder einer Zellpopulation zu bestimmen. Ein typisches Merkmal der Apoptose ist die
Fragmentierung der DNA in kleine Bruchstiicke (180 Basenpaare) oder einem Mehrfa-
chen davon. Folglich ist der DNA-Gehalt apoptotischer Zellen geringer als bei einer Zelle
in der G1 Phase, weshalb man diese auch als sub-G1 Zellen bezeichnet. Somit kann die
DNA-Farbung auch verwendet werden, um Apoptose in einer Zellpopulation zu quantifi-

zieren.

A549 bzw. A549 H2B-GFP Zellen wurden hierflr in 6-Wellplatten ausgesat. Am néchsten
Tag wurden sie mit je 1 ml PBS gewaschen. Fir das Serumhungern wurde anschlieRend
FCS-freies Medium zu den Zellen gegeben, flr alle anderen Behandlungen FCS-haltiges
Medium sowie Cisplatin (10/ 50/ 100 uM). Nach 24 Stunden wurden die Zellen gewa-
schen und nach 5 Minuten Behandlung mit Accutase von der Platte abgeldst. Daraufhin
wurde die Zellsuspension in ein Falconréhrchen Gberfihrt und abzentrifugiert (5 min bei

1500 rpm) und das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. Dieser sowie alle folgenden Schritte
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erfolgten auf Eis. Um die Zellen zu fixieren wurden 3 ml eiskaltes Ethanol (100%) unter
standigem Vortexen hinzugegeben. Nach 1 Stunde wurde die Suspension erneut zentri-
fugiert (5 min bei 1500 rpm) und das Pellet in 500 pl DAPI-L6sung aufgenommenund tber
Nacht bei 4°C gefarbt.

Direkt vor der Messung wurden 100 ul Probe mit 300 pl PBS verdiinnt und gevortext und
anschliefend am Durchflusszytometer gemessen. DAPI wird mit einem UV-Laser ange-
regt und besitzt ein Absorptionsmaximum bei 358 nm, das Emissionsmaximum betragt

wiederum 461 nm.
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A549 H2B-GFP Klon

Zeitverlaufsstudien sollten Aufschluss geben Uber die Reihenfolge der verschiedenen
Stadien der Cisplatin-induzierten Apoptose. Hierzu wurden A549 Zellen mit dem H2B-GFP
Plasmid (Abbildung 2-3) transfiziert um stabile Klone zu generieren, welche das Fusions-
protein H2B-GFP exprimieren. Das Plamid wurde von anderen Arbeitsgruppen bereits er-
folgreich eingesetzt um chromosomale Analysen durchzufiihren (Kanda et al. 1998). Mit-
hilfe der A549 H2B-GFP Zellen kdénnen die Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop
ohne Verwendung von Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Das GFP wird durch ultra-
violettes oder blaues Licht angeregt und emittiert griines Licht. Die zwei Absorptionsma-

xima von GFP liegen bei 395 nm und 475 nm, das Emissionsmaximum betragt 509 nm.
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Abbildung 2-3: Plasmidkarte des H2B-GFP Plasmids von Addgene.
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Zunachst wurden die H2B-GFP Plasmid tragenden Bakterien (DH5alpha) verfielfaltigt,
welche von Addgene erhalten wurden, um anschlieRend das Plasmid mithilfe des Com-

pactPrep Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben (Quiagen) aufzureinigen.

Generierung stabiler A549 H2B-GFP Zellen

Die A549 Zellen wurden hierzu einer fast forward Transfektion unterzogen. Darunter ver-
steht man, dass erst die Zellen ausgesat und nach 24h das H2B-GFP Plasmid hinzugege-
ben wurde. Die folgenden Angaben beziehen sich jeweils auf ein Well einer 24-Well-
platte:

1-10° Zellen wurden in 500 pl Medium ausgesat. Am nachsten Tag wurden sowohl das
Plasmid (0,8 pg bzw. 0,8 ul) als auch das Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 (2 ul)
mit Medium (ohne jegliche Zusatzstoffe) auf je 50 pl aufgefillt und 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Plasmid- bzw. Lipofectaminlésung vor-
sichtig miteinander gemischt und weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, be-
vor der gebildete Komplex (100 pl) zu den Zellen (500 ul) pipettiert wurde. Nach sechs-
stindiger Inkubation im Brutschrank erfolgte ein Mediumwechsel. Nach weiteren 24
Stunden wurden die Zellen in eine Petrischale (15 cm) Uberfihrt, sofern die Transfektion
erfolgreich war, was sich am Fluoreszenzmikroskop Uberprifen lasst. Zur Selektion der
H2B-GFP positiven Klone (mit G418 Resistenz) wurde dem Medium nun G418 hinzuge-
fugt, mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml. Die G418 Stammldsung war in Wasser
geldst. Taglich wurde das Selektionsmedium gewechselt, solange bis Zellkolonien zu se-
hen waren. Jede Kolonie wurde nach dem Waschen in PBS mit 20 ul Trypsin abgeldst und
in je ein Well einer 96-Wellplatte mit 150 pl Selektionsmedium transferiert. Bei Erreichen
von 80% Konfluenz wurden die Zellen in eine 24-Wellplatte Gberflihrt und zuletzt in die

Zellkulturflasche.

Zur Kultiverung wurden die A549 H2B-GFP Zellen, wie auch die A549 Wildtyp Zellen,

montags und freitags passagiert, nur eben in Selektionsmedium.
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Zeitverlaufsstudien mit den A549 H2B-GFP Zellen

Hierfir wurden die A549 H2B-GFP Zellen in eine 12-Wellplatte ausgesat. Am folgenden
Tag wurde das Medium abgenommen und durch 750 pl frisches Medium ersetzt. Die Be-
handlung mit Medium oder 50 uM Cisplatin erfolgte in 500 pl. Direkt im Anschluss wurde
noch 250 pl PI-Farbeldsung hinzugegeben, sodass eine Endkonzentration von 0,5 pug/ml
erhalten wurde. Nach 8,5 Stunden Inkubation im Brutschrank fanden Uber einen Zeit-
raum von 24h automatisierte Mikroskopieaufnahmen der Zellen statt. Das verwendete
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200M) war dabei mit einer Inkubationskammer
ausgestattet, welche die fir die Zellen notwendigen Bedingungen (5% CO?, 37°C und aus-
reichend Luftfeuchtigkeit) aufrechterhielt. Die Bilder wurden im Abstand von ca. 2,5 Mi-
nuten in den Kanalen Durchlicht, GFP und Pl aufgenommen. Die Messung wurde erst zu
diesem Zeitpunkt gestartet, weil Vorversuche gezeigt hatten, dass es davor kaum Zellen

gibt, welche apoptotische Morphologien aufweisen.
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Proteinanalytik

Die Proteinanalytik dient dem Nachweis von spezifischen Proteinen in Zelllysaten, sodass

die abgelaufene Reaktion auf molekularer Ebene nachvollzogen werden kann.

A549 Zellen wurden hierfir in eine 6-Wellplatte ausgesat und am nachsten Tag flr 24
Stunden mit 50 uM Cisplatin inkubiert. Anschlieend wurde das Medium vorsichtig abge-
nommen und die Zellen mit 75 ul Lysepuffer (nach Lammli) lysiert. AnschlieRend wurde
das Lysat 10 Minuten lang bei 95°C inkubiert, zur Scherung der DNA im Ultraschallbad
3x15 Minuten sonifiziert und bis zur Auftragung auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel bei -20°C

eingefroren.

Doch auch im Anschluss an die RNAi Experimente (im 96-Wellformat), auf welche im
Ubernachsten Abschnitt naher eingegangen wird, wurden die Zellen nach der Mikrosko-
pie noch flr proteinanalytische Untersuchungen lysiert. Dabei wurde das Medium vor-
sichtig entfernt und die Zellen mit 40 ul Lysepuffer/Well lysiert und wie oben beschrieben

weiter behandelt.

Die Lademengen (+/- Cisplatin) sind aneinander angepasst, entweder durch die Gesamt-
zellzahl (bei vorangehender Mikroskopie) oder durch das Auftragen der doppelten

Menge an Lysat der behandelten Zellen (6-Well Format).

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht fand eine diskontinuierliche
SDS-PAGE (Laemmli 1970) statt. Das Laufgel setzte sich aus einem 5 %-igem Sammelgel,
sowie aus einem 10 oder 15 %-igem Trenngel, abhangig von der GroRe der aufzutrennen-
den Proteine zusammen. Je kleiner das Protein, desto hoher sollte der Acrylamidanteil
sein, da hierdurch die von dem polymerisierten Acrylamid gebildeten Maschen enger
sind. Im Sammelgel werden die Proben zunachst konzentriert, im Trenngel dann in Ban-
den aufgetrennt. Fir die SDS-PAGE wurde ein vertikales Gelelektrophoresesystem ange-

wendet, das mit Laufpuffer gefillt wurde. Fir eine Stunde lang wurde eine Spannung von
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170V angelegt, bzw. bis die blaue Bromphenolfront das Gelende erreicht hatte. Zur Gro-

Renbestimmung der Proteine wurde zusatzlich ein Proteinmarker im Gel aufgetragen.

Western Blot Analyse

Flir die immunologische Detektion der Proteine wurden sie von dem SDS-Polyacrylamid-
Gel auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF, 0,45 uM PorengrofRe) lUbertragen
unter Verwendung des Nassblot-Verfahrens (Herrmann & Wiche 1987). Zunachst wurde
die Membran in 100 % Methanol aktiviert, damit eine Bindung der Proteine an die Memb-
ran erfolgen kann. Anschliefend wurden die Proteine vom Gel auf die Membran Uber-
fuhrt mithilfe einer Blot-Kassette. Der einstiindigeTransfer der Proteine fand in einer ge-

kihlten, mit Blotpuffer gefillten Blot-Kammer bei 100 V statt.

Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurden die freien Proteinbindungs-
stellen auf der Membran durch die einstiindige Inkubation in 5 % Milchpulver (geldst in
TBS-T) blockiert. AnschlieRend wurde die Membran drei Mal fir 10 Minuten in TBS-T ge-
waschen und danach mit dem priméaren Antikorper Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Priméare
Antikorper gegen die nicht-phosphorylierte Form der Proteine wurden je nach Herstel-
lerangabe entweder in 5 % Milchpulver oder 5 % BSA in TBS-T verdinnt und mit der
Membran Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Bei den Antikdrpern gegen phosphorylierte Pro-
teine hingegen erfolgte die Verdiinnung in einer 3 % BSA-Losung. Nach dreimaligem Wa-
schen wurde die Membran zur spateren Detektion des primaren Antikdrpers mit dem
zugehorigen Sekundar-Antikorper (in 5% Milchpulver in TBS-T) inkubiert. Dieser ist gegen
die Spezies des Primar-Antikorpers gerichtet und kann mithilfe der an ihn gekoppelten

Meerettich-Peroxidase (HRP) detektiert werden.

Vor der Detektion der Protein-Antikorper-Komplexe wurden drei Waschschritte durchge-

fihrt um ungebundene Antikorper zu entfernen. Nach der Zugabe der ECL-L6sung, in der
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Luminol enthalten ist, kann die an den Sekundéar-Antikdrper gekoppelte HRP die Oxida-
tion des Luminols, das Substrat der HRP, katalysieren. Dabei entsteht Chemilumineszenz,
die mit einem licht-empfindlichen Film detektiert werden kann. Hierfir wurden die bei-
den ECL-Komponenten im Verhaltnis 1:1 gemischt, auf die Membran pipettiert und 2 Mi-
nuten inkubiert. Die ECL-Losung wurde abgenommen und die Membran im Dunklen mit
einem Film exponiert. Mithilfe einer Entwicklerlésung wurden die Proteinbanden auf
dem Film sichtbar gemacht, bevor dieser nach einem Waschschritt in einem Fixierbad
geschwenkt wurde. Als Letztes wurde der Film durch einen Waschschritt in bidest Wasser

von Rickstanden der Fixierlosung befreit.

Alle verwendeten Primar- und Sekundar-Antikorper sind unter 2.1.3 im Abschnitt ,Pro-
teinanalytik” aufgelistet. Alle Westernblotexperimente wurden mindestens zwei Mal
durchgefiihrt, mit Ausnahme der Caspase 9 Nachweises, welches erst ein Mal detektiert

wurde und ein daher preliminares Ergebnis darstellt.

Entfernen gebundener Antikdrper von der Membran

Das Abldsen (stripping) bzw. Denaturieren gebundener Antikdrper von der PVDF-Memb-
ran ermoglicht, dass verschiedene Antigene auf ein und derselben Membran detektiert
werden kdnnen. Dazu wurde die Membran 30 Minuten lang in Stripping-Puffer im Was-
serbad bei 50 °C geschwenkt. AnschlieRend wurde sie drei Mal fir 10 Minuten in TBS-T
gewaschen und dann, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, blockiert und mit Anti-

kdrpern inkubiert.
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Topflash-Reportergen Test

Bei diesem Test handelt es sich um eine Methode um die Transkriptionsaktivitat von Ge-
nen zu bestimmen, welche von den Transkriptionsfaktoren TCF (T-cell factor)/LEF (Lym-
phoid enhancer-binding factor 1) reguliert sind. Dabei wird ein p7LEF-luc TOPFLASH Re-
porter Konstrukt verwendet, ein Expressionsvektor, welcher ein Firefly Luziferase Repor-
tergen unter der Kontrolle der TCF/LEF Bindestellen besitzt. Die Luziferase ist ein Enzym,
welches sein Substrat Luziferin in einer Chemolumineszenz-Reaktion oxidiert. Die dabei
entstehende Lichtemission kann in relativen Lichteinheiten (RLU) gemessen werden und
spiegelt die relative Luziferase Aktivitat wider.

Der aktive Wnt/ B-Catenin Signalweg fuhrt zur Dephosphorylierung, Stabilisierung und
Translokation von B-Catenin in den Nukleus. Dieses bildet mit TCF/ LEF einen Komplex,
durch welchen es zur Aktivierung von Zielgenen kommt. Daher hangt die Expression der
Luziferase von der Menge an aktiven TCF/LEF Komplexen ab und die wiederum korreliert
mit der Menge an aktivem B-Catenin. Wird also nach der Transfektion des TOPflash Re-
porterkonstruktes durch eine Behandlung der Zellen der Wnt/ B-Catenin Signalweg akti-
viert, so ist die Luziferase Aktivitat erhoht im Vergleich zur Kontrolle. Um die Aktivierung
der induzierten Reporteraktivitdt zu normalisieren, werden Zellen zuséatzlich mit TK-
Renilla transfiziert, einem Expressionsvektor mit einem Renilla-Luziferase Reportergen

unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven TK-Promotors.

Die folgenden Angaben beziehen sich auf jeweils ein Well einer 96-Wellplatte. A549
Zellen wurden ausgesat und am folgenden Tag mit dem Topflash- und Renilla-Plasmid
Uber Nacht transfiziert. Dabei wurden 40 ng Topflash, 10 ng Renilla sowie 70 ng des Plas-
mides LacZ (pCS2 LacZ), welches verwendet wird um die DNA auf eine Gesamtmenge von
100 ng aufzufiillen, mit 0,2 pl P3000™ Reagenz in Transfektionsmedium (Medium ohne
jegliche Zusatzstoffe) gelost, sodass 5 pul DNA-Mix erhalten werden. 0,15 pl Lipofectamin
3000 wird auch mit Transfektionsmedium auf ein Gesamtvolumen von 5 ul aufgefillt. Die
zwei Losungen (DNA- bzw. Lipofectamin-Mix) werden gemischt und flir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend zu den Zellen pipettiert. Nach Ende der

Transfektionsdauer (13,5 h) erfolgte nach 30-minUtiger Vorinkubation mit dem GSK-3f3
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Inhibitor BIO (0,5 uM) die Behandlung mit 50 uM Cisplatin fir die Dauer von 10 Stunden.
AnschlieRend wurden die Zellen nach vollstandiger Abnahme des Mediums mit 40 pl 1x
Passive Lysis buffer (PLB) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. Dabei wurde die
96-Wellplatte jede 10 Minuten fir 30 Sekunden gevortext. AnschlieRend wurden die Zel-
len zur Sicherstellung der vollstandigen Freisetzung der gebildeten Luziferase mindestens
eine Stunde bei -80°C gelagert. Vor der Messung am Luminometer wurde die Platte auf-
getaut, nochmals gevortext und jeweils 10 pl in zwei undurchsichtige 96-Wellplatten
transferiert und mit 10 ul PLB verdinnt. Fur die Messung wurden der jeweilige Reakti-
onspuffer sowie das entsprechende Substrat automatisiert in jedes Well gepumpt. Fir
die Bestimmung der Firefly-Luziferase waren dies 70 ul Luziferin Reaktionspuffer sowie
20 pl Luziferin Reaktionsmix; fur die Messung der Renilla Luziferase waren es 100 pl

Renilla Reaktionsldsung.

Von den gemessenen Luziferase-Werten wurde zuerst der Messwert des Blanks (PLB al-
lein) abgezogen. AnschlieBend wurden diese noch auf die Werte der TK-Renilla normiert.
Zuletzt wurden die Werte noch auf unbehandelte Kontrollzellen (d.h. ohne Cisplatin)

normalisiert.
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RNA Interferenz

Die RNAi (RNA-interference) Technologie ermdglicht es, die Expression von Genen zu
unterbinden. Hierbei werden kleine doppelstrangige siRNA-Oligonukleotide (18-22
Nukleotide) in der Zelle von RISC (RNA Induced-Silencing-Complex) gebunden. Dadurch
werden Prozesse aktiviert, welche den Abbau der komplementaren mRNA einleiten
(Bartlett & Davis 2006).

A549 Zellen wurden hierflir einer reversen Transfektion mit einer (GSK-3B) bis zwei
(B-Catenin 1 und 2) siRNA Sequenzen unterzogen. Darunter versteht man, dass zunachst
die siRNAs zusammen mit der Transfektionsreagenz HiPerfect in die Wells vorgelegt (25
ul) und anschlieRend die Zellen (in 75 pl) darauf ausgesat wurden (Tabelle 2-15). Dabei
erfolgte zunachst bei Raumtemperatur eine zehnminUtige Vorinkubation der siRNA mit
dem HiPerfect-Transfektionsmedium-Gemisch. Pro Well wurden 0,75 ul HiPerfect mit
Transfektionsmedium auf 25 pl aufgefiillt und davon die entsprechende Menge in ein
Eppi vorgelegt, um zusammen mit der jeweiligen siRNA 25 ul Gesamtvolumen zu erhal-
ten. Nach 48h Transfektion wurden die A549 Zellen fir 30 Minuten mit DMSO oder 0,5
UM BIO vorinkubiert, bevor sie mit Cisplatin (50 uM) behandelt wurden. Damit sollte je-
weils die Spezifitat der eingesetzten GSK3-Inhibitoren (SB-415286 und BIO) Uberpriift
werden. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen mit Hoechst und Pl gefarbt, am
Mikroskop aufgenommen und anschlieRend analysiert, wie bereits im Abschnitt , Auto-
matisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie® beschrieben wurde. Um die Effizienz
der mRNA Depletion zu Uberpriufen, wurde das Medium im Anschluss an die Mikroskopie
abgenommen, die Zellen lysiert und mittels SDS PAGE und Western Blot auf B-Catenin
bzw. GSK-3p analysiert.

Tabelle 2-15: siRNA und HiPerfect pro Well.

B-Catenin RNAi GSK-3B RNAi dsR RNAi
Zellzahl 8000 in 75 pl 4000 in 75 ul 8000 oder 4000 in 75 ul
3 pmol, 0,15 pl einer 2 pmol, 0,1 ul einer 3 pmol, 0,15 ul einer
SiRNA 20 pmol/ul Stamm- 20 pmol/pl Stamm- 20 pmol/ul Stamm-
|6sung in siRNA Puffer |6sung in siRNA Puffer | I6sungin siRNA Puffer
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HiPerfect-Transfektions-
0,75 pl HiPerfect ad 25 pl Transfektionsmedium
medium-Gemisch

2.2.4 Mikroskopie-basierter Chemikalienscreen

Um einen tieferen Einblick in die Wirkung verschiedener Chemikalien auf die Cisplatin-
induzierte Apoptose in A549 Zellen zu erhalten, wurden zwei Chemikalienbibliotheken
verwendet: die ,Known Bioactives” Bibliothek des Institute of Chemistry and Cell Biology
(ICCB) der Harvard Universitat, bestehend aus 480 chemischen Verbindungen mit be-
kannten Zielstrukturen, darunter auch einige Medikamente, sowie die ,FDA approved
Drugs“ Bibliothek, bestehend aus 640 Arzneimitteln mit bekannter Wirkungsweise. Alle
Chemikalien liegen dabeiin DMSO gel6st vor. Insgesamt wurden vier Chemikalienscreens
durchgefiihrt, zwei Basalscreens unter alleinigem Einsatz der Chemikalien und zwei Dop-
pelscreens, in welchen die Zellen einer Kombination aus Chemikalien und Cisplatin aus-
gesetzt waren.

Als Erstes wurden die sich in der Mutterplatte (M1) befindlichen Chemikalien in drei
Schritten verdinnt und aliquotiert, um wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Chemi-
kalien zu vermeiden. Abbildung 2-4 stellt die Vorgehensweise dar. Als letzter Schritt
kommt die Zugabe zu den Zellen, welche 50 pl Medium als Uberstand besitzen, wodurch
die letzte Verdliinnung stattfindet, sodass eine Gesamtverdinnung von 1:525 erreicht
wird, wobei die Endkonzentrationen der einzelnen Substanzen unterschiedlich sind. Sie
liegen im Bereich von 0,2 bis 101 uM bei der ICCB Bibliothek und zwischen 2,7 und
33,4 uM bei der FDA Bibliothek.
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Abbildung 2-4: Vorgehensweise der Verdinnung der Mutterplatten. Aus der Mutterplatte(M1) wurden
5 pl der Chemikalienldsung entnommen und in eine neue 96-Wellplatte Gberflhrt, in der sich 120 pl bidest.
Wasser befand, und somit 1:25 verdlnnt. Diese Platte wurde zu je 5 pl aliquotiert (A1-25) und bei -20°C
eingefroren und gelagert. Fir einen Screen wurde eine solche Platte aufgetaut und mit Medium nochmals
1:11 verdinnt. Durch die Zugabe dieser 55 pl Inhibitorldsung zu den Zellen, welche sich zu diesem Zeitpunkt
in 50 ul Medium befinden, erfolgt ein weiterer Verdinnungsschritt, namlich 1:1,9. Somit betragt die Ge-
samtverdinnung 1:525.

Far alle Screens wurden immer jeweils A549 Zellen derselben Passage (P11) ausgesat. Am
folgenden Tag wurden fir die Basalscreens die chemischen Substanzen aufgetaut, ab-
zentrifugiert und in 50 pl Medium gelost. Wahrenddessen wurden 50 pl des Gberstehen-
den Mediums von den Zellen abgenommen. Anschlielend wurden 55 ul der gel6sten
Chemikalien zu den Zellen gegeben und fir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. An-
schlieRend wurden 10 ul Medium zugegeben, um auf das gleiche Volumen wie bei den
Cisplatin-behandelten Zellen zu kommen. Zu den jeweiligen Positivkontrollen wurden 10
ul Cisplatin pipettiert (Endkonzentration: 50 uM) (Abbildung 2-5). Nach 24h wurden die
Zellen mit Hoechst und Pl gefarbt, am Mikroskop aufgenommen und die Daten anschlie-
Rend ausgewertet. Der Basalscreen galt der Uberpriifung, ob sich die Chemikalien und
Medikamente in der jeweils verwendeten Konzentration allein schon auf die Zellen hin-

sichtlich der Induktion von Zelltod auswirken.
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Abbildung 2-5: Plattenlayout der durchgefiihrten Screens.

In den Basalscreens wurde dabei jede Substanz als Treffer gewertet, bei welcher der An-
teil an toten Zellen um die dreifache Standardabweichung des Anteils an toten Zellen in
der jeweiligen Negativkontrolle (DMSO) erhéht ist, welcher Uber die 14 Platten des je-
weiligen Screens gemittelt wurde. Zudem muss die Substanz im Wiederholungsscreen
diese Kriterien ebenfalls erflllen. Alle Werte sind auf den Mittelwert der Positivkontrolle

des zugehorigen Screens normalisiert. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

prozentualer Zelltod [Substanz X]

normierter Zelltod [SUbStanZ X] = Mittelwert des prozentualen Zelltodes von Cisplatin

Die Bilder im ersten Basalscreen wurden versehentlich mit 16-facher VergrofRerung auf-
genommen, im Gegensatz zu den anderen drei Screens, die wie Ublich mit zehnfacher
VergroBerung aufgenommen wurden. Dies wirkte sich allerdings hauptsachlich auf die
Gesamtzellzahl aus, auf welche im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht weiter einge-

gangen wurde.

Im Doppelscreen wurde Uberprift, wie die Chemikalien und Medikamente in der verwen-
deten Konzentration den Cisplatin-induzierten Zelltod beeinflussen. Hierfir wurden die
A549 Zellen ausgesat und am nachsten Tag mit den Chemikalien vorinkubiert, wie schon
flr die Basalscreens beschrieben wurde. Im Anschluss erfolgte die Behandlung aller Zel-
len mit 10 pl Cisplatin, sodass die Endkonzentration 50 uM betrug, ausgenommen der
Negativkontrollen (DMSOQ), zu welchen 10 pl Medium gegeben wurde. Jede Substanz, die
den Zelltod um die dreifache Standardabweichung der Positivkontrolle (nur CDDP) erhoht
oder erniedrigt und dessen Ergebnis im zweiten Durchgang reproduziert werden konnte,

wurde als Treffer gewertet. Hinzu kam, dass nur Substanzen gewertet wurden, die in den



Material und Methoden 66

Basalscreens nicht mehr als 15% Zelltod verursacht haben, weil der Cisplatin-induzierte
Zelltod im Vordergrund stand und nicht der Zelltod in den A549 Zellen allgemein. Alle

Werte sind auch hier auf die jeweilige Positivkontrolle (CDDP) normalisiert.

Alle vier Screens wurden mit der Unterstitzung von Iris Hansjosten (Doktorandin) jeweils

innerhalb einer Woche durchgefihrt.

2.2.5 Statistik

Bei denjenigen Ergebnissen, in welchen Statistikberechnungen erfolgten, wurde der
zweiseitige Student’s t-Test angewendet. Die Berechnungen wurden immer auf die
jeweilige Kontrolle bezogen, sei es die behandelte oder unbehandelte Kontrolle (- oder +

Cispatin). Dabei entsprechen * p < 0,05, ** p <0,01 und *** p < 0,001.
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3 Ergebnisse

3.1  Charakterisierung der Wirkungsweise von Cisplatin in A549

Zellen

Bei Cisplatin handelt es sich um eines der am haufigsten eingesetzten Zytostatika,
welches der Behandlung von Lungentumoren sowie vieler anderer Tumore dient.
Cisplatin bindet an die DNA, fihrt zur DNA-Schadens-Antwort und leitet letzten Endes
Apoptose ein. Eine Beeintrachtigung stellt jedoch die Resistenzentwicklung der Krebs-
zellen gegenlber Cisplatin dar. Daher ist es von hohem Interesse mehr Gber die
Wirkungsweise von Cisplatin zu erfahren, um die Behandlung von Krebs effektiver zu

gestalten.

Da Lungentumore zu den Hauptanwendungsgebieten von Cisplatin zahlen, wurde in die-
ser Arbeit die humane, aus einem Adenokarzinom stammende Zelllinie A549 eingesetzt
(Lieber et al. 1976). Zur Charakterisierung des Cisplatin-induzierten Zelltodes in A549
Zellen wurden diese mit Cisplatin behandelt und deren Reaktion hinsichtlich Zelltod sowie
Zellzyklus unter Einsatz verschiedener Methoden untersucht. Um mehr Uber die Reihen-
folge und das Zusammenspiel der morphologischen und nukledren Ereignisse wahrend
der Cisplatin-induzierten Apoptose zu erfahren, wurden die Klone A549 H2B-GFP
generiert, die ebenfalls charakterisiert wurden. Dabei handelt es sich um stabil
transfizierte A549 Zellen, in denen das Kernprotein H2B mit GFP markiert ist.
AnschlieRend erfolgte ein Chemikalienscreen zur Bestimmung von Modulatoren der
Cisplatin-induzierten Apoptose in A549 Zellen, um Verbindungen zu finden, in deren
Anwesenheit die Wirkung von Cisplatin entweder verstarkt oder aber abgeschwacht wird.
Beide Kategorien leisten einen Beitrag zum tieferen Verstdndnis der molekularen

Wirkungsweise von Cisplatin.
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3.1.1 Fluoreszenzmikroskopie-basierte Analyse zeigt konzentrations- und

zeitabhangige Cisplatin-induzierte Apoptose in den A549 Zellen

Die Fluoreszenzmikroskopie ermdoglicht eine Einzelzellanalyse sowie die Untersuchung
verschiedener Parameter zur selben Zeit: die Ermittlung der Zellzahl, die Unterscheidung
zwischen lebenden und toten Zellen sowie die Bestimmung der Art des Zelltodes unter

Einsatz der DNA-Farbstoffe Hoechst 33342 (Hoechst) und Propidium lodid (PI).

Die Behandlung der A549 Zellen mit 50 und 100 uM Cisplatin fihrt nach 24 Stunden zu
einem deutlichen Riickgang der relativen Lebendzellzahl im Bezug auf die Kontrollzellen
(Abbildung 3-1A). Dieser Effekt ist nach 48 Stunden noch ausgepragter. Betrachtet man
den Unterschied zwischen den beiden Konzentrationen, dann resultiert die Behandlung
mit der héheren Konzentration in einem groReren Anteil an lebenden Zellen. In Bezug auf
den Zelltod bewirkt die Cisplatin-Behandlung eine Zunahme an toten Zellen, welche nach
24 Stunden vorwiegend frihapoptotisch ist, unabhingig von der Konzentration von
Cisplatin (Abbildung 3-1B). Im Gegensatz dazu sind die toten Zellen nach Applikation
beider Konzentrationen nach 48 Stunden hauptsachlich nekrotisch. Vergleicht man das
Resultat beider Konzentrationen an Cisplatin beziglich des Zelltodes miteinander, so fallt

auch hier nach beiden Zeitpunkten ein konzentrationsabhangiger Abfall im Zelltod auf.
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Abbildung 3-1: Induzierung der Apoptose
in A549 Zellen nach Behandlung mit
CDDP. Der Inkubation mit 50 und 100uM
CDDP fir 24 und 48 Stunden folgten die
Farbung der Zellen, die Akquisition der
Bilder sowie die Analyse der Daten mittels
ScanR Software. In (A) sind reprasentative
Mittelwerte der Lebendzellzahl (relativ
zur  Lebendzellzahl  der  Kontrolle)
dargestellt, wahrend (B) den
prozentualen Anteil der toten Zellen (im
Bezug auf die entsprechende Gesamtzell-
zahl), deren Einteilung in die beiden
Apoptosestadien sowie den nekrotischen
Zelltod zeigt. Die Mittelwerte entstam-
men einem von zwei unabhangigen
Experimenten mit je 6 Replikaten (n=6)
und sind mit der Standardabweichung
aufgetragen.* p < 0,05, ** p <0,01,
*** p < 0,001. Die Signifikanzwerte
beziehen sich jeweils auf die dazu-
gehorige Kontrolle.
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Mikroskopische Merkmale der Apoptose werden nach Cisplatin-Behandlung

sichtbar

Die verschiedenen Stadien bzw. Arten des Zelltodes, welche durch Cisplatin induziert
werden, sind in Abbildung 3-2 visualisiert. Die behandelten Zellen weisen im Durchlicht
die typischen morphologischen Kennzeichen der Apoptose auf, wie z.B. das Ablésen der
Zelle aus dem Zellverband, Membranaussttlpungen und die Ausbildung apoptotischer
Korperchen. Auf nukledrer Ebene konnen DNA Kondensation sowie Kernfragmentierung
beobachtet werden. Auch spiegeln sich die Ergebnisse unter 3.2.1 in den Bildern wieder:
Der Zelltod nach 24 Stunden nimmt konzentrationsabhangig ab, wie man anhand der
geringeren Menge an toten Zellen in der Behandlung mit 100 uM Cisplatin sehen kann.
Sowohl der Anteil an kondensierter DNA (Hoechst-Kanal) als auch an Pl positiven Zellen
nimmt dabei ab. Auch féllt der deutliche Rickgang der lebenden Zellen aufgrund der

Durchlicht Hoechst 33342 Propidium lodid

Abbildung  3-2:  A549
Zellen weisen nach CDDP-
Behandlung die typischen
apoptotischen  Merkmale
auf. A549 Zellen wurden
mit 50 und 100 uM CDDP
versetzt. Nach 24 und 48h
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Cisplatin-Behandlung auf, verglichen mit den Kontrollzelllen. Bei 48-stiindiger Behand-
lung mit 50 und 100 uM Cisplatin ist der in Bezug auf den 24 Stunden Zeitwert gestiegene
Anteil an spdtapoptotischen und nekrotischen Zellen aus den vielen Pl positiven Zellen

gut ersichtlich.

3.1.2 Der klassische LDH Test bestatigt die Mikroskopie-Ergebnisse

Die erhaltenen mikroskopischen Daten wurden anschliefend mithilfe eines Toxizitats-
tests, dem Laktat Dehydrogenase (LDH) Test, validiert (Abbildung 3-3A). Der Test beruht
auf dem kolorimetrischen Nachweis von freigesetzer LDH als Indikator fir eine zerstorte
Membran. Die Prozentangabe relativ zu Positivkontrolle (Triton X-100) quantifiziert den
Anteil an membrangeschadigten Zellen. Beim Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit
denen der Mikroskopie sollten daher nur die spatapoptotischen und nekrotischen Zellen
(Abbildung 3-3B) betrachtet werden. Dabei fallt auf, dass die Werte im LDH Test im All-
gemeinen etwas hoher ausfallen, vor allem in der Kontrolle. Dennoch zeigen die beiden
Methoden vergleichbare Ergebnisse: Die 24 stiindige Inkubation der A549 Zellen mit 50
und 100 uM Cisplatin erhoht bei beiden Assays den Anteil an membrangeschadigten Zel-
len auf jeweils etwa 20 %. Die Behandlung mit 100 uM Cisplatin resultiert in der gleichen
Menge an freigesetztem LDH wie nach 50 uM Cisplatin. Demnach spiegelt es nicht die bei
der Mikroskopie beobachtete Reduktion an membrangeschadigten Zellen wieder. Nach
48 h steigt der Anteil an membrangeschadigten Zellen bei beiden Methoden auf etwa 70

% nach der Behandlung mit 50 uM Cisplatin und sinkt nach 100 uM Cisplatin auf 20-30%.



Ergebnisse 72

A 24h m48h
_ 80
X * ok ok
00
c
3 60
3
8 % %k %k
w40
T
[a)
- - * k%
20 - -
. -
Kontrolle +50uM CDDP +100uM CDDP
B spat apoptotisch M nekrotisch
g 80
C
Q
@ 60
N
g
0
+ 40
<
<
> 20 o
2 ]
g 0 —
24h 48h 24h 48h 24h 48h
Kontrolle +50uM CDDP +100uM CDDP

Abbildung 3-3: Der LDH Test bestatigt grofRtenteils die Ergebnisse der Mikroskopie. (A) A549 Zellen wurden
am folgenden Tag fir 24h und 48h mit CDDP inkubiert (50 und 100 uM). Zehn Minuten vor Ablauf der
Inkubationszeit wurden unbehandelte Zellen mit 0.1% Triton X-100 versetzt (Positivkontrollen). Anschlie-
Rend wurde der Uberstand abgenommen und der LDH Test durchgefiihrt. Die LDH Freisetzung der Proben
ist auf die maximale LDH Freisetzung der Positivkontrolle (100%) normalisiert. Die Mittelwerte stammen
aus drei individuellen Experimenten mit je 5 Replikaten (n=15) und sind zusammen mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung aufgetragen. * p < 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001. Die Signifikanzwerte beziehen sich
dabei auf die jeweilige Kontrolle. In (B) sind zum Vergleich die Mittelwerte der Anteile an spatapoptotischen
und nekrotischen Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl aus Abbildung 3-1B aufgetragen.
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3.1.3 Die durchflusszytometrische Analyse zeigt einen Arrest der A549
Zellen in der S und G2/M Phase nach Cisplatin

Nachdem in den vorangegangenen Untersuchungen der Zelltod im Vordergrund stand,
sollte die Durchflusszytometrie nun Aufschluss geben Gber den Einfluss von Cisplatin auf
den Zellzyklus der A549 Zellen. Die in Abbildung 3-1A beobachtete Lebendzellzahl-
verminderung nach CDDP Applikation ist vermutlich auf einen Zellzyklusblock zurlckzu-
fihren, da schon gezeigt wurde, dass Cisplatin den Zellzyklus arretiert (Siddik 2003). Um
dies zu Uberprifen, wurden die A549 Zellen fir 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Cisplatin behandelt bzw. fir die Positivkontrolle serumgehungert
(-FCS) und nach einer Farbung mit dem DNA-Farbstoff DAPI der Zellzyklusanalyse unter-
zogen. Der Entzug von Serum sollte einen G1 Phase Arrest der Zellen bewirken, weil die
Zellen aufgrund des Mangels an wichtigen Uberlebensfaktoren den Restriktionspunkt
nicht passieren kdnnen (Bartek & Lukas 2001), was auch beobachtet werden konnte
(Abbildung 3-4). Doch besitzen auch die Kontrollzellen schon einen grolRen Anteil an Zel-
len in der G1 Phase, sodass der Effekt nicht sehr ausgepragt ist. Cisplatin fihrt hingegen
bei niedriger Konzentration einen Arrest in der S und G2/M Phase herbei. Nach Behand-
lung mit 100 uM Cisplatin ist ein schwacher Anstieg des Anteils an Zellen in der G2/M
Phase zu vernehmen, bei 50 uM Cisplatin gibt es allerdings keinen groSen Unterschied
zur Kontrolle (Abbildung 3-4 und Abbildung 6-2K). Zusatzlich wurde eine Zunahme von
apoptotischen Zellen beobachtet, was mit den Mikroskopiedaten konform ist, wenn die
Werte hier zum Teil auch etwas hoher ausfallen (v.a. nach 100 uM) als in der Mikroskopie
(spate Apoptosen). Vermutlich ist das bedingt durch die Methodik. Die als apoptotische
Zellen erkannten Zellen besitzen als sub-G1 Zellen weniger DNA als die G1 Zellen,
wodurch es sich bei ihnen um DNA Fragmente handelt (siehe Abschnitt Durchflusszyto-
metrie im Material und Methodenteil). Es kénnte durchaus sein, dass vom Durchfluss-
zytometer mehrere zu einer Zelle gehdrende Fragmente als einzelne tote Zellen erkannt
werden, wohingegen die Auswertungssoftware der Mikroskopie (ScanR) die Fragmente

einer Zelle moglicherweise auch entsprechend als eine tote Zelle erkennen kann.
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Abbildung 3-4: Zellzyklusverteilung nach 24h CDDP-Behandlung. A549 Zellen wurden mit den angegebenen
Konzentrationen an CDDP oder mit serumfreiem Medium (-FCS) versetzt. Nach dem Abldsen der Zellen
wurden diese fixiert, mit DAPI angefarbt und der Durchflusszytometrie unterzogen. Die Werte stellen die
prozentualen Anteile der A549 Zellen in den jeweiligen Phasen des Zellzyklus bzw. Apoptose dar. Sie zeigen
die Mittelwerte +STABW aus 3 unabhéangigen Experimenten. Reprasentative Zellzyklusprofile aus einem
Experiment sowie die Zellzyklusverteilung ohne Involvierung der sub-G1 Zellen befinden sich im Anhang
(Abbildung 6-2).
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3.2  A549 H2B-GFP Zellen als Werkzeug fir die Untersuchung

der Dynamik der Apoptose

Die Apoptose stellt einen dynamischen Prozess dar, weshalb es wichtig ist keine
Informationen zu verlieren aufgrund der Beschrdankung auf den festen Zeitpunkt einer
mikros-kopischen Aufnahme. Um die zeitliche Abfolge der unterschiedlichen Apoptose-
stadien der CDDP-induzierten Apoptose ermitteln zu kdnnen, war daher ein Zeitver-
laufsexperiment unerldsslich. Die Zytotoxizitdt des DNA-Farbstoffes Hoechst, welches fir
die bisherigen Experimente genutzt wurde, stellt jedoch einen Limitierungsfaktor fir
diese Methode dar. Daher wurde die A549 Zelllinie mit dem H2B-GFP Plasmid transfiziert,
um stabile Klone zu erhalten, welche das nukleare Fusionsprotein H2B-GFP exprimieren
und somit eine Verfolgung der CDDP-induzierten Apoptose lber einen ldngeren Zeitraum
erlauben. Studien zufolge scheint das Fusionsprotein H2B-GFP keinen Einfluss auf den
Zellzyklus zu haben (Kanda et al. 1998). Dies konnte im folgenden Experiment bestatigt
werden, in dem die absoluten Zellzahlen von A549 wt und A549 H2B-GFP nach 5, 24, 48
und 72 h mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelt wurden (Abbildung 3-5). Dabei
ergeben sich flr beide untersuchten Zelllinien dhnliche Proliferationsraten. Die mittlere

Verdopplungszeit betrdagt 25h, dessen Berechnung ist unter 2.2.1 aufgefihrt.
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Abbildung 3-5: Die A549 H2B-GFP Zellen unterscheiden sich hinsichtlich der Proliferation nicht von den
A549 Zellen. A549 H2B-GFP und A549 Zellen wurden ausgesat und zu den angezeigten Zeitpunkten wurden
Bilder der Zellen am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die A549 Zellen wurden zuvor mit Hoechst ge-
farbt. Die A549 H2B-GFP Zellen wurden aufgrund der Kernfarbung mit GFP detektiert. Beide Zelllinien wur-
den anschlieBend mit der ScanR Software analysiert. Die Werte stellen Mittelwerte + Standardabweichung
(STABW) dar und reprasentieren zwei individuelle Experimente mit je 8 Replikaten (n=16). Die y-Achse ist
logarithmisch aufgetragen (Igi0). Die STABW ist aufgrund der Skalierung im Diagramm nicht sichtbar.
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Als nachstes erfolgte die Detektion von H2B-GFP sowie endogenem H2B in den A549
H2B-GFP Zellen, um Aufschluss Gber das Verhdltnis des Gberexprimierten zum endo-
genen Protein zu erhalten. Aus Abbildung 3-6 geht hervor, dass das stabil transfizierte
H2B-GFP (obere Bande) verglichen zum endogenen Protein (untere Bande) im Uber-
schuss vorkommt. Die Quantifizierung der Proteinbanden mit ImageJ ergab, dass 2,14
Mal mehr H2B-GFP als endogenes H2B vorliegt. Ein Uberschuss des Fusionsproteins kann
einerseits von Vorteil sein, denn so ware die Konkurrenz zum endogenen H2B bezlglich
des Einbaus in das Nukleosom nicht so groR, andererseits wiirde das tUberschissige, nicht
eingebaute H2B nicht linear eingebaut werden, ware jedoch trotzdem durch Mikroskopie
oder FACS Analyse detektierbar. Dies erklart womoglich, dass anhand des GFP Signals

kein typisches Zellzyklusprofil erkennbar ist (Daten nicht gezeigt).

| H2B.GFP Abbildung 3-6: Das Fusionsprotein H2B-GFP ist im Uberschuss vorhan-
den im Vergleich zum endogenen Protein. A549 H2B-GFP Zellen wur-
den lysiert und das H2B mittels Western Blot mit einem spezifischen
Antikorper detektiert. Die Ladekontrolle wurde mit einem Antikorper
gegen PCNA nachgewiesen.
w— | H2B

s | PCNA

Um sicherzustellen, dass die Klone sich auch beziglich der Cisplatin-Behandlung nicht von
den Wildtypzellen unterscheiden, wurden die Experimente zur Charakterisierung der

Cisplatin-induzierten Apoptose mit den Klonen in gleicher Weise wiederholt.
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3.2.1 Fluoreszenzmikroskopie-basierte Analyse weist konzentrations- und
zeitabhangige Cisplatin-induzierte Apoptose in den A549 H2B-GFP

Zellen nach

A549 H2B-GFP Zellen zeigen, wie auch die Wildtypzellen, einen signifikanten Rickgang
der relativen Lebendzellzahl nach Behandlung mit Cisplatin, bei beiden Zeitpunkten sowie
beiden Konzentrationen an CDDP. Auch fallt nach 48h Behandlung auf, dass die relative
Lebendzellzahl nach der Behandlung mit 100 uM CDDP ebenfalls héher ist im
Vergleich zur geringeren CDDP-Konzentration (Abbildung 3-7A und Abbildung 3-1A).
Bezlglich des Zelltodes lasst sich feststellen, dass bei der Behandlung mit 50 uM CDDP
nach 24 Stunden gleich viele der behandelten Zellen frilhapoptotisch wie spatapoptotisch
sind, ein etwas geringerer Anteil ist durch Nekrose abgestorben. Bei 100 uM CDDP hin-
gegen verhélt es sich anders: der Anteil an frilhapoptotischen Zellen ist in der Minderheit,
wahrend sich gleich viele Zellen in dem spat apoptotischen Stadium wie auch im
nekrotischen Zelltod befinden. Vergleicht man jedoch den Zelltod innerhalb der zwei
Cisplatin Konzentrationen, so gibt es keine groRen Abweichungen. Nach 48-stiindiger
Behandlung fiihren beide Konzentrationen von Cisplatin vorwiegend Nekrose herbei. Der
Anteil des Zelltodes an sich ist jedoch nach 100 uM CDDP geringer (Abbildung 3-7B). Im
Grofsen und Ganzen scheinen die A549 H2B-GFP Zellen nach 24 und 48 Stunden im Ver-
gleich zu den A549 Wildtyp Zellen jeweils fortgeschrittener im Zelltod zu sein, was sich
anhand des hoheren Anteils an toten Zellen zeigt. Auch ist der Effekt, dass 100 uM
Cisplatin weniger Zelltod induziert als 50 uM, hier erst nach 48 Stunden zu beobachten,
wohingegen dieses Phanomen bei den Wildtypzellen bereits nach 24h auftritt. Um
Unterschiede in der Auswertung auszuschlieRen, welche mit der Verwendung des GFP
Signals zur Auswertung einhergehen kdnnten, wurden die A549 H2B-GFP Zellen noch
zusatzlich mit Hoechst angeférbt. Die Auswertung mittels der Hoechst-Signale (Abbildung
6-1) weist keine wesentlichen Unterschiede auf zu derjenigen mit den GFP-Signalen,
weder beziglich der Anteile lebender Zellen der Kontrolle noch der Anteile und Arten

toter Zellen.
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Abbildung 3-7: Apoptose-Induzierung in
A549 H2B-GFP Zellen durch CDDP. A549
H2B-GFP Zellen wurden mit 50 und
100 uM CDDP versetzt. Nach weiteren 24
bzw. 48h wurden nach Farbung der Zellen
mit Pl Mikroskopiebilder akquiriert und
die Analyse mittels der Olympus ScanR
Software durchgefihrt. In (A) sind die
reprasentativen Mittelwerte der relativen
Lebendzellzahl dargestellt, wahrend (B)
den prozentualen Anteil der toten Zellen
und deren Einteilung in die beiden
Apoptosestadien sowie in den
nekrotischen Zelltod zeigt. Die Mittel-
werte entstammen einem von zwei
unabhdngigen Experimenten mit je 6
Replikaten (n=6) und sind mit der
Standardabweichung aufgetragen.
*p<0,05 ** p<0,01, *** p <0,001. Die
Signifikanzwerte beziehen sich auf die je-
weilige Kontrolle.
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Mikroskopische Merkmale der Apoptose nach Cisplatin-Behandlung auch in

A549 H2B-GFP sichtbar

Alle Merkmale der Apoptose, wie das Abrunden der Zellen oder Kondensation der DNA
sowie deren Fragmentierung konnen sowohl nach 24 als auch 48 Stunden beobachtet
werden (Abbildung 3-8). Demnach treten keine qualitativen Unterschiede zwischen den
Klonen und den A549 Wildtypzellen hinsichtlich der Cisplatin-induzierten Apoptose auf.

Das einzige was auffallt, ist der hohere Anteil an Pl positiven Zellen.
Durchlicht Propidium lodid Abbildung 3-8: A549

H2B-GFP Zellen weisen
nach CDDP-Behandlung
Kontrolle die typischen apoptoti-
schen Merkmale auf.
A549 H2B-GFP Zellen
wurden mit 50 und 100

UM CDDP  behandelt
und nach 24 bzw. 48h

).

‘ Inkubation mit Hoechst/
Sl e Pl angefarbt. Anschlie-
o e Rend erfolgte die Auf-

nahme der Bilder am
Fluoreszenzmikroskop
+100puM (10-fache Vergrole-

s CDDP rung). Bei den darge-
& 3 stellten Bildern handelt
; : es sich um reprasen-

tative Abbildungen aus
2 Experimenten. (MaRk-
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3.2.2 Der LDH Test reproduziert die Mikroskopie-Ergebnisse qualitativ

Die mikroskopischen Daten der A549 H2B-GFP wurden ebenfalls mithilfe des LDH Testes
validiert (Abbildung 3-9). Auch hier ist die LDH Freisetzung in den Kontrollen gegentber
dem Anteil an membrangeschadigten Zellen in der Mikroskopie etwas erhéht. Im Gegen-
satz dazu ist nach der Cisplatin Behandlung die LDH Freisetzung deutlich geringer ausge-
pragt. Nach 24 Stunden werden in der Mikroskopie mit beiden Cisplatin Konzentrationen
etwa doppelt so viele membrangeschadigte Zellen detektiert wie im LDH Test. Nach 48
Stunden Behandlung mit Cisplatin (50/ 100 uM) steigt der Anteil an membrange-
schadigten Zellen, verglichen zum 24 Stunden Wert, weiter an. Auch hier fallt die LDH
Freisetzung geringer aus. Damit unterscheiden sich die erhaltenen Resultate zwar
guantitativ, nicht aber qualitativ, von denen der Mikroskopie. Im Vergleich zu den A549
Wildtyp Zellen (Abbildung 3A) fallen keine Unterschiede auf, aulRer dass nach 48h der
Anteil an membrangeschadigten Zellen nach der Behandlung mit 50 uM Cisplatin
geringerer ausfallt. Damit ist auch keine Reduktion des Anteils an membrangeschadigten

Zellen bei 100 uM gegeniber 50 uM Cisplatin zu erkennen.
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Abbildung 3-9: Der LDH Test bestétigt die Ergebnisse der Mikroskopie qualitativ. (A) Hierzu wurden A549
H2B-GFP Zellen am folgenden Tag fiir 24h und 48h mit CDDP inkubiert (50 und 100 uM). Zehn Minuten vor
Ablauf der Inkubationszeit wurden unbehandelte Zellen mit 0.1% Triton X-100 versetzt (Positivkontrollen).
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und der LDH Test durchgefihrt. Die LDH Freisetzung der
Proben ist auf die maximale LDH Freisetzung der Positivkontrolle (Triton X-100) normalisiert. Die Mittel-
werte stammen aus drei individuellen Experimenten mit je 5 Replikaten (n=15) und sind zusammen mit der
Standardabweichung aufgetragen. * p < 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001. Die Signifikanzwerte beziehen sich
dabei auf die jeweilige Kontrolle. In (B) sind zum Vergleich die Mittelwerte der Anteile an spatapoptotischen
und nekrotischen Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl aus Abbildung 3-7B aufgetragen.
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3.2.3 Die durchflusszytometrische Analyse zeigt leicht unterschiedliche
Veranderungen im Zellzyklus der A549 H2B-GFP Zellen im Vergleich
zu den A549 Zellen.

Die Daten der Durchflusszytometrie bestdtigen, dass die A549 H2B-GFP Zellen auf
Serumentzug ebenso mit einem Arrest in der G1 Phase reagieren (Abbildung 3-10) wie
schon die A549 Wildtypzellen (Abbildung 3-4). Auch hier besitzen selbst die Kontrollzellen
schon einen grofRen Anteil an Zellen in der G1 Phase. Die Behandlung mit 10 uM
Cisplatin fiihrt wie bei den A549 Zellen zum Arrest in der S Phase sowie der G2/M Phase,
jedoch befinden sich hier im Gegensatzt zu den A549 Zellen etwas mehr Zellen in der S
Phase als der G2/M Phase. Die hoheren Cisplatin Konzentrationen weisen keinen Unter-
schied zur Kontrolle auf (Abbildung 3-10 und Abbildung 6-2L), womit sich nur die mit
100 uM Cisplatin behandelten A549 H2B-GFP Zellen leicht von den Wildtypzellen unter-
scheiden. Ebenso kommt es zur konzentrationsabhangigen Erhéhung des Anteils an toten
Zellen nach der Cisplatin Behandlung, welche in etwa mit dem Anteil an toten, spata-

poptotischen Zellen in der Mikroskopie Gbereinstimmen (Abbildung 3-7).

B G1 Phase SPhase ™ G2/M Phase M apoptotisch

120,0
100,0

80,0

T -
60,0
40,0
20,0
0,0

Kontrolle -FCS +10 pM CDDP +50 uM CDDP + 100 pM CDDP

Anteil der Zellen [%]

Abbildung 3-10: Zellzyklusverteilung in den A549 H2B-GFP Zellen nach 24h CDDP-Behandlung. A549 H2B-
GFP Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an CDDP oder mit serumfreiem Medium (-FCS)
versetzt. Nach dem Abl6sen der Zellen wurden diese fixiert, mit DAPI angefarbt und der Durchflusszyto-
metrie unterzogen. Die Werte stellen die prozentualen Anteile der A549 H2B-GFP Zellen in den jeweiligen
Phasen des Zellzyklus bzw. Apoptose dar. Sie zeigen die Mittelwerte +STABW aus 3 unabhangigen Experi-
menten. Zellzyklusprofile aus einem représentativen Experiment befinden sich im Anhang.
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3.2.4 Zeitverlauf der Cisplatin-induzierten Apoptose

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die A549 H2B-GFP Zellen sich qualitativ nicht son-
derlich von den A549 Wildtypzellen unterscheiden (mit Ausnahme des Zellzyklusprofils),
wurden mit ihnen Zeitverlaufsstudien durchgefiihrt, um mehr Gber die Reihenfolge und
das Zusammenspiel der morphologischen Ereignisse wahrend der Apoptose zu erfahren,
da dieses Themengebiet noch einige ungeklarte Fragen aufwirft. Hierflir wurden die A549
H2B-GFP Zellen ausgesat, mit Cisplatin inkubiert und Uber einen Zeitraum von 24h erfolg-
ten automatisierte Mikroskopieaufnahmen der Zellen in regelmaRigen, kurzen Abstan-
den. Dabei wurde die Messung erst nach achteinhalb Stunden begonnen, weil sich aus
Vorversuchen gezeigt hatte, dass ab diesem Zeitpunkt die ersten Zellen beginnen apop-
totische Morphologien aufzuweisen. Der Zeitverlauf bestéatigt die vermutete Reihenfolge
(Taylor et al. 2008) der unterschiedlichen Stadien der Apoptose, welche in Abbildung 3-11

veranschaulicht sind:

Im Durchlicht: Zuerst rundet sich die Zelle ab (roter Pfeil; 1) gefolgt von Membranaus-

stUlpungen (2-4) und Ausbildung apoptotischer Kérperchen (5-7).

Im GFP/PI Kanal: Anhand der Intensivierung der GFP Fluoreszenz kann man beobachten,
dass die DNA teilweise zu kondensieren beginnt (2), was sich mit der Zeit verstarkt (3),

gefolgt von der Fragmentierung der DNA (4-6).

Eine neue Erkenntnis bestand darin, dass die Bildung der apoptotischen Kérperchen mit-
unter auch schon stattfindet, bevor die DNA fragmentiert und sich dann ein apop-
totisches Korperchen mit der kompletten, kondensierten DNA abschniirt (6, untere Zelle).
Zudem féllt auf, dass sobald die Membranintegritat verloren geht, die Propidiumiodid-
Farbung der DNA sichtbar wird (6) und sich ihre Intensitdt dann auch mit der Zeit ver-
starkt, wohingegen die GFP-Intensitat nachldsst bis sie nicht mehr detektierbar ist (6-7).
Dies ist einerseits sicherlich bedingt durch den Integritatsverlust der Zellmembran und
auch der Kernhiille sodass Uberschissiges H2B-GFP hinausdiffundieren kann, anderer-
seits durch die Fragmentierung der DNA, sodass sich das H2B-GFP herauslost und ausei-

nander diffundiert. AuRerdem geht hervor, dass die sichtbaren apoptotischen Prozesse
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erst nach ca. 10 Stunden einsetzen und dann relativ schnell, d.h. in weniger als einer

Stunde, abgeschlossen sind (1-5).

Durchlicht

Propidium
lodid
,’@

Merge

{"“

= £
E €
= S
Rl < i oy
o)) 0
— o
1) ~

3.11h 06min
4.11h 26min
5.11h 35min

=
=
©
)
=
=)
—
~N

1. 10h 37min

Abbildung 3-11: Aufnahmen in Apoptose gehender A549 H2B-GFP Zellen wahrend einer Zeitverlaufsstudie.
A549 H2B-GFP wurden mit 50 pM CDDP inkubiert. Nach 8,5h begann die Aufnahme der Bilder am
Mikroskop (Zeiss Axiovert 200M Fluoreszenz Mikroskop, 20-fache VergréRerung). Die Messung erstreckte
sich Uber eine Zeitspanne von 24h im Abstand von 2,5 Minuten unter Verwendung einer Inkubations-
Kammer (5% CO2, 37°C). Die Bilder zeigen die Reihenfolge der morphologischen, zytoplasmatischen und
nukledren Veranderungen wahrend der Apoptose anhand zweier Zellen. Die Aufnahmen sind reprdsentativ

flr n= 3 Experimente. (Malstab:20 um)
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3.3  Biochemische Merkmale der Cisplatin-induzierten

Apoptose in A549 Zellen

3.3.1 Kinasen und apoptotische Proteine werden nach Cisplatin-Behand-

lung aktiviert

Cisplatin fuhrt zu Venetzungen zwischen und innerhalb von DNA Strangen. Dadurch
werden verschiedene Signalwege angeschaltet (1.3.1). Um einen tieferen Einblick in die
molekulare Regulierung der Cisplatin-induzierten Apoptose in A549 Zellen zu erhalten,
wurden Kinasen und apoptotische Proteine nach 24-stindiger Cisplatin-Inkubation
mittels Western Blot Analyse untersucht. Die Aktivierung verschiedener Hauptakteure
der Cisplatin-induzierten Apoptose ist in Abbildung 3-13 dargestellt. Die Histon H2Ax
Phosphorylierung, welche normalerweise nach Doppelstrangbriichen stattfindet, konnte
ebenso gezeigt werden wie die Aktivierung der Checkpoint Kinase 1 (Chk 1). Diese spielt
eine wichtige Rolle wahrend der DNA-Schadens-Antwort und fihrt weitergehend zur
Aktivierung des , Wéachters des Genoms”, dem Transkriptionsfaktor und Tumorsuppres-
sor p53. p53 leitet verschiedene Prozesse ein, wie z.B. Zellzyklusarrest (u.a. Uber die
Aktivierung von p21), DNA-Reparatur, aber auch Apoptose. Auch die Aktivierung und
damit Stabilisierung von p53 konnte mittels Western Blot Analyse nachgewiesen werden.
Dasselbe gilt fir die Inhibition der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xl, welche
ebenfalls durch p53 reguliert werden konnen, auf direktem und indirektem Wege (Hagn
et al. 2010). Zudem sind nach der Cisplatin-Behandlung auch die Effektor Caspasen 3/ 7
/ 9 und die Initiator Caspase 8 genauso beteiligt wie das geschnittene Caspase-Substrat

Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP-1).

Aus der Literatur ist bekannt, dass MAP Kinasen (Mitogen-activated protein kinase,
MAPK) ebenfalls eine Rolle spielen in Signalwegen, welche durch Cisplatin (Siddik 2003;
Germain et al. 2010) induziert werden (Abbildung 3-12). Daher wurde die MK 2 (MAPK-
activated Protein Kinase-2) untersucht und deren Aktivierung nach Cisplatin gezeigt

(Abbildung 3-13).
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Abbildung 3-12: Ubersicht Uber die Wirkungs-
weise von Cisplatin sowie die Proteine, deren
Aktivierung in den A549 Zellen nachgewiesen
werden konnte. Das aktivierte Cisplatin bildet
DNA Addukte (v.a. intrastrand crosslinks) sobald
es in den Kern gelangt. Daraufhin werden unter-
schiedliche Signalwege eingeschaltet: einerseits
Zellzyklus-Arrest und DNA-Reparatur, anderer-
seits Apoptose, sofern der DNA-Schaden zu
ernstist. Diese kann Uber den intrinsischen Weg
geschehen (Uber p53) oder den extrinsischen
Weg (Uber Caspase 8). Die roten Markierungen
kennzeichnen die in der Westernblot Analyse
nachgewiesenen Proteine (Abbildung 3-13)

Geandert nach (Siddik 2003) °.
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molecular basis of resistance, 22(47), 7265-79. doi:10.1038/sj.0nc.1206933, copyright (2003). http://www.nature.com/onc/in-
dex.html
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Abbildung 3-13: Bestatigung der Rolle der Hauptbeteiligten in der Cisplatin-induzierten Apoptose in A549.
A549 Zellen wurden mit 50 uM CDDP fiir 24 h inkubiert. Die Aktivierung der phosphorylierten Proteine
wurde im Western Blot mit phosphospezifischen Antikdrpern, die anderen Proteine mit den ent-
sprechenden Antikorpern detektiert. Fir die Ladekontrolle wurden Antikérper gegen PCNA eingesetzt.
K Kontrolle; ® phosphoryliert

3.3.2 Hatdie Inhibierung von ATM/ATR sowie von Caspasen Einfluss auf

die Cisplatin-induzierte Apoptose?

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Chkl als auch H2Ax in A549 Zellen aktiviert
werden durch Cisplatin (Abbildung 3-13). Beide Proteine stellen Substrate von ATR
(Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) dar (Siddik 2003; Wang & Lippard 2005;
Srivastava et al. 2009), weshalb ein Inhibitor gegen ATR/ATM (Ataxia-telangiectasia mu-
tant) eingesetzt wurde, um deren Rolle in der Cisplatin-induzierten Apoptose naher zu
untersuchen. AuRerdem wurde auch der Caspase Inhibitor zZVAD-fmk (zZVAD) verwendet,
ein zellpermeabler Pan-Caspase Inhibitor. Dieser sollte Aufschluss dariber geben, ob in
den A549 Zellen auch Caspase-unabhéngige Apoptose stattfindet nach Cisplatin-Behand-
lung (Lock et al. 2007). Hierflr wurden A549 Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor vor-
behandelt und dann fir 24 h mit Cisplatin inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen am

Mikroskop betrachtet und aufgenommen.

Die Analyse der Daten ergab, dass die Inhibition von ATM/ATR per se eine signifikante
Reduktion der relativen Lebendzellzahl bewirkt, was auch fir die Dopppelbehandlung mit
Cisplatin und dem Inhibitor zutrifft (Abbildung 3-14A). Im Bezug auf den Zelltod fallt auf,
dass eine deutliche Sensibilisierung der A549 Zellen gegenlber Cisplatin eintritt
(Abbildung 3-14B). Nach Inkubation mit dem Inhibitor allein werden vor allem Zellen im
frihapoptotischen Stadium beobachtet, wie auch durch die alleinige Applikation von
Cisplatin. Die Erhéhung des Anteils an Zellen im spdtapoptotischen Stadium sowie der
Nekrosen lasst sich zudem in Abbildung 3-15C gut anhand der Zunahme der Pl-positiven

Zellen erkennen.
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Die Inhibition der Caspasen hat keinen Effekt auf die relative Lebendzellzahl (Abbildung
3-14A), fihrt jedoch zu einem deutlichen Riickgang des Zelltodes nach Cisplatin-Behand-

lung, welcher auRerdem vorwiegend friihapoptotischer Natur ist (Abbildung 3-14B).
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Abbildung 3-14: Cisplatin-induzierter Zelltod in A549 ist abhdngig von ATM/ATR sowie Caspasen. A549
Zellen wurden am dritten Tag nach dem Aussden mit CDDP inkubiert fir 24h nach 30-minUtiger Prdinkuba-
tion mit dem entsprechenden Inhibitor. Anschliefend erfolgte die Farbung der Zellen, die Akquisition der
Bilder sowie die Analyse der Daten mit der Olympus ScanR Software. (A) stellt die Mittelwerte der Lebend-
zellzahl (relativ zur Lebendzellzahl der Kontrolle) dar, wahrend (B) den prozentualen Anteil der toten Zellen
(im Bezug auf die Gesamtzellzahl der Kontrolle) und deren Einteilung in die beiden Apoptosestadien sowie
in den nekrotischen Zelltod zeigt. Die Mittelwerte entstammen zwei unabhangigen Experimenten mit je 3
Replikaten (n=6) und sind mit dem jeweiligen Standardfehler aufgetragen. * p < 0,05 ** p <0,01,
*** p <0,001. Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf die dazugehorige Kontrolle (+ bzw. — CDDP).

Die durch CDDP-induzierte Kondensation sowie das Abrunden der Zellen kénnen mit
zVAD jedoch nur zu einem gewissen Ausmal gehemmt werden, wie aus Abbildung 3-15

ersichtlich wird.
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Abbildung 3-15: Cisplatin-induzierter Zelltod in A549 wird durch ATM/ATR Inhibition erhoht, durch zVAD
herabgesetzt. A549 Zellen wurden wie in Abbildung 3-14 beschrieben, behandelt. Nach der Akquisition der
Bilder (10-fache VergroRerung) erfolgte die Analyse der Daten. Bei den dargestellten Bildern handelt es
sich um reprdsentative Abbildungen aus zwei unabhangigen Experimenten (Malstab: 50 um).
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Um eine bessere Hemmung der Caspasen zu erzielen, wurde ein weiterer Inhibitor
eingesetzt, von dem berichtet wurde, dass er weniger toxisch und effektiver sei als zZVAD,
namlch Q-VD-OPH (KuZelova et al. 2011). Die A549 Zellen wurden vor der Cisplatin
Behandlung mit Q-VD-OPH vorinkubiert. Eine eindeutige Zunahme der relativen Lebend-
zellzahl nach Cisplatin bei gleichzeitiger Inkubation mit dem Inhibitor ist zu beobachten
(Abbildung 3-16A). Doch auch das Losungsmittel (DMSO) allein hat einen schwachen Ef-
fekt zur Folge. Betrachtet man die Induktion des Zelltodes (Abbildung 3-16B), so fillt eine
leichte Abnahme des prozentualen Zelltodes nach CDDP-Behandlung in Kombination mit
DMSO auf. Dieser hemmende Effekt auf den Zelltod ist nach Vorinkubation mit
Q-VD-OPH sehr deutlich ausgepragt. Im Gegensatz zu den mit Cisplatin behandelten
Kontrollen bzw. DMSO-Kontrollen gibt es bei den Zellen mit dem Inhibitor fast nur
frihapoptotische Zellen. Diese Effekte sind auch durch die Bilder in Abbildung 3-16C ver-

anschaulicht.
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Abbildung 3-16: Inhibition der Caspasen durch Q-VD-OPH verringert den CDDP-induzierten Zelltod. A549
Zellen wurden ausgesat und am dritten Tag nach 30-minUtiger Prainkubation mit 10 uM Q-VD-OPH fur 24h
mit 50 uM CDDP inkubiert. AnschlieRend folgte die Farbung der Zellen, die Akquisition der Bilder sowie die
Analyse der Daten mit der ScanR Software. In (A) sind die Mittelwerte der Lebendzellzahl (relativ zur
Lebendzellzahl der Kontrolle) dargestellt, wahrend (B) den prozentualen Anteil der toten Zellen (im Bezug
auf die Gesamtzellzahl der Kontrolle) und deren Einteilung in die beiden Apoptosestadien sowie in den
nekrotischen Zelltod zeigt. In (C) sind reprasentative Bilder der unterschiedlichen Behandlungen abge-
bildet. Die Mittelwerte in (A) und (B) wurden aus 2 unabhdngigen Experimenten mit je 3 Replikaten
berechnet (n=6) und sind mit dem jeweiligen Standardfehler aufgetragen. * p < 0,05 ** p <0,01, ***
p < 0,001. Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf die dazugehorige Kontrolle (+ bzw. — CDDP).
(MaRstab: 50 um)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Cisplatin-induzierte Zelltod, zumindest
grolStenteils, Uber Caspasen vermittelt wird, wie durch die Hemmung des Zelltodes durch
den Einsatz von Caspase Inhibitoren deutlich wird. Dennoch kann zumindest die Abrun-
dung der Zellen nicht verhindert werden, auch nicht mit dem deutlich starker wirkenden
Q-VD-OPH. Dies deutet darauf hin, dass die Abrundung der Zelle wahrend der Cisplatin-

induzierten Apoptose teilweise unabhangig von Caspasen ist.
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Weiterhin ist eine Sensibilisierung der Zellen durch Cisplatin zu beobachten, wenn ATM/
ATR inhibiert ist. ATR und ATM werden wahrend der DNA Schadensantwort aktiviert und
aktivieren einerseits die Reparaturmaschinerie und auch den Tumorsuppressor p53 und
auch fir Cisplatin ist diese Aktivierung, zumindest von ATR aus der Literatur bekannt
(Siddik 2003; Carreras Puigvert et al. 2013b). Daher war eine solche Sensibilisierung zu
erwarten. Zudem scheint der verwendete Inhibitor demnach die ATM/ATR zu hemmen,
auch wenn seine Spezifitat in Frage gestellt wurde (Choi et al. 2011), wobei weitere
Untersuchungen diesbeziglich notwendig waren um unspezifische Effekte ganzlich aus-

zuschlielRen.
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3.4  Chemikalienscreen zur Identifizierung von Modulatoren

der Cisplatin-induzierten Apoptose

Die vorangegangene Charakterisierung der A549 Zelllinie bestatigte die Beteiligung schon
bekannter Apoptose-Mediatoren am Cisplatin-induzierten Zelltod. Um nun einen tieferen
Einblick in die Wirkung verschiedener Chemikalien auf die Cisplatin-induzierte Apoptose
zu erhalten, kamen zwei Chemikalienbibliotheken zum Einsatz: die ,Known Bioactives”
Bibliothek des Institute of Chemistry and Cell Biology (ICCB) der Harvard Universitat,
bestehend aus 480 chemischen Verbindungen, u.a. auch Medikamenten, mit bekannten
Zielstrukturen, sowie die ,,FDA (Food and Drug Administration) approved Drugs” Biblio-
thek, bestehend aus 640 Arzneimitteln mit bekannter Wirkungsweise. Letztere haben
natirlich den Vorteil, dass sie als Medikamente schon umfassenden Sicherheits- sowie
Bioverfligbarkeitstests unterzogen worden sind. Insgesamt wurden vier Chemikalien-
screens durchgeflihrt, zwei Basalscreens unter alleinigem Einsatz der Chemikalien und

zwei Doppelscreens, in welchen die Zellen einer Kombination aus Chemikalien und

Cisplatin ausgesetzt waren.

3.4.1 Substanzen, welche den basalen Zelltod in den A549 Zellen erhdhen

FUr den Basalscreen wurden die A549 Zellen ausgesat und am folgenden Tag mit den
Substanzen fir 30 Minuten vorinkubiert und anschlieRend mit Medium versetzt. Diese
Behandlung ist analog zu derjenigen im spater durchgeflihrten Dopppelscreen. Der
Basalscreen galt der Uberprifung, ob sich die Chemikalien und Medikamente in der
jeweils verwendeten Konzentration schon allein auf die Zellen hinsichtlich der Induktion
von Zelltod auswirken. Dabei wurde jede Substanz als Treffer gewertet, bei der die Anzahl
an toten Zellen im Mittel um mehr als die dreifache Standardabweichung der toten Zellen
in der Negativkontrolle (DMSQ) erhéht ist. Die Werte wurden auf den jeweiligen Mittel-
wert der Positivkontrolle aller 14 Platten normalisiert (Basalscreen 1:CDDP = 33%;

Basalscreen 2: CDDP = 39%).
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Abbildung 3-17 zeigt eine Ubersicht der Wirkung aller untersuchten Substanzen auf den
Zelltod. Dabei sind nur die Werte aus einem der Basalscreens aufgetragen. Denn zur
Ermittlung der Treffer wurden die erhaltenen Werte des induzierten Zelltodes der beiden
Screens nicht gemittelt, sondern separat ausgewertet um so die Variabilitdt der Screens

zueinander nicht zu vernachldssigen, wenn sie auch nicht besonders grol? ist.

Dabei fallt auf, dass die meisten der Chemikalien und Medikamente keinen Einfluss auf
die Zellvitalitdt auslben, d.h. die Anzahl der toten Zellen befindet sich im Bereich
zwischen den gestrichelten Linien (£ 3x STABW der DMSO-Kontrolle). Dennoch gibt es
eine betrachtliche Anzahl an Substanzen, welche zytotoxisch sind, teilweise sogar starker
als Cisplatin selbst (groRer als 1). Die Treffer werden in der folgenden Tabelle und den
Abbildungen (Tabelle 3-1; Abbildung 3-18 - Abbildung 3-20) nochmals genauer

betrachtet.
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Abbildung 3-17: Zytotoxizitat der getesteten Substanzen. Die A549 Zellen wurden mit den jeweiligen Sub-
stanzen behandelt, nach 24h mit Hoechst/PI gefarbt und am Mikroskop aufgenommen. Die Analyse der
Daten erfolgte mittels der ScanR Software. Dargestellt sind die Zelltodraten der untersuchten Substanzen,
normiert auf die Positivkontrolle CDDP (= 1) aus dem zweiten Basalscreen. Zudem sind der normierte
Mittelwert der DMSO-Kontrolle (durchgezogene Linie) sowie die Grenzwerte (+ 3x STABW der DMSO-
Kontrolle; gestrichelte Linien) aufgezeigt. Die y-Werte sind logarithmisch aufgetragen (Ige = In).

In Tabelle 3-1 sind dann die Substanzen aufgelistet, welche den basalen Zelltod der A549
Zellen in beiden Basalscreens erhéhten und damit reproduzierbar waren. Dabei handelt
es sich um insgesamt 86 Verbindungen aus den 1120 getesteten Chemikalien, wovon die
Mehrheit aus der ICCB stammt. Darunter befinden sich auch einige Krebstherapeutika,

v.a. aus der FDA Bibliothek. Um die Verteilung zu veranschaulichen, sind sie in Abbildung
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3-18 die Treffer zum einen als prozentualer Anteil aller getesteten Substanzen
dargestellt, zum anderen sind die Treffer in Krebstherapeutika und Sonstige aufgeteilt

sowie hinsichtlich ihrer Herkunft.

Tabelle 3-1: Substanzen, welche den basalen Zelltod erhéhen, eingeteilt nach Bibliothek und Anwendung.
Insgesamt wurden 1120 Chemikalien getestet. Dargestellt sind die Anzahl an reproduzierten Treffern sowie
die Menge an Krebstherapeutika unter diesen.

ICCB FDA

Anzahl getesteter Verbindungen 480 640

Reproduzierter Treffer (bezlglich der Zelltoderhéhung) 51 35

davon Krebstherapeutika 5 19
Krebstherapeutika ohne doppelt auftretende Substanzen 21

A Treffer B

m Krebstherapeutika FDA

8%

Krebstherapeutika ICCB
= Sonstige FDA

m Sonstige ICCB

Abbildung 3-18: Darstellung der Substanzen, die den Zelltod von A549 Zellen erhohen. (A) zeigt den Anteil
an Substanzen, die als Treffer eingestuft worden sind, wahrend in (B) die Treffer in Krebstherapeutika und
sonstige Substanzen eingeteilt sind, mit der Angabe der jeweiligen Bibliothek, aus der sie stammen.

Die Krebstherapeutika, die den Zelltod erhohten, sind in Abbildung 3-19 einzeln aufge-
fahrt. Im Vergleich zu Cisplatin induzierten sie meist weniger Zelltod. Es finden sich
darunter auch Zytostatika, die in der Therapie von Lungenkrebs (insbesondere , Nicht
kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC)“) eingesetzt werden: Paclitaxel, Docetaxil, Vinorel-
bin, Gemcitabin, Etoposid (nccn.org), Doxorubizin (media.chemotherapyadvisor.com)

und Mitomycin (Zarogoulidis et al. 2013). Einige der Krebstherapeutika sind in beiden
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Bibliotheken vertreten, teilweise unterscheidet sich ihr Effekt jedoch aufgrund der unter-
schiedlichen Konzentrationen, in denen sie vorliegen. Die aus der ICCB Bibliothek stam-
menden Krebstherapeutika sind jeweils etwa doppelt so hoch konzentriert wie diejenigen
aus der FDA Bibliothek. Die Einstufung der Krebstherapeutika als Treffer hinsichtlich des
Zelltodes bestatigt die Wirksamkeit der Methode.
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Abbildung 3-19: Die Krebstherapeutika in der Trefferliste zeigen die Wirksamkeit der Methode. Die A549
Zellen wurden 24h mit den Chemikalien behandelt, mit Hoechst/Pl gefdrbt und mit der automatisierten
Mikroskopie analysiert. Aufgetragen sind die Mittelwerte + die mittlere Abweichung (MITTELABW) der
Zelltodes aus den zwei Basalscreens (n=2), normiert auf den durch CDDP induzierten Zelltod. Die Namen
der Substanzen sind den Listen der Enzo Life Sciences Screen-Well Bibliotheken ,ICCB Known Bioactives
library” (BML-2840-0100) und ,FDA approved drug library” (BML-2841-0100) entnommen und daher auf
Englisch. HCPT Hydroycamptothezin.

Die Ubrigen Substanzen, die als Treffer gewertet wurden, sind in Abbildung 3-20 visuali-
siert, aufgeteilt hinsichtlich der Bibliothek, der sie entstammen. Die Treffer aus der FDA
Bibliothek (Abbildung 3-20A) induzieren weniger Zelltod im Vergleich zu Cisplatin, aus-
genommen Quinacrin, einem friher eingesetzten Antiprotozoikum, welches u.a. die
Phospholipase A2 hemmt (Wallace 1989), sowie dem Proteinsynthese-Inhibitor Puro-
mycin. Allgemein lassen sich die Treffer einteilen in Anthelminthika sowie in Mittel, wel-

che einen Einfluss auf Enzyme austben oder sonstige Effekte haben.

Im Gegensatz dazu gibt es unter den Chemikalien der ICCB Bibliothek deutlich mehr

Treffer, bei welchen es sich nicht um Krebstherapeutika handelt (Abbildung 3 20B).
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Sie kénnen in Stoffe aufgeteilt werden in Effektoren von Enzymen und Kinasen, lonen-

kanal Liganden und Substanzen mit sonstigen Effekten.

4,0
o
o
=
= 30
N
5]
£ 2,0
2Q
€
5 1,0 I CDDP
c _
A
(@] (] (] (] (] (] o Q0 ) he] _O —_ c c [J] o
A 5 > > 5 = = = = = ° [¢) = o c ‘S
S 8 R R R =2 8 8§ £ ¢ ¥ 2T § 5 & %2
© o Q = %] ()
[a) kel e kel bl N S = © 2 3 v c n = g
c c c c 3 o o k= S = =3 ] © = <
9] (7] ] (7] [im} = 5 + = - o ® S
Q Q o e} L 1%} = Q
= c S5 % g = £ xx o ¢ o
v [ @) < = o
[T - e
o =
o c
<
Antihelminthika Enzyme Sonstige
3,5
©
o 30 -
=
2 25 T
o T
3 20
+— ’
g . 1
E 7]
5 T CDDP
2 10 = =
||||” il ”il“” il ”i”
=7 w ] T
0.0 il ARRAR TITTil il
,
OVEZEACNENTINNVIDNCVOVEXVUYVGUZTCITUVECNNONCODNVGEZE
O LN SN G e L COCINS N ECMECEESC S e SC0PO S o2 E5EG
€3 B0 EN AR ES TSR T oY CCEE 5L osPEs S8 nTIRRe2TRES
ans %Eogm_ga 3c mE%O%Emgf'ﬁ{ug;%EEEENCJ\'GEgES_éSFE
<8 £82E98> £2 o0SEYER2382LcRTRER2284Lga82ESE &
25 85288 2% %25 Szis5g2T8 @205 S 28N ES =
2 (o] °f 385 TvEs =& ¥ > § s o~ £
= S = 2 S z O s -
h 5 o o o
5 =
[oR
[}
2 s
;
o ~
z
Enzyme Kinasen lonenkanal Liganden Sonstige

Abbildung 3-20: Substanzen, die den basalen Zelltod in den A549 Zellen erhéhen. Die A549 Zellen wurden
24h mit den Chemikalien behandelt, mit Hoechst/PI gefarbt und mit der automatisierten Mikroskopie
analysiert. Aufgetragen sind die Mittelwerte + MITTELABW des Zelltodes aus den zwei Basalscreens (n=2),
normiert auf den durch CDDP induzierten Zelltod. (A) stellt die Treffer aus der FDA Bibliothek dar, ausge-
nommen der Krebstherapeutika, wahrend in (B) die entsprechenden Chemikalien aus der ICCB Bibliothek
gezeigt sind. Die Namen der Substanzen sind den Listen der Enzo Life Sciences Screen-Well Bibliotheken
,ICCB Known Bioactives library” (BML-2840-0100) und ,,FDA approved drug library” (BML-2841-0100) ent-
nommen und daher auf Englisch. 17-AAG 17-Allylamino-Geldanamycin; ALLN Ac-Leu-Leu-Nle-CHO
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Die Chemikalien, welche mehr als die Halfte des durch Cisplatin-induzierten Zelltodes
herbeifihren, sind zusatzlich in Tabelle 3-2 aufgelistet, zusammen mit ihrer Wirkungsart.

Sie enstammen groflitenteils der Substanzgruppe, welche Einfluss auf Enzyme nimmt.

Dabei stellt die aufgelistete Wirkungsart oft nur eine von Mehreren dar.

Tabelle 3-2: Chemikalien, welche den basalen Zelltod um mehr als die Halfte des CDDP-induzierten Zell-
todes erhohen und deren Wirkungsart. PP Protein Phosphatase; MAP Mitogen aktivierte Protein-; PKC
Proteinkinase C; FIASMA Funktioneller Inhibitor der sauren Sphingomyelinase; TPEN N,N,N°,N°,-tetrakis(2-
Pyridylmethyl) Ethylendiamin; TRP Kanal ,Transient Receptor Potential” Kanal; N-WASP Neurales Wiskott-

Aldrich Syndrom Protein

Substanz

Wirkung

Calyculin A

Cantharidin

Okadasaure

PP2A Inhibitor

Chelerythrin

GF-109203X

Staurosporin

PKC Inhibitor

Anisomycin

Puromycin-2HCI

Proteinsynthese Inhibitor

lkarugamycin

Inhibitor der Clathrin-vermittelten

Endozytose
MG-132 Proteasom Inhibitor
NSC-95397 CDC25 Phosphatase Inhibitor

Quinacrin (Mepacrin)

Phospholipase A2

Trichostatin-A

Histon-Deacetylase Inhibitor

Anetholtrithion

Sialagogum; Choleretikum

TPEN Schwermetall Chelator
SKF-96365 TRP Kanal Inhibitor
Wiskostatin N-WASP Inhibitor
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass vor allem Inhibitoren von Phosphatasen
(PP2A/ CDC25), der Proteinkinase C sowie Stoffe, die der Proteinbiosynthese entgegen-

wirken, in den A549 Zellen basal Zelltod auslosen.

Kinasen und Phosphatasen sind durch ihre Eigenschaft, Proteine phosphorylieren oder
dephosphorylieren zu kénnen, flr die Regulierung der meisten Signalwege in der Zelle
verantwortlich (Bartek & Lukas 2003; Brognard et al. 2001; Janssens & Goris 2001;
Hanahan & Weinberg 2000). lhre Mutation kann in vielen Fallen Krebs hervorrufen bzw.
das Uberleben der Krebszellen sichern (Brognard et al. 2001; Lapenna & Giordano 2009),
sodass es nicht verwunderlich ist, sie unter den Treffern wiederzufinden. Auch fir Pro-
teinbiosynthese Inhibitoren wurde schon gezeigt, dass sie, v.a. in hohen Dosen Zelltod

herbeifihren konnen (Chang et al. 1997; Meijerman et al. 1999).

3.4.2 Substanzen, welche den Cisplatin-induzierten Zelltod in den A549

Zellen modulieren

Nachdem in den Basalscreens geklart wurde, welche der Substanzen eigenstandig schon
Zelltod induzieren, wurde als nachstes im Doppelscreen Uberprift, wie die Chemikalien
und Medikamente in der verwendeten Konzentration den Cisplatin-induzierten Zelltod
beeinflussen. Hierflir wurden die A549 Zellen wie schon in den Basalscreens ausgesat, am
nachsten Tag flir 30 Minuten mit den Chemikalien vorinkubiert und im Anschluss mit Cis-
platin behandelt. Nach 24h wurden die Zellen gefarbt, am Mikroskop aufgenommen und
die Daten anschlieRend ausgewertet. Jede Substanz, die den mittleren Zelltod durch Cis-
platin um die dreifache Standardabweichung der Positivkontrolle (CDDP) &ndert und
dessen Ergebnis im zweiten Durchgang reproduziert werden konnte, wurde als Treffer
gezahlt. Dabei wurden nur Substanzen berlcksichtigt, die in den Basalscreens nicht mehr
als 15% Zelltod verursacht haben. Die Werte sind auf die Positivkontrolle (CDDP) norma-
lisiert. Eine Ubersicht der Wirkung aller Substanzen auf den Cisplatin-induzierten Zelltod

ist in Abbildung 3-21 gezeigt. Die Treffer liegen dabei aulerhalb der Grenzwerte (+ 3x
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STABW des Cisplatin-Mittelwertes; gestrichelte Linien). Es wurden Substanzen identifi-
ziert, welche die Cisplatin-Wirkung entweder verstarken (Sensibilisatoren) oder abschwa-

chen (Suppressoren).
2,5
2,0

1,5

normierter Zelltod

0 150 300 450 600 750 900 1050

Uberprifte Substanzen

Abbildung 3-21: Wirkung getesteter Substanzen auf den Cisplatin-induzierten Zelltod. Die A549 Zellen
wurden nach der 30-minltigen Vorinkubation mit den Chemikalien fir 24h mit CDDP behandelt,
anschlieRend gefarbt und mit der automatisierten Mikroskopie analysiert. Aufgetragen sind die auf die
Positivkontrolle CDDP normierten Zelltodraten aus dem zweiten Doppelscreen, ausgenommen der Sub-
stanzen, die im Basalscreen mehr als 15% Zelltod verursachten. Zudem sind der durch CDDP induzierte
Zelltod (durchgezogene Linie) sowie die Grenzwerte (+ 3x STABW des CDDP-Mittelwertes; gestrichelte
Linien) dargestellt.

3.1.2.1 Krebstherapeutika aus der Kombinationstherapie mit Cisplatin

Insbesondere aufgrund der Resistenzentwicklung und der damit einhergehenden
Rezidive erfolgt die Behandlung der Patienten oft im Rahmen einer Kombinations-
therapie. Die in Abbildung 3-22 aufgefihrten Zytostatika werden in der Klinik bei Lungen-
krebs (NSLC bzw. SLC) haufig zusammen mit Cisplatin eingesetzt (nccn.org; Zarogoulidis
et al. 2013). Daher ist es interessant, diese separat zu betrachten. Nur Docetaxil, die
hohere Konzentration an Doxorubizin und das geringer dosierte Etoposid erhdhen den
von Cisplatin induzierten Zelltod leicht. Paclitaxel (Taxol) hat in beiden eingesetzten

Konzentrationen keinen Einfluss, wahrend Gemcitabin, Vinorelbin, die geringere Kon-
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zentration an Doxorubizin und die hohere Konzentration an Etoposid den Cisplatin-indu-

zierten Zelltod sogar supprimieren. Dabei scheint der Effekt der Kombinationspréaparate

konzentrationsabhdngig zu sein.
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Abbildung 3-22: Die Kombinationspraparate (aus den ICCB und FDA Bibliotheken) haben nur einen schwach
verstarkenden, keinen oder sogar supprimierenden Effekt auf den CDDP-induzierten Zelltod. Die A549
Zellen wurden nach 30 Minuten Vorinkubation mit den jeweiligen Substanzen fir 24h mit Cisplatin
inkubiert, anschliefend gefarbt und mit der automatisierten Mikroskopie analysiert. Aufgetragen sind die
Mittelwerte + MITTELABW des Zelltodes aus den zwei Doppelscreens (n=2), normiert auf den CDDP-indu-
zierten Zelltod. Die Namen der Substanzen sind den Listen der Enzo Life Sciences Screen-Well
Bibliotheken ,,ICCB Known Bioactives library” (BML-2840-0100) und ,FDA approved drug library” (BML-

2841-0100) entnommen und daher auf Englisch.
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Sensibilisatoren

Die Substanzen, welche den Cisplatin-induzierten Zelltod in den A549 Zellen erh6hen und
basal nur maximal 15% Zelltod aufweisen, lassen sich in sechs funktionelle Gruppen
unterteilen (Tabelle 3-3/ Abbildung 3-23):

Tabelle 3-3: Einteilung der Sensisibilisatoren in funktionelle Gruppen
Funktionelle Gruppe

1 EGF-Rezeptor Inhibitoren

2 lonenkanal Liganden

3 Inhibitoren Calcium-abhangiger Signalwege
4 Protease Inhibitoren

5 Kinase Inhibitoren

6 Sonstige

Dabei handelt es sich um insgesamt neunzehn Verbindungen, wovon die Mehrheit aus
der ICCB Bibliothek stammt. Nur Artesunat, ein Antimalaria-Medikament, Lapatinib, ein
Zytostatikum, welches in der Brustkrebs Behandlung Einsatz findet und Itraconazol, ein
Antimykotikum, sind Medikamente der FDA Bibliothek. Doch auch in der ICCB gibt es
Medikamente, welche hier auftreten, so z.B. Cyclosporin A, ein Immunsuppressivum, und
Nimesulid, welches wiederum Verwendung als Schmerzmittel findet, um nur zwei der

Medikamente zu erwahnen.
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Abbildung 3-23: Die Sensibilisatoren aus der FDA/ ICCB Bibliothek kdnnen in sechs funktionelle Gruppen
eingeteilt werden. Deren Bezeichnung ist der Tabelle 3-3 zu entnehmen. Die A549 Zellen wurden, wie schon
in Abbildung 3-22 beschrieben, behandelt und analysiert. Aufgetragen sind die Mittelwerte + MITTELABW
des Zelltodes aus den zwei Basalscreens sowie den zwei Dopppelscreens mit jeweils 2 Replikaten (n=2),
normiert auf den CDDP-induzierten Zelltod. Die Namen der Substanzen sind den Listen der Enzo Life Sci-
ences Screen-Well Bibliotheken ,,ICCB Known Bioactives library” (BML-2840-0100) und ,,FDA approved drug
library” (BML-2841-0100) entnommen und daher auf Englisch.

Suppressoren

Auch die 57 Suppressoren, welche den Cisplatin-induzierten Zelltod der A549 Zellen
verringern und basal maximal 15% Zelltod induzieren, lassen sich in neun funktionelle
Gruppen zusammenfassen (Abbildung 3-24A-D). Dabei bestatigen Substanzen, welche
Kinasen hemmen, wie z.B. der Inhibitor der c-Jun N-terminale Kinase SP 600125, oder
Antioxidantien, wie Curcumin und Ergothionein, die jeweilige Rolle der Kinasen oder
Antioxidantien in bekannten Cisplatin-induzierten Apoptose Signalwegen (Siddik 2003;
Francescato et al. 2007; Pereira et al. 2013). Sie bekraftigen demnach auch die Wirksam-

keit der angewandten Methode.
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Abbildung 3-24: Die Suppressoren des CDDP-induzierten Zelltodes lassen sich in 9 funktionelle Gruppen
einteilen. (A) Substanzen, die G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) beeinflussen sowie funktionelle In-
hibitoren der sauren Sphingomyelinase (FIASMA), (B) Kinase- und Enzyminhibitoren, (C) lonenkanal Ligan-
den und Antioxidantien und (D) Zytostatika, Proteinsynthese (PS) Inhibitoren und sonstige. Die A549 Zellen
wurden, wie schon in Abbildung 3-22 beschrieben, behandelt und analysiert. Aufgetragen sind die Mittel-
werte + MITTELABW des Zelltodes aus den zwei Basalscreens sowie den zwei Dopppelscreens mit jeweils
zwei Replikaten (n=2), normiert auf den CDDP-induzierten Zelltod. Die Namen der Substanzen sind den
Listen der Enzo Life Sciences Screen-Well Bibliotheken ,ICCB Known Bioactives library” (BML-2840-0100)
und ,,FDA approved drug library” (BML-2841-0100) entnommen und daher auf Englisch.

Betrachtet man die Verteilung der funktionellen Gruppen innerhalb der Suppressoren
(Abbildung 3-25), so fallt auf, dass es sich bei den meisten Substanzen um Kinase
Inhibitoren handelt, gefolgt von G-Protein gekoppelte Rezeptor (GPCR) Regulatoren und
lonenkanal Liganden sowie einer Gruppe, welche als Funktionelle Inhibitoren der Sauren
Sphingomyelinase (FIASMA) zusammengefasst werden kénnen. Ingesamt sind die Treffer
jedoch relativ breit gefachert hinsichtlich ihrer Funktion. Auffallig ist auch, dass mit 25

Medikamenten fast die Halfte der Suppressoren aus der FDA Bibliothek stammt.
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= Kinase Inhibitoren (14) Abbildung 3-25: Prozentuale sowie
39 4% = GPCR Regulatoren (9) absolute Verteilung der supprimie-

renden Substanzen in unterschiedli-

= lonenkanal Liganden (8) che, funktionelle Klassen. Abgebil-
det sind alle Substanzen, welche

FIASMA (6) den Cisplatin-induzierten Zelltod
supprimieren und in den

m Sonstige (6)
Basalscreens nicht mehr als 15%

= Enzym Inhibitoren (5) Zelltod auslésen. Die Werte in
» Zytostatika (4) Klammern stellen die absolute
Anzahl dar.

m Antioxidantien (2)

m Proteinsynthese
Inhibitoren (2)

Der Glykogen Synthase Kinase-3 B (GSK-3[) Inhibitor SB-415286 stellte durch seinen sehr
starken inhibierenden Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zelltod einen interessanten
Treffer flr ndhere Charakterisierung dar. Grinde fir diese Wahl waren mitunter eine
Untersuchung, welche die Rolle des Wnt/B-Catenin Signalweges an der DNA Schadens-
regulierung in embryonalen Stammzellen hervorhebte (Carreras Puigvert et al. 2013a)
sowie die hemmende Wirkung weiterer Inhibitoren des Wnt/B-Catenin Signalweges
(GSK-3B und Casein Kinase (CK) Inhibitoren) (Abbildung 6-3). Allein weist der Inhibitor
SB-415286 keinen Effekt auf den Zelltod der A549 Zellen auf, fiihrt jedoch in Kombination

mit Cisplatin zur deutlichen Reduktion des induzierten Zelltodes (Abbildung 3-26).

B friih apoptotisch spat apoptotisch W nekrotisch
50

40

-
30
T
10 =
0 —— — -

DMSO SB-415286 DMSO SB-415286

Anteil und Art
toter Zellen [%]

+50 uM CDDP

Basalscreen Doppelscreen

Abbildung 3-26: Der GSK-3B-Inhibitor SB-415286 setzt den CDDP-induzierten Zelltod deutlich herab. A549
Zellen wurden mit 26,5 uM SB-415286 30 Minuten lang inkubiert bevor sie fir 24h mit 50 uM CDDP versetzt
wurden. Nach der Farbung erfolgten die Aufnahme der Bilder sowie deren Analyse mittels der ScanR Soft-
ware. Aufgetragen sind die Mittelwerte der Anteile an toten Zellen (im Bezug auf die Gesamtzellzahl der
Kontrolle) und deren Einteilung in die beiden Apoptosestadien sowie in den nekrotischen Zelltod + MITTEL-
ABW der zwei Basalscreens bzw der zwei Dopppelscreens mit jeweils 2 Replikaten (n=2).
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3.5 Weiterverfolgung des GSK-3B- Inhibitors SB-415286, eines

der starksten Treffer innerhalb der Suppressoren

Die GSK-3B ist an vielen verschiedenen Signalwegen beteiligt, welche eine wichtige Rolle
in Bereichen wie Proliferation, Erneuerung von Stammzellen, Apoptose und auch Ent-
wicklung spielen. Die wichtigsten Signalwege sind dabei der Insulin Signalweg, der Wnt/B-
Catenin Signalweg sowie der Hedgehog Signalweg (Takahashi-Yanaga 2013). Es gab einige
Untersuchungen, die belegten, dass der Wnt-Signalweg in der Apoptose involviert ist
(Carreras Puigvert et al. 2013a; Gao et al. 2013). Daher war die Vermutung naheliegend,
dass die Hemmung der GSK-3B Uber den Wnt-Signalweg Einfluss auf den Cisplatin-

induzierten Zelltod nimmt.

Zur Validierung des Suppressors SB-415286 wurden die A549 Zellen mit einem anderen
GSK-3B-Inhibitor, namens 6-Bromoindirubin-3'-oxime (BIO), vorinkubiert und dann mit
Cisplatin behandelt. Die Analyse der Daten zeigt, dass der im Doppelscreen aufgetretene,
supprimierende Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zelltod mit BIO reproduziert werden
konnte (Abbildung 3-27B, Abbildung 3-26). Weiterhin gibt es auch einen positiven Effekt
auf die relative Lebendzellzahl nach der Cisplatin-Behandlung (Abbildung 3-27A).
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Abbildung 3-27: Der GSK-3R Inhibitor
BIO reduziert CDDP-induzierten Zell-
tod in den A549 Zellen und reprodu-
ziert damit den Effekt von SB-415286.
A549 Zellen wurden mit 0,5uM BIO 30
Minuten lang inkubiert bevor sie fur
24h mit 50 uM CDDP versetzt wurden.
Nach der Farbung erfolgten die Auf-
nahme der Bilder sowie deren Analyse
mittels der ScanR Software. (A) zeigt
die Mittelwerte der Lebendzellzahl (re-
lativ zur Lebendzellzahl der Kontrolle),
wahrend in (B) die prozentualen An-
teile der toten Zellen (im Bezug auf die
Gesamtzellzahl der Kontrolle) und de-
ren Einteilung in die beiden Apoptose-
stadien sowie in den nekrotischen Zell-
tod darstellt. Die Mittelwerte wurden
aus 2 unabhangigen Experimenten mit
je 4 Replikaten berechnet (n=8) und
sind mit dem jeweiligen Standardfeh-
ler aufgetragen. 0,05% DMSO dient als
Losungsmittelkontrolle far BIO.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001.
Die Signifikanzwerte beziehen sich
jeweils auf die dazugehdrige Kontrolle
(+ bzw. — CDDP).
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3.5.1 st der Effekt des Inhibitors BIO zelltypabhangig?

Als nachstes wurde Uberprift, ob die supprimierende Wirkung von BIO auch in Krebs-
zellen aus anderen Organen besteht, welche mit Cisplatin behandelt werden. Hierflr
wurden die Zelllinien Hct-116 (Kolonkarzinom) und Hela (Zervixkarzinom) mit ver-
schiedenen Konzentrationen von BIO vorinkubiert und anschlieRend fur 24h mit Cisplatin
behandelt. Die HCT-116 weisen eine Mutation im B-Catenin-Gen (CTNNB1) auf, wodurch
der Abbau des Proteins nicht stattfinden kann, oder nur vermindert, was folglich einen
erhdhten B-Catenin Level in den Zellen bewirkt (llyas et al. 1997). BIO sollte daher eher
keinen Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zelltod ausiben, da B-Catenin schon
akkumuliert vorliegt. Auch In Hela Zellen ist der Wnt/ B-Catenin Signalweg aktiviert,
allerdings aufgrund einer Uberexpression des LGRS (Leucine-rich repeat-containing G
protein-coupled receptor 5) (Chen et al. 2014). Bei einer Aktivierung des Wnt/ B-Catenin
Signalweges wird die GSK-3B durch die Rekrutierung des B-Catenin-Abbaukomplexes, be-
stehend aus GSK-3B, CKla, AXIN und APC, an den Wnt-Rezeptorkomplex (LRP
(lipoptrotein receptor-related protein)5/LRP6 und Frizzled) und durch die Bindung von
Dishevelled inhibiert (Stewart 2014). Somit ware in den Hela Zellen auch kein Effekt von
BIO zu erwarten, da GSK-3 schon inaktiv ist. Die beiden Zelllinien boten damit eine gute
Moglichkeit zur Uberpriifung, ob der Apoptose-hemmende Einfluss von BIO Uber
B-Catenin vermittelt ist. Wirde der in den A549 Zellen beobachtete Effekt also auch in
diesen zwei Zelllinien auftreten, wirde das auf die Involvierung anderer Signalwege als

den Wnt/ B-Catenin Signalweg hindeuten.

In Abbildung 3-28A ist zu erkennen, dass die Cisplatin Behandlung auch bei HCT-116
Zellen einen deutlichen Rickgang des relativen Anteils an lebenden Zellen bewirkt. Durch
die Doppelbehandlung mit 1 uM BIO und Cisplatin wird in den hoheren Konzentrationen
eine leichte Erniedrigung der Lebendzellzahl hervorgerufen, wobei die Prainkubation mit
BIO allein keinen Einfluss auf die Lebendzellzahl hat. Betrachtet man hingegen den
prozentualen Anteil an toten Zellen, so ist dieser durch die Inkubation mit 0,5 und 1 uM
BIO allein bereits leicht erhoht im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Beide BIO Kon-

zentrationen erhohen den Cisplatin-induzierten Zelltod etwas, welcher bei etwa 30% liegt
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bei 50 uM CDDP (Abbildung 3-28B). Unabhangig von der Behandlung ist der Zelltod
hauptsdchlich frihapoptotischer Natur und auch allgemein niedriger als bei den A549

Zellen bei gleicher Konzentration an Cisplatin.

Bei den Hela-Zellen fihrt die Behandlung mit BIO zu keinen grolRen Unterschieden in der
relativen Lebendzellzahl, verglichen mit den jeweiligen Kontrollen. Cisplatin
verursacht eine starke Reduktion der Lebendzellzahl (Abbildung 3-28C). In Bezug auf den
Zelltod verstéarkt die Inkubation mit 1 uM BIO den basalen Zelltod etwas, in Kombination
mit Cisplatin treten jedoch keine Unterschiede zur alleinigen Cisplatin Behandlung auf.
Im Vergleich zu den A549 und den HCT-116 scheinen die Hela Zellen mit etwa 60%
Zelltod bei einer Cisplatin-Konzentration von 40 uM, am sensitivsten gegentber Cisplatin
zu sein. Die friihe Apoptose ist hier ebenfalls die haufigste Form des Zelltodes (Abbildung
3-28D).
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Abbildung 3-28: BIO erhoht den Cisplatin-induzierten Zelltod in HCT-116 leicht, hat jedoch keinen Effekt
auf Hela Zellen. HCT-116 bzw. Hela Zellen wurden am Tag nach dem Aussden mit 0,1/0,5/1 uM BIO 30 Min
lang inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit jeweils 50 bzw. 40 uM CDDP behandelt und nach 24h ana-
lysiert. (A) zeigt die relative Lebendzellzahl der HCT-116, wahrend in (B) der prozentuale Anteil an toten
Zellen sowie dieEinteilung in die verschiedenen Stadien der Apoptose bzw. die Nekrose abgebildet sind. (C)
stellt die relative Lebendzellzahl der Hela Zellen dar, wéahrend in (D) der prozentuale Anteil an toten Zellen
sowie deren Einteilung in die verschiedenen Apoptose-Stadien bzw. in Nekrose abgebildet sind. Die Mittel-
werte wurden aus jeweils 3 unabhéngigen Experimenten mit je 4 Replikaten berechnet (n=12) und sind mit
dem jeweiligen Standardfehler aufgetragen (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte be-
ziehen sich jeweils auf die dazugehdrige Kontrolle (+ bzw. — CDDP). DMSO diente als Losungsmittelkontrolle
und hat mit 0,1% dieselbe Konzentration wie in 1 uM BIO.

Abschlielend kann festgehalten werden, dass der suppressive Effekt von BIO auf den Cis-
platin-induzierten Zelltod von der Zelllinie abhangt: In den HCT-116 sensibilisiert BIO die
Zellen etwas fur Cisplatin, wohingegen es den Cisplatin-bedingten Zelltod der Hela Zellen

nicht beeinflusst.
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3.5.2 Ist der Effekt des Inhibitors BIO Cisplatin-spezifisch?

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der BIO-Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zell-
tod vom Zelltyp abhangt, kam als nachstes die Frage auf, an welchem Schritt die Induktion
der Apoptose durch den Einsatz von BIO gehemmt wird. Daflr wurden weitere Substan-
zen verwendet, welche sich in der Art der Apoptose-Induktion unterscheiden. Die A549
Zellen wurden hierzu nach der Prdinkubation mit BIO mit Etoposid, Staurosporin oder

TNF-a / Cycloheximid behandelt.

Bei Etoposid handelt es sich um ein Derivat des Podophyllotoxins. Es inhibiert das Enzym
Topoisomerase I, welches durch einen temporaren Doppelstrangbruch die DNA ent-
windet. Die Hemmung dieses Enzyms erfolgt durch die Bindung von Etoposid an den
DNA-Topoisomerase II-Komplex, wodurch die normalerweise folgende Ligation der DNA
verhindert wird. Aufgrund der so eintretenden Akkumulation von Doppelstrangbrichen
arretiert der Zellzyklus und Apoptose wird eingeleitet (Montecucco & Biamonti 2007).

Die Behandlung mit Etoposid fuhrt in der eingesetzten Konzentration, welche durch
Vorversuche festgelegt wurde (Daten nicht gezeigt), zu einer deutlichen Reduktion der
relativen Lebendzellzahl, doch die gleichzeitige Inkubation mit BIO hat keinen Einfluss
darauf (Abbildung 3-29A). Der Zelltod, welcher durch Etoposid ausgel6st wird, wurde
groftenteils als frilhe Apoptosen identifiziert (Abbildung 3-29B). Die geringste
Konzentration von BIO erniedrigt den durch Etoposid induzierten Zelltod etwas im
Vergleich zur Positiv-Kontrolle. Zudem féllt ein leichter, konzentrationsabhéngiger

Anstieg des basalen Zelltodes durch BIO allein auf.
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Abbildung 3-29: BIO hat einen leicht hemmenden Einfluss auf den Etoposid-induzierten Zelltod, welcher
mit steigender Konzentration verloren geht. A549 Zellen wurden fir 30 Minuten mit 0,1/0,5/1 uM BIO
inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit 50 UM Etoposid versetzt und nach 24h analysiert. (A) zeigt die
relative Lebendzellzahl, wahrend in (B) der prozentuale Zelltod sowie die Einteilung in die verschiedenen
Stadien der Apoptose bzw. die Nekrose abgebildet sind. Die Mittelwerte wurden aus 3 unabhangigen
Experimenten mit je 4 Replikaten berechnet (n=12) und sind mit dem jeweiligen Standardfehler aufge-
tragen (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf die dazugeho-
rige Kontrolle (+ bzw. — CDDP). DMSO diente als Losungsmittelkontrolle und hat mit 0,1% dieselbe Kon-
zentration wie in 1uM BIO.
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Staurosporin ist ein Alkaloid, welches aus dem Bakterium Streptomyces staurosporeus
isoliert wurde. Es ist zwar ein Breitband Kinase Inhibitor, jedoch scheint es besonders die
Proteinkinase C zu hemmen (Tamaoki 1986). Es wird gewohnlich eingesetzt zur Induktion
von Apoptose, meist basierend auf der Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-
Signalweges (Wu et al. 2014; Smaili et al. 2001).

Staurosporin flhrt in der eingesetzten Konzentration, welche durch Vorversuche
ermittelt wurde (Daten nicht gezeigt), einen klaren Rickgang in der relativen Lebend-
zellzahl herbei, wahrend die gleichzeitige Inkubation mit BIO keinerlei Einfluss darauf hat
(Abbildung 3-30A). Die friihe Apoptose ist die haufigste Art, durch welche Staurosporin-
behandelte Zellen sterben. Auch ist ein leichter, konzentrationsabhangiger Anstieg des
basalen Zelltodes durch die Inkubation mit BIO zu beobachten. Die Doppelbehandlung

mit Staurosporin und BIO zeigt auch auf den Zelltod keinen Einfluss (Abbildung 3-30B).
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Abbildung 3-30: BIO hat keinen Effekt auf den Staurosporin-induzierten Zelltod. A549 Zellen wurden am
Tag nach dem Aussden mit 0,1/0,5/1uM BIO fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit
0,8uM Staurosporin versetzt und nach 24h erfolgte die Analyse. (A) zeigt die relative Lebendzellzahl,
wahrend in (B) der prozentuale Anteil an toten Zellen sowie die Einteilung in die verschiedenen Stadien
der Apoptose bzw. die Nekrose abgebildet sind. Die Mittelwerte wurden aus 2 unabhdngigen Experi-
menten mit je 4 Replikaten berechnet (n=8) und sind mit dem jeweiligen Standardfehler aufgetragen
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf die
dazugehorige Kontrolle (+ bzw. — CDDP). DMSO diente als Losungsmittelkontrolle und hat mit 0,1% die-
selbe Konzentration wie in 1uM BIO.

TNF-a ist der Ligand des Tumornekrosefaktor-Rezeptors 1 (TNFR1), welcher die Aktivie-
rung des extrinsischen Apoptose Signalweges einleiten kann. Neben der Caspase 8 stellt
der Transkriptionsfaktor NfkB ein weiteres Zielprotein des TNFR1 dar. Aktivierung von
NfkB kann u.a. mehrere anti-apoptotische Gene induzieren. Um diese Signalkaskade zu
vermeiden wurde gleichzeitig der Translationsinhibitor Cycloheximid mit inkubiert, so-
dass die Zielgene von NfkB nicht induziert werden kénnen (Wang et al. 1996) und so
primar die extrinsische Apoptose ausgelodst wird. Bei der Betrachtung der analysierten
Daten fallt auf, dass 20 uM Cycloheximid alleine die relative Lebendzellzahl schon auf
etwa die Halfte herabsetzt (Abbildung 3-31A). Durch die Behandlung mit TNF-a/ Cyclo-
heximid wird dieser Effekt noch weiter verstarkt. Bei der zusatzlichen Inkubation mit
1 uM BIO ist die Lebendzellzahl dann nochmals niedriger als bei der Positiv-Kontrolle. Der
Zelltod, welcher durch TNF-a/ Cycloheximid hervorgerufen wird, zeichnet sich vor-
wiegend durch frihe Apoptosen aus (Abbildung 3-31B). BIO erhdht den basalen Zelltod
konzentrationsabhangig und auch durch den Einsatz von Cycloheximid steigt der Zelltod
leicht an. Die Prainkubation mit 1 uM BIO sensibilisiert die Zellen etwas gegenlber der

Behandlung mit TNF-a/ Cycloheximid.
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Abbildung 3-31: 1 uM BIO erhéht den durch TNF-a/CHX induzierten Zelltod leicht. A549 Zellen wurden am
Tag nach dem Aussaen mit 0,1/0,5/1 uM BIO 30 Minuten lang inkubiert. AnschlieRend wurden sie fiir 1h
mit 20 uM CHX behandelt und dann mit 40 ng/ml humanem TNF-a versetzt. Nach 24h erfolgte die Analyse.
(A) zeigt die relative Lebendzellzahl, wahrend in (B) der prozentuale Zelltod sowie die Einteilung in die
verschiedenen Stadien der Apoptose bzw. die Nekrose abgebildet sind. Die Mittelwerte wurden aus 2 un-
abhangigen Experimenten mit je 4 Replikaten berechnet (n=8) und sind mit dem jeweiligen Standardfehler
aufgetragen (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf diedazu-
gehorige Kontrolle (+ bzw. — CDDP). DMSO diente als Losungs-mittelkontrolle und hat mit 0,1% dieselbe
Konzentration wie in 1 uM BIO.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass der suppressive Effekt von BIO auf den
induzierten Zelltod in dem MalSe nur bei Cisplatin auftritt. Bei Etoposid ist eine Tendenz
in diese Richtung erkennbar, diese lasst jedoch mit steigender Konzentration nach, im
Gegensatz zur Doppelbehandlung mit Cisplatin und BIO, bei welcher der hemmende

Effekt mit steigender Konzentration an BIO stabil blieb (Daten nicht gezeigt).
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3.5.3 Ist B-Catenin involviert in den Zelltod-inhibierenden Effekt von BIO?

Wie unter 3.5 schon erwahnt, spielt die GSK-3B u.a. eine bedeutende Rolle im Wnt/
B-Catenin Signalweg. Dabei ist GSK-3B eine der Hauptkomponenten des B-Catenin-
Abbaukomplexes. Ob B-Catenin auch unter den hier vorliegenden Bedingungen reguliert
wird, wurde mithilfe des Topflash Reportergen-Tests Uberprift. Bei diesem Test wird das
Reportergen Luziferase exprimiert, sofern der Wnt/B-Catenin Signalweg aktiv ist und
B-Catenin somit zusammen mit TCF/LEF an die Promotoren der Zielgene bindet. Diese
Luziferaseaktivitat kann dann nach Zugabe des Substrates am Luminometer gemessen
werden, wodurch es durch die im Abschnitt , Topflash-Reportergen Test” (im Material

und Methoden Teil) beschriebenen Reaktion zur Bildung von Lichtquanten kommt.

In Abbildung 3-32 ist die auf die Negativkontrolle (Topflash und Renilla Transfektion)
normierte Luziferase Aktivitdt zu sehen, welche mit der B-Catenin Aktivitat korreliert.
Diese wird durch den Einsatz von BIO allein eindeutig erhdht, sowohl in Anwesenheit als
auch Abwesenheit der Cisplatin-Behandlung. Auf diese Weise kann auf der Ebene der
Transkription bestatigt werden, dass es durch die Behandlung mit dem GSK-3B Inhibitor
wahrscheinlich zur Akkumulation von B-Catenin kommt und der Wnt/ B-Catenin Signal-
weg damit in der BIO-vermittelten Hemmung der Cisplatin-induzierten Apoptose eine
Rolle spielen kdnnte. Allerdings fallt auch auf, dass die B-Catenin-Aktivat nach der
Cisplatin-Behandlung allgemein etwas abgeschwacht ist und die Zunahme der Aktivitat

durch BIO nicht mehr mehr so ausgepragt ist.
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Abbildung 3-32: B-Catenin Aktivierung nach Prainkubation mit BIO und nach Doppelbehandlung mit CDDP.
Die A549 Zellen wurden ausgesat und am folgenden Tag mit dem Topflash-, Renilla- sowie dem LacZ-
Plasmid Uber Nacht transfiziert. Dann wurden die Zellen mit 0,5 pM BIO fir 30 Minuten vorinkubiert und
anschlieRend fir 10h weiterinkubiert (-) oder mit DMSO bzw. 50 uM Cisplatin behandelt, bevor die
Luziferase Aktivitat bestimmt wurde. Dargestellt sind die auf die Negativkontrolle (unbehandelte
Topflash/ Renilla (Top/ Ren)-Kontrolle) normalisierten Mittelwerte der Luziferaseaktivitat sowie die STABW.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf die dazugehorige
Kontrolle (- bzw. + CDDP). DMSO dient als Losungsmittelkontrolle und besitzt mit 0,05% dieselbe
Konzentration wie in den mit BIO behandelten Ansatzen.
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3.5.4 Die Depletion von B-Catenin hat keinen Einfluss auf den Cisplatin-

induzierten Zelltod

Der Hypothese zufolge flihrt die GSK 3-B Inhibition zur Akkumulation und Aktivierung von
B-Catenin, welches antiapoptotisch wirkt. Um dies nachfolgend zu validieren, wurde als
weitere Methode die RNA Interferenz verwendet. Dabei wird die B-Catenin RNA
abgebaut und damit das Protein herunterreguliert (Depletion). In Abwesenheit von
B-Catenin sollte der antiapoptotische Effekt des Inhibitors demnach auch nicht mehr zu
sehen sein. Hierfir wurden die A549 Zellen einer reversen Transfektion mit zwei
B-Catenin siRNA Sequenzen (B-Catenin 1 und 2) unterzogen. Zunachst wurden die siRNAs
in die Wells vorgelegt und anschliefend die Zellen darauf ausgesat. Nach der Vor-
inkubation mit BIO fand die Cisplatin-Applikation statt. Die Effizienz der Depletion wurde

im Anschluss an die Mikroskopie noch mittels Western Blot Analyse Uberpruft.

Abbildung 3-33A zeigt, dass durch die Herunterregulation von B-Catenin die relative
Lebendzellzahl herabgesetzt wird. Hierbei muss jedoch auch bertcksichtigt werden, dass
die siRNA gegen dsR, welche als Kontroll-siRNA eingesetzt wurde, um Effekte der Trans-
fektion selbst auszuschlielRen, bereits einen reduzierenden Effekt aufweist, wenn auch in
geringerem AusmalR. Eine weitere Reduktion ist auch durch die zusatzliche Inkubation der
B-Catenin siRNA-behandelten Zellen mit BIO sichtbar. Betrachtet man die mit Cisplatin
behandelten Zellen, so hat die Depletion von B-Catenin kaum einen Einfluss auf die
Lebendzellzahl, wohingegen BIO zu einem leichten Anstieg der Vitalitat fihrt im Vergleich
zur Positivkontrolle (DMSO+Cisplatin). Aus Abbildung 3-33B geht hervor, dass der basale
Zelltod sowohl durch dsR und den beiden B-Catenin siRNA-Sequenzen erhoht wird, als
auch durch BIO allein sowie in Kombination mit beiden B-Catenin siRNA-Sequenzen. Der
Cisplatin-induzierte Zelltod wird durch die B-Catenin Depletion leicht herabgesetzt, doch
auch hier hat dsR einen vergleichbaren Effekt. BIO fihrt, wie schon erwartet (vgl Abbil-
dung 3-27B), zum Rickgang des Zelltodes, welcher durch die Depletion von B-Catenin

allerdings nicht sonderlich beeinflusst wird.
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Abbildung 3-33: Die durch BIO verursachte Reduktion des Cisplatin-induzierten Zelltodes wird durch die
B-Catenin Depletion nicht beeinflusst. Die A549 Zellen wurden einer reversen Transfektion mit den siRNA
Sequenzen B-Catenin 1 und 2 bzw. der Kontroll-siRNA dsR unterzogen (jeweils 20 nM). Nach 48h wurden
die A549 Zellen mit 0,5 uM BIO inkubiert, bevor Cisplatin (50 uM) hinzugeflgt wurde. 24h spater wurden
die Zellen analysiert. (A) zeigt die relative Lebendzellzahl, wahrend in (B) der prozentuale Zelltod sowie die
Einteilung in die verschiedenen Stadien der Apoptose bzw. die Nekrose abgebildet sind. Die Resultate
stellen die Mittelwerte + Standardfehler aus zwei unabhangigen Experimenten mit je 4 Replikaten dar (n=8;
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils auf die dazugehorige Kon-
trolle (- bzw. + CDDP). DMSO dient als Lésungsmittelkontrolle und hat mit 0,05% dieselbe Konzentration

wie BIO.
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In Abbildung 3-34 ist die erfolgreiche Herabregulierung des B-Catenin Proteins in unbe-
handelten Zellen (links) visualisiert. Durch Cisplatin wird B-Catenin reduziert, die siRNA

bewirkt keine drastische weitere Verringerung des Proteins.

+CDDP Abbildung 3-34: Die Herunterregulation
des B-Catenin-Proteins duch beide siRNA
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Depletion von B-Catenin weder den Cispla-
tininduzierten Zelltod noch die Wirkung von BIO beeinflusst. Demnach ist die Hypothese,
dass BIO Uber die Aktivierung von B-Catenin anti-apoptotisch wirkt, eher falsch. Zudem

scheint das B-Catenin eine Rolle fiir das Uberleben der Zellen zu spielen.
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3.5.5 Die durch BIO ausgeldste Hemmung des Cisplatin-induzierten

Zelltodes ist abhangig von GSK-3f3

Aus den bisherigen Experimenten geht hervor, dass B-Catenin eher nicht der Vermittler
der durch BIO hervorgerufenen Reduktion des Cisplatin-induzierten Zelltodes ist. Daher
wurde als nachstes das Verhalten der Zellen auf die Depletion von GSK-3B hin untersucht,
um auszuschlieBen, dass die GSK 3-B-Inhibitoren einen unspezifischen Effekt zeigen. Im
Fall eines spezifischen Effektes sollte die Depletion von GSK 3-B denselben Effekt auf-
weisen, namlich die Verminderung des Cisplatin-induzierten Zelltodes. AuRerdem sollte
der Inhibitor BIO in Abwesenheit von GSK 3-B keine Wirkung mehr zeigen, weshalb die
Auswirkung der gleichzeitigen Applikation von BIO und GSK-3 Depletion getestet wurde.
Die Effizienz der Depletion wurde im Anschluss durch eine Western Blot Analyse

Uberprift.

Wie aus Abbildung 3-35A deutlich wird, bewirkt die Herunterregulation von GSK-3f eine
deutliche Abnahme der relativen Lebendzellzahl, was auch durch die zusatzliche
Inkubation von BIO unbeeinflusst bleibt. Die Kontroll-siRNA dsR besitzt ebenfalls einen
leichten Einfluss auf die Lebendzellzahl. Im Vergleich zur Positivkontrolle Cisplatin fihrt
die Vorinkubation mit BIO, wie bereits in den vorhergehenden Versuchen (Abbildung
3-27, Abbildung 3-33), zu einem Anstieg der relativen Lebendzellzahl bei gleichzeitiger
Behandlung mit Cisplatin. Im Gegensatz dazu fihrt die Depletion von GSK-3B zu einer
weiteren Erniedrigung der Lebendzellzahl nach Cisplatin-Behandlung und hebt zudem
den BIO-vermittelten Anstieg der Lebendzellzahl auf, was allerdings bereits durch dsR
auch schon bewirkt wird.

Die GSK-3B siRNA fihrt zudem eine Erhohung des Zelltodes herbei, welche durch die
gleichzeitige Anwesenheit von BIO noch verstarkt wird (Abbildung 3-35B). Die von BIO
vermittelte Hemmung des Cisplatin-induzierten Zelltodes wird in den Zellen mit der GSK-
3B siRNA aufgehoben, wahrend die Depletion von GSK-3fB allein sich nicht auf den

Cisplatin-induzierten Zelltod auswirkt.
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Abbildung 3-35: Die Herunterregulation von GSK-3f hat keinen Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zelltod,
verhindert aber die protektive Wirkung von BIO. Die A549 Zellen wurden einer reversen Transfektion mit
der siRNA gegen GSK-3B bzw. dsR unterzogen (jeweils 20 nM). Nach 48h wurden die A549 Zellen mit
0,5 uM BIO inkubiert, bevor sie mit Cisplatin (50 uM) versetzt wurden. 24h spater wurden die Zellen
gefarbt aufgenommen und analysiert. (A) zeigt die relative Lebendzellzahl, wahrend in (B) der prozentuale
Zelltod sowie die Einteilung in die verschiedenen Stadien der Apoptose bzw. die Nekrose abgebildet sind.
Die Resultate stellen die Mittelwerte + Standardfehler aus einem von zwei unabhangigen Experimenten
mit je 4 Replikaten dar (n=4; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Die Signifikanzwerte beziehen sich jeweils
auf die dazugehorige Kontrolle (- bzw. + CDDP). DMSO dient als Losungsmittelkontrolle und besitzt mit
0,05% dieselbe Konzentration wie BIO.
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In Abbildung 3-36 ist die erfolgreiche Depletion des GSK-3B Proteins veranschaulicht, so-

wohl in der Ab- als auch Anwesenheit von Cisplatin
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AbschlieRend ldsst sich zusammenfassen, dass sich die Hemmung von GSK-3f durch die
Inhibitoren SB-415286, Indirubin-3‘-oxime (Abbildung 3-24B, Abbildung 3-26 und
Abbildung 6-3) und BIO (Abbildung 3-27B) in ihrem Effekt auf den Cisplatin-induzierten
Zelltod von demjenigen unterscheidet, welcher durch die Depletion des Proteins erreicht
wurde. Wahrend alle erwdhnten Inhibitoren einen Rickgang des Cisplatin-induzierten
Zelltodes bewirken, bleibt der Zelltod durch die Depletion von GSK-3B unbeeinflusst.
Dennoch konnte auch gezeigt werden, dass sich die durch BIO hervorgerufene Reduktion
des Cisplatin-induzierten Zelltodes sowie die Erhdhung des Anteils an lebenden Zellen
nach Cisplatin Behandlung vermutlich trotzdem auf einer Wirkung der GSK-3B zurick-

fUhren l&sst.
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4 Diskussion

4.1  Charakterisierung der Wirkungsweise von Cisplatin in A549

Zellen

Der Zelltod gehort zu jedem Lebewesen genauso wie Zellwachstum. Beide missen im
Korper ausgeglichen sein, sonst kdnnen Krankheiten, wie zB Krebs, enstehen (Taylor et
al. 2008). Die Umgehung der Apoptose stellt das Hauptmerkmal von Krebs dar. Krebs tritt
heutzutage immer hdufiger auf und Lungenkrebs gehort zu den haufigsten und
aggressivsten Formen (publications.cancerresearchuk.org). Das Tumortherapeutikum
Cisplatin ist das Mittel der Wahl bei der Bekampfung von Lungenkrebs. Es 16st in den
schnell wachsenden Krebszellen durch DNA-Schaddigung Apoptose aus, doch die
Resistenzbildung der Krebszellen gegenlber Cisplatin oder apoptotischem Zelltod im
Allgemeinen schrankt die Heilungschancen stark ein. Daher ist die Unterbindung dieser
Resistenzentwicklung von zentraler Bedeutung fir die Krebstherapie. Die Apoptose stellt
ein stark erforschtes Gebiet dar, dennoch gibt es noch Aufklarungsbedarf. Je detaillierter
der Mechanismus der Apoptose aufgeschlisselt werden kann, in diesem Falle der Cispla-
tin-induzierten Apoptose, desto eher finden sich Wege, die Effizienz der Tumortherapie

zu steigern.

4.1.1 Cisplatin fihrt einerseits zum konzentrationsabhangigen Arrest der
A549 Zellen in der S und G2/M Phase, andererseits induziert es kon-

zentrations- und zeitabhangig Apoptose.

Da Lungentumore zu den Hauptanwendungsgebieten von Cisplatin zahlen, wurde in
dieser Arbeit die humane, aus einem Adenokarzinom stammende Zelllinie A549 einge-
setzt (Lieber et al. 1976). Zur Charakterisierung des Cisplatin-induzierten Zelltodes in
A549 Zellen wurden diese mit Cisplatin behandelt und deren Reaktion hinsichtlich Zelltod

sowie Zellzyklus unter Einsatz verschiedener Methoden untersucht.
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Die in A549 Zellen induzierte Apoptose ist konzentrations- und zeitabhangig, wie anhand
der Ergebnisse der Hochdurchsatz Fluoreszenzmikroskopie und auch der Durchfluss-
zytometrie gezeigt werden konnte. Bei einer Konzentration von 50 uM Cisplatin, welche
umgerechnet in etwa der Konzentration wahrend der Therapie entspricht
(media.chemotherapyadvisor.com), treten nach etwa 8-10 Stunden die ersten Anzeichen
von Apoptose auf: die Abrundung der Zellen sowie Ausstilpungen der Membran, gepaart
mit der Kondensation der DNA. Dies liefs sich v.a. durch Zeitverlaufsstudien mit den A549
H2B-GFP Zellen nachweisen. Nach 24 Stunden befinden sich fast die Halfte aller A549
Zellen in der friihen Apoptose, welche nach weiteren 24 Stunden durch den Verlust der
Membranintegritat in die spate Apoptose Uberging (Abbildung 3-2). Zudem konnte nach
einer Inkubation von 24h mit 10 uM Cisplatin die Akkumulation von Zellen in den Zell-
zyklusphasen G2/M und auch S beobachtet werden, was sich auf den Arrest der Zellen in
den jeweiligen Phasen zurlckflhren ldsst. Damit hatten die Zellen die Mdglichkeit den
Schaden zu beheben (Wang & Lippard 2005). Der Zellzyklusarrest in diesen zwei Phasen
stellt eine schon bekannte Auswirkung der Cisplatin-Behandlung dar, welche zudem
abhangig von der Konzentration ist: Bei geringerer Konzentration tritt eigentlich eher ein
S Phase Arrest auf (Sancho-Martinez et al. 2011), wohingegen mit steigender Konzen-
tration oder auch Zeit eher ein Arrest in der G2/M Phase verursacht wird. (Siddik 2003; L
Galluzzi et al. 2012; Wang & Lippard 2005). Uberraschenderweise hat die Behandlung mit
50 uM Cisplatin in den A549 eher keinen Effekt auf deren Zellzyklusverteilung, obwohl in
der Mikroskopie ein deutlicher Riickgang der Gesamtzellzahl nach Cisplatin-Behandlung
zu beobachten ist (Daten nnicht gezeigt). Eine Erklarung kdnnte sein, dass moglicher-
weise alle Phasen in ihrer Dauer verlangert sein konnten, was sich jedoch nicht durch
Durchflusszytometrie nachweisen lassen wirde. Bei der hochsten Konzentration gibt es
allerdings einen leichten Anstieg (7%) im Anteil an G2/M Phase Anteil. Es fallt zudem auf,
dass sich bereits relativ viele Zellen in der unbehandelten Kontrolle in der G1 Phase
befinden, was sich moglicherweise durch den Grad der Konfluenz der Zellen erklaren
|asst, denn Konfluenz bzw. die dadurch resultierende Kontaktinhibition kann ebenfalls
einen G1 Phasen Arrest in den Zellen hervorrufen (Novak et al. 2002). Andererseits sind

Krebszellen auch nicht so anfallig gegeniiber Nahrstoff- und Wachstumsfaktorentzug. Die
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von Wachstumsfaktoren aktivierten Signalwege sind namlich oft aufgrund von Mutatio-
nen permanent aktiviert, so z.B. der RAS/RAF Signalweg in A549 Zellen (Kurtze et al.
2011).

Interessant war auch die Tatsache, dass die hohere Konzentration (100 uM) nur etwa die
Halfte an Zelltod hervorruft im Vergleich zur geringeren Konzentration (50 uM). Dies
spiegelt sich nach 24 Stunden v.a. in dem Anteil der frihapoptotischen Zellen wieder.
Dieser Effekt wird durch den LDH Test jedoch nicht bestatigt, da durch diesen Test nur
spatapoptotische und nekrotische Zellen detektiert werden koénnen. Erst nach 48
Stunden ist dieses Verhalten auch durch ansteigende LDH Freisetzung zu sehen. Der
Effekt konnte damit erklarbar sein, dass es durch die hohe Menge an Cisplatin zur ver-
starkten Bindung von Cisplatin an die Caspasen kommen kann, da sie durch ihre Cystein-
gruppe auch Nukelophile darstellen. Diese Bindung wirkt sich hemmend auf die Caspasen
aus, was zu vermindertem Zelltod fihren kénnte (Jin et al. 2005). Auch die Inhibition des
Natriumeinstroms, welche bei héheren Dosen an Cisplatin beobachtet wurde, kdnnte
eine mogliche Erklarung hierfir liefern (Sancho-Martinez et al. 2011). Der Einstrom von
Natrium ist ndmlich mitunter fiir den Apoptose-bedingten Volumenverlust der Zelle
verantwortlich (Sancho-Martinez et al. 2011; Bortner & Cidlowski 2003). Moglicherweise
kommt es auch zum Erliegen des Zellzyklus, sodass auch keine weitere Ansammlung von
Zellen in der G2/M Phase deutlich wird. Ahnliches wurde auch schon fiir steigende

Konzentrationen von BPDE beobachtet (Donauer 2010).

4.1.2 A549 H2B-GFP Zellen eignen sich als Werkzeug fir die Unter-

suchung der Dynamik der Apoptose

Durch Zeitverlaufsstudien sollte es moglich werden die Reihenfolge der verschiedenen
Stadien der Cisplatin-induzierten Apoptose aufzudecken. Hierzu wurden A549 Zellen mit
dem H2B-GFP Plasmid transfiziert, um stabile Klone zu generieren, welche das Fusions-
protein H2B-GFP im Zellkern exprimieren. Auf diese Weise kdnnen die Zellkerne unter
dem Fluoreszenzmikroskop ohne Zusatz von Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Kern-

farbstoffe konnen durch ihre Bindung an die DNA sowie durch den Laserstrahl im UV
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Bereich, der zur Anregung bendtigt wird, nach einer Weile Gentoxizitdt auslésen (Martin
et al. 2005).

Untersuchungen in den A549 H2B-GFP Zellen, welche parallel zu den Experimenten in
den A549 Wildtypzellen durchgeflhrt wurden, zeigen, dass es keine qualitativen Unter-
schiede hinsichtlich der Cisplatin-induzierten Apoptose gibt.

Die in den A549 H2B-GFP durchgefiihrten Zeitverlaufsstudien nach Cisplatin Behandlung
bestatigen, dass die apoptotischen Vorgange wie erwartet ablaufen: Die Zellen runden
sich ab und die Membran beginnt sich abzuschntren, gefolgt von der Ausbildung apopto-
tischer Korperchen. Wahrenddessen kommt es im Zellkern zur partiellen DNA-Kondensa-
tion, welche in eine homogene Kondensation bergeht und schlieRlich in der Fragmen-
tierung der DNA resultiert (Taylor et al. 2008). Bisher war jedoch noch nicht bekannt, dass
die apoptotischen Kérperchen manchmal auch vor der DNA-Fragmentierung gebildet
werden, sodass sich die kondensierte DNA dann in nur einem der apoptotischen Kérper-
chen befindet. Dies deutet darauf hin, dass es sich dabei um zwei voneinander unabhéan-
gige Prozesse handelt. Solche Zeitverlaufsstudien sind von zentraler Bedeutung, da auf
diese Weise keine wichtigen Informationen verloren gehen kénnen, wie das bei Aufnah-
men zu einem festen Zeitpunkt vorkommen kann. Es wurde beobachtet, dass ab der Ab-
rundung der Zelle bis zur Bildung der apoptotischen Korperchen gerade einmal eine
Stunde vergeht (Abbildung 3-11:1-5).

Nach Cisplatin Behandlung des A549 H2B-GFP Klons wurde ein hdherer Anteil an spat-
apoptotischen und nekrotischen Zellen beobachtet, verglichen mit dem A549 Wildtyp.
Aufgrund der Zeitverlaufsstudien war bekannt, dass Zellen aus der spaten Apoptose in
die ,Nekrose” lGbergehen, zumindest den Phanotyp betreffend: Die anfangliche DNA-
Kondensation verschwindet namlich wieder mit der Zeit, sodass eine mit der ScanR Soft-
ware als nekrotisch detektierte Zelle auch eine spate spatapoptotische Zelle sein konnte.
Man bezeichnet diese Form der Nekrose als sekundare Nekrose (Fishelson et al. 2001).
Sie spiegelt ein Artefakt der Zellkultur wieder, der im Organismus normalerweise nicht
eintritt. Dort werden die apoptotischen Kérperchen phagozytiert, bevor deren Membran

durchlassig werden kann (Taylor et al. 2008).
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Das bedeutet, dass die A549 H2B-GFP Zellen moglicherweise einfach nur schneller in
Apoptose und anschlieRend in sekundare Nekrose geht im Vergleich zum Wildtyp, die
Apoptose selbst aber gleich verlauft, wie anhand der morphologischen Veranderungen
sowie der biochemischen Nachweise einiger Apoptose-Mediatoren, wie z.B. p53 (Daten

nicht gezeigt), erkennbar ist.

Bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen der A549 H2B-GFP Zellen stellte sich
heraus, dass bei der geringsten Konzentration (10 uM), wie erwartet (Wang & Lippard
2005), mehr Zellen einen S Phase-Arrest aufzeigen im Vergleich zum G2/M Phase Arrest
und dieser zudem etwas ausgepragter ist als bei den A549 Wildtyp Zellen, bei denen mehr
Zellen eher in der G2/M Phase arretiert sind. Doch sind die Unterschiede nicht besonders
grofs und es ist bekannt, dass Cisplatin die Zellen sowohl in der S als auch in der G2/M
Phase anhalt (Wang & Lippard 2005; Siddik 2003). Bei 50 und 100 uM Cisplatin gibt es
keinen sichtlichen Arrest in einer der Zellzyklusphasen, nur eine Anhaufung von Zellen in
der Sub-G1 Phase, also abgestorbene Zellen, welche auch die Mikroskopie und LDH Test

Ergebnisse wiederspiegeln.

4.1.3 Aktivierung von Kinasen und apoptotischen Proteinen nach Cispla-

tin Behandlung

Um auch auf molekularer Ebene Einsicht in die Regulation der Cisplatin-induzierten Vor-
gange zu erhalten, wurden Apoptose-typische Proteine in Western Blot Analysen nach-
gewiesen. Die Effekte von spezifischen Inhibitoren auf die Cisplatin-induzierte Apoptose

wurden mit der Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

Die bekannten Signalwege, welche nach Cisplatin-Applikation eingeleitet werden (Siddik
2003), konnten in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden (Abbildung 3-12 und
Abbildung 3-13): Die Histon H2Ax Phosphorylierung konnte ebenso gezeigt werden wie

die Aktivierung der Checkpoint Kinase 1 (Chk 1). Beide spielen eine wichtige Rolle bei der
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DNA-Schadens-Antwort. H2Ax wird nach Doppelstrangbrichen von ATM (Ataxia telan-
giectasia mutated protein) und ATR rasch phosphoryliert und ist an der Aktivierung der
DNA Schaden Kontrollpunkte beteiligt. Die Aktivierung der Chk 1 durch ATR
phosphoryliert wiederum den ,Wéachter des Genoms”, den Transkriptionsfaktor und
Tumorsuppressor p53. p53 leitet dann verschiedene Prozesse ein, wie z.B. Zellzyklus-
arrest (u.a. Uber die Aktivierung von p21), DNA-Reparatur, aber auch Apoptose. Wurden
ATM/ATR in den A549 Zellen inhibiert, so fihrte das zu einem Anstieg im Cisplatin-
induzierten Zelltod (Abbildung 3-14). Da ATM und ATR in der Einleitung der DNA-Schaden
Kontrollpunkte maligeblich beteiligt sind, kdbnnen die Zellen in deren Abwesenheit DNA-
Schaden akkumulieren, wodurch letztendlich vermehrt Apoptose herbeigefihrt wird. Der
Rickgang in der relativen Lebendzellzahl nach Zugabe des ATM/ATR Inhibitors Iasst sich
jedoch auch mit einem Zellzyklusblock erklaren. ATR tragt wesentlich zur Erhaltung der
genomischen Stabilitdat bei, indem es z.B. verhindert, dass ,stalled” Replikationen in
Doppelstrangbriichen enden oder aber Replikationsstress in der S Phase unterbindet. Ist
ATR jedoch inhibiert, so fragmentiert die Replikationsgabel womoglich und fiihrt so zum
Arrest am Kontrollpunkt der G2 Phase (Toledo et al. 2011). Zudem wurden nach der
Cisplatin-Behandlung auch die Reduktion der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xl
detektiert. Diese konnen durch p53 reguliert werden, auf direktem und indirektem Wege
(Hagn et al. 2010). Die Beteiligung der Effektor Caspasen 3/ 7 /9 und der Initiator Caspase
8 und damit beider Apoptose Wege (intrinsisch wie auch extrinsisch) wurde einerseits
durch die Westernblot Analyse gezeigt, andererseits konnte durch die Verwendung der
Caspase Inhibitoren zVAD und Q-VD-OPH der Zelltod verringert werden. Dennoch gelang
es nicht, durch die Verwendung der Caspase-Inhibitoren den Zelltod vollsténdig zu
verhindern, v.a. die Abrundung der Zellen und Kondensation lie8 sich nur reduzieren nicht
aber vermeiden. Dies weist auf die Beteiligung eines Caspase-unabhangigen Apoptose
Weges hin, wie er z.B. Gber AlF (Apoptosis inducing factor) stattfindet, welches Chromatin
Kondensation und Chromatin Fragmentierung im groRen Malistab herbeifiihren kann
(Susin et al. 2000). Das geschnittene Caspase-Substrat PARP-1 (Poly (ADP-Ribose) Poly-
merase 1), welches einen typischen Apoptose Marker darstellt, zeigt die Caspaseaktivitat.

Die Inhibition dieser Inaktivierung von PARP-1 durch die Caspase Inhibitoren kann jedoch
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auch die Induktion der Apoptose selbst zur Folge haben (Boulares et al. 1999), was einen
weiteren Grund fur die nicht vollstandige Verhinderung der Apoptose durch die Caspase

Inhibitoren darstellt.

Die Aktivierung der Kinase MK-2 (MAPK-activated Protein Kinase-2) wurde zudem unter
den verwendeten Bedingungen bestatigt. Aus der Literatur ist bekannt, dass MAP Kinasen
(MAPK) ebenfalls eine bedeutende Rolle spielen nach der Behandlung mit Cisplatin

(Siddik 2003; Germain et al. 2010).

4.2  Chemikalienscreen zur Identifizierung von Modulatoren
der Cisplatin-induzierten Apoptose

AnschlieRend erfolgte ein Chemikalienscreen zur Bestimmung von Modulatoren der
Cisplatin-induzierten Apoptose in A549 Zellen, um Verbindungen zu finden, in deren An-
wesenheit die Wirkung von Cisplatin entweder verstarkt oder aber abgeschwacht wird.
Beide Kategorien leisten einen Beitrag zum tieferen Verstdandnis der molekularen

Wirkungsweise von Cisplatin.

4.2.1 Substanzen mit basaler Toxizitat

Zunachst wurden die Chemikalien und Medikamente jedoch auf ihre basale Toxizitat

Uberprift, damit man spéater die Daten des Doppelscreens besser interpretieren kann.

Etwa acht Prozent der 1120 Uberpriften Substanzen hatten eine Erhéhung des basalen
Zelltodes zur Folge. Dabei stammten 46 Substanzen aus der ICCB Bibliothek und 16
Medikamente aus der FDA Bibliothek. Weiterhin wurden 24 Krebstherapeutika (aus
beiden Bibliotheken) erkannt. Deren zytotoxische Wirkung in der Krebszelllinie bestéatigt
die Wirksamkeit der verwendeten Methode. Innerhalb dieser Gruppe finden sich auch

Zytostatika, welche in der Therapie von Lungenkrebs (insbesondere NSCLC) eingesetzt
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werden: Paclitaxel, Docetaxel, Vinorelbin, Gemcitabin, Etoposid und Doxorubizin

(ncen.org). Auch Mitomycin C wird oft zusammen mit Cisplatin zur Behandlung von
Lungenkrebs eingesetzt (Wang & Lippard 2005). Interessant sind die drei Therapeutika
mit dem starksten Effekt auf den Zelltod, ndmlich Daunorubizin, Bortezomib und
Idarubizin. Daunorubizin gehort wie Doxorubizin in die Gruppe der Anthrazykline, wird
jedoch verstarkt bei der Bekampfung von akuter Leukdmie eingesetzt, doch wurde
bereits 1991 auch eine zytotoxische Wirkung auf Kleinzellige Bronchialkarzinomzellen
(SCLC) gezeigt (Jensen et al. 1991). Der Proteasom Inhibitor Bortezomib bindet und
hemmt dadurch das 26S-Proteasom. Er wird gegen das Multiple Myelom eingesetzt, doch
auch hier gab es Studien, welche die Verwendung von Bortezomib bei Lungenkrebs
indizieren (Edelman 2005; Chen et al. 2012). Idarubizin ist ein Analogon zu Daunorubizin
und findet wie dieses Einsatz bei der Behandlung von Leukdmie (Hande 1998). Auch

10-Hydroxycamptothezin (10-HCPT), ein Derivat des Camptothezin und Inhibitor der

Topoisomerase |, wird eingesetzt gegen das Ewing-Sarkom (Knochenkrebs) (Han et al.
2014) und ist bekannt flr seine Zelltodinduktion (Fei et al. 2013). Es scheint schon in
geringer Dosis Apoptose und einen Proliferationsarrest in Kolonkarzinomzellen auszu-
|6sen (Ping et al. 2006). Wahrend Camptothezin jedoch eher nicht als Krebsmedikament
eingesetzt wird, u.a. aufgrund seiner schwachen Loslichkeit, sind hingegen auch weitere
seiner Derivate, Irinotecan und Topotecan, bereits zugelassen gegen Ovarial- und Kolon-
karzinome (Oberlies & Kroll 2004), Ironotecan auch gegen NSLC (Zarogoulidis et al. 2013).
Das Chemotherapeutikum_B-Lapachon kann, wie auch Mitomycin C, der Gruppe der
Chinone zugeordnet werden und weist ebenfalls Antitumoreigenschaften auf (Middleton
et al. 2008). Erste Untersuchungen ergaben seine Wirkung als Topoisomerase | Inhibitor.
Im Gegensatz zu 10-HCPT erfolgt die Inhibition nicht durch die Stabilisierung des Topoiso-
merase | Komplexes, sondern durch die Verhinderung des Zustandekommens dieses
Komplexes, indem B-Lapachon an die Topoisomerase | selbst bindet (Li et al. 1993).
B-Lapachon scheint zudem Uber die Hyperphosphorylierung von PARP-1 spezifisch NSCLC
Zellen (Bey et al. 2007) und andere Tumorzellen abzutdten, welche NQO1
(NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1) Uberexprimieren (Bey et al. 2007; Park et al. 2014;
Chaitanya et al. 2010).
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Es war zu erwarten, dass die Mehrheit der Treffer aus der ICCB Bibliothek stammen, da
die Medikamente aus der FDA Bibliothek allesamt umfassenden Sicherheits- sowie
Bioverflgbarkeitstests unterzogen worden sind. Die dennoch auftretenden Treffer unter
den Medikamenten kdnnten den Zelltod aufgrund einer zu hohen Dosis eingeleitet

haben. Im Allgemeinen induzieren sie jedoch immer weniger Zelltod als Cisplatin selbst.

Quinacrin, ein friher eingesetztes Antiprotozoikum, welches u.a. die Phospholipase A2
hemmt (Wallace 1989), besitzt jedoch ein ahnliches Potenzial wie Cisplatin beziglich der
Zelltodinduktion. Man wiirde aufgrund seiner Wirkungsweisen (antioxidativ) eigentlich
auch keine Induktion von Zelltod vermuten. Jedoch besitzt es die Eigenschaft, dass es an
die DNA binden und damit eine Hemmung der DNA und RNA Polymerase bewirken kann
(Wallace 1989), was letztlich Apoptose einleiten wirde. Der Proteinsyntheseinhibitor
Puromycin hingegen, welcher hauptsachlich als Selektions-Antibiotikum in der Zellkultur
Einsatz findet (Vara et al. 1986; De la Luna et al. 1988), induziert sogar mehr als doppelt
soviel Zelltod im Vergleich zu Cisplatin. Es gibt schon Untersuchungen, die gezeigt haben,
dass Proteinsyntheseinhibitoren allgemein - auch Puromycin -, v.a. in hohen Dosen,

Zelltod herbeifihren (Chang et al. 1997; Davidoff & Mendelow 1992). Anetholtrithion ist

ein Sialagogum, d.h. es fordert die Speichelbildung. Es wurde beschrieben, dass es im
Hinblick auf Kolon- und Mammakarzinome chemopraventive Wirkung besitzt, indem es
u.a. detoxifizierende Enzyme aktiviert und damit in den Metabolismus von Karzinogenen
eingreift (Reddy 1996; Lubet et al. 1997). Jedoch ist nichts bekannt Gber toxische Wirkung

in Krebszellen.

Allgemein lassen sich die Substanzen mit basaler Toxizitat innerhalb der FDA Bibliothek
einteilen in Anthelminthika, also Medikamente gegen Wurmbefall, sowie in Mittel,
welche einen Einfluss auf Enzyme auslben oder sonstige Effekte haben, welche zu

unterschiedlich sind um sie zu gruppieren (Abbildung 3-20).

In der ICCB Bibliothek hingegen gibt es deutlich mehr zytotoxische Substanzen. Im

Folgenden werden allerdings nur die Substanzen diskutiert, welche den Zelltod in den
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A549 Zellen um mehr als die Halfte des Cisplatin-induzierten Zelltodes erhdhten, da dies

im Rahmen dieser Diskussion sonst zu detailliert ware.

Kinasen und Phosphatasen sind durch ihre Eigenschaft, Proteine phosphorylieren oder
dephosphorylieren zu kénnen, fir die Regulierung der meisten Signalwege in der Zelle
verantwortlich (Bartek & Lukas 2003; Brognard et al. 2001; Janssens & Goris 2001;
Hanahan & Weinberg 2000). Ihre Mutation kann in vielen Fallen Krebs hervorrufen bzw.
das Uberleben der Krebszellen sichern (Brognard et al. 2001; Lapenna & Giordano 2009),

sodass es nicht verwunderlich ist, einige Vertreter unter den Treffern wiederzufinden.

Weitere Substanzen lieBen sich zusammenfassen als Inhibitoren der Protein Phosphatase

2A (PP2A). PP2A ist als Tumorsuppressor eingestuft und daher wirde sich fir die Krebs-
behandlung eigentlich eher seine Aktivierung eignen (Perotti & Paolo 2014; Meng et al.
2015). Auch wurde gezeigt, dass der PP2A Inhibitor Okadasdure (OA), welcher sich auch

in dieser Gruppe wiederfindet, nach Injektion in Mausen zu Krebsbildung fihrt
(Seshacharyulu et al. 2014). Die ICso (die 50 prozentige, inhibitorische Konzentration) von
OA sowie der anderen zwei PP2A Inhibitoren befindet sich im Nanomolarbereich
(Seshacharyulu et al. 2014; Meng et al. 2015; Ishihara et al. 1989). Die Konzentration aller
drei in Tabelle 3-2 aufgefiihrten PP2A Inhibitoren liegt hingegen im Mikromolar-Bereich
(0,9 - 48,5 uM), weshalb die hier beobachteten Effekte eventuell auf unspezifische

Inhibition anderer Proteine zurtickzufihren sind.

Die Inhibition der Proteinkinase C (PKC) durch die drei Chemikalien Chelerythrin, GF-

109203X und Staurosporin fihrte zum Absterben der A549 Zellen. Die Funktionen der
Proteinkinase C, eine Serin/Threonin Kinase, sind sehr komplex, u.a. weil sie mit zehn ver-
schiedenen Isoenzymen durchaus unterschiedliche Auswirkung auf Zellen besitzen kann
(Basu 2001). Die PKCs ist beispielsweise eher bekannt fir ihre proapoptotische Wirkung,
wohingegen die PKCe eher das Uberleben der Zelle sicherstellt (Griner & Kazanietz 2007).
Der PKCe Level scheint zudem in Lungenkrebs und auch in A549 Zellen erhdht zu sein
(Ding et al. 2002; Caino et al. 2012). Daher wiirde eine Apoptose Induktion durch PKC

Inhibition auch Sinn ergeben, da dann der antiapoptotische Effekt wegfiele.
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Jedoch gibt es auch zahlreiche Untersuchungen, welche die Spezifitat dieser drei und
noch weiterer PKC Inhibitoren in Frage stellen, wie es in (Clerk 2001; Davies et al. 2000)

zusammengefasst wurde.

Das Alkaloid Chelerythrin scheint, wie auch hier beobachtet, Nekrose auszuldsen, v.a. in
hoheren Konzentrationen. Bei geringerer Dosis flhrt es hingegen ROS-bedingte Apoptose
herbei, jedoch unabhdngig von der PKC (Yamamoto et al. 2001).

Bei Staurosporin handelt es sich um ein Alkaloid aus dem Bakterium Streptomyces stau-
rosporeus, welches haufig Einsatz findet in der Induktion der Apoptose (Wang et al.
2009). Es ist jedoch auch bekannt, dass es auch viele andere Kinasen inhibiert (Caponigro
et al. 1997). Zudem liegt seine ICso bei 2,7 nM (Tamaoki 1986), in dem vorliegenden
Screen wurden 20,4 uM eingesetzt. Auch bei niedriger Konzentration (0,8 uM), welche
spatergehend verwendet wurde (vgl. Abbildung 3-30), wird Apoptose ausgeldst.

GF 109203X, ein Analogon des Staurosporins, wurde synthetisiert, um die Spezifitat von
Staurosporin erfolgreich zu erhohen (Toullec et al. 1991). Dennoch wurde gezeigt, dass
es neben der PKC auch die MAPK-aktivierte Proteinkinase-If (MAPKAP-IB/ Rsk-2) sowie
die p70 S6 Kinase inhibiert, welche beide durch Wachstumsfaktoren stimuliert werden
und daher moglicherweise die Proliferation beglnstigen. Thre Hemmung kdnnte dem-

nach die proapoptotische Wirkung von GF 109203X erkldren (Alessi 1997).

NSC-95397 ist ein Inhibitor der Phosphatase Cdc25 (Cell division cycle 25), welche eine
bedeutende Rolle im Voranschreiten des Zellzyklus besitzt, da es u.a. die CDK1 (Cyclin
abhangige Kinase 1) aktiviert und damit die Mitose ermoglicht (Graves et al. 2000). Wenn
Cdc25 nun inhibiert ist, kann die Zelle sich nicht teilen, was letztendlich irgendwann auch
zum Zelltod fihrt. In einem RNAI Screen wurde bereits herausgefunden, dass sie fir das
Uberleben der Zelle essentiell ist (MacKeigan et al. 2005). Der ICso von NSC-95397 gegen-
Uber Cdc25 liegt allerdings im Nanomolarbereich, wahrend im vorliegenden Screen eine
deutlich héhere Konzentration (30,6 uM) verwendet wurde. Damit Idsst sich nicht aus-
schlieRen, dass der beobachtete Effekt auf unspezifische Inhibition anderer Proteine

zurlckzufthren ist.
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Anisomycin, ein Antibiotikum aus dem Bakterium Streptomyces griseolus, ist einerseits
ein Aktivator der MAP Kinasen, vor allem der p38 (Tang et al. 2012), andererseits ist es
auch ein bekannter Inhibitor der Translation und damit der Proteinbiosynthese
(Grollmann & Walsh 1967). Die Aktiverung der MAPK p38 nach Cisplatin-Behandlung
wurde in den A549 Zellen schon nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Es wird auch haufig
eingesetzt zur Induktion der Apoptose. Auch in geringerer Konzentration (< 10 uM)
bewirkt es bereits Apoptose (Hori et al. 2008). Zudem belegen Untersuchungen, dass
Proteinsyntheseinhibitoren im Allgemeinen, v.a. in hohen Dosen, Zelltod herbeiflhren

kdnnen (Chang et al. 1997; Davidoff & Mendelow 1992).

lkarugamycin ist ein Antibiotikum aus dem Bakterium Streptomyces phaeochromogenes
(Subspezies: ikaruganensis), welches neben einer stark ausgepragten Toxizitat gegentber
Protozoen sich auch auf verschiedene Krebszelllinien toxisch auswirkt (Jomon et al. 1972;
Popescu et al. 2011). Die Zytotoxizitat in HL-60 Zellen scheint dabei Gber DNA Schadigung,
Uber eine Erhéhung des Calciumlevels sowie (iber die MAP Kinase p38 und lber Caspasen
vermittelt zu sein (Popescu et al. 2011). Zudem wird es in geringerer Dosis (10 uM) auch

als Inhibitor der Clathrin-vermittelten Endozytose eingesetzt (Bandmann et al. 2012).

Der Proteasom Inhibitor MG-132 ist schon bekannt fiir seine apoptotische Wirkung, v.a.
auf Krebszellen, und weist eine dhnliche Selektivitat und Spezifitat wie das oben erwahnte
Zytostatikum Bortezomib auf (Crawford et al. 2006). Beim Wirkmechanismus scheint bei
Myelom und Melanom Zellen die Aktivierung des proapoptotischen Proteins NOXA be-
teiligt zu sein (Qin et al. 2005). In Leukdmiezellen wurde nach Behandlung mit MG-132
eine Caspase-unabhiangige Konformationsdanderung des proapoptotischen Proteins BAX
nachgewiesen, die dann zum Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials und

letztlich zur Apoptose fihrt (Dewson et al. 2003).

Trichostatin A ist ein Fungizid und Inhibitor der Histon-Deacetylase und es gibt bereits
Untersuchungen, welche eine proapoptotische Wirkung in Leukdamiezellen suggerieren,

die auf der Inhibierung des NFkB Signalweges beruht (Fabre et al. 2014).
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TPEN, ein Schwermetallchelator, welcher zur Herabsetzung intrazelluldren Zinks und
Kupfers fuhrt (Hyun et al. 2001), 16st in verschiedenen Zellen Apoptose aus. Dies erfolgt
aufgrund der Zinkdepletion, welche u.a. die Inhibition der Caspase 3 durch Zink aufhebt
(Chimienti et al. 2001)oder aber Uber p53 und Caspase 11 die Caspase 3 aktiviert (Ra et
al. 2009; J. M. Lee et al. 2008). Doch auch die Herabsetzung des Gluthathion Levels und
damit oxidativer Stress wurde als moglicher Mechanismus der TPEN-induzierten

Apoptose vorgeschlagen (Nakatani et al. 2000).

SKF-96365 ist ein Calciumkanalinhibitor (,, Transient Receptor Potential” Kanal, TRP Kanal)
(Singh et al. 2010), welcher dazu fuhrt, dass der Calciumlevel in der Zelle sinkt, da auch
kein Calcium mehr aufgenommen werden kann um die Calciumspeicher der Zelle
aufzufallen (Liu et al. 2011). Geringere Konzentrationen an SKF-96365 (10 uM) scheinen
in A549 Zellen bereits Apoptose einzuleiten, wenn auch nur in geringem Ausmal3. Zudem
bewirkte es eine deutliche Sensibilisierung der Zellen gegentber Cisplatin (Li et al. 2013).
In der vorliegenden Arbeit hingegen reduziert es den Cisplatin-bedingten Zelltod bei einer
Konzentration von 26 uM (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise sterben die Zellen bei
héherer Konzentration an SKF-96365 zwar starker ab, was sich durch eine Untersuchung
in einer Glioblastomzelllinie bestadtigen lasst bei der dhnlich hohe Konzentrationen
verwendet wurden (Liu et al. 2011). Allerdings verhalt es sich gegenteilig in der Reaktion

auf Cisplatin-induzierten Zelltod.

Wiskostatin stellt einen Inhibitor des N-WASP (Neurales Wiskott-Aldrich Syndrom
Protein) dar, welches an der Regulation der Aktin Polymerisierung beteiligt ist (Tolliday et
al. 2006). Es gibt jedoch auch Studien, welche belegen, dass Wiskostatin unspezifisch
wirkt und die beobachteten Effekte, wie z.B. die Inhibition normaler Transportprozesse,
auf die Verringerung des ATP-Levels zurlckzufihren sind (Guerriero & Weisz 2007). Das
wirde auch erklaren, dass es in den A549 Zellen nekrotischen Zelltod auslost (Daten nicht
gezeigt) und nicht Apoptose, welche ATP benétigen wirde (Golstein & Kroemer 2007;
Taylor et al. 2008).
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Fir die Einleitung des Zelltodes in A549 Zellen scheinen demnach neben Krebsthera-
peutika auch Topoisomerase | Inhibitoren, die Proteinkinase C, ROS, die Proteinbio-
synthese der Calciumhaushalt, MAP Kinasen, NFkB und Caspasen eine tragende Rolle zu

spielen.

4.2.2 Substanzen, die den Cisplatin-induzierten Zelltod modulieren

Beim Doppelscreen wurden nur Substanzen als Treffer gewertet, welche keine basale
Toxizitat aufgewiesen haben. Dies erfolgte aus dem Grund, dass speziell Modulatoren des
Cisplatin-induzierten Apoptose gefunden werden sollten und nicht der Apoptose im
Allgemeinen. Insgesamt gab es 19 Substanzen, welche den Cisplatin-induzierten Zelltod
noch weiter verstarkten (Sensibilisatoren) und 57 Suppressoren, also Chemikalien,
welche nach Cisplatin Behandlung weniger Zelltod auslosten. Die geringere Anzahl an
Sensibilisatoren lasst sich durch die Wahl einer Konzentration an Cisplatin (50 uM)
erkldren, welche mit etwa 40% Zelltod bereits einen relativ hohen Anteil an Zelltod
hervorbringt (Abbildung 3-26). Um weitere spezifische Sensibilisatoren des Cisplatin-
induzierten Zelltodes zu identifizieren, ware es sinnvoller, eine niedrigere Cisplatin
Konzentration mit geringerer basaler Zelltodinduktion zu verwenden. Die in dieser Studie
verwendete Konzentration wurde jedoch mit dem Hintergrund ausgewahlt, um sowohl
Sensibilisatoren als auch Suppressoren zu erkennen. Abgesehen davon liegt sie im
Rahmen der zur Behandlung von Patienten mit NSCLC eingesetzten Konzentrationen
(Movsas et al. 2013) und wurde zudem auch schon in anderen, dhnlichen Screens

verwendet (Tajeddine et al. 2008; Lorenzo Galluzzi et al. 2012).

Zundachst einmal fallt auf, dass von den Chemotherapeutika, welche den Patienten in der

Kombinationstherapie zusammen mit Cisplatin verabreicht werden, nur Docetaxel, die
hohere Konzentration an Doxorubizin und das geringer dosierte Etoposid den von
Cisplatin induzierten Zelltod leicht erhéhen (Abbildung 3-22). Doxorubizin liegt mit der

verwendeten Konzentration etwa im Rahmen der Konzentration, welche in &lteren
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Studien eingesetzt wurde. Es wurde jedoch eher nicht alleine mit Cisplatin verabreicht,
sondern oft noch in Kombination mit weiteren Zytostatika, wie z.B. Cyclophosphamid,
einem Alkylans (Rapp et al. 1988). Heutzutage wird es auch eher bei Kleinzelligem
Lungenkarzinom (SLC) verabreicht, jedoch mit Cyclophosphamid und Vincristin
(media.chemotherapyadvisor.com). Gemcitabin und Vinorelbin sowie die geringere
Konzentration an Doxorubizin und die hoéhere Konzentration an Etoposid hingegen
supprimieren den Cisplatin-induzierten Zelltod sogar. Die beobachteten Abweichungen
lassen sich einerseits dadurch erklaren, dass die bei der Kombinationstherapie einge-
setzten Konzentrationen von 10 uM (Vinorelbin) bis hin zu 1,2 mM (Gemcitabin) deutlich
hoéher sind als die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen (Fossella et
al. 2003; Zalcberg et al. 1998; Gatzemeier et al. 2000; Crino et al. 1997). Hinzu kommt,
dass bei der Chemotherapie die Zytostatika flir gewohnlich auch nicht gleichzeitig
gegeben werden, sondern aufeinanderfolgend mit bis zu einer Woche Pause zwischen

den Behandlungen (nccn.org).

Sensibilisatoren

Insgesamt wurden 19 Substanzen als Sensibilisatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose
identifiziert, welche sich teilweise ihrer Funktion nach gruppieren lassen. Innerhalb der
sechs Gruppen (EGF-Rezeptor Inhibitoren, lonenkanal Liganden, Inhibitoren Calcium-
abhéangiger Signalwege, Protease Inhibitoren, Kinase Inhibitoren und Sonstige) stammen

folgende drei Medikamente aus der FDA Bibliothek:

Artesunat, welches der Malaria-Prophylaxe dient, scheint sich zudem auch auf ver-
schiedene Tumore, u.a. Melanome, toxisch auszuwirken, teilweise durch oxidativen
Stress vermittelt (Efferth 2007; Xu et al. 2011; Jiao et al. 2007; Woong et al. 2007). Da
Cisplatin bekanntlich zur Bildung von ROS flhrt (L Galluzzi et al. 2012; Florea & Busselberg
2011), kénnte der durch beide Medikamente verursachte Anstieg an oxidativen Stress in

der Zelle die Ursache fur den verstarkten Zelltod sein. In Ovarialkarzinomzellen wurde
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eine solche sensitivierende Wirkung durch erhohte Mengen an ROS auf Cisplatin-

behandelte Zellen beobachtet (Hu & Friedman 2010).

ltraconazol, ein Antimykotikum, scheint auch schon durch Antitumoraktivitat, u.a. auch
in NSCLC, auf sich aufmerksam gemacht zu haben. Im Medulloblastom wurde diese
Wirkung auf die Inhibition des Hedgehog (HH)-Signalweges zurlickgefthrt (Dirix 2014;
Aftab et al. 2012). Der sensibilisiernde Effekt der HH Inhibition auf A549 Zellen gegentber
Cisplatin lieR sich in einer durchgeftihrten Studie auf die Regulierung der EMT (epithelial-

to-mesenchymal transition) zurickfihren (Ahmad et al. 2013).

Lapatinib ist ein Zytostatikum, welches den EGFR (Epidermal growth factor receptor, HER-
1) sowie HER-2 (Human epidermal growth factor receptor 2) inhibiert (Moy et al. 2007).
Da diese in Krebszellen oft Gberexprimiert sind, u.a. auch in A549 Zellen (Diaz et al. 2010),
stellt er ein beliebtes Ziel in der Krebsbekampfung dar. Er ist v.a. fir die Behandlung von
Brustkrebs zugelassen (lto et al. 2007). Es wurde gezeigt, dass er den Zellzyklus in A549
Zellen inhibieren und Zelltod auslosen kann (Diaz et al. 2010). Trotz &hnlicher
Konzentration zeigt Lapatinib in der vorliegenden Arbeit allerdings weder einen Zell-
zyklusarrest (Daten nicht gezeigt) noch basale Toxizitat (Abbildung 3-23). Moglicherweise
fihrten abweichende Versuchsbedingungen, wie z.B. die Verwendung anderer
Methoden, zu diesen Unterschieden. Die Sensitivierung gegeniiber Cisplatin durch EGFR
Hemmmung wurde auch in anderen Krebszelllinien schon beschrieben (Hiraishi et al.
2008; Zhang et al. 2011). Die Inhibition von EGFR bzw. EGFR und HER-2 (im Fall von Lapa-
tinib) wirde die simultane Hemmung unterhalb von EGFR befindlicher, wichtiger
Vermittler u.a. zelluldren Uberlebens, wie z.B. Akt oder ERK, bedeuten, welche durch
Cisplatin selbst bereits aktiviert werden (Germain et al. 2010; Basu & Krishnamurthy
2010; Siddik 2003; Sheridan et al. 2010; Zhang et al. 2011). Wahrend Akt eher
antiapoptotisch wirkt, wurden ERK eher proapoptotische Funktionen nachgesagt, wie z.B.
die Aktivierung von p53. Doch ERK besitzt durchaus auch antiapoptotische Funktionen
(Siddik 2003; Basu & Krishnamurthy 2010; Wernyj & Morin 2004). Das wirde zur Folge
haben, dass der durch Cisplatin verursachte Eigenschutz der Zelle durch die Aktivierung

der EGFR-Akt/ERK Signalwege (Benhar et al. 2002; Arany et al. 2004) wegfiele und somit
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eine stdrkere Cisplatin-Wirkung zur Folge hatte. Allerdings darf man hierbei nicht
vernachlassigen, dass in A549 Zellen K-RAS mutiert ist, welches dem EGFR in der Signal-
kette nachgeschaltet ist, weshalb die Zellen an sich etwas resistenter gegentber EGFR
Inhibition zu sein scheinen. Lapatinib hingegen scheint mehr Zelltod auszuldsen als
Erlotinib und Gefitinib (Kurtze et al. 2011). Ein Grund hierflr kénnte die gleichzeitige
Hemmung von EGFR und HER-2 sein, welche von Lapatinib ausgeht. HER-2 stellt einer-
seits den bevorzugsten Dimerisationpartner aller anderer HER Rezeptoren dar, anderer-
seits sind HER-2 beinhaltende Heterodimere auch aktiver als andere mogliche Kom-
binationen aus HER-1 bis 4 (Zaczek et al. 2005). Durch die Hemmung von beiden
Rezeptortypen kommt es daher vermutlich zu einem starkeren Effekt, da mehr Dimere
betroffen sind von der Inihibition. Das in der ICCB Bibliothek vorkommende Lavendustin

A ist ebenfalls ein Vertreter der EGFR-Inhibitoren.

Furoxan, ein Stickstoffmonoxid Donor, wurde sogar schon an Cisplatin bzw. einem EGFR-
Inhibitor gekoppelt, um Krebszellen (Kolonkarzinom bzw. NSCLC ) abzutdten (Zhao et al.
2012; Han et al. 2013). Stickstoffmonoxid ist bereits bekannt fir seine Antitumor-
Eigenschaften, u.a. aufgrund der Inhibierung des antiapoptotischen Survivin hemmt
(Hirst & Robson 2007). Survivin wird durch Cisplatin Behandlung aktiviert, was der
Apoptose entgegenwirkt (Koberle et al. 2010), sodass dessen Hemmung durchaus den
Zelltod verstarken konnte. Stickstoffmonoxid scheint zudem auch an der Inhibition des
P-Glykoproteins (MDR1/Pgp) beteiligt zu sein. Dabei handelt es sich um einen ABC Trans-
portprotein in der Zellmembran, welches mit Resistenzbildung in vielen Tumoren in
Verbindung gebracht wurde (Fletcher et al. 2010). Letzteres kénnte auch eine Erklarung
fur die sensitivierende Eigenschaft des Calcineurin Inhibitors und Immunsuppressivums
Cyclosporin A liefern (Feske 2007), welcher ebenfalls fir seine hemmende Wirkung auf
MDR1/Pgp bekannt ist (Fletcher et al. 2010; Gottesman et al. 2002; Ross et al. 1997).
Durch die Hemmung des MDR1/Pgp kénnte es zu einer Akkumulation von Cisplatin in der
Zelle kommen und dadurch zu verstarktem Zelltod. Bisher wurde Cisplatin allerdings eher
als Substrat fur diesen Transporter ausgeschlossen (Szakdacs et al. 2006; Gottesman &

Pastan 1993) und nur als Substrat von MRP2, ABCC2, ATP7B nachgewiesen (Galluzzi et al.
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2014; L Galluzzi et al. 2012; Siddik 2003). Jedoch wurde die Erhohung der MDR1/Pgp
Expression durch Cisplatin in A549 Zellen sowie in Leber, Niere und Darm nachgewiesen
(Liang & Huang 2000; Demeule et al. 1999). Es ist auch erwiesen, dass ABC Transporter
nicht nur am Efflux von Substanzen oder Medikamenten beteiligt sind, sondern auch
weitere Funktionen besitzen. MDR1/Pgp scheint fir die Proliferation und das Uberleben
in verschiedenen Krebszelllinien erforderlich zu sein und ist auch im Lipidstoffwechsel der
Zellen involviert (Fletcher et al. 2010). Folglich liel3e sich die die Verstarkung des Cisplatin-
induzierten Zelltodes moglicherweise durch die Hemmung antiapoptotischer Wirkungen

des MDR1/Pgp erklaren.

Eine andere Gruppe stellen Protease Inhibitoren dar, genauer genommen Cathepsin

Inhibitoren (Ac-Leu-Leu-Nle-CHO und NapSul-lle-Trp-CHO (NSITC)). Cathepsine sind
Cysteinproteasen, dhnlich wie Caspasen, befinden sich jedoch nicht im Zytoplasma,
sondern innerhalb von Lysosomen, wo sie den Abbau und das Recyceln von Proteinen
vermitteln. Cathepsin B, welches vom erstgenannten Inhibitor u.a. gehemmt wird, kann
selbst schon Caspase-abhéangig Zelltod einleiten (Droga-Mazovec et al. 2008; Foghsgaard
et al. 2001), daher hatte man durch seine Hemmung eher eine Inhibition des Cisplatin-
induzierten Zelltodes vermutet, nicht dessen Erhéhung, wie das in der vorliegenden
Arbeit eintrat. Auch haben Untersuchungen gezeigt, dass die Inhibition von Cathepsin
den TNFa ausgelosten Zelltod reduzieren kann (Kroemer & Martin 2005). Diese
Diskrepanz kdnnte von der hoheren Konzentration in der vorliegenden Arbeit herrihren.
Far den anderen Inhibitor, NSITC (Cathepsin L Inhibitor ), wurde namlich nach Applikation
einer hdéheren Konzentration zytotoxische Aktivitat in Endothelzellen nachgewiesen,
wohingegen bei niedrigeren Konzentrationen nur ein G1 Phase Arrest auftrat (Rebbaa et
al. 2009). Eine andere Untersuchung zeigte allerdings, dass die Inhibition von Cathepsin
B durch den Proteasominhibitor Bortezomib zu verstarktem Zelltod fihrt (Kao et al.
2014). Als Erklarung wurde die Hemmung der Autophagie aufgefihrt, die durch Cisplatin
parallel zur Apoptose induziert wird und welche sich schitzend auf Zellen auswirkt (Kao
et al. 2014; Harhaji-Trajkovic et al. 2009; Dalby et al. 2010). Bortezomib zeigte tatsachlich

auch im vorliegenden Screen einen sensitivierenden Effekt auf den Cisplatin-induzierten
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Zelltod, ist jedoch nicht unter den Sensibilisatoren wiederzufinden, da es allein bereits
mehr als 15% basalen Zelltod ausgeldst hat, was als Grenze definiert wurde (4.2.1).

Bafilomycin Al ist ein vATPase (vacuolar ATPase) Inhibitor. Die vATPase ist eine

Protonenpumpe, welche in der Membran von intrazellularen Kompartimenten, wie z.B.
den Endosomen, oder in der Plasmamembran eingelagert ist. Sie transportiert Protonen
ATP-abhangig in intrazelluldre Kompartimente oder aus der Zelle (Jefferies et al. 2008).
Wird sie daher gehemmt, verhindert das einerseits das Ansauern der intrazellulare
Kompartimente andererseits fihrt es zum Absenken des intrazellularen pH Wertes im
Zytosol der Zelle, was u.a. Apoptose triggern kann. Es gibt zahlreiche Untersuchungen,
die belegen, dass ein hoher, intrazellularer pH Wert mit der Resistenz gegeniber Cisplatin
einhergeht und Protonenpumen in Krebszellen im Allgemeinen oft induziert sind
(Murakami et al. 2001; Stewart 2007). Unter sauren Bedingungen bindet Cisplatin
effektiver an die DNA. Dies beruht u.a. auf der Tatsache, dass das Gleichgewicht dann
eher auf Seiten der Agquaplatin(ll)-Komplexe liegt. Fiir schwacher nukleophile DNA-Basen
ist die Generierung dieses Komplexes notwendig, denn H,O Liganden kénnen sie leicht
verdrangen und so an das Platinatom binden (Ott & Gust 2006). Dies ware damit eine
mogliche Erklarung fir die héhrere Sensitivitat der Zellen gegeniber Cisplatin nach
Bafilomycin Vorinkubation. Eine andere Begrindung lage in der Inhibition der
Autophagie, welche mit der vATPase Hemmung einhergeht, oder die Inhibition des anti-
apoptotischen Proteins Mcl-1 durch Bafilomycin Al (Greene et al. 2013). Der
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Inhibitor Wortmannin besitzt ebenfalls einen inhibieren-
den Einfluss auf Autophagie (Harhaji-Trajkovic et al. 2009). Der PI3K/Akt Signalweg sichert
auRerdem das Uberleben der Zelle und ist an Resistenzentwicklungen beteiligt (L Galluzzi
et al. 2012). Es gibt auch Untersuchungen die seine Eigenschaft, verschiedene Zelllinien
gegenuber Cisplatin-Behandlung zu sensibilisieren, belegen (Pastwa et al. 2014; Zhao et

al. 2014).

H7, der andere Kinaseinhibitor neben Wortmannin, ist ein Analogon des Staurosporins

und hemmt wie dieses die PKC. Der in A549 Zellen erhéhte PKCe Level schitzt diese vor
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Apoptose (Ding et al. 2002; Caino et al. 2012) und kénnte daher die sensibilisierende

Eigenschaft von H7 auf die mit Cispatin behandelten A549 Zellen erklaren.

Sowohl BAPTA-AM, E6 Berbamin als auch Tanshinon [IA sind in Calcium-abhdngigen

Signalwege involviert. BAPTA-AM ist ein zellgangiger Calciumchelator, der den intrazellu-
laren Ca?* Level reduziert und so Cisplatin-induzierten Zelltod in A549 Zellen zu hemmen
scheint (Jones 2011). Es gibt aber auch Untersuchungen, welche darauf hindeuten, dass
die Reduktion intrazelluldren Calciums die Offnung der Orai-Kanale (CRAC, Calcium-re-
lease-activated calcium channel) und somit den Einstrom von Calcium in das Zytosol
bewirken kann, um die Ca’*-Speicher aufzufiillen (Feske 2007). Diese Erhéhung des
intrazelluldren Calciums gilt meist als Apoptose-Signal (Pinton et al. 2008). E6 Berbamin
inhibiert Calmodulin, ein Ca?*-bindendes Protein. Die Hemmung von Calmodulin scheint
Cisplatin-induzierten Zelltod zu steigern (Mine et al. 2011). Tanshinon IIA, welches den
Calcium Spiegel in Endothelzellen zu erh6hen vermochte, konnte dort Caspase-abhan-
gige Apoptose einleiten (Yang et al. 2005). Auch Cisplatin allein fihrt schon zu einem
Anstieg des Calcium-Levels im Zytosol (Florea & Bisselberg 2011; Al-taweel et al. 2014).
Dies konnte moglicherweise die Eigenschaft der drei Substanzen als Sensibilisatoren
gegenlber Cisplatin erklaren. Die Rolle von Calcium in Lungentumoren bleibt aber sehr

komplex, weil sie von vielen Faktoren abhangig ist (Yang et al. 2010).

Uber Capsazepin, einem Vertreter der lonenkanal Liganden, welcher an den TRPV 1

(Vanilloid type 1 receptor) bindet, wurde berichtet, dass es Kolonkarzinomzellen gegen-
Uber TRAIL-induzierter Apoptose sensibilisiert, Uber die Aktivierung der Todesrezeptoren
und die Herabregulierung antiapoptotischer Proteine (Sung et al. 2013) und damit jedoch
unabhangig von seiner Funktion als TRPV 1 Ligand. Die Cisplatin-bedingte Ototoxizitat hat
es allerdings TRPV 1-spezifisch gehemmt (Mukherjea et al. 2008; Yarnell 2012). Der in
den A549 beobachtete sensibilisierende Effekt ist womoglich auf unterschiedliche
Versuchsbedingungen und Zelltypen zurickzufihren. Der Kalium lonophor (Valinomy-
cin), konnte durch den Efflux von Kalium aus der Zelle, was bereits Apoptose auslésen
kann (Root et al. 2003; Krick et al. 2002; Abraham et al. 2004) - und das hat es zu einem

gewissen Grad im Basalscreen auch getan - die Zunahme im Cisplatin-induzierten Zelltod



Diskussion 145

bewirken. Es gab auch Untersuchungen, welche den sensibilisierenden Einfluss von
Kaliumionophoren auf Cisplatin-induzierte Apoptose belegen (Marklund et al. 2001). Auf
diesen Efflux beruht zudem die Verringerung des Zellvolumens wahrend der Apoptose
(Yu et al. 2001). Penitrem A hingegen ist ein Kaliumkanal Inhibitor, sollte folglich die
Apoptose eher hemmen. Es wurde jedoch auch mit der Hemmung des antiapop-
totischen Wnt/B-Catenin Signalweges in Verbindung gebracht, welcher in Tumoren oft

Uberaktiv ist (Sallam et al. 2013; Teng et al. 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die meisten der erhaltenen Sensibilisatoren in
Signalwege involviert sind, welche an der Regulation von Wachstum und Zelltod beteiligt
sind, wie z.B. der HH-Signalweg, der EGFR-Signalweg, Autophagie, ROS-induzierte Signal-
wege oder Signalwege, welche den lonenhaushalt der Zelle (v.a. Calcium und Kalium)
betreffen. Daneben gibt es auch Substanzen, welche die Akkumulation von Cisplatin in

der Zelle beeinflussen kbnnten, wie z.B. Gber Efflux Transporter (MDR1/Pgp) (Abbildung

4-1).
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Kaliumefflux Calciuminflux
Zelltod ¢, /
Hedgehog Cisplatin (uigisi/rﬁtgg)—) Zelltod ¢
\ROS N Pgp/MDR1
/ Autophagie \-———- \
Zelltod
Zelitod M
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Abbildung 4-1: Ubersicht der Sensibilisatoren auf den Cisplatin-induzierten Zelltod. Fiir Cisplatin wurde be-
reits die Generierung von ROS und der Influx von Calcium gezeigt, welche seine Apoptosewirkung unter-
stlitzen, aber auch die Aktivierung von Autophagie, Pgp/MDR1 und Akt, welche einen eher hemmenden
Einfluss auf den Cisplatin-bedingte Zelltod ausiben. Die im Screen identifizierten Sensibilisatoren flihren
zur Aktivierung von ROS und zur Erhéhung des Calciuminflux, sodass deren proapoptotische Wirkung noch
weiter verstarkt wird durch Cisplatin. Inhibitoren der Autophagie des Pgp/MDR1, des EGFR/Akt Signalwe-
ges wiirden deren antiapoptotische Wirkungen wiederum aufheben und so zu verstarkterm Cisplatin-indu-
zierten Zelltod fuhren. Die Inhibierung des antiapoptotischen Hedgehog Signalweges sowie die Aktivierung
des proapoptotischen Kaliumeffluxes wirken sich ebenfalls sensibilisierend auf den Cisplatin-induzierten
Zelltod aus. ROS Reaktive Sauerstoffspezies; Pgp/MDR1 P-Glykoprotein/Multidrug resistant 1; EGFR Epi-
dermaler Wachstumsfaktor Rezeptor

Suppressoren

Betrachtet man die Substanzen, welche den Cisplatin-induzierten Zelltod der A549 Zellen
verringern und basal maximal 15% Zelltod induzieren, so ergeben sich 57 Suppressoren,
welche sich in 9 funktionellen Gruppen zusammenfassen lassen (Abbildung 3-24). Unter
den Treffern befinden sich 25 Medikamente aus der FDA Bibliothek, wovon etwa ein
Viertel zu den FIASMA (Funktionelle Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase) und ein
Finftel zu der Gruppe der GPCR (G Protein-gekoppelter Rezeptor) Regulatoren gehort.
Es wirde den Rahmen dieser Diskussion sprengen, auf alle Substanzen einzeln einzu-
gehen, weshalb hier entweder der Vertreter mit dem starksten Effekt oder Substanzen,
welche schon bekannt sind fir ihre hemmende Wirkung auf Cisplatin oder sich auf eine
bestimmte Art hervorheben, diskutiert werden. Sofern das moglich ist, wird auch die

Gruppe an sich diskutiert.

Die GPCR stellen eine breite Gruppe an Rezeptoren dar, welche sich am Beginn vieler
unterschiedlicher Signaltransduktionsketten befinden und viele verschiedene Wirkungen
aufweisen. Es ist daher nicht verwunderlich, dass sowohl Aktivatoren als auch
Suppressoren dieser verschiedenen Rezeptoren dieselbe, supprimierende Wirkung auf
den Cisplatin-induzierten Zelltod besitzen kénnen. GPCRs stellen die haufigsten Ziel-
molekile der bekannten, von der FDA zugelassenen Medikamente dar. Anwendungsge-
biete sind beispielsweise Bluthochdruck, Migrane, Depression, Allergien, Geschwtire und
Asthma (Overington et al. 2006; Wise et al. 2002). Den GPCRs wurden kiizlich auch eine

Beteiligung an Kanzerogenese, Tumorprogression und Metastasierung zugesprochen
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(Lappano & Maggiolini 2011; O’Hayre et al. 2014). So sind in Lungenkrebs z.B. Frizzled
und der Prostaglandin E2 Rezeptor involviert (Lappano & Maggiolini 2011).

Butaclamol, ein Antidepressivum und Dopamin 2 Rezeptor Inhibitor, weist die starkste
Hemmung auf den Cisplatin-bedingten Zelltod innerhalb dieser Gruppe auf. Dopamin
Rezeptoren kommen normalerweise nur in bestimmten Teilen des Gehirns oder der
Niere, der Nebenniere oder in Blutgefalen vor (Missale et al. 1998). Auch in den A549
Zellen wurde aber der Dopamin 2 Rezeptor nachgewiesen und auch die Fahigkeit von
Dopamin Apoptose und auszuldésen (Yang-hong et al. 2011). Zudem wurde im Ovarialkar-
zinom eine Effizienzsteigerung von Dopamin gegeniber Cisplatin beobachtet. Folglich
fiele durch die Hemmung des Dopamin Rezeptors eine moglicherweise vorherschende
Dopamin-steigernde Wirkung auf den Cisplatin-induzierten Tod weg. Auch bei Clozapin
handelt es sich um einen Dopaminrezeptor Antagonist. Melatonin, das Hormon der
Zirbeldrise, welches u.a. fir den Wach/Schlafrhythmus verantwortlich ist, ist der
natirliche Ligand der Melatonin Rezeptoren (MT1/ MT;). Fir Melatonin wurde bereits in
vivo eine antioxidative Wirkung und damit einhergehend der Schutz von Neuronen vor
Cisplatin-induzierter Apoptose nachgewiesen, beruhend auf dem Schutz vor Lipidperoxi-
dation (Song et al. 2010). Propanolol gehort zu den Betablockern und hemmt
B-adrenerge Rezeptoren, wodurch es gegen Bluthochdruck oder Arrhytmien eingesetzt
wird (drugs.com). B-adrenerge Rezeptoren scheinen auch in der Kanzerogenese
involviert zu sein und deren Hemmung wirkt sich in verschiedenen Zellen proapoptotisch
aus (Stiles et al. 2013; Ji et al. 2012). Es gab auch ein Experiment innerhalb einer dieser
Sudien, welches sensitivierende Eigenschaft von Propranolol gegeniber Cisplatin in einer
Blasenkrebszelllinie zeigte (Chen et al. 2010), allerdings waren sowohl die Cisplatin als
auch die Propranolol Konzentrationen niedriger als im vorliegenden Screen. Auch kann
die Wahl der Zellinie bereits fir Unterschiede verantwortlich sein. Dies ist auch verdeut-
licht durch eine andere Untersuchung, in der sich ein Agonist des B-adrenergen Rezeptors
sensitivierend auf Cisplatin-induzierten Zelltod in NSCLC Zellen auswirkte, vermutlich
Uber die Aktivierung der Na+, K+-ATPase und der intrazellularen Akkumulation von Cis-

platin (Bando et al. 2000).
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Eine andere Gruppe enthalt Substanzen, welche an sich relativ unterschiedliche pharma-
kologische Wirkung besitzen, da die meisten auch GPCR Regulatoren sind , sich jedoch
noch durch die gemeinsame Fahigkeit gruppieren lassen, das lysosomale Enzym saure
Sphingomyelinase (ASM) zu hemmen: die FIASMA. Sie bewirken das Ablésen der ASM aus
der inneren, lysosomalen Membran, wodurch diese gehemmt wird. Die ASM spaltet
Sphingomyelin zu Phosphorylcholin und Ceramid. Ceramid, welches Zelltod induzierend
wirkt, wird weiter zu Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat metabolisiert, welches an
Differenzierung, Proliferation und Migration beteiligt ist (Morad & Cabot 2013). Die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen Ceramid und Sphingosin-1-Phosphat ist
bedeutend fir die Entscheidung zwischen Zelltod und Uberleben (Kornhuber et al. 2010;
Kornhuber et al. 2011). Folglich kdnnte die Inhibition der ASM zur Abnahme des Ceramid
Levels fihren und damit verbunden zur Inhibition des Cisplatin-induzierten Zelltodes. Es
wurde berichtet, dass Cisplatin in Kolonkarzinomzellen Gber die ASM die Produktion von
Ceramid aktiviert, welche zu Caspase 8 vermittelten Apoptose fihrt (Lacour et al. 2004;
Paul et al. 2012). Das wiirde wiederum beduten, dass durch die Hemmung der ASM auch
kein Ceramid mehr produziert werden wirde. Damit ware moglicherweise die Caspase-
8-vermittelte Apoptose gehemmt, was die Reduktion der Cisplatin-induzierten Zelltodes
erklaren konnte. Die meisten der FIASMA sind von der FDA zugelassene Antidepressiva

(Imipramin, Fluoxetin, Paroxetin und Maprotilin) (Pechmann 2012; Kornhuber et al. 2011)

und kdnnten damit ein Problem darstellen bei gleichzeitiger Verabreichung wahrend der
Cisplatin Therapie. Da Depressionen eine bekannte Nebenwirkung von Chemo-
therapeutika darstellen (Fresche De Souza et al. 2014), ist daher die Wahrscheinlichkeit

grof, dass parallel Antidepressiva eingenommen werden.

Weitere Substanzen lassen sich als Kinase Inhibitoren gruppieren. Wie schon im Abschnitt

4.2.1 besprochen, sind Kinasen wichtige Komponenten der Signaltransduktion in der
Zelle. Substanzen wie z.B. die Inhibitoren der MAP Kinasen JNK (c-Jun N-terminale Kinase)

(SP 600125) und ERK (extracellular-signal regulated kinase) (PD 98059, Olomoucin und

Roscovitin (Price et al. 2004)) supprimierten den Cisplatin-induzierten Zelltod, was ihre

Rolle in bekannten Cisplatin-induzierten Apoptose Signalwegen bestatigt (Siddik 2003;
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Francescato et al. 2007; Germain et al. 2010). Es gibt auch einige Inhibitoren, welche

Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) hemmen (Olomoucin und Roscovitine und Harmin),

welche an sich ein Therapieziel in der Krebstherapie darstellen. In Tumoren kommt es
namlich oft zur Uberexpression von CDKs, was mit unkontrollierter Proliferation einher-
geht (Lapenna & Giordano 2009). Allerdings sind Pan-CDK Inhibitoren natdrlich nicht auf
eine Kinase festgelegt, sondern hemmen alle CDKs, was eine mogliche Erklarung fur die
hier beobachtete Diskrepanz sein konnte. Moglicherweise sind die Zelltod hemmenden
Effekte auch aufgrund der etwas hoheren Konzentrationen unabhéngig von CDKs, wie
das auf Olomoucine und Roscovitine zutrifft. Olomoucine bewirkt auch basal schon ahn-
lich viel Zelltod, was fir einen Cisplatin-unabhangigen Effekt sprechen kdonnte. Weiterhin
fallt auf, dass vier der Kinase Inhibitoren auf Kinasen des Wnt/ B-Catenin Signalweges

wirken, namlich auf die Glykogensynthase-Kinase (GSK) 3B (Indirubin-3'-oxim und SB-

415286) und die Casein Kinase (CK) (DRB und A-3). Beide Kinasen wirken sich als Teil des
B-Catenin Abbaukomplexes hemmend auf den sonst antiapototischen und proliferations-
fordernden Wnt/B-Catenin Signalweg (Gao et al. 2013; Yuan et al. 2007; He et al. 2005;
Carreras Puigvert et al. 2013a). Folglich wirde deren Hemmung dann mit einer
reduzierten Cisplatin-Wirkung einhergehen, so wie das in der vorliegenden Arbeit

beobachtet wurde.

Unter den Inhibitoren unterschiedlicher Enzyme befindet sich z.B. AG-370, welches den
PDGFR (Platelet derived growth factor receptor) hemmt, der in vielen Tumoren mutiert
und dadurch Uberaktiv ist und so das Uberleben des jeweiligen Tumors gewéhrleistet
(Noskovic¢ova et al. 2014). Daher wiirde man eigentlich erwarten, dass dessen Hemmung
die A549 Zellen gegenliber der Behandlung mit Cisplatin sensibilisieren wiirde, v.a. da die
Hemmung von PDGFR in A549 Zellen schon mit verringerter Proliferation und Apoptose
in Verbindung gebracht wurde (Hu 2014). Der hier beobachtete hemmende Effekt kdnnte
jedoch durch die Abhangigkeit der Cisplatin-induzierten Zytotoxizitat von MAPK erklarbar
sein, welche im vorherigen Abschnitt erwdhnt wurde. Zu den MAPK, welche von PDGFR
aktiviert werden, gehort namlich auch ERK (Noskovi¢ova et al. 2014), welche folglich

zusatzlich durch AG-370 gehemmt wird. Hierdurch kdénnte seine proapoptotische Rolle
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behindert sein, welche in dem Cisplatin-induzierten Zelltod vorherrscht (Price et al. 2004;

Siddik 2003).

Regulatoren von lonenkandlen haben schon als Sensibilisatoren des Cisplatin-induzierten
Zelltodes eine tragende Rolle gespielt. Es ist nicht zu bestreiten, dass lonenkanale und
-pumpen wichtige Aufgaben Ubernehmen, um das Gleichgewicht zwischen Zelltod und
dem Uberleben von Zellen zu bewahren (Yu et al. 2001; Yu & Choi 2000). Der Vertreter
mit dem stadrksten Effekt auf die Inhibierung des Cisplatin-induzierten Zelltodes in A549
Zellen ist Flunarizin, ein Calciumkanal Inhibitor (T-Typ Calcium Kanéle), welcher als
Migrane Medikament verwendet wird (Leone et al. 1991). Er schitzte bereits
auditorische Nervenzellen vor Cisplatin-bedingter Apoptose, wenn auch eher Calcium-
unabhangig (ber die Hemmung der Cisplatin-induzierten Lipidperoxidation und
Aktivierung des Akt Signalweges (So et al. 2005; So et al. 2006). Jedoch gibt es auch
Berichte Uber proapoptotische, calciumabhangige Wirkungen von Flunarizin sowie
weiteren T-Typ Calcium Kanal Inhibitoren, u.a auch in A549 Zellen (Conrad et al. 2010;
Rim et al. 2012; Choi et al. 2014). Nicardipin, ebenfalls ein Calciumkanal Inhibitor, hat in
derselben Untersuchung bei dhnlicher Konzentration wie diejenige im vorliegenden
Screen (8 uM) ebenfalls eine leichte Erhohung der Vitalitdt in den mit Cisplatin-
behandelten auditorischen Zellen bewirkt, wenn sie auch nicht signifikant war (So et al.

2005). Niguldipin und Lomerizin sind ebenfalls Calciumkanal Inhibitoren. Die Effekte von

Calcium bzw. ihrer Inhibition sind jedoch oft zelltypspezifisch (Conrad et al. 2010) und
sehr komplex, sodass geringe Unterschiede in der Behandlungsdauer und -art sich bereits

unterschiedlich auf die sensitive Calcium-Homoostase auswirken konnten.

Die Gruppe der Antioxidantien bestatigen neben den MAPK Inhibitoren die Validitat der

eingesetzten Methode, da Cisplatin-induzierter Zelltod bekanntlich auch Gber die Bildung
von ROS vermittelt ist (Luanpitpong et al. 2011; Bragado et al. 2007; Florea & Bisselberg
2011; Tajeddine et al. 2008; Tonino et al. 2011). Antioxidantien reduzieren oxidativen
Stress, dadurch wiirde ihre Hemmung eine verringerte Zytotoxizitat durch Cisplatin

erklaren konnen. Andererseits kdnnte gerade bei Ergothionein die Inaktivierung des
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Cisplatins selbst eine weitere Erklarung darstellen, da es von den nukleophilen Anteil (Thi-
olgruppen) abgefangen werden kénnte (L Galluzzi et al. 2012). Es wurde auch schon
berichtet, dass Ergothionein Neuronen vor Cisplatin-bedingtem Zelltod schitzt (Song et
al. 2010). Bei Curcumin, welches als Nahrungszusatzstoff eingesetzt wird und auch
Bestandteil von Curry ist, wurden auch antioxidative Wirkung festgestellt (Miquel et al.
2002; Ramsewak et al. 2000), was seinen hier beobachteten Effekt unterstitzt. Jedoch
besitzt es zudem auch viele andere Funktionen, sodass es oft als Tumortherapeutikum
selbst oder als chemosensibilisierende Substanz eingesetzt wird, u.a. auch fir Cisplatin-
induzierten Zelltod (Notarbartolo et al. 2005; Ye et al. 2012; Shishodia et al. 2007). Auch
das koénnte mit zelltypabhdngigen oder konzentrationsbezogene Unterschieden

zusammenhangen.

Etwas verwunderlich war, dass auch Zytostatika unter den Suppressoren des Cisplatin-
induzierten Zelltodes waren. Oft ist gerade ihre unterschiedliche Weise, den Zelltod aus-
zulésen, der Grund fur Kombinationstherapien, da sie sich in ihrer Wirkung erganzen und
so auch Resistenzbildung verhindern bzw. Gberwinden kénnten. Doch fihren nicht alle
Kombinationen immer zwingend zu einem besseren Ansprechen auf die Chemotherapie.
Das als Suppressor auftretende Mitoxantron, ein Topoisomerase || Hemmer und
Chemotherapeutikum im Einsatz gegen Brustkrebs und Leukdamie (Hande 1998) wurde
schon in Kombination mit Cisplatin eingesetzt, ohne dass es sichtlich von Vorteil gewesen
ware (Feun et al. 1996). Andere Topoisomerase || Hemmer wiederum, wie z.B. Etoposid
und Doxorubizin sind jedoch gangige Kombinationsprédparate in der Behandlung von Lun-
genkrebs (Hande 1998; nccn.org) und dennoch haben sie in der vorliegenden Arbeit auch
konzentrationsabhdngig supprimierend auf den Cisplatin-bedingten Zelltod gewirkt. Zwei

weitere Zytostatika hemmen die Proteinbiosynthese, namlich Actinomycin D und Pli-

camycin. In Bezug auf Cisplatin-induzierten Zelltod gibt es auch einen Bericht Uber
sensibilisierende Effekte verschiedener Proteinsyntheseinhibitoren auf A549 Zellen,
darunter auch Actinomycin D, welches durch die Hemmung der Transkription die
Biosynthese inhibiert (Budihardjo et al. 2000). Die Versuchsbedingungen unterschieden

sich jedoch deutlich zu denen in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Dauer der
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Vorinkubation sowie der Konzentration von Actinomycin D, sodass die Erzielung dieser
gegensatzlichen Ergebnisse moglicherweise darauf beruhen kénnte. Dass die Wirkung
eines Zytostatikums auf Cisplatin-bedingten Zelltod zum Teil jedoch auch von der
verwendeten Konzentration abhdngt (Muscato et al. 1995), wird auch aus der Abbildung
3-22 ersichtlich, in welcher verschiedene Konzentrationen des gleichen Chemo-

therapeutikums verschiedene Einflisse aufweisen. Der Proteinsyntheseinhibitor Cyclo-

heximid aus der gleichnamigen Gruppe wurde in der vorher erwahnten Untersuchung
ebenfalls verwendet, aber in etwa dreifacher Konzentration (Budihardjo et al. 2000).
Moglicherweise behindert auch die simultane Hemmung der Proteinsynthese den
Cisplatin-induzierten Zelltod. Bestimmte Proteine mussen nach der Cisplatin Behandlung
schlielRlich erst transkriptionell aktiviert werden, so z.B. die proapoptotischen Proteine
PUMA und NOXA, welche von p53 induziert werden (Basu & Krishnamurthy 2010;
Sanchez et al. 1997). Zudem kdénnte der von Cycloheximid ausgeldste Zellzyklusarrest
(Adolph et al. 1993) (Abbildung 3-31) verhindern, dass der Cisplatin-bedingte DNA
Schaden zur Apoptose fihrt, da Cisplatin vorwiegend fir proliferierende Zellen toxisch ist

(Karasawa et al. 2013).

Einige Suppressoren lassen sich nicht mehr gruppieren. Dabei handelt es sich fast aus-
schlieBlich um Medikamente aus der FDA Bibliothek. Nur Triptolid stammt aus der ICCB
Bibliothek und ist ein NFkB Inhibitor. Man wirde aufgrund der Hemmung dieses anti-
apoptotischen Transkriptionsfaktors daher eher erwarten, dass Triptolid sensibilisierend
wirkt und es gibt auch Studien, welche seine Antitumoreigenschaften und dessen bereits
im Nanomolarbereich synergistische Wirkung mit Cisplatin hervorheben (Zhong et al.
2013; Li et al. 2012). Tatsachlich hat es auch im vorliegenden Basalscreen bereits Zelltod
ausgelost bei einer Konzentration von 26,4 uM (Abbildung 3-20B), was somit diese
Erkenntnis teilweise unterstltzt. Weiterhin wurde jedoch gezeigt, dass es
konzentrationsabhdngig auch die Transkription per se hemmt (Pan 2010), womit es auch
in die Gruppe der Proteinsyntheseinhibitoren eingegliedert werden kénnte (siehe vorhe-
riger Abschnitt). Vertreter der FDA-zugelassenen Medikamente sind neben dem Antihis-

taminikum Ketotifen, das Antibiotikum Clindamycin, der Vasodilatator Dilazep und das
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Muskelrelaxans Rocuronium. Ein weiteres Medikament ist der Mineralokortikoidrezeptor
Antagonist Spironolacton, welches u.a. als Diuretikum wirkt. In Untersuchungen zeigte
sich, dass es jedoch Uber die Bindung an den PXR (pregnane X nuclear receptor) das
P-Glykoprotein (Pgp/MDR1) sowie das Mrp2 (Multidrug resistance-associated protein 2)
induzieren kann (Rigalli et al. 2011; Ruiz et al. 2009). Diese zwei Vertreter der ABC (ATP-
binding cassette) Transporter sind nachweislich an der Resistenzbildung von Krebszellen
gegenlUber Cisplatin beteiligt (Stewart 2007). Sie bewirken verstarkten Export von
Cisplatin aus der Zelle, was eine Erklarung fir die verminderte Zelltodinduktion durch
Cisplatin in mit Spironolacton vorbehandelten Zellen sein konnte. Allerdings ist auch zu
beachten, dass die Expression des PXR in A549 Zellen eher niedriger ist (Huang et al.

2006).

Im Allgemeinen sind auch supprimierend wirkende Medikamente eine wertvoller
Informationsgewinn. Man sollte diesen im Hinblick auf die Vermeidung paralleler
Verabreichung dieser Medikamente wahrend der Chemotherapie mit Cisplatin
bertcksichtigen. Interessant waren hierbei natlrlich Patientendaten, welche die
entsprechenden Medikamente wahrend ihrer Chemotherapie mit Cisplatin einge
nommen haben und ob sich dabei Auswirkungen auf das Ansprechen der Chemotherapie

gezeigt haben.

Zusammenfassend |asst sich feststellen, dass MAPK Inhibitoren, Antioxidantien, FIASMA,
Proteinsynthese Inhibitoren, Inhibitoren der Calciumkanéle, GPCRs sowie der GSK-3p in
die Suppression des Cisplatin-induzierten Zelltod involviert zu sein scheinen (Abbildung

4-2).
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Abbildung 4-2: Ubersicht der Suppressoren auf den Cisplatin-induzierten Zelltod. Es ist bekannt, dass
Cisplatin Uber Generierung von ROS und Ceramid sowie Uber die Aktivierung von MAPK zu Apoptose fihrt.
Auch wird Calciuminflux in die Zelle durch Cisplatin ausgelost, was proapoptotisch wirkt. Durch die
Hemmung aller genannten Signalwege wirde somit die Cisplatin-induzierte Apoptose gehemmt. Durch
Regulatioren von GPCRs konnte es ebenfalls dazu kommen, z.B. durch die Aktivierung des je nach
Zusammenhang proapoptotischen Melatonins. Einige Vermittler der Cisplatin-bedingten Apoptose
(proapoptotische Proteine) bedirfen der Proteinsynthese, sodass deren Hemmung sich auch einen
inhibierenden Einfluss ausliben kénnte. Die Hemmung der eher proapoptotischen GSK-3f, kénnte z.B.
durch Aktivierung von B-Catenin die Cisplatin-induzierte Apoptose hemmen. Dies ist allerdings unter 4.3
sowie Abbildung 4-3 naher ausgefihrt. ROS Reaktive Sauerstoffspezies; MAPK Mitogen aktiverte Protein-
kinasen; GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor; GSK-3B Glykogensynthase Kinase.
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4.3  Die Involvierung von GSK-3B in den Cisplatin-induzierten
Zelltod

Einer der starksten Treffer unter den Suppressoren des Cisplatin-vermittelten Zelltodes
war der GSK-3B Inhibitor SB-415286. Ein weiterer GSK-3B Inhibitor (Indirubin-3'-oxim)
sowie zwei Caseinkinase Inhibitoren (DRB und A-3) (Abbildung 3-24B ) weisen den
gleichen hemmenden Effekt auf und aktivieren in Theorie den antiapoptotisch wirkenden
Wnt/B-Catenin Signalweg, in welchem beide Kinasen involviert sind und welcher mit der
Resistenzbildung in Verbindung gebracht wird, u.a. auch in A549 Zellen gegentber
Cisplatin (Gao et al. 2013; Yuan et al. 2007; He et al. 2005; Carreras Puigvert et al. 2013a).
Angesichts der beobachteten Effekte sowie der Tatsache, dass B-Catenin u.a. den
MDR1/Pgp Transporter induzieren kann (Stewart 2014; Shen et al. 2013; Liu et al. 2010),
und dessen Involvierung in den Cisplatin-induzierten Zelltod auch in der vorliegenden
Arbeit gezeigt wurde (Furoxan, Cyclosporin Al und Spironolacton), lieR sich folgende

Hypothese formulieren:

Die Inhibierung von GSK-3B bewirkt die Akkumulation von B-Catenin, welches daraufhin

die Expression von MDR1/Pgp induziert. Durch MDR1/Pgp wird Cisplatin verstarkt aus der

Zelle exportiert, was die verminderte Zytotoxizitat erklaren wirde.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde ein weiterer GSK-3f Inhibitor (BIO) hinzuge-
zogen, mit welchem der supprimierende Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zelltod
bestatigt werden konnte. Als nachstes wurde Uberprift, ob die supprimierende Wirkung
von BIO auch in Krebszellen aus anderen Organen auftritt, welche ebenfalls mit Cisplatin
behandelt werden. Dementsprechend wurden die Zelllinien HCT-116 (Kolonkarzinom)
und Hela (Zervixkarzinom) ausgewahlt (Kdberle et al. 2010). Es zeigte sich, dass der
suppressive Effekt von BIO auf den Cisplatin-induzierten Zelltod zelltypabhangig ist: In
den HCT-116 sensibilisiert BIO die Zellen sogar leicht fiir Cisplatin, wohingegen es den
Zelltod der Hela Zellen nicht beeinflusst (Abbildung 3-28D). Da die HCT-116 Zellen eine
Mutation im B-Catenin-Gen (CTNNB1) aufweisen, wodurch die Phosphorylierung von B-
Catenin und damit sein Abbau nicht mehr moglich ist, ist der B-Catenin Level in diesen

Zellen bereits erhoht (llyas et al. 1997; Morin et al. 1997). Daher war eigentlich kein Effekt
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zu erwarten, sofern B-Catenin an der beobachteten Hemmung des Cisplatin-bedingten
Zelltodes durch BIO beteiligt ist. Dass es die Zellen sogar leicht sensibilisiert, |dsst darauf
schlielen, dass moglicherweise weitere Proteine oder Signalwege involviert sein
konnten. In Hela Zellen ist der Wnt/ B-Catenin Signalweg ebenfalls aufgrund einer
Uberexpression des LGRS (Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5)
aktiviert und die GSK-3B damit bereits gehemmt (Chen et al. 2014). Folglich wéare auch
hier kein sonderlicher Effekt der GSK-3B Hemmung (BIO) zu erwarten gewesen, was sich

durch die Experimente auch bestatigte.

Weiterhin stellte sich die Frage, bei welchem Schritt die Induktion der Apoptose durch
den Einsatz von BIO gehemmt wird. Dafir wurden weitere Substanzen in Kombination
mit BIO in A549 Zellen getestet, welche sich in der Art der Apoptose-Induktion
voneinander unterscheiden. Hierzu kamen einerseits zwei Substanzen zum Einsatz,
welche den intrinsischen Apoptose Weg auslésen, namlich Etoposid, ein Topoiso-
merase |l Inhibitor und Staurosporin, ein Proteinkinase C Inhibitor, andererseits TNFa,
welches den extrinsischen Apoptose Weg induziert (Abbildung 3-29-Abbildung 3-31)
(Taylor et al. 2008; Wang et al. 1996). Die Ergebnisse deuten an, dass der supprimierende
Effekt von BIO in A549 Zellen nur in Verbindung mit Cisplatin so stark ausfallt. Bei Etoposid
ist eine leichte Tendenz in dieselbe Richtung erkennbar, diese verschwindet jedoch mit
steigender Konzentration an BIO. Im Gegensatz dazu bleibt der hemmende Effekt auf den
Cisplatin-induzierten Zelltod auch mit steigender Konzentration an BIO stabil (Daten nicht
gezeigt). Die dhnlichen Effekte zwischen Cisplatin und Etoposid in Bezug auf die BIO
Vorbehandlung kénnten die Hypothese insofern bestarken, da Etoposid ein Substrat fir
den Transporter MDR1/Pgp darstellt und die Uberexpression von MDR1/Pgp wiederum
mit Cisplatin Resistenz zu korrelieren scheint (Gottesman et al. 2002; Holohan et al. 2013;
Stewart 2007). Somit konnte ihr Efflux aus der Zelle moglicherweise flir die
abgeschwachte Wirkung von Cisplatin und Etoposid verantwortlich sein, auch wenn der
Effekt von BIO auf Etoposid-induzierte Apoptose nicht so stark ausgepragt ist. Auch, dass
BIO keinen Einfluss auf den Zelltod durch Staurosporin und TNFa auslbt, kdnnte die

Hypothese weiter bestarken: die MDR1/Pgp Expression kann eine einmal angefangene
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Apoptose nicht stoppen. Andere Resistenzfaktoren, welche von B-Catenin induziert
werden kénnten, wie z.B. Survivin oder Livin (Stewart 2014), wirden wiederum auch eine
hemmende Wirkung auf andere Apoptose-auslosende Substanzen erwarten lassen, weil

sie in den Apoptose Signalweg direkt eingreifen.

Um die Frage der Involvierung von B-Catenin in dem von BIO ausgehenden Effekt zu
kldren, wurde die Aktivitdt von B-Catenin mithilfe des Topflash Reportergenassays
gemessen. Dabei bestatigt sich, dass B-Catenin nach der Inkubation mit BIO in An- und
Abwesenheit von Cisplatin aktiviert wird (Abbildung 3-32). Hinzu kommt aber, dass nach
der Cisplatin Behandlung die basale B-Catenin Aktivitdt etwas geringer ausféllt als in der
unbehandelten Kontrolle. Die Aktivierung von B-Catenin durch BIO ist ebenfalls etwas
schwécher. Diese Beobachtung ist vermutlich auf die Aktivierung des Tumorsuppressor-
proteins p53 durch Cisplatin zurtckzufihren, welches B-Catenin ebenfalls zum
proteasomalen Abbau markieren kann (Sadot et al. 2001). Die Aktivierung von -Catenin
impliziert noch nicht, dass es auch wirklich den supprimierenden Effekt von BIO auf den
Cisplatin-bedingten Zelltod vermittelt. Daher wurde B-Catenin mittels RNAi herunter-
reguliert. Dabei ware zu erwarten, dass die Depletion von B-Catenin den hemmenden
Effekt von BIO auf Cisplatin-induzierten Zelltod aufhebt. Die Tatsache, dass die Depletion
von B-Catenin jedoch keinen Einfluss auf die Wirkung von BIO aufweist, spricht gegen die
aufgestellte Hypothese, dass der Effekt von BIO Uber die Hochregulation von B-Catenin
erfolgt. Andererseits ware es vielleicht auch moglich, dass das, trotz der Depletion noch
Ubrige, B-Catenin durch die Hemmung der GSK-3 B (BIO) insoweit stabilisiert und aktiviert
wird, dass es den hemmenden Effekt von BIO erreichen kénnte. Jedoch ist das eher frag-
wirdig, denn dann hétte die B-Catenin RNAIi die A549 Zellen gegeniiber Cisplatin eher
sensibilisieren sollen, was jedoch nicht zu beobachten war. Der Wnt/B-Catenin Signalweg
wird somit zwar durch BIO induziert, scheint allerdings eher nicht fir die hemmende
Wirkung von BIO verantwortlich zu sein. Ferner scheint B-Catenin flr die Proliferation der
A549 Zellen von Bedeut8ung zu sein, denn die B-Catenin Depletion senkt den Anteil an
lebenden Zellen verglichen zur Kontrolle. Aus der Literatur ist bekannt, dass der Verlust

von B-Catenin Zelltod und Autophagie induzieren kann (Chang et al. 2013) und tatsachlich
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gibt es auch in den A549 Zellen Anzeichen von Autophagie nach der B-Catenin Depletion,

namlich in Form von Vakuolen Bildung (Daten nicht gezeigt).

Chemische Kinaseinhibitoren sind oft aufgrund ihrer Wirkungsweise, ndmlich die
Blockade der ATP-Bindungsstelle (Polychronopoulos et al. 2004), nicht immer ganz
spezifisch. Flr die Bestdtigung der Spezifitdt von BIO sollte die Depletion von GSK-3f3
daher denselben Effekt auf den Cisplatin-bedingten Zelltod besitzen. Weiterhin sollte die
Behandlung mit BIO in A549 Zellen, in welchen GSK-33 herunterreguliert ist, keinen Effekt
auf den Cisplatin-bedingten Zelltod auslben, da schlielRlich kein Protein mehr existiert,
welches es zu hemmen gilt. Letzteres ist auch zu beobachten, was bedeutet, dass der
Effekt von BIO auf die Hemmung der GSK-3B zurlckzuflhren sein musste. Im Gegensatz
dazu hat die Depletion von GSK-3f allerdings keinen Einfluss auf den Cisplatin-induzierten
Zelltod, was im ersten Moment widersprichlich klingt. Es kdnnte aber auch sein, dass die
aktive GSK-3B moglicherweise den Cisplatin-induzierten Zelltod beglnstigen kdnnte und
deren Hemmung durch BIO aber nur die Kinasefunktionen der GSK-3 hemmen wirde.
Mogliche Kinase-unabhdngige Funktionen von GSK-3B konnten dann fir die Zelltod-
reduzierende Wirkung von BIO auf Cisplatin-behandelte A549 Zellen verantwortlich sein.
Die Depletion der GSK-3 wirde allerdings auch diese Kinase-unabhangigen Funktionen
inhibieren, wodurch der hemmende Effekt auf den Cisplatin-induzierten Zelltod
verschwinden wurde. Tatsdchlich weill man um die Bindung von GSK-3 an p53 oder XIAP
(X-linked inhibitor of apoptosis protein) (Watcharasit et al. 2002; Sun et al. 2009) sowie
die Bildung von groBeren Proteinkomplexen (Thorne et al. 2014b; Doble & Woodgett
2003; Kim & Kimmel 2000; Watcharasit et al. 2002; Sun et al. 2009). Das GSK-3 Binde-
protein FRAT1 (Frequently rearranged in advanced T-cell ymphomas 1) ist z.B. in der Lage
nur bestimmte Funktionen von GSK-3f zu hemmen, wie z.B. die Phosphorylierung von
B-Catenin, ohne andere Funktionen (Phosphorylierung der Glykogensynthase) wiederum
zu beeinflussen (Thomas et al. 1999). Im Falle einer Depletion wiirden folglich alle GSK-
3B-abhangige Signalwege gehemmt werden, auch die Kinase-unabhangigen. Eine andere
mogliche Erklarung konnte eventuell auch die durch eine Depletion von GSK-3f3

ausgeloste Expression anderer Proteine, z.B. die der Isoform GSK-3a. Es gibt Studien, die
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zeigen, dass die GSK-3a im Bezug auf den Wnt/ B-Catenin Signalweg unter Umstanden
die Funktionen der GSK-3[ Ubernehmen kann (Doble & Woodgett 2003). Allerdings sind
die beiden Proteine nicht komplett redundant in ihrer Wirkung, wie die Letalitat von
GSK-3B Knockoutmausen zeigt (Hoeflich et al. 2000). Es wurde auch gezeigt, dass GSK-3a
ebenfalls durch den Inhibitor BIO gehemmt wird, jedoch ist die Affinitat zu GSK-3B etwas
hoher (Meijer et al. 2003). Eine Bande fiir GSK-3a war in der Westernblot Analyse nach
der GSK-3B Depletion zwar nicht zu detektieren, allerdings sollte der Antikdrper laut
Herstellerangaben auch nur fir GSK-3 spezifisch sein. Zuletzt besteht noch die Mdglich-
keit eines Offtarget-Effektes seitens der GSK-3 siRNA, denn der Blast der siRNA Sequenz
der GSK-3B siRNA hat ergeben, dass sie theoretisch auch teilweise an die mRNA eines
anderen Gens binden kénnte. Die Ubereinstimmung der Sequenzen betragt zwar nur 80%
(FRAS-1, Fraser syndrome 1 ) (Abbildung 6-4), jedoch scheint gerade die Homologie in
den Basen 2-8, welche fir die GSK-3 siRNA und dem FRAS-1 Gen vorliegt, oft fir Off-
target-Effekte verantwortlich zu sein (Birmingham et al. 2006). Die Depletion von FRAS-1
wirde durch die Hemmung von FAK und Akt (Zhan et al. 2014; Guo et al. 2014) vermutlich
den Cisplatin-induzierten Zelltod erhéhen. Dadurch kénnte wiederum die durch die
Depletion der GSK-3f verursachte Reduktion des Cisplatin-bedingten Zelltodes aufgeho-
ben werden.

Die Depletion von GSK-3p setzt den Anteil an lebenden Zellen herab und scheint zudem
auch den basalen Zelltod leicht zu erhéhen (Abbildung 3-35). GSK-3p besitzt die paradoxe
Fahigkeit, Zelltod gleichzeitig zu inhibieren und zu aktivieren, indem es einerseits den
intrinsischen Apoptoseweg fordert, u.a. durch Interaktion mit p53 und dessen Phospho-
rylierung, und andererseits die extrinsische Apoptose inhibiert (Beurel & Jope 2006).
Demnach l&sst sich die basale, proapoptotische Wirkung der GSK-3 Depletion mdglich-
erweise auf die Einleitung des extrinsischen Apoptoseweges zurlckflhren. Dieser Weg
ware dann ndmlich nicht mehr durch GSK-3B gehemmt. Eine Zusammenstellung verschie-
dener Funktionen von GSK-3 auf den Zelltod sowie den Einfluss von BIO ist in Abbildung

4-3 dargestellt.
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Abbildung 4-3: Ubersicht verschiedener Funktionen von GSK-3B auf den Zelltod. GSK-3B wirkt (iber die
Hemmung von B-Catenin und Gli sowie die Aktivierung von p53 proapoptotisch, wohingegen sich seine
Aktivierung von NFkB und MDM?2 antiapoptotisch auswirkt. Zudem liegt auch eine Hemmung der
extrinsischen Apoptose durch GSK-3p vor. Eine Art der Regulation von GSK-3 besteht in der hemmenden
Wirkung des EGFR/PI3K/Akt Signalweges. Weiterhin kbnnte BIO Uber seine Hemmung der GSK-3B Kinase-
aktivitat Kinase-unabhangige Funktionen der GSK-3f hervorheben, welche wiederum fir die Zelltod-hem-
mende Wirkung verantwortlich sein kdnnten. EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor; MDM?2
Mouse double minute 2 homolog; NFkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells;
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
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4.4  Zusammenfassung und Ausblick

Ein tieferes Verstandnis der Prozesse wahrend der Cisplatin-induzierten Apoptose bietet
die Grundlage flr eine Optimierung der Cisplatin-Therapie. Cisplatin ist eines der am
haufigsten eingesetzten und effektivsten Chemotherapeutika. Cisplatin bewirkt in der
vorliegenden Arbeit einerseits einen konzentrationsabhangigen Arrest der A549 Zellen in
der S und G2/M Phase, andererseits induziert es konzentrations- und zeitabhangig
Apoptose. Die Beteiligung bekannter Apoptosewege (extrinsische und intrinsische
Apoptose sowie Caspase-Abhangigkeit) nach der Cisplatin Behandlung konnte fiur die
A549 Zellen bestatigt werden. Interessant war jedoch die beobachtete Reduktion des
Cisplatin-induzierten Zelltodes bei 100 uM Cisplatin, welche vermutlich zurtckzufihren
ist auf die Bindung und dadurch Hemmung von Caspasen durch Cisplatin (Jin et al. 2005)
oder aber auf eine mdgliche Regulation von lonen Kanalen durch Cisplatin, welche die
Inhibierung des Natrium-abhangigen Apoptose-bedingten Volumenverlustes zur Folge
hat (Sancho-Martinez et al. 2011; Bortner & Cidlowski 2003). Fraglich ist natlrlich, ob
eine Dosiserhéhung von Cisplatin auch in der Klinik eine solche verminderte Wirkung
zeigt. Allerdings wird Cisplatin in der Therapie normalerweise immer in Kombination mit
anderen Zytostatika verabreicht und ist durch seine starken Nebenwirkungen in seiner
Dosis limitiert. Zwar ist eine der hdchsten Dosen zwar mit 120 mg/m? (Rapp et al. 1988)
und umgerechnet 132 uM (bei einer GrofRe von 1,69 m, einem Gewicht von 67 kg und
einer Blutmenge von 5,36 ), sogar etwas hoher, allerdings kommt davon im Koérper, u.a.
aufgrund von Detoxifikationsprozessen in der Leber, auch weniger beim Tumor selbst an

im Vergleich zu Zellkulturexperimenten.

Die wahrend dieser Arbeit generierte A549 H2B-GFP Zelllinie eignet sich gut als Werkzeug
fir mikroskpopische Untersuchungen dynamischer Vorgange der Apoptose, da sie, wie
auch die A549 Wildtypzellen, fahig sind Apotose auszuldsen. Die Verwendung der A549
H2B-GFP Zellen bergen den Vorteil, dass eine Farbung des Zellkerns ausbleibt und somit
auch Aufnahmen Uber einen langeren Zeitraum kein Problem darstellen bezlglich der
Toxizitat, welche DNA-bindende Farbstoffe besitzen. Die in den A549 H2B-GFP durch-

geflhrten Zeitverlaufsstudien bestédtigen den Ablauf der apoptotischen Vorgange: Die
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Zellen runden sich ab und die Membran beginnt sich abzuschniren, gefolgt von der Aus-
bildung apoptotischer Kérperchen. Wahrenddessen kommt es im Zellkern zur partiellen
DNA-Kondensation, welche in eine homogene Kondensation tUbergeht und schlie3lich in
der Fragmentierung der DNA resultiert (Taylor et al. 2008). Eine neue Erkenntnis lag
jedoch in der Beobachtung der Bildung apoptotischer Korperchen vor der DNA-Fragmen-
tierung, was dazu fihrt, dass die kondensierte DNA in ein einziges apoptotisches Kérper-
chen eingelagert wird (Abbildung 3-11). Dies deutet auf zwei voneinander unabhangige
Prozesse hin. Die Tatsache, dass die Apoptose in weniger als einer Stunde bereits abge-
schlossen sein kann, unterstreicht nochmals die Bedeutung von Zeitverlaufsstudien,

durch welche keine wichtigen Informationen verloren gehen.

Der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Chemikalienscreen diente der Bestimmung
von Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose in A549 Zellen. Dabei leisten sowohl
Verstarker als auch Suppressoren des Cisplatin-induzierten Zelltodes einen Beitrag zum
tieferen Verstandnis der molekularen Wirkungsweise von Cisplatin.

Alle an der Sensibilisierung des Cisplatin-induzierten Zelltodes beteiligten Signalwege
stehen im Zusammenhang mit dem Zelltod oder Zellwachstum, wie z.B. der HH-Signal-
weg, der EGFR-Signalweg, die Autophagie, ROS-induzierte Signalwege oder Signalwege,
welche den lonenhaushaltes der Zelle (v.a. Calcium und Kalium) betreffen oder es handelt
sich um Proteine, wie der Efflux Transporter (MDR1/Pgp, Mrp2), welche die
Akkumulation von Cisplatin beeinflussen. Bei der Hemmung des Cisplatin-induzierten
Zelltodes spielen MAP Kinasen, Antioxidantien, FIASMA, Proteinsyntheseinhibitoren,
Calciumkanale, GPCRs sowie der GSK-3B eine bedeutende Rolle. Die Beteiligung des
Wnt/B-Catenin Signalweges an der DNA Schadensantwort sowie an der Ausbildung von
Resistenzen gegenlber Cisplatin und die Tatsache, dass mehrere Inhibitoren der GSK-3f3
sowie der Caseinkinase im Chemikalienscreen einen hemmenden Effekt auf den
Cisplatin-bedingten Zelltod auslben, flihrte zur Aufstellung der Hypothese, dass die
Inhibierung von GSK-3pB Uber die Akkumulation und Aktivierung von B-Catenin die Expres-
sion von MDR1/Pgp bewirkt. Durch dieses wiirde Cisplatin aus der Zelle exportiert und so

in verringerter Zytotoxizitat resultiern. Verschiedene Experimente zeigen jedoch, dass
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die postulierte Hypothese so wahrscheinlich nicht stimmen kann. Es scheint zwar eine
Aktiverung des B-Catenins wahrend der BIO-vermittelten Reduktion des Zelltodes durch
Cisplatin zu geben, jedoch zeigten RNAi Experimente, dass B-Catenin eher nicht fur den
beobachteten Effekt verantwortlich ist. Kinase-unabhdngige Funktionen von GSK-3f
kdnnten wiederum eine Erklarung fur die unterschiedlichen Effekte zwischen der
Inhibition und der Depletion der GSK-3B liefern (Miura 2014). Auch eine durch die
Depletion bedingte Heraufregulierung der GSK-3a, welche die Funktion der GSK-3f
moglicherweise kompensieren kdnnte, ware eine weitere Moglichkeit. Zuletzt bestiinde
auch noch die Wahrscheinlichkeit eines Offtarget-Effektes der GSK-3B RNAI, welcher die

Unterschiede rechtfertigen kdnnte.

Es wdare daher sinnvoll weitere Experimente durchzufiihren, welche zur Verstandnis
dieses Phanomens beitragen. Ein wichtiges Experiment bestiinde in der Uberpriifung des
Proteinlevels von FRAS-1 (Fraser syndrome 1). Der Blast der siRNA Sequenz der GSK-3f3
siRNA hatte ergeben, dass sie teilweise auch an die mRNA dieser Sequenz binden kénnte
(Abbildung 6-4). Die Uberpriifung des GSK-3a Levels nach der GSK-3B RNAi bzw. eine
simultane Depletion von GSK-3a und 8 waren sicherlich hilfreich, um zu erfahren, ob
GSK-3a unter diesen Umstanden maglicherweise die Rolle der GSK-3B Ubernimmt. BIO
hemmt zwar auch die GSK-3a, jedoch bedarf es dazu auch héherer Konzentrationen von
BIO (Meijer et al. 2003). Es kdnnte daher sehr wohl auch in der Behandlung mit Cisplatin,
BIO und der GSK-3B siRNA zur Aufhebung der BIO-vermittelten Hemmung des Cisplatin-
induzierten Zelltodes kommen. Auch ware die ndhere Betrachtung weiterer Substrate der
GSK-3p interessant. Dass B-Catenin aktiviert wird, konnte bereits anhand des Topflash-
Reportergentests gezeigt werden, auch wenn der hemmende Effekt von BIO auf
Cisplatin-induzierten Zelltod eher unabhangig von -Catenin zu sein scheint (Abbildung
3-33). Die GSK-3B ist schlieRlich in vielen Signalwegen involviert, so z.B. in den Hedgehog
Signalweg, bei dem GSK-3B das Proteins Gli phosphoryliert und damit inaktiviert
(Takahashi-Yanaga & Kahn 2010). Auch Notch gehoért zu den Substraten der GSK-3B,
wobei es nicht ganz klar ist, ob die Phosphorylierung den Notch Signalweg eher inhibiert

oder aktiviert (M.-J. Lee et al. 2008; Espinoza & Miele 2013). Eine hemmende Wirkung
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der GSK-3B auf Notch kdnnte hier bedeuten, dass BIO als GSK-3B Inhibitor den
antiapoptotischen, nicht-kanonischen Notch Signalweg aktivieren wiirde und damit z.B.
auch NFkB (Espinoza & Miele 2013) und so in der Hemmung des Cisplatin-induzierten
Zelltodes resultieren konnte. Eine aktivierende Wirkung der GSK-3B auf Notch kdnnte
wiederum aber auch bedeuten, dass BIO als GSK-3B Inhibitor den Notch Signalweg
hemmen wirde. Dieser scheint aber auch Uber die Regulation des Transporters MRP1
(Espinoza & Miele 2013) den Export von GSH zu beglinstigen (L Galluzzi et al. 2012), was
bedeuten wiirde, dass es zur Akkumulation von GSH kommen kénnte, welches Cisplatin
inaktivieren wirde und dadurch dann den Cisplatin-induzierten Zelltod hemmen. Hier
wadre es hilfreich die mogliche GSH Akkumulation mittels Westernblot Analyse zu Gber-
prifen. Auch der Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher eine bedeutende Rolle in der
Cisplatin-induzierten Apoptose besitzt, wird von der GSK-3f inhibiert (Doble & Woodgett
2003) und ware daher im Falle einer Hemmung der GSK-3f aktiviert bzw. stabilisiert, was
bereits mit der Resistenz gegentber Cisplatin in Verbindung gebracht wurde (Xia et al.
2013). Ein weiteres Zielprotein von GSK-3B ist das Tumorsuppressorprotein p53, an
welches es aktivierend binden kann und so die intrinsischen Apoptose triggern kann. Es
ist zudem bekannt, dass nach DNA Schadigung p53 v.a. im Kern an GSK-3B bindet und
dessen Wirkung so aktiviert. Somit kann GSK-3 auch unabhangig von der aktivierenden
Tyrosin-216 Phosphorylierung aktiviert werden (Beurel & Jope 2006; Watcharasit et al.
2002). Doch kann GSK-3fB auch die Aktivierung der MDM2 bewirken, welches p53 zur
Degradierung markiert (Kulikov et al. 2005). Daher ware es sicher sinnvoll, den p53 Status
in Zellen zu Uberprifen, welche mit Cisplatin und BIO behandelt wurden. Daflr wirden
sich Immunfluoreszenzanalysen gut eignen, da sich dadurch gleichzeitig auch die
Lokalisation von GSK-3f nachweisen lieRe. Auch FRET (Forster-Resonanzenergietransfer)

Analysen kdonnten Uber die Bindung von GSK-33 Aufschluss geben.

Zur weiteren Aufklarung der beobachteten Apoptose-hemmenden Wirkung von BIO ware
es sicher von Vorteil, den Level an Cisplatin in A549 Zellen zu untersuchen in An- und
Abwesenheit von BIO und GSK-3B3 siRNA, auch wenn die vorliegenden Ergebnisse

B-Catenin — und damit MDR-1/Pgp- als Vermittler des Effektes von BIO eher ausge-
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schlossen haben. Dies kdnnte einerseits mithilfe immunologischer Verfahren, wie z.B.
ELISA, unter Einsatz eines Antikorpers gegen Cisplatin-Addukte, gemessen werden. Eine
andere Moglichkeit besteht in der Verwendung der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)
(Lundholm et al. 2013). Weiterhin kdnnten noch weitere Zeitpunkte analysiert werden,
um zu Uberprifen, ob der Effekt auch zu spateren Zeitpunkten noch sichtbar ist und BIO
nicht nur eine verlangsamende Wirkung bezuglich der Apoptose bewirkt. Im Allgemeinen
ldsst sich die Involvierung der GSK-3B in Krebs nicht abstreiten. Einerseits agiert sie als
Tumorsupressor, wie z.B. Uber den Wnt/ B-Catenin Signalweg und den Hedgehog Signal-
weg, deren Zielproteine sie hemmt, andererseits gibt es durchaus Untersuchungen,
welche seine Funktion als Tumorpromotor hervorheben, z.B. durch die Aktivierung von
Uberlebenssichernden Signalwegen (NFkB) (Thorne et al. 2014a; Beurel et al. 2014,
Beurel & Jope 2006; Takahashi-Yanaga 2013).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in dieser Arbeit zusatzlich zu schon
bekannten Signalwegen bzw. Schlisselproteinen der Apoptose weitere neue Regulatoren
identifiziert wurden. Speziell die verstarkende oder hemmende Wirkung vieler
Medikamente auf die Cisplatin-induzierte Apoptose bedarf allerdings noch weiterer For-
schung. Vor allem der hohe Anteil an GPCR Regulatoren in der Gruppe der Cisplatin-
hemmenden Substanzen Wirkung ist nicht zu vernachlassigen, da es sich dabei um haufig
verwendete Medikamente handelt, wie z.B. Beta-Blocker gegen Bluthochdruck. Anti-
depressiva z.B. werden wiederum sicherlich haufig an Krebspatienten verabreicht auf-
grund der Nebenwirkungen von Chemotherapeutika, welche Depressionen mitein-

schlielRen.
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Abbildung 6-1: Apoptose-Induzierung in A549 H2B-GFP Zellen durch CDDP nach Auswertung Uber das
Hoechstsignal. A549 H2B-GFP Zellen wurden mit 50 und 100 uM CDDP versetzt. Nach weiteren 24 bzw.
48h wurden nach Farbung der Zellen mit Hoechst und Pl Mikroskopiebilder akquiriert und die Analyse mit-
tels der Olympus ScanR Software durchgefihrt. In (A) sind die reprdsentativen Mittelwerte der relativen
Lebendzellzahl dargestellt, wahrend (B) den prozentualen Anteil der toten Zellen und deren Einteilung in
die beiden Apoptosestadien sowie in den nekrotischen Zelltod zeigt. Die Mittelwerte entstammen einem
von zwei unabhangigen Experimenten mit je 6 Replikaten (n=6) und sind mit der Standardabweichung auf-
getragen. * p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,001. Die Signifikanzwerte beziehen sich auf die jeweilige Kontrolle.
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Abbildung 6-2: Zellzyklusprofile sowie die prozentuale Zellzyklusverteilung der A549 Zellen sowie der A549
H2B-GFP Zellen. (A-E) A549 Zellen bzw. (F-J) A549 H2B-GFP Zellen wurden mit den angegebenen Konzen-
trationen an CDDP oder mit serumfreiem Medium (-FCS) versetzt. Nach dem Abldsen der Zellen wurden
diese fixiert, mit DAPI angefarbt und der Durchflusszytometrie unterzogen. In der Abbildung ist die DAPI-
Intensitdt gegen die Anzahl an Zellen aufgetragen, bezogen auf die verschiedenen Behandlungen. Auch
sind die Einteilugen in Apoptosen, G1, S und G2/M Phase dargestellt. In (K) ist die prozentualle Zellzyklus-
verteilung in den A549 Zellen und in (L) in den A549 H2B-GFP Zellen aufgetragen ohne Berlcksichtigungdes
Zelltodes, welcher in Abbildung 3-4 und Abbildung 3-10 auch mitangegeben ist. Die Daten entstammen aus
einem von zwei unabhangigen Experimenten und gehoren zu den Daten in 3.1.3 und 3.2.3.
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Abbildung 6-3: Die GSK-3B-Inhibitoren SB-415286 und |0 sowie die Casein Kinase Inhibitoren A-3 und DRB
verringern den CDDP-induzierten Zelltod deutlich. A549 Zellen wurden mit SB-415286, 10, A-3 und DRB 30
Minuten lang inkubiert bevor sie fir 24h mit 50 uM CDDP versetzt wurden. Nach der Farbung erfolgten die
Aufnahme der Bilder sowie deren Analyse mittels der ScanR Software. Aufgetragen sind die Mittelwerte
der Anteile der toten Zellen (im Bezug auf die Gesamtzellzahl der Kontrolle) und deren Einteilung in die
beiden Apoptosestadien sowie in den nekrotischen Zelltod + MITTELABW der zwei Basalscreens bzw der
zwei Dopppelscreens mit jeweils 2 Replikaten (n=2). DRB 5,6-Dichlorobenzimidazole riboside
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Abbildung 6-4: NCBI Blast der GSK-3B siRNA Sequenz
(dunkelgraue obere Sequenz) sowie die Basenabfolge
der Gene, dessen mRNA sie theoretisch binden konnte.
Bei GSK-3B kommt es zur 100%igen Ubereinstimmung,
wahrend nur 80% der siRNA-Sequenz mit der DNA
Sequenz von FRAS1 Ubereinstimmen.
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