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ZUSAMMENFASSUNG

Cisplatin gehort zu den weltweit am haufigsten eingesetzten Zytostatika und wird in der Behand-
lung einer Vielzahl verschiedener Tumore angewandt, wie beispielsweise bei Lungen-, Cervix-,
Ovarial-, Testis-, Gallen- und Kopf-Hals-Karzinomen. Die zytotoxische Wirkung entfaltet es tber
die Bindung an die DNA, was im Rahmen einer DNA-Schadensantwort schlussendlich zur Apoptose
flihrt. Trotz eines anfanglich hohen Therapieerfolgs wird der Einsatz von Cisplatin jedoch stark
durch die Entstehung von Resistenzen der Tumorzellen limitiert. Ein umfassendes Verstandnis der
molekularen Grundlagen, die der Apoptose-induzierenden Wirkung des Cisplatins zugrunde liegen
oder sie beeinflussen kdonnen, ist daher von groBer klinischer Relevanz. Des Weiteren kann die
Wirksambkeit von Cisplatin auch durch eine Interaktion mit Medikamenten bei Co-Medikation po-
sitiv oder negativ beeinflusst werden. Die Identifizierung derartiger Wechselwirkungen kann somit
ebenfalls zur Verbesserung der Tumortherapie beitragen.

Um Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose und Arzneimittel-Interaktionen zu iden-
tifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Bibliothek von 1120 bioaktiven Substanzen mit
bekannten Zielstrukturen und FDA-zugelassenen Medikamenten in einem Fluoreszenzmikrosko-
pie-basierten Hochdurchsatz-Verfahren auf ihren Effekt auf die Cisplatin-induzierte Apoptose ana-
lysiert. Die Lungen- und Cervixkarzinomzelllinien A549 und Hela wurden hierzu mit den Substan-
zen vorinkubiert, gefolgt von einer Cisplatin-Behandlung um Apoptose zu induzieren. Nach der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme der Zellen 24 Stunden spater erfolgte softwaregestiitzt
die Quantifizierung der induzierten Apoptose auf Einzelzellebene.

Die Ergebnisse weisen auf klinisch relevante Arzneimittel-Interaktionen mit Cisplatin hin: Unter
den Substanzen, die die Wirksamkeit von Cisplatin verminderten, befanden sich FDA-zugelassene
Medikamente, deren Co-Medikation im Rahmen einer Cisplatin-Therapie sehr wahrscheinlich ist.
Dazu gehéren das Analgetikum Aspirin, die Antidepressiva Fluoxetin und Paroxetin, sowie das An-
tiemetikum Promethazin. Des Weiteren konnte eine Verstarkung der Wirksamkeit von Cisplatin
durch das Antidiarrhoikum Loperamid, sowie das Malaria-Medikament Artesunat identifiziert

werden. Diese sind somit flr drug repositioning-Ansatze geeignet und kénnten in Kombination
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mit Cisplatin zu einer Steigerung des Therapieerfolgs beitragen. Um neben der Apoptose-modu-
latorischen Wirkung einzelner Medikamente auch zelluldre Signalwege zu identifizieren, die die
Apoptose-Initiation beeinflussen kénnen, wurden die Substanzen, die die Cisplatin-induzierte
Apoptose veranderten anhand ihrer biologischen Zielstrukturen gruppiert. Zu diesen Modulatoren
gehoren die funktionellen Gruppen der Liganden von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und nuk-
ledren Rezeptoren, Kinase- und Enzym-Inhibitoren, sowie Substanzen, die die zellulare lonen-
homeostase beeinflussen, wie lonenkanal-Inhibitoren. Innerhalb dieser breiten Gruppen wurde
anschlielend eine funktionelle Anreicherungsanalyse durchgefiihrt um einzelne Zielproteine zu
identifizieren. Die Ergebnisse legen eine Rolle des Dopamin- und G-Protein-gekoppelten Estrogen-
Rezeptors (GPER) in der Cisplatin-induzierten Apoptose nahe. Die pro-apoptotische Funktion des
GPER wurde in weiterflihrenden Untersuchungen als Stimulus-abhangig fiir Cisplatin, jedoch nicht
fiir weitere Apoptose-Stimuli wie Etoposid oder Staurosporin, bestatigt. Durch die Analyse von
Patientendaten konnte dariiber hinaus eine prognostisch giinstige Rolle der GPER-Expression in
Cervixkarzinomen fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit Cisplatin-behandelter Patienten festge-
stellt werden.

Neben der Modulation der Cisplatin-induzierten Apoptoserate wurde auch die Beeinflussung
der apoptotischen Morphologie durch Substanzen der Bibliothek analysiert. Die kontrollierte Ab-
folge morphologischer Veranderungen apoptotischer Zellen ist von groRer Bedeutung fiir die ge-
ordnete Apoptose-Exekution und Voraussetzung fiir die Vermeidung von Entziindungsreaktionen
in vivo. Die Ergebnisse bestatigen eine wichtige Rolle der Kalium- und Calciumionen-Homeostase
bei der Regulation der apoptotischen Morphologie, wie z.B. dem Erhalt der Zellmembranintegritat
oder dem Volumenverlust apoptotischer Zellen. Ferner wurde durch die Einzelzellanalyse apopto-
tischer Zellen deutlich, dass die Apoptose-Exekution eine Heterogenitat aufweist, die sich auch in
der unterschiedlichen Auspragung der apoptotischen Morphologie widerspiegelt und deren Auf-
klarung weiterer Studien bedarf.

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse dieser Arbeit neue Erkenntnisse zu Mechanismen, die
an der Regulation Cisplatin-induzierter Apoptose beteiligt sind. Darliber hinaus stellt das verwen-
dete System ein in vitro-Modell zur Identifizierung pharmakologisch relevanter Arzneimittel-Inter-
aktionen dar. Ebenso bietet es die Moglichkeit der Einzelzellanalyse, (iber die molekulare Mecha-
nismen entschliisselt werden kdnnen, die der heterogenen Reaktion einer Gesamtzellpopulation

auf zytotoxische Stimuli zugrunde liegen.
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ABSTRACT

Cisplatin is one of the most widely used anticancer drugs to treat a variety of tumors, like lung,
cervix, ovary, testis, bladder or head and neck carcinomas. Cisplatin binds to DNA, which in turn
triggers a DNA damage response and ultimately apoptosis. However, a drawback is the emerging
resistance of cancer cells to Cisplatin treatment, that frequently occurs despite an initial high the-
rapeutic response. Therefore, detailed insights into the molecular mechanisms that are underlying
Cisplatin-induced apoptosis or that can modulate cellular responses to Cisplatin are of high clinical
relevance. Furthermore, the therapeutic response to Cisplatin might also be affected by possible
interactions of co-administered drugs negatively or positively. Thus, the identification of such in-
teractions could also contribute to improve cancer therapy.

In order to identify modulators of Cisplatin-induced apoptosis, as well as drug-drug interac-
tions, a chemical biology and high-throughput fluorescence microscopy imaging approach is ap-
plied to screen a library of 1120 bioactive compounds with known targets and FDA-approved drugs
for effects on Cisplatin-induced apoptosis. The lung and cervical cancer cell lines A549 and Hela
were first incubated with the compounds or drugs, followed by Cisplatin treatment to induce
apoptosis. 24 hours later the cells were imaged and induced apoptosis was subsequently quanti-
fied at the single cell level by image analysis software.

The findings indicate pharmacologically relevant drug interactions with Cisplatin: among the
compounds that decreased Cisplatin efficacy, several FDA-approved drugs were identified that are
likely to be co-administered with Cisplatin in cancer therapy. These include the analgesic Aspirin,
the antidepressants Fluoxetine and Paroxetine, as well as the antiemetic Promethazine. Moreo-
ver, an increase in Cisplatin efficacy was observed by the antidiarrheal Loperamide, as well as the
antimalarial drug Artesunate. Thus, they might be suitable for drug repositioning approaches and
could improve the therapeutic efficacy in combination with Cisplatin. In addition to the apoptosis-
modulatory effects of individual drugs, cellular signalling pathways were investigated that can af-
fect initiation of apoptosis by Cisplatin. The compounds that showed an effect on Cisplatin-in-
duced apoptosis were clustered based on their biological target. These modulators comprise func-

tional groups of ligands of G protein-coupled receptors and nuclear receptors, kinase and enzyme
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inhibitors as well as compounds affecting cellular ion homeostasis, like ion channel inhibitors. A
functional enrichment analysis was performed within these wide functional groups to subse-
qguently identify specific targets. The results of this analysis suggest a role of the dopamine recep-
tor and G protein-coupled estrogen receptor (GPER) in Cisplatin-induced apoptosis. The pro-apop-
totic role of the GPER was confirmed to be stimulus-specific for Cisplatin, but not for Etoposide or
Staurosporine, by follow-up investigations. Furthermore, the analysis of patient data showed a
beneficial prognostic role of GPER expression levels in cervical carcinomas with regard to the sur-
vival probability of patients that underwent Cisplatin therapy.

Besides the modulatory effects of compounds of the biochemical library on the apoptosis rate
induced by Cisplatin, their influence on the morphology of apoptotic cells was investigated, too.
Apoptotic cells undergo a controlled sequence of morphological changes that are highly important
for an orderly executed apoptosis and prerequisite for preventing cell death-associated inflamma-
tory conditions in vivo. The findings confirm an important role of potassium and calcium ion ho-
meostasis in regulating aspects of the apoptotic morphology, like the maintenance of cell mem-
brane integrity or the volume decrease of apoptotic cells. In addition, single cell analysis of apop-
totic cells revealed a heterogeneity in the execution of apoptosis reflected in different morpho-
logical characteristics which need to be elucidated in the future.

Overall, the findings provide new insights into mechanisms involved in the regulation of Cispla-
tin-induced apoptosis, as well as their potential clinical relevance. Furthermore, the applied
screening approach represents an in vitro model to identify pharmacologically relevant drug-drug
interactions. Moreover, it enables single cell analysis, which is required to study and elucidate the
molecular mechanisms that underlie a heterogeneous reaction of a cell population to cytotoxic

stimuli.
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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Zelltod ist ein wesentlicher Bestandteil der Existenz eines multizelluldren Organismus und kann
unter verschiedenen Umstdanden und mit unterschiedlichen Konsequenzen auftreten. So tragt
Zelltod unter physiologischen Bedingungen zur Aufrechterhaltung der natiirlichen Gewebehome-
ostase bei, kann aber auch in Folge toxischer Substanzen oder der Verletzung von Gewebe auftre-
ten. Fir jede einzelne Zelle stellt der Zelltod den Endpunkt ihrer Existenz dar. Auf Ebene des mul-
tizellularen Gesamtorganismus ist jedoch von grolRer Bedeutung, wie eine Zelle stirbt, da sich da-
raus unterschiedliche Konsequenzen ergeben, wie beispielsweise eine Zelltod-induzierte Entziin-
dungsreaktion. Es existieren verschiedene Zelltodformen, die anhand unterschiedlicher Kriterien
klassifiziert werden kénnen. Uber morphologische Merkmale kénnen Apoptose, Nekrose und Zell-
tod mit autophagischen Prozessen unterschieden werden. Des Weiteren kénnen biochemische
Kriterien, wie die Beteiligung bestimmter Proteasen und Nukleasen, zur Unterscheidung herange-
zogen werden. Auch anhand funktioneller Aspekte kann eine Einteilung vorgenommen werden,
wie beispielsweise das Auftreten programmierten oder zufalligen Zelltods und ob dieser unter
physiologischen oder pathologischen Bedingungen erfolgt (Galluzzi et al., 2015; Kroemer et al.,

2009).

1.1 Apoptose

Bei Apoptose handelt es sich um eine regulierte Form des Zelltods, d.h. sie unterliegt genetischer
Kontrolle und findet als aktiver Prozess unter Energieverbrauch statt. Daher wird Apoptose auch
als programmierter Zelltod bezeichnet. Die zellularen Komponenten werden dabei enzymatisch
im Zellinneren abgebaut, wobei die Zellmembran bis zuletzt intakt bleibt und somit die Freiset-
zung intrazellularer Bestandteile verhindert. Dadurch wird die Schadigung umliegender Gewebe
vermieden, weshalb Apoptose eine nicht entziindliche Form des Zelltods darstellt (ElImore, 2007,
Taylor et al., 2008). Aufgrund dieser Tatsache ist Apoptose von grolRer physiologischer Bedeutung,

da sie es ermoglicht kontrolliert Zellen zu eliminieren. In multizellularen Organismen stellt sie den
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Gegenspieler der Zellproliferation dar und ist somit unerlasslich um die Gewebehomeostase auf-
recht zu erhalten. Insbesondere die apoptotische Eliminierung gealterter und geschadigter Zellen,
die z.B. ein irreparables Mal} an DNA-Schaden aufweisen, ist von groRer Relevanz. Werden diese
Zellen nicht entfernt, stellen sie anderenfalls ein hohes Risiko fiir den Gesamtorganismus dar, da
es durch DNA-Schiaden zu Mutationen und darlber zur Entartung einer Zelle kommen kann.
Apoptose spielt jedoch nicht nur im adulten Organismus eine essentielle Rolle, sondern auch be-
reits wahrend der Embryonalentwicklung. Ein Beispiel fiir die organ- und gewebeformende Rolle
der Apoptose wahrend der Entwicklung eines multizelluldaren Organismus ist die Separation der
Finger durch Eliminierung der Zellen im Interdigitalbereich Gber Apoptose. Eine Stérung oder Dys-
funktion in der Regulation der Apoptose hat somit fatale Folgen filir einen Organismus und ist
maRgeblich an der Entstehung von Erkrankungen, wie beispielsweise Krebs, beteiligt (ElImore,
2007; Suzanne & Steller, 2013).

Das sichtbare Charakteristikum der Apoptose ist die apoptotische Morphologie einer Zelle (Ab-
bildung 1.1). Dazu gehéren zu Beginn der Apoptose-Exekution das Abrunden der Zelle und die
Bildung von Membran-Ausstilpungen, das sogenannte Membran-Blebbing. Die DNA kondensiert,
der Zellkern schrumpft und wird im weiteren Apoptose-Verlauf fragmentiert. Die apoptotische
Zelle verliert an Volumen und wird schlussendlich in membranumschlossene Vesikel, die Apopto-
tic Bodies, aufgelost. Zuletzt erfolgt die Aufnahme der Apoptotic Bodies durch Phagozyten,
wodurch die apoptotischen Uberreste einer Zelle beseitigt werden (Elmore, 2007; Hacker, 2000;
Taylor et al., 2008). Diese bestimmte Morphologie war die Grundlage fir die Entdeckung der
Apoptose und ihre Definition 1972 durch Kerr, Wyllie und Currie (Kerr et al., 1972) und ist bis
heute ein wichtiges Merkmal um apoptotischen Zelltod von anderen Zelltodformen zu unterschei-

den.

| Apoptose-Initiation || Apoptose-Exekution
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der zellularen Morphologie wiahrend der apoptotischen Exeku-
tionsphase. Nach Apoptose-Initiation durch einen Apoptose-Stimulus ist die apoptotische Zelle zu Beginn
der Apoptose-Exekution gekennzeichnet durch Abrunden der Zelle und Membran-Blebbing, sowie die Kon-
densation des Zellkerns. Im weiteren Verlauf kommt es zur Fragmentierung des Zellkerns und zum Volu-
menverlust der Zelle. Im letzten Schritt wird die apoptotische Zelle in Apoptotic Bodies aufgelost.
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1.1.1 Regulation der Apoptose iiber den extrinsischen und intrinsischen Signalweg

Apoptose kann in eine Initiations- und eine Exekutionsphase unterteilt werden. Apoptose-Initia-
toren sind vielfaltig und kdnnen exogene Stoffe wie Gentoxine oder UV- und ionisierende Strah-
lung sein, die intrazelluldar wirken und zu DNA-Schadigung und oxidativem Stress fihren kénnen.
Aber auch endogene Faktoren, wie beispielsweise Zytokine, kbnnen Apoptose auslésen, indem sie
an sogenannte Todesrezeptoren der Zellmembran binden. Wahrend der Initiationsphase findet
die von einem Apoptose-Stimulus ausgeloste Signaltransduktion und genetische Regulation statt
(Renehan et al., 2001). Dabei kann es zur Aktivierung pro- und anti-apoptotischer Signalwege kom-
men, deren Verhaltnis zueinander schlussendlich dariiber entscheidet, ob in einer Zelle die
Apoptose-Exekution eingeleitet wird. Die beteiligten Mechanismen sind dabei Stimulus-abhangig,
sehr komplex und bisher nicht vollstandig geklart. Es konnen dabei sowohl nukledre, wie auch
zytoplasmatische Komponenten beteiligt sein, wie beispielsweise im Rahmen UV-induzierter
Apoptose. Die UV-induzierte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die pro- oder anti-apopto-
tisch wirken kdnnen, erfolgt einerseits tiber nukledre Faktoren der zelluldaren Antwort auf die DNA-
Schadigung. Andererseits sind ebenfalls zytoplasmatische Komponenten, wie Rezeptortyrosin-
kinasen, an der Signaltransduktion beteiligt (Herrlich et al., 2008). Trotz dieser anfanglich groRen
Vielfalt an Signalwegen, die durch einen apoptotischen Stimulus aktiviert werden kénnen, miin-
den diese bei Uberwiegen pro-apoptotischer Signale schlussendlich in der Aktivierung einer spe-
ziellen Gruppe von Proteasen, den Caspasen (cysteine-dependent aspartate-specific proteases).
Caspasen stellen die Hauptregulatoren der apoptotischen Exekutionsphase dar, da sie tber ihre
proteolytische Aktivitdt malRgeblich zum apoptotischen Abbau einer Zelle beitragen. Sie kénnen
in zwei Gruppen eingeteilt werden: Initiator-Caspasen, wie Caspase-8 oder -9, und Effektor-Caspa-
sen, wie Caspase-3, -6 und -7. Caspasen liegen als inaktive Zymogene in einer pro-Form vor und
werden durch proteolytische Spaltung aktiviert. Die Aktivierung der Effektor-Caspasen erfolgt da-
bei durch die Initiator-Caspasen. Initiator-Caspasen selbst werden in Abhangigkeit des apoptoti-
schen Stimulus Gber zwei unterschiedliche Signalwege aktiviert: den intrinsischen und extrinsi-
schen Apoptose-Signalweg (EImore, 2007; Prokhorova et al., 2015; Taylor et al., 2008).

Der extrinsische Signalweg wird durch Aktivierung von membranstandigen Rezeptoren der Tu-
mornekrosefaktor (TNF)-Superfamilie durch Ligandenbindung (z.B. TNF, FasL) und die resultie-
rende Rezeptortrimerisierung aktiviert. Uber die intrazellulire death domain (DD) des Rezeptors
wird mittels Adapterproteinen pro-Caspase-8 rekrutiert. Die Bildung dieses death-inducing sig-
naling complex (DISC) fihrt dabei zur autokatalytischen Aktivierung von Caspase-8. Neben der

Aktivierung von Effektor-Caspasen, kann Caspase-8 Uber die Spaltung des pro-apoptotischen Bcl-2
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(B-cell ymphoma 2)-Proteins Bid (BH3 interacting domain death agonist) auch zur Aktivierung des
intrinsischen Signalwegs flihren (EImore, 2007; Taylor et al., 2008).

Apoptotische Stimuli, deren Wirkung an intrazelluldren Zielstrukturen ansetzt, induzieren
Apoptose klassischerweise liber den intrinsischen Signalweg. Dazu gehoren insbesondere DNA-
Schaden und ROS (reactive oxygen species). Die Permeabilisierung der duReren Mitochondrien-
membran (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilisation) ist dabei das Schlisselereig-
nis, da sie zur Freisetzung von Proteinen aus dem Intermembranraum der Mitochondrien in das
Zytoplasma fiihrt. Zu diesen Proteinen gehort Cytochrom c, das liber die Rekrutierung von APAF-1
(apoptotic protease-activating factor-1) und pro-Caspase-9, das sogenannte Apoptosom bildet,
wodurch es zur Aktivierung von Caspase-9 kommt. Weitere Proteine, die aus den Mitochondrien
freigesetzt werden, wie Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) und HtrA2
(high temperature requirement protein A2), tragen ebenfalls zur Caspase-Aktivierung bei, indem
sie die anti-apoptotische Wirkung der Caspase-Inhibitoren IAPs (inhibitors of apoptosis proteins)
hemmen. Die Permeabilisierung der aufleren Mitochondrienmembran wird mafigeblich vom Ver-
haltnis pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine reguliert. Bei einem Uberwiegen der pro-
apoptotischen Signale bilden die Bcl-2-Proteine Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) und Bax
(Bcl-2-associated X protein) Poren in der auBeren Mitochondrienmembran, die die Permeabilisie-
rung herbeiflihren. Die Regulation der Bcl-2-Proteine und ihre Verknilipfung zu den vorgeschalte-
ten Signalen der apoptotischen Initiationsphase ist bisher nicht vollstandig geklart. Es ist jedoch
eine Regulation Uber das Tumorsuppressor-Protein p53 bekannt, das in Folge von DNA-Schéadi-
gung aktiviert wird. Des Weiteren kénnen auch MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) regu-
latorischen Einfluss auf Bcl-2-Proteine haben. Mit der Permeabilisierung der duReren Mitochond-
rienmembran geht auch der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials einher, das fir die
zelluldre Energiegewinnung bedeutend ist. Somit gilt MOMP als point of no return in der Apop-
tose-Exekution (Elmore, 2007; Fuchs & Steller, 2015; Liddiard & Taylor, 2015; Tait & Green, 2008;
Trempolec et al., 2013; Youle & Strasser, 2008).

1.1.2 Regulation der apoptotischen Morphologie der Apoptose-Exekution

Der intrinsische und extrinsische Apoptose-Signalweg miinden beide in der Aktivierung der Effek-
tor-Caspasen. Effektor-Caspasen gelten als entscheidende Regulatoren der apoptotischen Exeku-
tionsphase, da sie durch ihre proteolytische Aktivitdt und eine Vielzahl von Substraten entschei-
dend zur Degradierung apoptotischer Zellen beitragen. Dennoch ist bisher nur unvollstandig ver-
standen, wie das Zusammenspiel der proteolytischen Aktivitdt der Caspasen und die Beteiligung

weiterer biochemischer Mechanismen schlussendlich die charakteristische apoptotische Morpho-
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logie hervorrufen. Auf Ebene des Zellkerns konnte bisher die Beteiligung der Caspase-aktivierten
Kinase MST1 (Mammalian sterile 20-like kinase 1) an der friihen peripheren Chromatinkondensa-
tion gezeigt werden, die Uber die nachgeschaltete Aktivierung von JNK (c-jun N-terminal kinase)
zu erfolgen scheint (Ura et al., 2007). Fur die anschlieRende vollstandige Chromatin- bzw. Kern-
kondensation wird die DNA sowohl liber Caspase-abhangige, wie auch unabhangige Mechanis-
men fragmentiert. Dazu gehoren die Caspase-aktivierte DNAse (CAD) und die aus den Mitochond-
rien freigesetzten Proteine Endonuklease G (EndoG) und AIF (apoptotis inducing factor) (Doonan
& Cotter, 2008; Elmore, 2007; Prokhorova et al., 2015; Taylor et al., 2008). Im spateren Verlauf
der Apoptose-Exekution kommt es zur Fragmentierung des gesamten Zellkerns. Diesem Schritt
geht die proteolytische Schwachung der Kernlamina voraus, die durch den Abbau von Kernlami-
nen Uber Caspasen vermittelt wird (Taylor et al., 2008). Die Caspase-aktivierte Kinase ROCK 1
(Rho-associated protein kinase 1) spielt im anschlieRenden Auseinanderziehen der Kernfragmente
eine wichtige Rolle, indem ROCK 1 tber die Phosphorylierung von Myosin zur Kontraktion von
Aktin-Myosin-Filamenten des Zytoskeletts flihrt. Diese kontraktilen Krafte reilen die geschwachte
Kernlamina auseinander, wodurch der Zellkern in Fragmente zerfallt. Auch auf zytoplasmatischer
Ebene sind diese kontraktilen Krafte fiir die Auspragung der apoptotischen Morphologie mitver-
antwortlich, da sie am Membran-Blebbing apoptotischer Zellen beteiligt sind. Neben dieser
Caspase-induzierten Kontraktion des Zytoskeletts geschieht jedoch gleichzeitig auch dessen pro-
teolytischer Abbau durch Caspasen, der ebenfalls fiir die Ausbildung des Membran-Blebbings be-
notigt wird. Erst durch die Schwachung des Zytoskeletts kann es in Membranbereichen, die nicht
mehr von zytoskelettalen Strukturen gestiitzt werden, zur Ausstilpung der Plasmamembran kom-
men (Coleman et al., 2001; Croft et al., 2005; Taylor et al., 2008). Auch das Abrunden apoptoti-
scher Zellen wurde neben dem proteolytischen Abbau des Zytoskeletts ebenfalls mit der Caspase-
vermittelten Spaltung von Zelladh&sionsproteinen in Verbindung gebracht (Saraste & Pulkki, 2000;
Taylor et al., 2008; Wen et al., 1997). Eine wichtige Rolle in der Auspragung der apoptotischen
Morphologie scheinen auch Mikrotubuli des Zytoskeletts zu spielen. Wahrend der Apoptose-Exe-
kution wird ihre Umorganisation beobachtet, durch die sie ein Netzwerk an der Plasmamembran
(AMN, apoptotic microtubule network) bilden. Dies ermoglicht es, die Integritdt der Plasmamemb-
ran bis zuletzt aufrecht zu erhalten um den apoptotischen Abbau einer Zelle und die Auflésung in
Apoptotic Bodies zu gewahrleisten (Atkin-Smith & Poon, 2016). Nicht zuletzt ist auch die Reduk-
tion des Zellvolumens apoptotischer Zellen wichtiger Bestandteil der apoptotischen Morphologie.
Dieser Prozess, der als apoptotische Volumenreduktion (AVD, apoptotic volume decrease) be-
schrieben wird, ist ebenfalls bisher nicht vollstéandig geklart. Der Verlust von Kaliumionen scheint

dabei jedoch eine wichtige Rolle zu spielen. Aus regulatorischer Sicht wurde dieser Vorgang lange
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vernachlassigt, ist jedoch von groRer Bedeutung fiir die apoptotische Exekution, da die Reduktion
der intrazelluldren Kaliumkonzentration zur Aktivierung der Caspasen beitragt (Bortner et al.,
2008; Bortner & Cidlowski, 2002). Obwohl Caspasen als Hauptregulatoren der apoptotischen Exe-
kution und der damit einhergehenden apoptotischen Morphologie etabliert sind, sind noch viele
Details im Zusammenspiel der einzelnen Prozesse ungeklart. Insbesondere die zeitliche Koordina-
tion im Ablauf der einzelnen Prozesse untereinander und ihre Abhangigkeit voneinander ist bisher
nicht genau verstanden. Es ist beispielsweise unklar, wie bestimmt wird, wann und wo eine Effek-
tor-Caspase welches Substrat spaltet und wie die Apoptose-Exekution auf Ebene des Zytoplasmas
mit der des Zellkerns koordiniert wird. Eine Feinabstimmung dieser Prozesse erscheint jedoch un-
erlasslich, da beispielsweise der Zellkern nur fragmentiert werden kann nachdem die DNA zuvor
fragmentiert wurde, wohingegen die Kernlamina nicht zu friih von Caspasen proteolytisch aufge-
|16st werden darf und das Zytoskelett nach derzeitigem Stand des Wissens relativ lange intakt blei-
ben muss um die Kernfragmentierung und Bildung von Apoptotic Bodies zu gewahrleisten (Atkin-
Smith & Poon, 2016; Taylor et al., 2008; Vorobjev & Barteneva, 2016). Die Analyse der Prozesse,
die der Apoptose-Exekution und der damit einhergehenden Morphologie zugrunde liegen, gestal-
tet sich jedoch auf Grund ihrer Dynamik und Schnelligkeit schwierig. Sie erfordert den Einsatz bild-
gebender Methoden mit der Kombination verschiedener Fluoreszenzmarker, die die verschiede-
nen Prozesse der Apoptose-Exekution visualisieren kénnen, wie beispielsweise Hochdurchsatz-
Fluoreszenzmikroskopie oder bildgebender Durchflusszytometrie (Mattiazzi Usaj et al., 2016;
Vorobjev & Barteneva, 2016). Die Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen eroff-
net zudem die Moglichkeit der Analyse einer Gesamtzellpopulation auf Einzelzellebene im zeitli-
chen und raumlichen Verlauf. Die Etablierung solcher Techniken und die zugehorige softwarege-
stutzte Bildanalyse ist daher ein wichtiger Schritt um die der der Apoptose-Exekution zugrunde

liegenden Prozesse, ihr Zusammenspiel und ihre Regulation tiefergehend analysieren zu kénnen.
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1.2 Weitere Formen des Zelltods

1.2.1 Nekrose und Nekroptose

Nekrose stellt im Gegensatz zur Apoptose eine passive Form des Zelltods dar, die ungeordnet und
Energie-unabhangig ablauft. Nekrose tritt haufig als Konsequenz verschiedener Traumata auf, wie
Verbrennungen oder Kompressionsverletzungen, kann aber auch durch Nahrstoffmangel oder Pa-
thogene hervorgerufen werden (Elmore, 2007; Taylor et al., 2008). Morphologisch ist Nekrose
durch das Anschwellen von Zytoplasma und Zellorganellen gekennzeichnet, sowie die friihe
Ruptur der Plasmamembran. Dadurch werden zytoplasmatische Bestandteile in die extrazellulare
Umgebung freigesetzt, was zu einer Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe fihrt. Die
Chromatinstruktur nekrotischer Zellen bleibt dagegen zunachst meist unverandert und DNA-Frag-
mentierung tritt, wenn Uberhaupt, erst sehr spat und ungerichtet auf (Chaabane et al., 2013;
Vanden Berghe et al., 2013).

Entgegen der urspriinglichen Annahme, dass Nekrose eine vollstidndig unkontrollierte Zell-
todform darstellt, ist mittlerweile auch eine regulierte Form der Nekrose bekannt, die Nekroptose.
Morphologisch dhnelt sie der Nekrose stark, wird jedoch unter Bedingungen von Caspase-Inhibi-
tion aktiv Uber Todesrezeptoren oder Toll-like-Rezeptoren ausgeldst. Aus physiologischer Sicht
scheint Nekroptose einen Backup-Mechanismus darzustellen, fiir Situationen in denen Apoptose
z.B. durch virale Caspase-Inhibitoren gehemmt ist (Fuchs & Steller, 2015; Kroemer et al., 2009;
Tait et al., 2014).

1.2.2 Zelltod mit Autophagie

Autophagie stellt einen katabolen Prozess dar, iber den zytoplasmatische Bestandteile, Pro-
teinaggregate und Organellen Gber die Bildung von Autophagosomen eingeschlossen und durch
die Fusion mit Lysosomen abgebaut werden. Dies ermdoglicht einer Zelle Makromolekiile zu recy-
celn. Somit stellt Autophagie einen zellprotektiven, (iberlebensférdernden Mechanismus dar, der
in Stresssituationen, z.B. als Antwort auf Nahrstoffmangel, aktiviert werden kann. Morphologisch
sind autophagische Prozesse durch das Auftreten von Vakuolen im Zytoplasma gekennzeichnet.
Da eine derartige Vakuolisierung auch im Zusammenhang mit Zelltod auftreten kann, wurde lange
angenommen, dass Autophagie Zelltod auslésen kann. Diese Ansicht wurde jedoch revidiert, da
autophagische Prozesse unter Zelltodbedingungen zwar zum Zelltod beitragen kénnen, z.B. durch
die Erhohung von ROS Uber den Abbau antioxidativer Enzyme, jedoch selten ursachlich fiir den

Zelltod sind. Nach dieser Definition wird vom Zelltod mit Autophagie gesprochen. Eine Verbindung
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von Autophagie mit Apoptose konnte liber Caspasen hergestellt werden, da Caspasen neben ihrer
pro-apoptotischen Funktion ebenfalls pro-autophagisch wirken kénnen, indem sie anti-autopha-

gische Proteine inaktivieren (Fuchs & Steller, 2015; Tait et al., 2014).

1.3 Cisplatin

Cis-Diamindichlorplatin () (Cisplatin) ist seit seiner Zulassung durch die FDA (Food and Drug Ad-
ministration) im Jahre 1978 eines der weltweit am haufigsten eingesetzten Zytostatika, da es oft
zu einem anfanglich groRen Therapieerfolg fihrt. Es wird zur Behandlung verschiedener Tumore
angewandt, wie Lungen-, Cervix-, Ovarial-, Testis-, Gallen- und Kopf-Hals-Karzinomen. Die starke
zytotoxische Wirkung beruht auf der Eigenschaft von Cisplatin mit kérpereigenen Nukleophilen zu
interagieren, insbesondere der DNA. Der therapeutische Einsatz von Cisplatin wird jedoch stark
durch die Entwicklung von Resistenzen der Tumorzellen limitiert, sowie die starken Nebenwirkun-
gen, zu denen Nephro-, Oto-, Neuro- und gastrointestinale Toxizitdt zdhlen. Die fehlende Selekti-
vitat von Cisplatin fir Tumorzellen ist fiir die starken Nebenwirkungen verantwortlich, wodurch
auch andere Zellen mit einer hohen Proliferationsrate von der Wirkung betroffen sind. Um diese
Limitierungen zu umgehen wird Cisplatin neben der Monotherapie haufig zusammen mit weiteren
Zytostatika in Kombinationstherapien eingesetzt (Apps et al., 2015; L Galluzzi et al., 2012; Norbury
& Hickson, 2001; Ott & Gust, 2006). Cisplatin besteht aus einem zentralen Platinatom an das tber
koordinative Bindungen jeweils zwei Chloridionen und zwei NHs-Molekiile in cis-Konfiguration ge-

bunden sind (Abbildung 1.2).

Abbildung 1.2: Strukturformel von Cisplatin.




1. EINLEITUNG

1.3.1 Metabolismus von Cisplatin

Cisplatin an sich ist chemisch inert. Aufgrund seiner quadratisch planaren Struktur ist es jedoch
anfallig fir den Angriff durch Nukleophile, wie schwefelhaltige Aminosauren oder DNA-Basen. Da-
bei werden in einer Substitutionsreaktion eine oder beide Chloridgruppen gegen den nukleophi-
len Reaktionspartner ausgetauscht, wodurch eine kovalente Bindung mit dem Nukleophil ent-
steht. Die Starke der Nukleophile ist dabei entscheidend ob es zu einer direkten Reaktion kommt.
Dies ist z.B. bei den schwefelhaltigen Aminosduren Methionin und Cystein der Fall. Eine Reaktion
mit den schwacher nukleophilen Basen der DNA erfolgt dagegen erst nach Substitution der Chlo-
ridionen durch Wassermolekiile, wodurch hochreaktive Aquaplatin-Komplexe entstehen (L
Galluzzi et al., 2012; Ott & Gust, 2006). Da Cisplatin intravenos verabreicht wird, bindet ein be-
trachtlicher Anteil des Cisplatins im Blut durch den beschriebenen Reaktionsmechanismus tber
schwefelhaltige Aminosauren an Serumproteine. Untersuchungen gehen davon aus, dass deshalb
nur 10 - 35 % des applizierten Cisplatins frei verfiigbar sind (Cepeda et al., 2007; Ott & Gust, 2006).
Dieser ungebundene Anteil liegt im Serum in unverdanderter Form vor, da aufgrund der hohen
Chloridionenkonzentration (100 mM) im Blut keine Hydrolyse stattfindet. Die Aufnahme von Cis-
platin in die Zelle ist bisher nicht vollstandig verstanden und erfolgt nach aktuellem Stand des
Wissens Uber passive Diffusion, Kupfer-Transporter (z.B. CTR1, copper transporter 1) oder Katio-
nen-Transporter (z.B. OCT2, organic cation transporter 2). Da die intrazelluldre Chloridionenkon-
zentration mit 2 - 30 mM deutlich niedriger ist als im Blut, erfolgt im Zytoplasma die Bildung der
reaktiven Aquaplatin-Komplexe. Diese kdnnen daraufhin mit der DNA oder anderen zelluldren
Nukleophilen reagieren. Die intrazellular verfligbare Menge an reaktivem Cisplatin wird dabei je-
doch durch Bindung an Thiole, wie dem antioxidativen Tripeptid Glutathion oder Metalothioneine,
reduziert. AuRerdem tragen auch aktive Efflux-Transporter in der Plasmamembran, wie ATP7B
(copper-transporting P-type adenosine triphosphate), ABCC2 (ATP-binding casette, sub-family C2)
und MATE1 (multidrug extrusion transporter 1) zur Reduktion der intrazelluldren Cisplatin-Kon-
zentration bei (Cepeda et al., 2007; Ciarimboli, 2012; Kdéberle et al., 2010; Norbury & Hickson,
2001; Ott & Gust, 2006; Wang & Lippard, 2005; Wheate et al., 2010).

1.3.2 Zytotoxische Wirkung von Cisplatin

Obwohl nur etwa 1 - 10 % des intrazelluldren Cisplatins an die DNA bindet, gilt die DNA-bindende
Wirkung als Hauptursache der Cisplatin-vermittelten Zytotoxizitat. Die Bindung von Cisplatin kann
grundsatzlich an allen vier Basen erfolgen, wobei Purinbasen jedoch bevorzugt werden. Da das
Stickstoffatom an Position 7 von Guanin das nukleophilste Zentrum darstellt, bindet hier der Gber-

wiegende Anteil an Cisplatin. Nach einer monofunktionalen Bindung von Cisplatin an zunachst
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eine Base, wird von einem Grof3teil dieser Cisplatin-DNA-Addukte tber die Bindung einer zweiten
Base eine Quervernetzung herbeigefiihrt. Dadurch kann Cisplatin mit der DNA verschiedene
Addukte bilden, da diese bifunktionalen Addukte zwischen benachbarten Basen innerhalb eines
DNA-Strangs (intrastrand crosslink) oder zwischen den beiden DNA-Strangen (interstrand cross-
link) erfolgen konnen. Der GroRteil (etwa 85 — 90 %) der Cisplatin-induzierten DNA-Addukte tritt
dabei innerhalb eines DNA-Strangs auf. Intrastrang-Crosslinks zwischen benachbarten Guanin-Ba-
sen (1,2-GpG) sind dabei mit ca. 65 % aller induzierten Lasionen am haufigsten und treten mit ca.
25 % nur zu einem geringeren Anteil zwischen benachbartem Guanin und Adenin (1,2-ApG) auf.
Quervernetzungen zwischen den beiden DNA-Strangen sind dagegen mit 1-5 % selten. Ferner
kann es auch zu DNA-Protein-Vernetzungen kommen (Abbildung 1.3). Die Intrastrang-Crosslinks
benachbarter Basen gelten als Hauptursache der Cisplatin-induzierte Zytotoxizitat. Diese Ansicht
basiert nicht nur auf der Haufigkeit mit der diese Vernetzungen auftreten, sondern vor allem auf
der Tatsache, dass das Cisplatin-lsomer trans-Platin nur eine geringe Zytotoxizitat in vitro und
keine Antitumoraktivitat in vivo zeigt. Trans-Platin bindet tGber den gleichen Mechanismus an die
DNA, ist jedoch im Gegensatz zu Cisplatin aufgrund seiner chemischen Struktur nicht in der Lage
1,2-Intrastrang-Vernetzungen auszubilden. Die Konsequenz der Cisplatin-DNA-Addukte ist eine
Veranderung der DNA-Konformation. 1,2-Intrastrang-Vernetzungen beugen die DNA in Richtung

der groRen Furche und fuhren zu einer teilweisen Entwindung der Helix. Diese Deformierungen

1,2-Intrastrang-Crosslink Interstrang-Crosslink DNA-Protein-Vernetzung
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Bindungsmaoglichkeiten von Cisplatin an Guanin in doppel-
strangiger DNA. Ndhere Erlauterungen siehe Text.
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blockieren die Replikation und Transkription und kénnen Briiche im Riickgrat der Helix hervorru-
fen (Cepeda et al., 2007; Koberle et al., 2010; Ott & Gust, 2006; Wheate et al., 2010). Dadurch
fiihren sie zu einer DNA-Schadensantwort, die der Reparatur der Schiden dient. Ubersteigt jedoch
das Ausmal’ der Schaden die Reparaturkapazitdten einer Zelle, wird Apoptose ausgeldst, wodurch
die Entstehung von Mutationen und fehlerhaften Zellteilungen verhindert wird. Die zugrunde lie-
genden Signalwege, die die Erkennung von DNA-Schaden mit der Apoptose-Exekution verknipfen,
sind komplex und bisher nicht vollstandig aufgeklart. Eine DNA-Schadensantwort beginnt mit der
Schadensdetektion, die im Falle von Cisplatin Giber die DNA-Schadenssensoren ATR (ataxia telan-
giectasia and Rad3 related) und ATM (ataxia-telangiectasia mutated), sowie deren nachgeschal-
tete Checkpoint-Kinasen 1 und 2 (Chk1/2) verliuft. Uber die Aktivierung des Tumorsuppressor-
Proteins p53 kommt es dabei zur Zellzyklusinhibition, was der Wiederherstellung der DNA-Integ-
ritdat durch Reparatur der DNA-Schaden dient. Die Reparatur Cisplatin-induzierter DNA-Addukte
erfolgt hauptséchlich tGber die Nukleotidexzissionsreparatur (NER), bei der der besch&digte DNA-
Strang rechts und links des Cisplatin-Addukts eingeschnitten, entfernt und anschlieRend neu syn-
thetisiert wird. Im Zuge insuffizienter oder fehlerhafter DNA-Reparatur kénnen daraus jedoch
auch weitere DNA-Einzel- (SSB, single strand break) oder -Doppelstrangbriiche (DSB, double
strand break) entstehen. Bei einem zu hohen Grad der DNA-Schadigung spielt p53 ebenfalls eine
wichtige Rolle in der Apoptose-Initiation, da es pro- und anti-apoptotische Bcl-2-Proteine regu-
liert. AuRerdem ist die Aktivierung verschiedener Proteinkinasen durch Cisplatin bekannt, die
ebenfalls zur zytotoxischen Wirkung beitragen kénnen, wie die MAP-Kinasen, die Proteinkinasen
PKC (Proteinkinase C), Akt und c-Abl (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) (L
Galluzzi et al., 2012; Norbury & Hickson, 2001; Siddik, 2003; Wang & Lippard, 2005).

Auch wenn die DNA-schadigende Wirkung als Hauptursache der Zytotoxizitat gilt, ist auch die
Bindung von Cisplatin an andere zelluldre Strukturen als Ursache der zytotoxischen Wirkung nicht
zu vernachlassigen. Insbesondere die Tatsache, dass Cisplatin auch in entkernten Zellen zytoto-
xisch wirkt, erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass weitere zelluldre Zielstrukturen zur Aktivierung
pro-apoptotischer Signalwege beitragen. Die bereits angesprochene Bindung von Cisplatin an
Glutathion kann beispielsweise zur Erhohung der intrazellularen ROS-Level beitragen, die neben
der DNA auch eine direkte Schadigung der Mitochondrien begtinstigen kdnnen. Da der intrinsische
Apoptose-Signalweg als Hauptweg der Cisplatin-induzierten Apoptose gilt, kbnnen hier eine Viel-
zahl Cisplatin-induzierter pro-apoptotischer Signalwege zusammenlaufen, die in der Summe die
zytotoxische Wirkung vermitteln (Cepeda et al., 2007; L Galluzzi et al., 2012; Norbury & Hickson,

2001; Siddik, 2003). Die genauen Mechanismen und ihr Zusammenspiel in der Vermittlung Cispla-
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tin-induzierter Apoptose sind jedoch bisher nicht vollstandig aufgeklart und vielschichtig. Die Ent-
schlisselung von Mechanismen, die an der Cisplatin-induzierten Apoptose beteiligt sind oder sie
beeinflussen kdnnen, ist daher von groRer Bedeutung, um der Entstehung von Resistenzen vorzu-

beugen und die Tumortherapie zu optimieren.

1.4 Die Bedeutung von Arzneimittel-Interaktionen fiir die Tumortherapie

Nicht nur die Identifizierung von Regulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose ist von grolRer
Bedeutung fir die Tumortherapie. Auch die Analyse moglicher Arzneimittel-Interaktionen, die die
therapeutische Effizienz beeinflussen kénnen, ist von groRer klinischer Relevanz. Dabei kénnen
zwei prinzipielle Interaktionsmoglichkeiten unterschieden werden: positive und negative Interfe-
renz von Arzneimitteln, aus denen sich eine Verbesserung oder Verschlechterung des Therapieer-
folgs ergibt.

Positive Interferenz ist ein wiinschenswerter Effekt, bei dem durch die Kombination zweier
(oder mehrerer) Medikamente ein synergistischer Effekt auftritt, der groRer ist als die Summe der
Einzeleffekte und entsprechend den Therapieerfolg erhoht. In der Tumortherapie wird Cisplatin
haufig in Kombinationstherapien eingesetzt, z.B. mit weiteren Zytostatika wie Doxorubicin, Pacli-
taxel oder Gemcitabin (Crul et al., 2002). Auch wenn die genauen Mechanismen, die der synergis-
tischen Wirkung zugrunde liegen, in den meisten Fallen bisher nicht bekannt sind, erméglicht die
Kombinationstherapie die Verminderung von Resistenzbildungen und erhoht den langfristigen
Therapieerfolg (Crul et al., 2002). Die Kombination von Medikamenten zur Tumortherapie ist in
der Klinik verstandlicherweise rational getrieben, sodass meist verschiedene Zytostatika in Kom-
bination angewandt werden. Schatzungen gehen jedoch davon aus, dass bis zu 90 % aller zugelas-
senen Medikamente eine bisher unbekannte Zweitindikation haben kénnen und sich darunter ei-
nige befinden, die fir die Tumortherapie genutzt werden konnten (Gupta et al., 2013). Deshalb
stellt der Ansatz des drug repositionings eine aussichtsreiche Strategie in der Entwicklung neuer
Tumortherapien dar. Beim drug repositioning oder auch drug repurposing genannt, werden Me-
dikamente auf einen moéglichen Einsatz in neuen Anwendungsgebieten Uberpriift, fir die sie ur-
spriinglich nicht zugelassen wurden. Der groRe Vorteil dieser Methode gegeniiber der vollstandi-
gen Neuentwicklung eines Wirkstoffs ist die Tatsache, dass bereits umfangreiche Daten zu Phar-
makokinetik, Pharmakodynamik und Toxizitdt der Medikamente vorliegen, wodurch sich die Kos-
ten fiir praklinische und klinische Studien im neuen Anwendungsbereich deutlich reduzieren. Das
systematische Screening von Medikament-Kombinationen, die unvoreingenommen aus verschie-

denen therapeutischen Anwendungsbereichen kombiniert werden, ist daher ein wichtiger Ansatz
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um zunachst in vitro aussichtsreiche synergistische Effekte flr die Tumortherapie zu identifizieren
(Gupta et al., 2013; Strittmatter, 2014; Zimmermann et al., 2007).

Die Identifizierung negativer Arzneimittel-Interferenz, wodurch sich der Therapieerfolg ver-
schlechtert oder es zu unerwiinschten Nebenwirkungen kommen kann, ist nicht minder von Be-
deutung. Ein erhdhtes Risiko derartiger Wechselwirkungen ist vor allem bei Krebspatienten gege-
ben, da sie haufig weitere Medikamente zur begleitenden Behandlung von Nebenwirkungen einer
Chemotherapie erhalten. Zudem sind ca. 60 % der Tumorpatienten alter als 65 Jahre, was die
Wahrscheinlichkeit altersbedingter Begleiterkrankungen und damit verbundener Medikamenten-
gabe erhoht. Nach Schatzungen trifft dies auf bis zu 80 % der Krebspatienten Giber 65 Jahren zu
(Blower et al., 2005). Polypharmazie, d.h. die regelmallige Einnahme mehrerer Medikamente
gleichzeitig, erhoht die Wahrscheinlichkeit fiir Arzneimittel-Interaktionen stark. Die Wahrschein-
lichkeit auftretender Interaktionen betragt bereits bei 5 Medikamenten 50 % und erhoht sich bei
8 Medikamenten auf 100 %. Mdgliche Interaktionen von Arzneimitteln in der Klinik kénnen jedoch
leicht Gbersehen werden und sind schwierig zu identifizieren, da fiir ein schlechtes Ansprechen
auf eine Therapie oder die Verschlechterung des Zustands eines Patienten wahrend der Therapie,
haufig die Progression der Krankheit oder Nebenwirkungen einer Chemotherapie als ursachlich
betrachtet werden (Blower et al., 2005; Delafuente, 2003). Die Etablierung von in vitro-Modellen
zur Identifizierung moglicher negativer Arzneimittel-Interaktionen ist somit von groRer klinischer

Bedeutung.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, mittels eines Mikroskopie-basierten Screens bioaktiver Substanzen
und FDA-zugelassener Medikamente Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose zu identifi-
zieren. Da Cisplatin eines der am haufigsten eingesetzten Zytostatika in der Tumortherapie ist,
stellt es einen Apoptose-Stimulus dar, der gut zur Aufklarung grundlegender molekularer Mecha-
nismen der Apoptose geeignet ist. Von groRer Bedeutung fiir den therapeutischen Einsatz ist dar-
Gber hinaus ein moglichst umfassendes Verstandnis zellularer Signalwege, die der induzierten To-
xizitat zugrunde liegen oder sie beeinflussen kénnen. Auf folgende Fragestellungen soll dabei ein-

gegangen werden:

— Welche zelluldren Signalwege beeinflussen die Cisplatin-induzierte Apoptose?

— Kann die apoptotische Morphologie durch bioaktive Substanzen in ihrer Auspragung be-
einflusst werden?

— Kommt es durch Medikamente zu klinisch relevanten Wechselwirkungen mit Cisplatin-

induzierter Apoptose?

Dazu soll ein Fluoreszenzmikroskopie-basiertes Hochdurchsatz-Verfahren verwendet werden, das
eine softwaregestiitzte Bildanalyse nutzt. Dieses System soll des Weiteren dahingehend optimiert
werden, zusatzliche Apoptose-assoziierte Endpunkte zu etablieren und die softwaregestitzte Bild-
analyse zu erweitern. Ferner soll die Moglichkeit implementiert werden Zeitverlaufsanalysen

apoptotischer Zellen mit diesem System durchzufiihren.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2 MATERIAL UND METHODEN

Feinchemikalien wurden, wenn nicht explizit angegeben, von Carl Roth, Karlsruhe bezogen. Ver-
brauchsmaterialien in der Zellkultur stammen von Greiner Bio One, Frickenhausen, wenn nicht
anders beschrieben. Eine Ubersicht verwendeter Puffer und Losungen ist im Anhang aufgefiihrt,

sofern nicht direkt im Text angegeben.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierung der Zellen

In dieser Arbeit wurden zwei humane Krebszelllinien epithelialen Ursprungs verwendet, die Lun-
genkarzinomzelllinie A549, sowie die Cervixkarzinomzelllinie HeLa CCL-2. Beide Zelllinien wurden
Gber ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD) bzw. den deutschen Distributor
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) bezo-
gen. Fir einige Kinetikversuche wurde auRerdem ein transgener Subklon der A549 Zelllinie ver-
wendet, der stabil mit einem H2B-GFP Plasmid transfiziert wurde (Schweitzer, 2015). Die Kultivie-
rung der Zellen erfolgte bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchte und 5 % CO, in DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Gibco Life Technologies, Darmstadt), supplementiert mit 10 % FCS (fe-
tal calf serum, PAA, Célbe), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco Life Technolo-
gies, Darmstadt), sowie fir A549 zusatzlich 2 mM L-Glutamin (Gibco Life Technologies, Darm-
stadt). Fir die A549-H2B-GFP Linie wurde das Medium auBerdem mit 1 mg/ml G418 (Gibco Life
Technologies, Darmstadt) angereichert. Die Passage der Zellen erfolgte bei Erreichen einer Kon-
fluenz von 80-90 % (3-4 Tage). Dazu wurden die Zellen mit PBS-/- (phosphate buffered saline, Cal-
cium- und Magnesium-frei, Gibco Life Technologies, Darmstadt) gewaschen und mit 1 ml Trypsin-
EDTA (0,25 %, Gibco Life Technologies, Darmstadt) zur Ablésung vom Boden der Zellkulturflasche
(T75) fur etwa 3 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 9 ml Medium wurde die Trypsinreak-

tion gestoppt, die Zellen vereinzelt und zur weiteren Kultivierung in eine neue Zellkulturflasche
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Uberflhrt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Neubauer Zahlkammer nach Hersteller-

angaben.

2.1.2 Langzeitkonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitkonservierung wurden die Zellen bei -196 °C in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Zum
Einfrieren wurden die Zellen wie zuvor beschrieben vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st und
fir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium mit allen Supplementen und
10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) resuspendiert und in Kryogefalle tberfihrt. Um ein schonendes
Einfrieren der Zellen zu gewdhrleisten, wurden sie in einem EinfriergefaR mit Isopropanol (Nal-
gene Labware, USA) nach Herstellerangaben tiber Nacht bei -80 °C gelagert und am folgenden Tag
in den Stickstofftank tiberfiihrt. Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen wurden die KryogefaRe
schnell in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und die Zellsuspension in ein 15-ml Zentrifugen-
rohrchen (Falcon, VWR, Bruchsal) mit frischem Medium Gberfiihrt. Die Zellen wurden wie oben
beschrieben abzentrifugiert, das Pellet in frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkultur-

flasche tUberfihrt.

2.2 Behandlung von Zellen

Zur Behandlung der Zellen wurden diese wie oben beschrieben aus den Zellkulturflaschen abge-

|6st und in den zur Behandlung verwendeten Multiwellplatten kultiviert.

2.2.1 Behandlung von Zellen mit Proteininhibitoren und Apoptose-Stimuli

24 Stunden nach Aussaat wurde das Medium abgenommen und frisches Medium vorgelegt. Bei
Behandlung mit Proteininhibitoren (Q-VD-OPh, MP Biomedicals, Heidelberg; G36, Biomol, Ham-
burg) wurden die Zellen fir 30 min bei 37 °C damit vorinkubiert, bevor die Apoptose-Stimuli (Cis-
platin, Sigma, Miinchen; Etoposide, Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Staurosporin, Sigma-Aldrich,

Taufkirchen) entsprechend konzentriert zugegeben wurden.

2.2.2 Screen der bioaktiven Substanz-Bibliothek

Die Bibliothek der bioaktiven Substanzen besteht aus zwei Teilbibliotheken: Die SCREEN-WELL®
FDA approved drug library (640 Substanzen, #8ML-2841 v1.4, Enzo Life Sciences, Lérrach) und die
SCREEN-WELL® ICCB Known Bioactives library (480 Substanzen, #8ML-2840 v2.1, Enzo Life Sci-

ence, Lorrach). Die insgesamt 1120 Substanzen wurden 1:500 verdiinnt mit den Zellen in 96-Well
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Platten wie unter 2.2.1 beschrieben fiir 30 Minuten vorinkubiert und anschlieend mit Cisplatin
fiir 24 Stunden behandelt. Um die Substanzen unter dquitoxischen Bedingungen zu testen, wur-
den A549 mit 50 uM und Hela mit 45 uM Cisplatin behandelt, was in beiden Zelllinien zu etwa
40 - 50 % Zelltod nach 24-stiindiger Behandlung fiihrt. AnschlieBend wurde die Gesamtzellzahl,
sowie verschiedene Zelltodstadien wie unter 2.3.1 beschrieben mittels Hochdurchsatz-Fluores-
zenzmikroskopie bestimmt. Die 1120 bioaktiven Substanzen verteilten sich auf 14 x 96-Well Plat-
ten (jeweils 80 Substanzen pro 96-Well Platte). Auf jeder Platte wurden 16 DMSO-Kontrollen
(0,2 %) mitgefiihrt, von denen jeweils 8 als Negativkontrolle (Behandlung mit Medium) und 8 als
Positivkontrolle (Behandlung mit Cisplatin) dienten. Die finale Konzentration der bioaktiven Sub-
stanzen lag dabei abhangig von der Ausgangskonzentration zwischen 0,2 - 100 uM in Medium mit
0,2 % DMSO. Jede Zelllinie wurde mit allen Substanzen der Bibliothek £Cisplatin in 2 unabhangigen

Replikaten untersucht.

2.3 Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie

Mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie konnen durch den Einsatz verschiedener Fluores-
zenzfarbstoffe verschiedene zelluldre Endpunkte zeitgleich erfasst werden. Die Automatisierung
von Bildakquisition und -auswertung, sowie die Verwendung kleiner Zellkulturformate, wie 96-

Well Platten, ermdoglicht dabei die parallele Analyse einer Vielzahl von Proben.

2.3.1 Analyse der Gesamtzellzahl, sowie verschiedener Zelltodstadien

Die Gesamtzellzahl, sowie die Anzahl toter Zellen wurde mittels einer kombinierten Farbung mit
den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und Propidiumiodid (PI,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen) bestimmt. Beides sind DNA-farbende Stoffe, jedoch mit dem Unter-
schied, dass Hoechst membranpermeabel ist und die DNA lebender und toter Zellen anfarbt, wo-
hingegen Pl nicht membranpermeabel ist und somit nur die DNA membrangeschadigter und somit
als tot definierter Zellen farbt. Mit dieser Farbemethode konnen des Weiteren tote Zellen in frih-,
spatapoptotische und sehr spatapoptotische bzw. nekrotische Zellen unterschieden werden.
Durch die im Verlauf der Apoptose auftretende DNA-Kondensation nimmt die Hoechst-Intensitat
dieser Zellen zu, was sie von lebenden Zellen unterscheidet. Bei spatapoptotischen Zellen tritt
neben der erhdhten Hoechst-Intensitat aufgrund von Membranschadigung auch ein PI-Signal auf.
Bei sehr spatapoptotischen Zellen nimmt die Hoechst-Intensitat aufgrund passiven Auslaufens der

Zelle wieder ab, das PI-Signal bleibt bestehen. Nekrotische Zellen weisen ebenfalls aufgrund feh-
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Tabelle 1: Klassifizierung der verschiedenen Zellstadien mittels scan”R-Software. Die Hoechst-Intensitat
wird in normal (+) und erhoht (++) unterteilt, Pl wird in Pl-positiv (+) und negativ (-) unterschieden.

Zellstadium Hoechst Pl
lebend + -
frihapoptotisch ++ -
spatapoptotisch ++ +
sehr spatapoptotisch/nekrotisch + +

[ Durchlicht || Hoechst

lebend

fruh-
apoptotisch

spat-
apoptotisch

sehr spatapoptotisch/
nekrotisch

Abbildung 2.1: Représentative Beispiele der mittels kombinierter Hoechst/Pl-Farbung unterscheidbaren
Zellstadien mittels scan”R-Software. Lebende Zellen weisen eine normale Hoechst-Intensitat auf und sind
Pl-negativ (Hoechst+/PI-). Friihapoptotische Zellen zeigen aufgrund der DNA-Kondensation ein erhéhtes
Hoechst-Signal und sind ebenfalls PI-negativ (Hoechst++/PI-). Spatapoptotische Zellen sind neben der eben-
falls erhohten Hoechst-Intensitat durch ein PI-Signal gekennzeichnet, da bereits die Schadigung der Zell-
membran auftritt (Hoechst++/Pl+). Im sehr spaten Verlauf der Apoptose nimmt die Hoechst-Intensitat wie-
der auf ein normales Niveau ab, da durch die Zellmembranschadigung Zellinhalt aus der Zelle diffundiert
(Hoechst+/PI+). Softwaregestiitzt sind nekrotische Zellen nicht von den sehr spédtapoptotischen Zellen zu
unterscheiden, da nekrotische Zellen aufgrund fehlender DNA-Kondensation und friihem Verlust der Zell-
membranintegritit ebenfalls eine normale Hoechst-Intensitdat aufweisen und Pl-positiv sind (Hoechst
+/Pl+). Die griine Markierung kennzeichnet den durch die Software erkannten Zellkern.
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lender DNA-Kondensation kein erhohtes Hoechst-Signal auf und sind aufgrund der Membranper-
meabilisierung Pl-positiv (Tabelle 1, Abbildung 2.1). Die Gesamtzellzahl wird Uber die Anzahl
Hoechst-gefarbter Zellkerne bestimmt.

Nach Behandlung wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, wurden die Zellen fiir eine Stunde mit den
Farbstoffen (Hoechst 0,15 pg/ml, P10,25 pg/ml) bei 37 °C, 5 % CO, gefarbt. Pro Well einer 96-Well
Platte wurden, wenn nicht anders angegeben, an vier Positionen mit einem 10-fach Objektiv im
Hoechst-, PI- und Durchlichtkanal mit einem automatisierten Fluoreszenzmikroskop (Olympus
IX81 mit scan”R Acquisition, Olympus, Hamburg) Aufnahmen gemacht. Das Bild einer Position
umfasst eine Flache von 0,57 mm? (867x660 um?, 1344x1024 Pixel). Die vier aufgenommenen Bil-
der reprasentieren somit ca. 8 % der Gesamtoberflache eines Wells einer 96-Well Platte mit einer
Wachstumsoberfliche von 32 mm?2/Well. Die Aufnahmen wurden mittels scan”R Analysis Soft-

ware (Version 2.5.1, Olympus, Hamburg) wie unter 2.3.5 beschrieben analysiert.

2.3.2 Analyse des Verlusts des mitochondriellen Membranpotenzials

Der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials wurde durch eine kombinierte Farbung mit
dem DNA-Farbstoff Hoechst und Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE, Life Technologies,
Darmstadt) untersucht. Hoechst dient dabei zur Detektion der Gesamtzellzahl, wahrend TMRE als
kationischer Farbstoff in Mitochondrien aufgrund ihres negativen Membranpotenzials akkumu-
liert. Der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials zeigt eine Schadigung der Mitochond-
rien an. Die Inkubation der Zellen mit Hoechst (0,15 pg/ml) und TMRE (30 nM), sowie die Auf-
nahme am Mikroskop erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Die Aufnahmen wurden mittels
scan”R Analysis Software wie unter 2.3.5 beschrieben analysiert. Da TMRE und PI ein dhnliches
Fluoreszenzspektrum aufweisen (Tabelle A.2), kann der Verlust des mitochondriellen Membran-
potenzials und der Zelltod nicht aus derselben Probe bestimmt werden. Um dennoch den Verlust
des mitochondriellen Membranpotenzials mit dem Zelltod korrelieren zu kénnen, wurde bei die-
sen Versuchen jeweils ein Teil der technischen Replikate je 96-Well Platte mit Hoechst/PI, der

andere Teil mit Hoechst/TMRE angefarbt.

2.3.3 Zeitverlaufsanalysen

Durch Verwendung einer Inkubationskammer (EMBLEM Technology Transfer GmbH, Heidelberg)
kénnen neben der Analyse fester Zeitpunkte auch Zeitverlaufsanalysen bei 37 °C, 5 % CO; durch-
gefiihrt werden. Die Anfarbung der Zellen erfolgte wie in 2.3.1 bzw. 2.3.2 beschrieben. Bei Ver-
wendung der transgenen Zelllinie A549-H2B-GFP, bei der die DNA bereits durch das H2B-GFP flu-

oreszent markiert ist, wurden die Zellen lediglich mit Pl angefarbt um die Gesamtzellzahl, sowie
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die Anzahl toter Zellen zu bestimmen. In diesem Falle erfolgten die Aufnahmen im GFP-, PI- und
Durchlichtkanal. Unabhangig von der Zelllinie wurde nur eine Position je Well aufgenommen um

Photobleaching der Fluorophore, sowie Phototoxizitat zu verhindern.

2.3.4 Analyse y-H2AX-positiver Zellkerne

Zur Detektion einer gentoxischen Wirkung wurde der immunologische Nachweis von y-H2AX Foci
verwendet. Die Zellen wurden dazu im 96-Well Format ausgesat und behandelt. Die Fixierung er-
folgte mit 4 % Formaldehyd in PBS fiir 10 min bei RT. Nach anschlieBendem dreimaligen Waschen
mit PBS wurden die Zellen mit 0,2 % Triton X-Losung (v/v in PBS) fur 5 min bei Raumtemperatur
permeabilisiert und unspezifische Antikorper-Bindungsstellen durch Inkubation mit 2 % BSA (w/v
in PBS, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) fiir 1 h bei 4 °C abgesattigt. Die Inkubation mit dem priméaren
Antikorper anti-y-H2AX (Antikorper siehe Anhang Tabelle A.3) in 2 % BSA erfolgte fiir 1 h bei 37 °C.
Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C mit dem
sekundaren fluoreszenzmarkierten Antikérper (Alexa-488) in 2 % BSA inkubiert. Die Zellkerne wur-
den durch Zugabe von DAPI (4‘6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochlorid, Invitrogen Life Tech-
nologies, Darmstadt) angefarbt (600 nM), das zur Losung des sekundaren Antikérpers gegeben
wurde. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen mit PBS lberschichtet und bis zur fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahme bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Bei allen Waschschritten wurde da-
rauf geachtet ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Die Bildaufnahme erfolgte mit dem Mik-
roskop wie unter 2.3.1 beschrieben im DAPI-, GFP (Alexa-488)- und Durchlichtkanal mit einem 20-

fach Objektiv an sechs Positionen je Well.

2.3.5 Bildanalyse

Fir die automatisierte Bildanalyse, die der Bestimmung der Gesamtzellzahl, der verschiedenen
Zelltodstadien, dem Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials, sowie der Detektion
y-H2AX-positiver Zellen zugrunde liegt, wurde die Software scan”R Analysis (Version 2.5.1, Olym-
pus, Hamburg) verwendet. Dabei wurde zunachst auf den Hoechst- bzw. DAPI-Aufnahmen eine
Kernmaske generiert (Abbildung 2.2). Dies erfolgte Uber Algorithmen zur Bild-Segmentierung
durch beidseitige Kantenerkennung (edge detection). Dabei werden Objektkanten durch den
sprunghaften Anstieg der jeweiligen Signalintensitat erkannt. Die Objekterkennung wird mittels
Auswahlparameter zur Bildkontrastierung, der minimalen und maximalen ObjektgroRe, sowie der
Sensitivitat der Kantenerkennung optimiert. Des Weiteren werden angeschnittene Randobjekte
ausgeschlossen und tber einen Watershed-Algorithmus wird versucht, libereinanderliegende Ob-

jekte separat zu erkennen. AnschlieRend wurde mit der Kernmaske die Intensitdt der Kerne in
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Hoechst- und PI- bzw. GFP (Alexa 488)-Kanal bestimmt. Bei Farbung der Zellen mit TMRE wurde
basierend auf der Kernmaske zuséatzlich eine Subobjekt-Maske im Hoechst-Kanal erstellt (Abbil-

dung 2.3). Sie dient der eindeutigen Zuordnung von Mitochondrien, die als Subobjekte im TMRE-

Il}“llDZJle-bmmagelE (410,548) 'l}“xlo.‘ll’ 32-bit RGB image 48,48 48  (419,667) ’li-l-thZ-H\Slgntle-bv( imaged5 (290,446)

Abbildung 2.2: Prinzip der Objekterkennung mittels scan”R-Software im Hoechst bzw. DAPI-Kanal. Links:
Ausgangsbild mit erhohter Kontrasteinstellung, um die Objekterkennung zu optimieren. Mitte: Erkennung
der Objektkanten durch sprunghaften Anstieg der Signalintensitat. In mehreren Schritten werden geschlos-
sene Objekte erkannt. Die Farbe der Linien gibt Auskunft darlber, in welchem Erkennungsschritt das ge-
schlossene Objekt erkannt wurde (Griin: Erkennung im ersten Schritt; Gelb/Rot: Erkennung im zweiten
Schritt unter Verwendung weiterer Parameter). Rechts: Aus den erkannten Objekten wird die Kernmaske
generiert, die Farben werden den Objekten zufallig zugeordnet. Die Auswahlparameter zur Optimierung der
Objekterkennung wurden anhand reprasentativer Aufnahmen fiir jeden Versuch manuell angepasst, so dass
moglichst alle Zellkerne detektiert wurden.

bd

[15—!4&10240‘5-S\qncdlé—mimageo (920,770) |13-l~l.102-1051\Sagn:dl&bwl-magel"i 138412)

Abbildung 2.3: Erstellung einer Subobjekt-Maske zur Detektion von Mitochondrien als Subobjekte der
Zellkerne. Links: Die bereits zur Objekterkennung (Abbildung 2.2) generierte Kernmaske des Hoechst-Ka-
nals (links) dient als Grundlage zur Erstellung einer Subobjekt-Maske (rechts). Uber die Kernmaske wird ein
Bereich um jeden Zellkern definiert (Subobjekt-Maske), um Mitochondrien, die als Subobjekte im TMRE-
Kanal detektiert werden (Abbildung 2.4) den entsprechenden Zellkernen mit méglichst hoher Genauigkeit
zuordnen zu kdnnen. Auswahlparameter zur Erstellung der Subobjekt-Maske wurden fiir jeden Versuch an-
hand reprasentativer Aufnahmen manuell angepasst, um eine moglichst hohe Genauigkeit in der Zuordnung
von Subobjekten zu den Zellkernen zu erreichen.
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{1344x1024 05K Signed 16-bit image 24 (1058,594) Intensity clipping 3 2 13441024 0.5X Signed 16-bit image 0 (0,0)

Abbildung 2.4: Detektion von Mitochondrien. Links: Kontrastoptimiertes Ausgangsbild im TMRE-Kanal zur
Erkennung der Mitochondrien als Subobjekte. Rechts: Durch sprunghafte Intensitatsunterschiede erkannte
Mitochondrien, die anschliefend mittels der zuvor generierten Subobjekt-Maske (Abbildung 2.3, rechts)
den Zellkernen zugeordnet werden. Auswahlparameter wurden fiir jeden Versuch anhand reprasentativer
Aufnahmen dahingehend optimiert, moglichst alle Mitochondrien zu erkennen. Die Farben werden den Ob-
jekten durch die Software zufillig zugeordnet und beziehen sich in diesem Erkennungsschritt nicht auf die
Subobjektmaske.

Kanal erkannt werden, zu den jeweiligen Zellkernen und verhindert die Zuordnung eines Subob-
jekts zu mehreren Zellkernen. Dazu wurde, ausgehend von den Objekten der Kernmaske, ein Be-
reich um den Zellkern definiert (Parameter: Abstand vom Kern und maximale Breite des Bereichs).
Die im TMRE-Kanal detektierten Subobjekte (Abbildung 2.4), die sich in diesem Bereich befanden,
wurden dartiber anschliefend dem jeweiligen Zellkern zugeordnet. Die Subobjekte selbst wurden
zuvor ebenfalls Gber Intensitatsunterschiede detektiert (Abbildung 2.4). Fir jeden Versuch wur-
den die Auswahlparameter anhand reprasentativer Aufnahmen dahingehend optimiert, moglichst
alle Kerne und Subobjekte zu erkennen. Die Zuordnung der Farben zu Haupt- und Subobjekten
erfolgt dabei zufallig durch die Software.

Fir die manuelle Bildanalyse, sowie die Erstellung von Overlays verschiedener Kanale wurde
die open source Software ImagelJ (Version 1.50i, NIH) (Schneider et al., 2012) verwendet. Zusam-
mengesetzte Abbildungen, sowie schematische Zeichnungen wurden mit dem open source Vek-

torgrafikprogramm Inkscape (Version 0.91, Inkscape Community) erstellt.

2.4 Proteinanalytik

Eine Ubersicht der verwendeten Puffer und Antikérper befindet sich im Anhang. Die Zellen wur-

den in 24-Well Platten ausgesat und behandelt. Nach Inkubationsende wurde das Medium abge-
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nommen und die Zellen in 80 ul 2x Laemmli Puffer lysiert. Nach Denaturierung (5 min, 95 °C) wur-
den die Lysate zur Scherung der DNA im Ultraschallbad (Sonorex, Bandelin, Berlin) sonifiziert. Bis
zur Auftragung auf ein SDS (sodium dodecy! sulfate)-Polyacrylamid Gel wurden die Proben bei -
20 °C gelagert. Zur Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Lysate auf ein 10 %
Trenngel mit 5 % Sammelgel geladen. Ein Molekulargewichtsmarker (peqGOLD Protein-Marker IV,
prestained, Peqlab, Erlangen) wurde zur Identifizierung der ProteingrofRen mitgefihrt. Fiir die im-
munologische Detektion der aufgetrennten Proteine wurden diese nach Ende der Elektrophorese
im Nassblot-Verfahren auf eine Immobilon-P Membran (Millipore, Schwalbach) transferiert. Die
Membran wurde anschlieBend fir eine Stunde mit Odyssey Blockierpuffer (LI-COR, Biosciences,
Bad Homburg) blockiert und danach lber Nacht bei 4 °C mit primaren Antikérpern in Odyssey
Blockierpuffer und TBS-T inkubiert. Die Inkubation mit Sekundarantikorpern erfolgte fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur. Zur Proteindetektion wurden die Membranen am Odyssey® Classic
Infrared Imaging System (LI-COR, Biosciences, Bad Homburg) gescannt. Die Bildbearbeitung zur
Anpassung des Kontrasts erfolgte mit Image Studio Lite (Version 4.0, LI-COR, Biosciences, Bad

Homburg).

2.5 Analyse der Genexpression von Krebspatienten mit Daten aus der

Datenbank The Cancer Genome Atlas

Die Analyse der Expression des G-Protein-gekoppelten Estrogen-Rezeptors (GPER) mit Hilfe von
Krebspatientendatenbanken wurde von Victor Gourain (Institut fiir Toxikologie und Genetik, KIT)
durchgefiihrt. Dazu wurden aus der Datenbank The Cancer Genome Atlas (TCGA, https://cancer-
genome.nih.gov/) Daten zu Tumorbehandlung, Uberleben und Genexpression (MRNA Sequenzie-
rungsdaten von Tumorgewebe) von Krebspatienten bezogen. Um die Genexpression der einzel-
nen Patienten miteinander vergleichen zu kénnen, wurden fiir jeden Patienten die Rohdaten der
Genexpression (Anzahl zugeordneter Transkripte pro Gen) Uber alle Gene normalisiert unter Ver-
wendung des DEseq2 Pakets (Love et al., 2014) in R (R Foundation for Statistical Computing, Wien,
Osterreich). AnschlieRend wurden alle Cervixkarzinom-Patienten (cancer type: CESC, cervical
squamous cell carcinoma) ausgewahlt, die eine Cisplatin-Therapie (ohne kombinierte Bestrah-
lungs-Therapie) durchlaufen hatten und deren Uberlebensdaten verfiigbar waren. Anhand der
GPER-Expressionswerte wurde der Patientenpool unter Verwendung verschiedener Schwellen-
werte der GPER-Expression in niedrige bzw. hohe GPER-Expression unterteilt. Fir jeden Schwel-
lenwert wurden jeweils fiir beide Patientengruppen (niedrige bzw. hohe GPER-Expression) die 5-

Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958) berechnet und
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deren Differenz bestimmt (Uberlebenswahrscheinlichkeit Gruppe hohe GPER-Expression - nied-
rige GPER-Expression). Zuvor wurden dafiir die Angaben zur Uberlebenszeit der individuellen Pa-

tienten von Tagen in Jahre umgerechnet und gerundet.

2.6 Datenanalyse und Statistik

Zur Datenanalyse wurde Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA) ver-
wendet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts, Standard Error
of the Mean) unabhangiger Versuchswiederholungen angegeben, sofern in den Abbildungslegen-
den nicht explizit anderweitig beschrieben. Die statistischen Analysen wurden mit Microsoft
Office Excel 2016 durchgefiihrt. Unter Verwendung der Funktion t.test, die die Teststatistik eines
Student’schen t-Tests zuriickgibt, wurde ein zweiseitiger t-Test durchgefiihrt. Die Signifikanzwerte
wurden unter Verwendung der jeweiligen Kontrollbehandlungen als Referenzniveau ermittelt. Er-
gebnisse ab p < 0,05 wurden als signifikant erachtet und entsprechend in den Abbildungen anno-

tiert.

Zur Analyse der Daten des Screens der bioaktiven Substanz-Bibliothek wurden die Messwerte
jeder Substanz je 96-Well Platte mittels z-score auf die jeweilige Kontrolle (8 Replikate/Platte)
normiert, um einen Vergleich zwischen den Platten unter Beriicksichtigung von inter-Plattenvari-
abilitat zu ermoglichen. Der z-score gibt an, um wie viele Standardabweichungen der Kontrolle

sich ein Wert von dieser unterscheidet:

X — Up
Op

7 =

Dabei ist Z der normalisierte Messwert, x der Messwert, u, der Mittelwert der Kontrollen einer
Platte und o, die Standardabweichung der Kontrollen einer Platte. Die unbehandelten DMSO-Ne-
gativkontrollen einer Platte dienten dabei in Versuchen zur Analyse einer méglichen Eigenzytoto-
xizitat der Substanzen (Inkubation der bioaktiven Substanzen ohne Cisplatin Co-Behandlung) zur
Berechnung des z-scores. In den Versuchen mit Co-Behandlung der bioaktiven Substanzen mit
Cisplatin wurde der z-score analog anhand der Cisplatin-Positivkontrollen berechnet. Fiir beide
Bedingungen (xCisplatin) wurde anschlieRend der Mittelwert des z-scores der beiden Replikate
gebildet. Da der z-score keine Aussage Uber die absolute Effektstarke macht, wurden zusatzlich
analog auch die Mittelwerte +Cisplatin je analysiertem Endpunkt der Replikate in Prozent der Ge-

samtzellzahl berechnet.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Charakterisierung des Cisplatin-induzierten Zelltods in humanen

Krebszellen

Cisplatin wird zur Behandlung verschiedener Tumore in nahezu jeder zweiten Therapie eingesetzt
und gehort damit zu den am haufigsten angewandten Zytostatika weltweit (Apps et al., 2015;
Wheate et al., 2010). Die zytotoxische Wirkung entfaltet es durch kovalentes Binden an die DNA,
was insbesondere zu DNA-Intrastrang-Vernetzungen fihrt, die eine DNA-Schadensantwort her-
vorrufen. Ubersteigt das MaR an DNA-Schiden dabei die Reparaturkapazitdten der Zelle, wird in
letzter Konsequenz der programmierte Zelltod in Form von Apoptose ausgeldst. Die Wirksamkeit
von Cisplatin ist jedoch haufig stark limitiert durch Resistenzbildung, weshalb die Aufklarung der
molekularen Mechanismen, die der zytotoxischen Wirkung zugrunde liegen, auch mittlerweile fast
40 Jahre nach der Zulassung von Cisplatin, immer noch von grofRer Bedeutung ist (Cepeda et al.,
2007; L Galluzzi et al., 2012; Wheate et al., 2010). Fiir die unvoreingenommene Identifizierung von
Regulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose wurde in dieser Arbeit eine Bibliothek bioaktiver
Substanzen in einem Fluoreszenzmikroskopie-basierten Hochdurchsatz-Verfahren auf Modulato-
ren Cisplatin-induzierter Apoptose analysiert. Als Grundlage dafiir wurde zunachst die Cisplatin-
induzierte Apoptose im verwendeten Zellkulturmodel zeitlich und phanotypisch charakterisiert.
Dazu wurden Apoptose-assoziierte Endpunkte untersucht und dahingehend optimiert, sie im Flu-
oreszenzmikroskopie-basierten Hochdurchsatz-Verfahren und fiir zeitkinetische Analysen nutzen
zu kénnen. Als Modellsystem zur Untersuchung der Cisplatin-induzierten Apoptose wurden die
humane Lungenkarzinomzelllinie A549 und die humane Cervixkarzinomzellline HelLa verwendet.
Die Zelllinien sind reprasentativ fiir die mit Cisplatin behandelten Tumorarten, zu denen neben
Lungen- und Cervixkarzinomen auch Ovarial-, Hoden-, Gallen- und Kopf-Hals-Karzinome gehoéren

(Apps et al., 2015; L Galluzzi et al., 2012).
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3.1.1 Cisplatin wirkt antiproliferativ und induziert Apoptose

Die zytotoxische und antiproliferative Wirkung von Cisplatin wurde mittels Hochdurchsatz-Fluo-
reszenzmikroskopie bei Anfiarben der Zellen mit Hoechst und Propidiumiodid (P1) untersucht. Uber
ein automatisiertes Mikroskop besteht dabei die Moglichkeit in groRem Umfang Bilder in verschie-
denen Kanilen aufzunehmen und diese softwaregestiitzt auszuwerten. Uber die kombinierte Far-
bung kénnen dabei neben der Gesamtzellzahl auch lebende und tote Zellen erfasst werden. Der
Anteil toter Zellen kann ferner in friih- und spatapoptotische, sowie sehr spatapoptotische bzw.
nekrotische Zellen klassifiziert werden. Diese Klassifizierung basiert auf der Detektion kondensier-
ter DNA (erh6hte Hoechst-Intensitat) und dem Verlust der Plasmamembranintegritat (Pl-Influx).
Durch die im Verlauf der Apoptose auftretende DNA-Kondensation nimmt die Hoechst-Intensitat

frihapoptotischer Zellen zu, wodurch sie sich von lebenden Zellen unterscheiden. Charakteristisch
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Abbildung 3.1: Cisplatin wirkt antiproliferativ und induziert Apoptose. Hela (A, B) und A549 (C, D) wurden
flr 24 Stunden mit Cisplatin (25 bzw. 50 uM) oder Medium (-) behandelt. Die Zellzahl und die verschiedenen
Zelltodstadien (frih-, spat- und sehr spatapoptotische bzw. nekrotische Zellen) wurden mittels Hochdurch-
satz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst und Propidiumiodid (PI) bestimmt. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unabhéngigen Experimenten mit jeweils 4 Replikaten. Die statis-
tische Signifikanz der Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test getestet
(*** p<0,001).
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fiir spatapoptotische Zellen ist neben der erhohten Hoechst-Intensitdt auch ein PI-Signal, das auf-
grund der Plasmamembranschadigung auftritt. Bei sehr spatapoptotischen Zellen nimmt die
Hoechst-Intensitat aufgrund passiven Auslaufens der Zelle wieder ab, ein PI-Signal bleibt beste-
hen. In diese Klasse fallen auch nekrotische Zellen, die aufgrund fehlender DNA-Kondensation
ebenfalls kein erhdhtes Hoechst-Signal aufweisen, infolge einer frilhen Permeabilisierung der
Plasmamembran jedoch Pl-positiv sind, wodurch sie sich von lebenden Zellen unterscheiden. Nach
24-stiindiger Behandlung wird bei beiden Zelllinien unabhangig der getesteten Konzentration die
antiproliferative Wirkung von Cisplatin durch die Abnahme der Zellzahl deutlich (Abbildung
3.1A, C). Die zytotoxische Wirkung tritt dagegen in beiden Zelllinien konzentrationsabhangig auf
und ist in HelLa deutlich starker (Abbildung 3.1B, D). Mit Blick auf die verschiedenen Zelltodstadien
wird jedoch deutlich, dass in A549-Zellen trotz niedrigerer Zytotoxizitdt mehr spatapoptotische
Zellstadien detektiert werden verglichen mit HeLa-Zellen. Dies weist auf eine schnellere Apoptose-
Exekution in A549 hin, wohingegen die Apoptose-Initiationsrate in HelLa hoher ist. In beiden Zell-
linien sind unabhangig der eingesetzten Cisplatin-Konzentration die Apoptose-typischen morpho-
logischen Zellveranderungen sichtbar (Abbildung 3.2A, B). Auf den repradsentativen Aufnahmen
im Durchlicht-Kanal werden die Veranderungen auf zellularer Ebene deutlich, wie das Abrunden
der apoptotischen Zelle, die Bildung von Ausstilpungen der Zellmembran (Membran-Blebbing),
das Schrumpfen der Zelle bis hin zur Bildung von abgeschniirten Vesikeln (Apoptotic Bodies). Im
Hoechst-Kanal sind die morphologischen Verdanderungen des Zellkerns sichtbar, wie DNA-Konden-
sation und Abnahme der ZellkerngréRRe, sowie die Fragmentierung des Zellkerns. Aufnahmen im
PI-Kanal zeigen den Verlust der Zellmembranintegritat, was charakteristisch flr spatapoptotische
bzw. sehr spatapoptotische Zellstadien ist, da diese in vitro nicht phagozytiert werden. Da nekro-
tische Zellen anhand der Hoechst/Pl-Farbung durch die Software nicht von sehr spatapoptoti-
schen Zellstadien unterschieden werden kénnen, wurde die Zelltodklasse sehr spatapopto-
tisch/nekrotisch manuell auf nekrotische Zellen hin analysiert. ErwartungsgemaR war diese Klasse
in beiden Zelllinien von sehr spatapoptotischen Zellen dominiert, erkennbar an der charakteristi-
schen Morphologie mit kleinen Zellkernfragmenten und einer geringen GroRRe der Zelliiberreste.

Nekrotische Zellen traten dagegen sehr selten auf.

Obwohl nur ein geringer Prozentsatz des intrazelluldren Cisplatins an die DNA bindet, gilt die
DNA-schadigende Wirkung als Hauptursache der Cisplatin-induzierten Zytotoxizitat (L Galluzzi et
al., 2012; Norbury & Hickson, 2001). Im Rahmen einer DNA-Schadensantwort wird zunachst die
Zellzyklusprogression an Kontrollpunkten arretiert um Zeit fiir die DNA-Reparatur zu gewinnen
und dadurch fehlerhafte DNA-Replikation und Zellteilungen zu unterbinden. Cisplatin ist bekannt

dafiir einen Zellzyklusarrest vor allem am G2/M-Kontrollpunkt auszulésen, was fur die
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Abbildung 3.2: Cisplatin induziert die typischen phanotypischen Kennzeichen der Apoptose auf zytoplas-
matischer und nukleédrer Ebene. Hela (A) und A549 (B) wurden fiir 24 Stunden mit Cisplatin (25 bzw. 50
uM) oder Medium (Kontrolle) behandelt. Dargestellt sind reprdsentative Ausschnitte der fir die quantita-
tive Auswertung der in Abbildung 3.1 verwendeten Versuche. MaRstab 50 um.
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antiproliferative Wirkung verantwortlich ist (L Galluzzi et al., 2012; Siddik, 2003). Ubersteigt je-
doch die DNA-Schadigung die zelluldren Reparaturkapazitaten, wird Apoptose initiiert (Giglia-Mari
et al., 2011). Auch die Verwendung der zwei Cisplatin-Konzentrationen spiegelt in HeLa und A549
wider, dass die Hemmung der Zellproliferation der Apoptose-Initiation vorausgeht: Bereits die
niedrigere Cisplatin-Konzentration war ausreichend fiir einen antiproliferativen Effekt. Im Gegen-
satz dazu wurde die Apoptose-Initiation durch Erhéhung der Cisplatin-Konzentration verstarkt.
Der Auslésung eines Zellzyklusarrests und Apoptose liegen komplexe Signaltransduktionswege zu-
grunde, die ihren Anfang mit der Detektion von DNA-Schaden nehmen. Im Falle von Cisplatin ver-
lauft die Schadensdetektion tiber die DNA-Schadenssensoren ATR (ataxia telangiectasia and Rad3
related) und ATM (ataxia-telangiectasia mutated) und die nachgeschalteten Checkpoint-Kinasen
1 und 2 (Chk1/2). Ihnen ist wiederum das Tumorsuppressorprotein p53 nachgeschaltet (L Galluzzi
et al., 2012; Siddik, 2003). Insbesondere p53 spielt eine wichtige Rolle in der Zellzyklusinhibition
und der Apoptose-Initiation, da es als Transkriptionsfaktor sowohl zellzyklushemmende, wie auch
pro-apoptotische Gene reguliert (L Galluzzi et al., 2012; Norbury & Hickson, 2001; Reinhardt &
Schumacher, 2012; Siddik, 2003). Es existieren jedoch auch p53-unabhingige Wege einer Zellzyk-
lusinhibition, was insbesondere im Hinblick auf HelLa von Bedeutung ist, da diese durch die Infek-
tion mit einem humanen Papillomvirus funktionell p53-defizient sind (Scheffner et al., 1991). Ne-
ben der Moglichkeit, dass ATM und ATR (iber die Checkpoint-Kinasen p53-unabhangig die zellzyk-
lusregulatorischen Cyclin-abhadngigen Kinasen hemmen, wurde auch eine Rolle der MK2 (MAP-
Kinase aktivierte Proteinkinase 2) in der p53-unabhéangigen Zellzyklusinhibition nach Cisplatin-Be-
handlung beschrieben (Reinhardt et al., 2007; Taylor & Stark, 2001). Die Ergebnisse legen somit
nahe, dass es sowohl p53-abhangig, wie auch -unabhéangig effektiv zur Zellzyklushemmung und

Apoptose-Initiation nach Cisplatin-Behandlung kommt.

Beim Vergleich der beiden Zelllinien hinsichtlich des AusmaBes der Cisplatin-induzierten
Apoptose war auffallend, dass die Apoptose-Initiation in Hela hoher ist, wohingegen die
Apoptose-Exekution in A549 schneller zu erfolgen scheint. Moglicherweise kénnen diese Unter-
schiede auch auf eine Beteiligung von p53 zuriickgefiihrt werden. Es kommen aber auch weitere
Ursachen fir zelltypspezifische Unterschiede in Betracht, da Cisplatin bekannt dafiir ist neben den
klassischen DNA-Schadenssignalwegen auch eine Reihe weiterer, komplexer Signaltransduktions-
kaskaden zu aktivieren. So konnte die Beteiligung verschiedener Proteinkinasen an Cisplatin-indu-
zierter Apoptose gezeigt werden, wie beispielsweise die Tyrosinkinase c-Abl (Abelson murine leu-
kemia viral oncogene homolog 1), die Kinasen PKC (Proteinkinase C) und Akt, sowie die zur Familie
der MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte Proteinkinase, MAPK) gehérenden ERK (extracellular signal-

regulated kinase), INK (c-Jun N-terminal kinase) und p38 (Norbury & Hickson, 2001; Siddik, 2003).
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Die Aktivierung von p38 in Abhangigkeit der Nukleotidexzissionsreparatur (NER), die die Reparatur
Cisplatin-induzierter DNA-Schdaden durch Intrastrang-Crosslinks vermittelt, konnte in eigenen Ver-
suchen der Arbeitsgruppe gezeigt werden (Schreck et al., 2016). Unterschiede in der Starke und
Kinetik der Aktivierung dieser Signalwege konnten somit ursachlich fiir die beobachteten zelltyp-
spezifischen Unterschiede in der Apoptose-Initiation in HeLa und A549 sein. Des Weiteren besteht
auch die Moglichkeit, dass es zelltypspezifisch zur Interaktion von Cisplatin mit weiteren Zielstruk-
turen kommt, unabhangig der Bindung von Cisplatin an die DNA. Nur etwa 1-10 % des intrazellu-
laren Cisplatins liegt an die DNA gebunden vor und zytotoxische Effekte konnten auch in kernlosen
Zytoplasten beobachtet werden. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit flr eine Rolle weiterer Cis-
platin-Zielstrukturen, die unabhangig der DNA-schadigenden Wirkung an der Apoptose-Initiation
beteiligt sind (L Galluzzi et al., 2012; Norbury & Hickson, 2001). Anféllig fur die Bindung von Cis-
platin auBerhalb des Zellkerns sind zelluldare Nukleophile, wie beispielsweise Proteine, die die
schwefelhaltige Aminosaure Cystein enthalten. Cisplatin kann tber die Thiol-Gruppe des Cysteins
an diese Proteine binden und somit deren Funktion beeintrachtigen. Das antioxidative, cystein-
haltige Peptid Glutathion ist dafiir bekannt, Cisplatin zu binden, wodurch die Redox-Balance der
Zelle beeinflusst wird und Redox-sensitive Signalwege aktiviert werden (L Galluzzi et al., 2012;
Norbury & Hickson, 2001; Siddik, 2003). Wahrscheinlich ist, dass eine Zelllinien-spezifische Kom-
bination der genannten Faktoren, die auf genetischen Unterschieden der Zelllinien beruhen, ur-

sachlich fur die Unterschiede im AusmaR der Apoptose-Initiation ist.

Um in zuklnftigen Studien auch das Ausmall der DNA-Schadigung als Ursache fir die
Apoptose-Initiation bericksichtigen zu kdnnen, wurde in dieser Arbeit der immunfluoreszenzmik-
roskopische Nachweis von DNA-Schaden in Form von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) anhand
der Phosphorylierung des Histonproteins H2AX fir die Verwendung im 96-Well-Format und die
softwaregestitzte Analyse optimiert. H2AX wird in Folge von DSB durch ATM, ATR und die DNA-
PK (DNA-abhangige Proteinkinase) im umliegenden Bereich eines DSB phosphoryliert um DNA-
Reparaturproteine an den DSB zu rekrutieren (Kuo & Yang, 2008; Olive & Banath, 2009). Die DNA-
schadigende Wirkung von Cisplatin konnte mittels dieser Methode liber den Anstieg y-H2AX-po-
sitiver Zellen quantifiziert werden (Abbildung A.1). DNA-Doppelstrangbriiche werden durch Cis-
platin nicht primar induziert, es kann jedoch durch die Reparatur Cisplatin-vermittelter In-
trastrang-Crosslinks tiber die Nukleotidexzissionsreparatur oder die Blockade und das Kollabieren
von Replikationsgabeln durch Interstrang-Crosslinks zu DSBs kommen (L Galluzzi et al., 2012; Olive
& Banath, 2009). Die Methode eignet sich somit gut um in zukinftigen Studien im Hochdurchsatz-
Verfahren das DNA-schidigende Potenzial verschiedener Substanzen, sowie Unterschiede in Ab-

hangigkeit der Zelllinie, zu untersuchen.
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3.1.2 Die Cisplatin-induzierte Apoptose ist Caspase-abhangig

Zu den bekanntesten Regulatoren der Apoptose-Exekution gehéren Caspasen (cysteine-depen-
dent aspartate-specific proteases). Durch ihre proteolytische Aktivitdt und die daraus resultie-
rende Aktivierung einer Vielzahl nachgeschalteter Mechanismen, initiieren sie die typischen mor-
phologischen Veranderungen der Apoptose (Atkin-Smith & Poon, 2016; Hacker, 2000; Taylor et
al., 2008). Ihre Aktivierung gilt somit als wichtiges Kennzeichen apoptotischen Zelltods und kann
Uber den extrinsischen, wie auch den intrinsischen Apoptose-Signalweg stattfinden. Dennoch kon-
nen Teilschritte der Apoptose-Exekution, wie beispielsweise die Fragmentierung der DNA,
Caspase-unabhdngig erfolgen und auch die Diskussion zur Existenz Caspase-unabhangiger
Apoptose oder Apoptose-dhnlichen Zelltods ist nach wie vor nicht abgeschlossen (Broker et al.,
2005; Chipuk & Green, 2005; Leist & Jaattela, 2001; Michels et al., 2013; Prokhorova et al., 2015).
Um die Caspase-Abhéangigkeit der Cisplatin-induzierten Apoptose zu liberprifen wurde der pan-
Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh verwendet. Mit steigender Inhibitor-Konzentration wird in beiden
Zelllinien unabhéangig der Cisplatin-Konzentration der Zelltod nach 24- und 48-stiindiger Cisplatin-
Behandlung reduziert (Abbildung 3.3A-D), was die Caspase-Abhéangigkeit deutlich zeigt. Die nied-
rigste Q-VD-Konzentration (2,5 uM) fihrt bei beiden Zelllinien zu einer Verzégerung der
Apoptose-Exekution, was insbesondere nach 48-stiindiger Behandlung durch die Verschiebung
der Zelltodanteile zu frihapoptotischen Stadien auffallig ist. In mittlerer (10 uM) und hochster
(20 uM) Inhibitor-Konzentration wird in HelLa-Zellen die Cisplatin-induzierte Apoptose komplett
gehemmt. Interessanter Weise wird dagegen in A549 keine vollstindige Hemmung des Zelltods
erreicht, insbesondere nach 48 Stunden wird erneut eine Verzégerung durch das verstarkte Auf-
treten frihapoptotischer Zellen deutlich. Die antiproliferative Wirkung von Cisplatin erfolgt dage-
gen Caspase-unabhéangig, da die Zellzahlreduktion nach Cisplatin-Behandlung nicht durch Hem-
mung der Caspasen beeinflusst wird.

Interessant ist nun die Frage, wie sich die Hemmung der Caspasen auf die apoptotische Mor-
phologie auswirkt, da Caspasen zu den bisher am besten etablierten Regulatoren der apoptoti-
schen Morphologie zahlen (Hacker, 2000; Taylor et al., 2008). Wie die reprasentativen Bilder bei-
der Zelllinien zeigen (Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5), wird durch Caspase-Inhibition das Auf-
treten der charakteristischen morphologischen Verdanderungen der Apoptose deutlich verringert,
in Hela bei 24-stiindiger Cisplatin-Behandlung und hoher Konzentration des Caspase-Inhibitors
(20 uM) vollstandig. Interessanterweise sind die friithapoptotischen Zellen, die bei niedriger Kon-
zentration (2,5 uM) des Caspase-Inhibitors bei beiden Zelllinien nach Cisplatin-Behandlung auftre-
ten, Uberwiegend durch Abrunden des Zellkérpers und DNA-Kondensation gekennzeichnet.

Membran-Blebbing oder Kernfragmentierung sind hingegen nicht zu beobachten. Das Abrunden
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Abbildung 3.3: Cisplatin-induzierte Apoptose ist Caspase-abhangig. A-D Hela (A, B) und A549 (C, D) wur-
den mit dem pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh (2,5, 10, 20 uM) fir 30 Minuten vorinkubiert und anschlie-
Rend mit Cisplatin (25 bzw. 50 uM) oder Medium (-) fir 24 bzw. 48 Stunden behandelt. Die Gesamtzellzahl
und die verschiedenen Zelltodstadien (%) (friih-, spat- und sehr spatapoptotische bzw. nekrotische Zellen)
wurden mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarben der Zellen mit Hoechst und PI be-
stimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 4 unabhangigen Experimenten mit jeweils mindestens
2 Replikaten (Hela), bzw. von 2 unabhangigen Experimenten mit jeweils 4 Replikaten (A549). Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle ohne Inhibitor wurde mittels Student’s t-Test getestet
(*** p<0,001; ** p<0,01). E A549 wurden mit Cisplatin (50 uM) fir die angegebenen Zeitpunkte behandelt
bzw. fir 24 Stunden mit Medium (-). AnschlieBend wurden PARP und dessen Caspase-Spaltprodukt (cl.
PARP) im Western Blot detektiert. PCNA diente als Ladekontrolle. Es ist ein reprdsentativer Blot von 2 un-
abhangigen Experimenten abgebildet.
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der Zellen ist jedoch auch bei hoheren Konzentrationen des Caspase-Inhibitors nach 24 (A549)
und 48 Stunden (A549 und Hela) noch zu beobachten, jedoch ohne begleitende DNA-Kondensa-
tion oder andere Charakteristika apoptotischer Morphologie. Dies wiirde darauf hinweisen, dass
fiir das Abrunden der Zellen eine geringere Caspase-Aktivitat ausreichend ist als fiir weitere mor-
phologische Veranderungen wie das Membran-Blebbing, die DNA-Kondensation oder Kernfrag-
mentierung. Dariber hinaus kdonnte das Abrunden der Zellen auch durch alternative, nicht
Caspase-abhéangige Signalwege erfolgen. Auffallig ist auch das verstarkte Auftreten vakuolisierter
Zellen bei Cisplatin-Behandlung und gleichzeitiger Hemmung der Caspasen, insbesondere bei Ver-
wendung der niedrigen Inhibitor-Konzentration (2,5 uM). Da eine massive Vakuolisierung als
Kennzeichen von Zelltod mit Autophagie gilt (Kroemer et al., 2009), deuten die beobachteten Va-

kuolen moglicherweise auf autophagische Prozesse hin.

Neben der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Caspase-Abhangigkeit des Cisplatin-
induzierten Zelltods wurde auch die Spaltung der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) auf Pro-
teinebene im Western Blot untersucht. PARP, das unter nicht-apoptotischen Bedingungen eine
wichtige Rolle in der Reparatur von DNA-Schaden spielt, wird wahrend der Apoptose von
Caspase-3 gespalten und dadurch inaktiviert. Die Inaktivierung energieaufwandiger Prozesse, wie
die DNA-Reparatur, findet unter apoptotischen Bedingungen zu Gunsten der Nutzung der Energie
fir die ebenfalls energieaufwandige Apoptose-Exekution statt (Bernstein et al., 2002). Bereits
nach 14 Stunden konnte in A549 die Spaltung von PARP detektiert werden, die nach 24 Stunden
noch deutlicher wird (Abbildung 3.3E), was eine weitere Bestatigung fiir die Caspase-abhangige

Apoptose-Exekution nach Cisplatin-Behandlung ist.

Die Caspase-Abhangigkeit der Cisplatin-induzierten Apoptose konnte in HelLa und A549 besta-
tigt werden, jedoch scheinen nicht alle Schritte der Apoptose-Exekution gleichermaRen auf
Caspase-Aktivitat angewiesen zu sein. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass insbe-
sondere das zu Beginn der Apopotose-Exekution auftretende Abrunden der Zellen auch Caspase-
unabhangig erfolgen kénnte. Da jedoch eine Beteiligung der Caspasen Uber die proteolytische
Spaltung von Zelladh&sionsproteinen an diesem Prozess als etabliert gilt (Oropesa-Avila et al.,
2013; Taylor et al., 2008; Wen et al., 1997), muss auch die Moglichkeit in Betracht gezogen wer-
den, dass trotz hoher Inhibitor-Konzentration keine vollstandige Caspase-Hemmung vorliegt. Die
verbliebene Restaktivitdt der Caspasen konnte somit ausreichend sein, um die morphologischen
Veranderungen hervorzurufen. Es ist jedoch auch méglich, dass die proteolytische Funktion der
Caspasen bei deren Hemmung teilweise von anderen Proteasen (bernommen werden kdnnte.
Dies konnte beispielsweise durch Calpaine oder Cathepsine geschehen, die ebenfalls an der

Apoptose-Exekution beteiligt sein kdnnen (Broker et al., 2005). Fiir diese Moéglichkeit spricht eben-
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Abbildung 3.4: Unterschiedlich starke Hemmung der Caspasen blockiert selektiv verschiedene phanoty-
pische Merkmale der Apoptose in HelLa-Zellen. Insbesondere bei niedriger Konzentration des Caspase-In-
hibitors kommt es verstarkt zur Vakuolisierung der Zellen, wobei das Abrunden der Zellen, sowie die DNA-
Kondensation nicht vollstédndig gechemmt werden. HeLa wurden mit dem pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh
(2,5, 10, 20 uM) fiir 30 Minuten vorinkubiert und anschlieBend fiir 24 (A) bzw. 48 (B) Stunden mit Cisplatin
(25 bzw. 50 uM) oder Medium (Kontrolle) behandelt. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay
aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und Pl-Kanal (rot) der fiir die quantitative Auswertung in Abbildung 3.3
verwendeten Versuche. MalRstab 50 um.
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Abbildung 3.5: Unterschiedlich starke Hemmung der Caspasen blockiert selektiv verschiedene phanoty-
pische Merkmale der Apoptose in A549-Zellen. Insbesondere bei niedriger Konzentration des Caspase-In-
hibitors kommt es verstérkt zur Vakuolisierung der Zellen, wobei das Abrunden der Zellen, sowie die DNA-
Kondensation nicht vollstandig gehemmt werden. A549 wurden mit dem pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh
(2,5, 10, 20 uM) fiir 30 Minuten vorinkubiert und anschlieBend fiir 24 (A) bzw. 48 (B) Stunden mit Cisplatin
(25 bzw. 50 uM) oder Medium (Kontrolle) behandelt. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay
aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und Pl-Kanal (rot) der fiir die quantitative Auswertung in Abbildung 3.3
verwendeten Versuche. MaRstab 50 um.
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falls die Tatsache, dass die Auflosung von Zelladhasionskontakten, die fiir das Abrunden apopto-
tischer Zellen erforderlich ist, neben Caspasen auch durch Calpaine moglich erscheint. Diesbezlg-
lich konnte die Spaltung der Fokalen Adh&sionskinase (FAK), einem Bestandteil von Zelladh&sions-
komplexen, durch Calpain in zellfreien in vitro-Versuchen gezeigt werden (Cooray et al., 1996).
Darliber hinaus gelten als Caspase-unabhangige Mediatoren der Chromatinkondensation die Nuk-
leasen EndoG (Endonuklease G) und AIF (apoptosis-inducing factor), die nach Permeabilisierung
der dulleren Mitochondrienmembran in den Zellkern translozieren und dort ihre Wirkung entfal-
ten (Broker et al., 2005; Prokhorova et al., 2015). Die Beteiligung von AIF an Cisplatin-induzierter
Apoptose unabhangig von Caspasen konnte bereits bestatigt werden (Liu et al., 2007). Moglicher-
weise tragen diese Caspase-unabhdngigen Mechanismen zum Auftreten der verbleibenden
apoptotischen Morphologie und Apoptose-Exekution bei.

Die Hemmung von Caspasen kann auch zur Induktion alternativer Zelltodarten, wie Nekrop-
tose, flihren. Nekroptose wurde als eine aktiv regulierte Zelltodform identifiziert, die unter Bedin-
gungen von Caspase-Inhibition durch apoptotische Stimuli auftreten kann (Galluzzi et al., 2011;
Tait et al., 2014). Nekroptose unterscheidet sich jedoch morphologisch stark von Apoptose durch
ein Anschwellen der Zellen und fehlende DNA-Kondensation (Fuchs & Steller, 2015). Da derartige
morphologische Verdanderungen in den Ergebnissen dieser Arbeit nicht beobachtet werden konn-
ten, kann die Beteiligung von Nekroptose am Cisplatin-induzierten Zelltod unter Caspase-Hem-
mung ausgeschlossen werden. Vielmehr scheinen autophagische Prozesse unter zytotoxischen
Bedingungen bei Hemmung der Caspasen eine Rolle zu spielen. Autophagie wurde urspringlich
als ein protektiver, tUberlebensfordernder Prozess identifiziert, der in Stresssituationen durch Re-
cycling intrazelluldrer Bestandteile der Aufrechterhaltung der zelluliren Homeostase dient.
(Lockshin & Zakeri, 2004). Eine Vernetzung von Autophagie und Apoptose besteht tiber Caspasen,
da Caspasen durch die Spaltung pro-autophagischer Proteine wie Beclin-1 Autophagie in apopto-
tischen Zellen inhibieren (Tait et al., 2014; Zhu et al., 2010). Durch die Verdnderung der Level ak-
tivierter Caspasen durch den Caspase-Inhibitor kdnnte somit die anti-autophagische Wirkung der

Caspasen entfallen, worauf die Beobachtung einer verstarkten Vakuolisierung beruhen kénnte.
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3.1.3 Der Verlust der Plasmamembranintegritdt nach Cisplatin-Behandlung erfolgt im

spaten Verlauf der Apoptose-Exekution

Die Aufrechterhaltung der Plasmamembranintegritat ist neben der Morphologie ein bedeutendes
Charakteristikum der Apoptose. Erst dadurch ist es moglich, eine Zelle zu degradieren ohne pro-
inflammatorische Zellbestandteile in das umliegende Gewebe freizusetzen, was Apoptose von
nekrotischem Zelltod abgrenzt. Da in vitro, im Gegensatz zur Situation in vivo, jedoch die Uber-
reste apoptotischer Zellen in der Regel nicht von Makrophagen beseitigt werden, kann bei apopto-

tischen Zellen in vitro der Verlust der Plasmamembranintegritdt beobachtet werden. Dieser Pro-

A549
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Kernkondensation -
Membranschadigung Hela (%) A549 (%)

<15h 20 82
>15h 80 18
n= 235 120

Abbildung 3.6: Der Verlust der Plasmamembranintegritdt erfolgt im spdten Verlauf der Apoptose. A549
(A) und Hela (B) wurden mit Cisplatin (50 uM) behandelt und nach Anfarben mit Hoechst und Pl mittels
Fluoreszenzmikroskopie im zeitlichen Verlauf aufgenommen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im
Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und Pl-Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatinbehandlung.
Mit weillem Pfeil sind jeweils 2 Zellen im zeitlichen Verlauf wahrend der Apoptose-Exekution markiert,
schwarze Pfeile zeigen den Verlust der Zellmembranintegritdt an. C Manuelle Quantifizierung der Zeit-
spanne von Kernkondensation bis zum Verlust der Zellmembranintegritdt in weniger oder mehr als
15 Stunden in der jeweiligen Zelle. Die Quantifizierung erfolgte aus zwei unabhangigen Experimenten je
Zelllinie.
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zess wird sekundare Nekrose genannt (Krysko et al., 2008; Oropesa-Avila et al., 2013; Rogers et
al., 2017; Vanden Berghe et al., 2013). Wie die statische Analyse des Cisplatin-induzierten Zelltods
nach 24 bzw. 48 Stunden Behandlung in den vorausgegangenen Kapiteln bereits zeigte, tritt die
Plasmamembranschadigung in A549 friiher auf als in Hela. So hatte in A549 bereits nach 24-stiin-
diger Cisplatin-Behandlung ein deutlicher Anteil apoptotischer Zellen die Integritdt der Plasma-
membran verloren und wurde daher als spat- bzw. sehr spatapoptotisch klassifiziert, in Hela da-
gegen erst nach 48-stiindiger Behandlung (Abbildung 3.3). Um sicherzustellen, dass die als spat-
bzw. sehr spatapoptotisch klassifizierten Zellen tatsachlich aus apoptotischen Zellen hervorgehen
und um die Dynamik dieses Prozesses zu untersuchen, wurden manuell apoptotische Zellen im
zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung analysiert. Die Analysen zeigen, dass in A549, wie
auch in Hela, die Schadigung der Plasmamembran erst im spaten Verlauf der Apoptose-Exekution
auftritt. So haben die apoptotischen Zellen zum Zeitpunkt der Plasmamembranschadigung bereits
die morphologischen Stadien wie das Abrunden der Zelle und das Membran-Blebbing, die Kern-
kondensation und Kernfragmentierung durchlaufen. In Abbildung 3.6A und B sind reprasentative
Bildausschnitte dargestellt. Zusatzlich wurde das Zeitintervall zwischen dem Stadium der abgerun-
deten Zelle mit Kernkondensation und dem Verlust der Plasmamembranintegritat manuell auf
Einzelzellebene als groRer oder kleiner 15 Stunden bestimmt (Abbildung 3.6C). Dabei ergibt sich
ein inverses Bild: Wahrend in A549 ca. 80 % der Zellen in weniger als 15 Stunden nach Zellkern-
kondensation die Integritat der Plasmamembran verlieren, sind es in Hela gerade einmal 20 %.
Damit bestatigen sich die vorausgegangenen Analysen, dass zwar in beiden Zelllinien der Verlust
der Plasmamembranintegritat im spaten Verlauf der Apoptose-Exekution erfolgt, in A549 jedoch
deutlich schneller. AuBerdem zeigen die zeitkinetischen Aufnahmen, dass in sehr spatapoptoti-
schen Zellen mit geschadigter Plasmamembran aufgrund passiven Auslaufens der Zelle auch die
Hoechst-Intensitat wieder abnimmt. Dies ist die Ursache, dass sehr spatapoptotische Zellen bei
softwaregestitzter Quantifizierung, wie in den vorausgegangenen Abbildungen, nicht mehr von
nekrotischen Zellen zu unterscheiden sind. Die Aufnahmen im zeitlichen Verlauf zeigen jedoch
deutlich, dass diese Zellen aus apoptotischen Zellen hervorgehen. Diese Ergebnisse unterstreichen
somit die Bedeutsamkeit zeitkinetischer, bildbasierter Analysen bei Zelltodstudien um zytotoxi-
sche Effekte und ihre zugrunde liegenden Zelltodformen richtig einordnen zu kénnen. Ein Teil der
zeitkinetischen Untersuchungen in Hela-Zellen wurde von Patricia Muschong wahrend ihrer Ba-

chelorarbeit unter meiner Betreuung angefertigt.

Um eine geordnete Apoptose-Exekution zu gewahrleisten, ist die Aufrechterhaltung der Plas-
mamembranintegritat essentiell. Kommt es zu einer vorzeitigen Permeabilisierung der Plasma-

menbran kann dies in vivo eine Entziindungsreaktion hervorrufen, die eine Gewebeschadigung als
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Konsequenz haben kann. Die Apoptose-Exekution ist ein, wenn auch kontrollierter, destruktiver
Vorgang. Umso erstaunlicher ist, wie es eine apoptotische Zelle bewerkstelligt die Plasmamemb-
ran in einer von proteolytischem Abbau gekennzeichneten Umgebung wahrend der Apoptose-
Exekution bis zuletzt intakt zu erhalten. Neuere Studien konnten zeigen, dass wahrend der
Apoptose-Exekution Mikrotubuli des Zytoskeletts ein Netzwerk um die Plasmamembran bilden,
das sogenannte apoptotische Mikrotubuli-Netzwerk (AMN, apoptotic microtubule network)
(Atkin-Smith & Poon, 2016; Oropesa-Avila et al., 2013; Sdnchez-Alcazar et al., 2007). Dieses Netz-
werk dient als physische Barriere um an der Plasmamembran eine Protease-freie Zone aufrecht
zu erhalten, bis die apoptotische Zelle phagozytiert wird. Die genauen zugrunde liegenden Me-
chanismen scheinen noch ungeklart. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Bildung des AMNs
Caspase-unabhangig, jedoch in Abhdngigkeit der intrazelluldaren Calcium-Konzentration erfolgt
(Sanchez-Alcazar et al., 2007). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass es Caspasen nach der
Zerstorung des AMNs in apoptotischen Zellen mittels Colchizin mdglich ist Proteine der Plasma-
membran zu spalten. Damit einher gingen eine erhdhte Permeabilitat der Plasmamembran, die
Storung der zelluldren lonenhomeostase und der bioenergetische Kollaps der Zelle, wodurch die
apoptotischen Zellen in die sekundare Nekrose tibergingen (Oropesa-Avila et al., 2013). Eine mog-
liche Erklarung fiir den schnelleren Verlust der Plasmamembranintegritat in A549 verglichen mit
Hela konnte demnach darin liegen, dass in A549 das AMN schneller durch proteolytische Prozesse
wahrend der Apoptose-Exekution abgebaut wird. Dadurch kénnten Caspasen schneller und ver-
starkt die Plasmamembran erreichen und dort durch ihre proteolytische Aktivitat die Schadigung
der Plasmamembran hervorrufen. Interessanterweise konnte kirzlich in einer Studie ein Caspase-
Spaltprodukt identifiziert werden, Gber das in apoptotischen Zellen die sekundére Nekrose her-
beigefiihrt werden kann (Rogers et al., 2017). Dabei kommt es durch die Caspase-3-vermittelte
Spaltung des Proteins DFNAS (deafness associated tumor suppressor) im Verlauf der Apoptose-
Exekution zur Translokation des Spaltprodukts zur Zellmembran. Dort fiihrt es (iber die Bildung
von Poren zur Permeabilisierung der Membran und |6st somit die sekunddre Nekrose aus (Rogers
et al., 2017). Unterschiedliche Expressionslevel von DFNAS in A549 gegeniiber Hela oder Unter-
schiede in der Kinetik der Caspase-vermittelten Spaltung von DFNA5 zwischen den beiden Zellli-
nien, kdnnten somit ebenfalls zum schnelleren Verlust der Plasmamembranintegritat in A549 bei-

tragen.
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3.1.4 Cisplatin fiihrt zum Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials

Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle in einer Vielzahl zelluldrer Prozesse ein. Da sie sowohl
fiir die zelluldre Energiegewinnung, wie auch fiir die Apoptose-Exekution liber den intrinsischen
Signalweg unerlasslich sind, stellen sie eine bedeutende Schnittstelle in der Zellphysiologie dar
(Bhola & Letai, 2016; Lorenzo Galluzzi et al., 2012). Dem intrinsischen Apoptose-Signalweg liegt
die Permeabilisierung der dauReren Mitochondrienmembran (MOMP, mitochondrial outer mem-
brane permeabilisation) zugrunde und der damit verbundenen Freisetzung pro-apoptotischer mi-
tochondrieller Proteine, wie Cytochrom c. Letzteres ist ein Schliisselmolekiil in der Aktivierung der
Caspase-Kaskade Uber Caspase-9 (Galluzzi et al., 2009; Lorenzo Galluzzi et al., 2012; Tait & Green,
2008). Mit der Permeabilisierung der dulSeren Mitochondrienmembran geht auch der Verlust des
mitochondriellen Membranpotenzials Gber die innere Mitochondrienmembran einher, wodurch
die mitochondrielle Energiegewinnung der Zelle zusammenbricht. Daher gilt MOMP als point of
no return hinsichtlich der Apoptose-Exekution (Galluzzi et al., 2009; Lorenzo Galluzzi et al., 2012;
Tait & Green, 2008). Fluoreszenzmikroskopisch lasst sich MOMP (ber den Verlust des mitochond-
riellen Membranpotenzials durch den Einsatz kationischer Fluoreszenzfarbstoffe, wie TMRE (Tet-
ramethylrhodamin-Ethylester) nachweisen. In intakten Mitochondrien akkumuliert TMRE auf

Grund des negativen mitochondriellen Potenzials. Beim Verlust des mitochondriellen Membran-
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Abbildung 3.7: Cisplatin-induzierter Zelltod korreliert mit dem Verlust des mitochondriellen Membranpo-
tenzials. HeLa wurden mit Cisplatin (50uM) (B) oder Medium (Kontrolle) (A) behandelt. Die Analyse des
mitochondriellen Membranpotenzials, sowie des Zelltods erfolgte mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmik-
roskopie als Zeitverlaufsanalyse. Die Zellen wurden dazu jeweils zur Halfte mit Hoechst und TMRE bzw.
Hoechst und Pl angefarbt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 2 unabhangigen Experimenten mit
jeweils 8 Replikaten. Die statistische Signifikanz der Unterschiede im Verlust des mitochondriellen Memb-
ranpotenzials und des Zelltods zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test ge-
testet (*** p < 0,001).
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Abbildung 3.8: Der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials korreliert mit dem induzierten Zell-
tod nach Cisplatin-Behandlung. Zellen mit bereits apoptotischer Morphologie kdnnen jedoch noch ein
schwaches mitochondrielles Membranpotenzial aufweisen. HeLa wurden mit Cisplatin (50uM) oder Me-
dium (Kontrolle) behandelt. Die Zellen wurden jeweils zur Halfte mit Hoechst und TMRE bzw. Hoechst und
Pl angefarbt. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und
TMRE- bzw. Pl-Kanal (rot) der fir die quantitative Auswertung in Abbildung 3.7 verwendeten Versuche.
MaRstab 50 um.

potenzials verliert sich somit auch die TMRE-Farbung. Zur parallelen Analyse des Zelltods und des
Verlusts des mitochondriellen Membranpotenzials wurde ein Teil der Zellen mit Hoechst und P,
der andere mit Hoechst und TMRE angefarbt. Wie in Abbildung 3.7 zu erkennen, korrelieren der
Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials (Anteil TMRE-negativer Zellen) und der indu-
zierte Zelltod nach Cisplatin-Behandlung, was eine Beteiligung des intrinsischen, Mitochondrien-
abhidngigen Signalwegs an der Apoptose-Exekution nahelegt. Auffillig ist dabei jedoch, dass un-
abhidngig des Behandlungszeitpunkts der Anteil toter Zellen groRer ist als der Anteil an TMRE-
negativen Zellen, die das mitochondrielle Membranpotenzial bereits verloren haben. Dies wiirde
bedeuten, dass in einem Teil der Zellen Apoptose lber den extrinsischen Signalweg ausgelost

wirde, bei dem es unabhangig der Permeabilisierung der Mitochondrien zur Aktivierung der
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Caspase-Kaskade Uber Caspase-8 und damit zur Apoptose-Exekution kommt (Lorenzo Galluzzi et
al., 2012; Tait & Green, 2008).

Die Differenz zwischen den Anteilen der als tot, bzw. als TMRE-negativ klassifizierten Zellen
hangt jedoch auch mit der Analysemethode zusammen, da eine Zelle softwaregestiitzt erst als
TMRE-negativ detektiert wird, wenn nahezu alle Mitochondrien ihr Membranpotenzial verloren
haben. Die Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 3.8) zeigen jedoch deutlich, dass
in Zellen haufig noch ein schwaches TMRE-Signal zu beobachten ist, obwohl diese bereits durch
DNA-Kondensation gekennzeichnet sind und somit als tot klassifiziert werden. Dieses schwache
TMRE-Signal einer Zelle wird dadurch verursacht, dass noch nicht alle Mitochondrien der Zelle ihr
Membranpotenzial verloren haben. Somit werden diese Zellen noch als TMRE-positiv eingestuft,
obwohl bereits bei einem Teil der Mitochondrien das Membranpotenzial verloren wurde. Andere
Zellen, die ebenfalls apoptotische Kennzeichen wie DNA-Kondensation aufweisen und somit durch
die Software als tot klassifiziert werden, zeigen dagegen noch ein deutliches TMRE-Signal, sodass
die Apoptose-Exekution in diesen Zellen moglicherweise tatsachlich durch den extrinsischen
Apoptose-Signalweg ausgeldst wird. Nachfolgend werden Zeitverlaufsanalysen auf Einzelzelle-
bene durchgefiihrt um den Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials im zeitlichen Zusam-
menhang mit dem Beginn der Apoptose-Exekution differenzierter zu untersuchen. Um auch die
Beteiligung des extrinsischen Apoptose-Signalweges an der Apoptose-Exekution weiterfiihrend zu
analysieren, wird der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials bei gleichzeitiger Caspase-
Hemmung betrachtet. Die Versuche zum Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials in die-
sem Kapitel wurden von Patricia Muschong und Michelle Dierolf unter meiner Betreuung wahrend

ihrer Bachelorarbeiten durchgefihrt.

3.1.5 Die Einzelzell-Analyse zeigt zwei verschiedene Phanotypen des Verlusts des mi-

tochondriellen Membranpotenzials

Um den Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials im zeitlichen Zusammenspiel mit dem
Auftreten der apoptotischen Morphologie zu untersuchen, wurden auf Einzelzellebene manuell
apoptotische Zellen im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung analysiert und quantifiziert.
Dabei zeigten sich zwei dominierende Phanotypen in der Gesamtzellpopulation: Ein Phanotyp ist
charakterisiert durch einen partiellen Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials kurz vor
der DNA-Kondensation (sichtbar durch den Anstieg der Hoechst-Intensitat) (Abbildung 3.9), wo-
hingegen der andere Phanotyp ein konstantes mitochondrielles Membranpotenzial vor der DNA-
Kondensation aufweist (Abbildung 3.10). Beide Phidnotypen treten mit dhnlicher Haufigkeit auf

(Abbildung 3.11). Im Falle eines partiellen Verlusts des mitochondriellen Membranpotenzials tritt
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dieser kurz vor der Zellkernkondensation auf und somit zu einem Zeitpunkt, zu dem noch keinerlei
Merkmale der apoptotischen Morphologie beobachtet werden kénnen (Abbildung 3.9A). Dieser
plotzliche Abfall der TMRE-Intensitat deutet somit auf die Apoptose-Exekution in dieser Zelle (iber
den intrinsischen Signalweg hin. Der zweite beobachtete Phanotyp zeigt dagegen ein konstantes
mitochondrielles Membranpotenzial vor Auftreten der ersten morphologischen Kennzeichen der
Apoptose-Exekution (Abbildung 3.10A). Die konstante TMRE-Intensitat weist damit moglicher-
weise auf die Initiation der Apoptose-Exekution Giber den extrinsischen Signalweg in diesen Zellen
hin. Der vollstandige Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials einer Zelle tritt bei beiden
Phanotypen erst nach dem Durchlaufen der weiteren Apoptose-typischen morphologischen Ver-
anderungen, wie dem Membran-Blebbing, der Abnahme der ZellgréRe, sowie der Fragmentierung
des Zellkerns und der DNA, auf. Fiir beide Phanotypen wurde diese Zeitspanne vom Auftreten der
Zellkernkondensation bis zum vollstandigen Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials
quantifiziert, um kinetische Unterschiede zu beriicksichtigen. Mit einer durchschnittlichen Dauer
von ca. 5 Stunden unterschieden sich die beiden Phanotypen jedoch nicht was diese Zeitspanne
betrifft (Abbildung 3.9B, Abbildung 3.10B). Auch die Streuung der minimalen bzw. maximalen
Dauer in den dargestellten Histogrammen unterscheidet sich mit 1-12 Stunden im Falle des Pha-
notyps mit partiellem TMRE-Verlust vor der Zellkernkondensation, bzw. 2-11 Stunden beim Pha-
notyp mit konstantem TMRE-Signal, nicht. Neben einer moglichen Beteiligung des extrinsischen
Signalwegs an der Apoptose-Exekution nach Cisplatin-Behandlung zeigen die Ergebnisse somit
auch eine von Zelle zu Zelle variable Dynamik im Verlust des mitochondriellen Membranpotenzi-
als. Die der Quantifizierung zugrunde liegenden kinetischen Versuche wurden von Patricia

Muschong wahrend ihrer Bachelorarbeit unter meiner Betreuung durchgefiihrt.

Die auf Einzelzellebene beobachteten Unterschiede im Verlust des mitochondriellen Memb-
ranpotenzials legen nahe, dass der intrinsische und extrinsische Apoptose-Signalweg von Zelle zu
Zelle unterschiedlich stark an der Apoptose-Exekution beteiligt sein konnten. Es stellt sich jedoch
auch die Frage, wie viele Mitochondrien einer Zelle Gberhaupt permeabilisiert werden miissen,
damit es zur Apoptose-Exekution liber den intrinsischen Signalweg kommt. Diese Frage scheint
noch nicht eindeutig beantwortet (Bhola & Letai, 2016; Tait & Green, 2008). Unterschiede in Ab-
hangigkeit der Zelllinie und des Stimulus scheint es jedoch zu geben, die einen individuellen
Schwellenwert der benétigten Menge an Cytochrom c fiir die Caspase-Aktivierung im intrinsischen
Signalweg nahelegen (Galluzzi et al., 2009; Tait & Green, 2008). Ist dieser Schwellenwert permea-
bilisierter Mitochondrien tiberschritten, folgen die restlichen Mitochondrien einer Zelle nach ei-
nem Alles-oder-nichts-Prinzip, wobei sich MOMP wellenformig tiber die Mitochondrien einer Zelle

ausbreitet (Bhola & Letai, 2016). Damit einher geht der bioenergetische Zusammenbruch einer
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partieller Verlust des Mitochondrienmembranpotenzials vor der Zellkernkondensation
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Abbildung 3.9: Partieller Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials (MMP) vor der apoptotischen
Zellkernkondensation. A zeigt reprasentative Bildausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau)
und TMRE-Kanal (rot), die beobachtete Zelle ist mit weiem Pfeil markiert. Schwarze Pfeile markieren den
partiellen (16:25), sowie den vollstandigen (20:15) Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials der
beobachteten Zelle im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. B Darstellung der Zeitspanne zwischen
Zellkernkondensation und vollstandigem Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials des in A gezeig-
ten Phanotyps als Histogramm. Zur Analyse wurden manuell Zellen aus 2 unabhangigen Experimenten nach
Cisplatin-Behandlung quantifiziert (n=62). HeLa wurden mit Cisplatin (50uM) behandelt und nach Anfarben
mit Hoechst und TMRE mittels Fluoreszenzmikroskopie im Zeitverlauf alle 10 Minuten aufgenommen.
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konstantes Mitochondrienmembranpotenzial vor der Zellkernkondensation
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(19:55) Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung

markiert. B Darstellung der Zeitspanne zwischen Zellkernkondensation und vollstandigem Verlust des mito-

chondriellen Membranpotenzials des in A gezeigten Phanotyps als Histogramm. Zur Analyse wurden manu-

ell Zellen aus 2 unabhéngigen Experimenten nach Cisplatin-Behandlung quantifiziert (n=55). HelLa wurden
mit Cisplatin (50uM) behandelt und nach Anfarben mit Hoechst und TMRE mittels Fluoreszenzmikroskopie
im Zeitverlauf alle 10 Minuten aufgenommen.
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Zelle, weshalb MOMP als point of no return gilt (Bhola & Letai, 2016; Galluzzi et al., 2009; Tait &
Green, 2008). Da bei den Ergebnissen dieser Arbeit auf Einzelzellebene ein partieller Verlust des
Mitochondrienmembranpotenzials vor den morphologischen Veranderungen der Apoptose-Exe-
kution bei etwa der Halfte der Zellen auftrat, deutet dies darauf hin, dass bereits der Verlust dieses
Anteils der Mitochondrien geniigt um die Apoptose-Exekution Uber den intrinsischen Signalweg
auszulésen. In anderen Zellen konnte dagegen kein Verlust des mitochondriellen Membranpoten-
zials vor dem Auftreten der apoptotischen Zellmorphologie beobachtet werden, was mdoglicher-
weise durch die Apoptose-Exekution lGber den extrinsischen Signalweg in diesen Zellen erklart
werden kann. Aus physiologischer Sicht erscheint es vorteilhaft, dass nicht alle Mitochondrien
gleichzeitig kollabieren, da so die Energieversorgung fir die Apoptose-Exekution sichergestellt
stellt werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen diesbeziglich, dass zumindest einige Mi-
tochondrien der Zelle, wahrend groBen Teilen der Apoptose-Exekution, ein intaktes Membranpo-
tenzial aufweisen. Unterschiede in der Anzahl Cisplatin-induzierter DNA-Schaden und den
dadurch unterschiedlich stark aktivierten Signaltransduktionswegen einer Zelle, kénnten moglich-
erweise zu den zellindividuellen Unterschieden in der Zeitspanne bis zum vollstandigen Verlust

des mitochondriellen Membranpotenzials beitragen.

= partieller Verlust MMP vor Kernkondensation
konstantes MMP vor Kernkondensation

44% = nicht eindeutig zuzuordnen

n=125

Abbildung 3.11: Verteilung der zwei Phdnotypen des Verlusts des mitochondriellen Membranpotenzials
an der Gesamtzellzahl. MMP: mitochondrielles Membranpotenzial
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3.1.6 Der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials in Abhangigkeit der

Caspase-Aktivierung

Die bisherigen Ergebnisse zum Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials durch Cisplatin
legen eine mogliche Beteiligung des intrinsischen, wie auch extrinsischen Apoptose-Signalwegs
nahe. Um der Frage nachzugehen, inwiefern der extrinsische Signalweg an der Cisplatin-induzier-
ten Apoptose beteiligt ist, wurde der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials bei gleich-
zeitiger Caspase-Hemmung untersucht. Da es im extrinsischen Apoptose-Signalweg nur nach Ak-
tivierung der Caspasen Uber die Spaltung von Bid (BH3 interacting domain death agonist) zur Per-
meabilisierung der Mitochondrien und damit dem Verlust des mitochondriellen Membranpoten-
zials kommen kann, jedoch im intrinsischen Signalweg die Permeabilisierung der Mitochondrien
die Voraussetzung fir die Caspase-Aktivierung ist, kdnnen auf diese Weise die beiden Signalwege
unterschieden werden. Nach 24-stiindiger Cisplatin-Behandlung ist kein Unterschied im Verlust
des mitochondriellen Membranpotenzials in Abhangigkeit der Caspase-Hemmung zu beobachten
(Abbildung 3.12A, Abbildung 3.13A). Obwohl der Cisplatin-induzierte Zelltod durch den Caspase-
Inhibitor bei hoher Konzentration vollstandig gehemmt wird, wird der Verlust des mitochondriel-

len Membranpotenzials nicht beeinflusst, was die Apoptose-Exekution Gber den intrinsischen Sig-
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Abbildung 3.12: Der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials erfolgt zu frilhen Zeitpunkten
Caspase-unabhingig, im spateren Verlauf reduziert Caspase-Inhibition jedoch den Verlust des mitochond-
riellen Membranpotenzials. HeLa wurden mit Cisplatin (50uM) oder Medium (-) behandelt. Die Analyse des
mitochondriellen Membranpotenzials, sowie des Zelltods erfolgte mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmik-
roskopie. Die Zellen wurden dazu jeweils zur Halfte mit Hoechst und TMRE bzw. Hoechst und PI angefarbt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unabhéangigen Experimenten mit jeweils 2 Replikaten. Die sta-
tistische Signifikanz der Unterschiede im Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials zur jeweiligen
Kontrolle ohne Inhibitor wurde mittels Student’s t-Test getestet (** p < 0,01;; * p <0,05).
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nalweg bestatigt. Auch bei 48-stlindiger Cisplatin-Behandlung tritt der Verlust des mitochondriel-
len Membranpotenzials in Gegenwart des Caspase-Inhibitors nach wie vor auf, er ist jedoch in
Proben mit Caspase-Inhibitor deutlich verzégert gegeniliber der Cisplatin-Kontrolle (Abbildung
3.12B). Die Verzogerung im vollstandigen Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials wird
dabei nicht nur in der softwaregestitzen Quantifizierung der Gesamtzellpopulation deutlich (Ab-
bildung 3.12B), sondern auch bei detaillierter manueller Analyse auf Einzelzellebene: Wie die

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 3.13B) zeigen, sind bei Caspase-Hemmung

A 24h

| ctrl | 2,5 UM Q-VD | ] 10 uM Q-VD | | 20 uM Q-VD |

[cisplatin (Hoe/TMRE)| | ctrl (Hoe/TMRE) |

B 48 h
| ctrl | 1 2,5 UM Q-VD | 10 uM Q-VD | 20 uM Q-VD |

Cisplatin (Hoe/TMRE) |  ctrl (Hoe/TMRE) |

Abbildung 3.13: Der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials nach Caspase-Inhibition. A Nach
24-stiindiger Cisplatin-Behandlung erfolgt der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials Caspase-
unabhéangig. B Im spaten Behandlungsverlauf (48 Stunden) wird in einem Teil der Zellen der vollstdndige
Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials durch Caspase-Hemmung verzogert, da verstarkt Zellen
mit schwacher TMRE-Farbung detektiert werden. HeLa wurden mit Cisplatin (50uM) oder Medium (Kon-
trolle) behandelt. Die Zellen wurden mit Hoechst und TMRE angefarbt. Dargestellt sind reprdsentative Aus-
schnitte im Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und TMRE-Kanal (rot) der fir die quantitative Auswer-
tung in Abbildung 3.12 verwendeten Versuche. Mal3stab 50 um.
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Abbildung 3.14: Caspase-Inhibition erh6ht den Anteil schwach TMRE-positiver Zellen im spiten Verlauf
der Cisplatin-Behandlung. Dargestellt ist die Intensitat aller TMRE-positiven Objekte an der Gesamtzellzahl.
Hela wurden mit Cisplatin (50uM) oder Medium (ctrl) fiir 24 (A) bzw. 48 (B) Stunden behandelt. Die Analyse
des mitochondriellen Membranpotenzials erfolgte mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei An-
farben der Zellen mit Hoechst und TMRE. Dargestellt ist die Gesamtheit aller TMRE-gefarbten Objekte ent-
sprechend ihrer TMRE-Intensitat, die die Grundlage firr die quantitative Auswertung in Abbildung 3.12 bil-
den. Es ist ein reprasentativer Versuch von 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils Duplikaten gezeigt.
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mehr Zellen TMRE-positiv als bei vergleichbarer Behandlung ohne Caspase-Inhibitor. Bei genauer
Betrachtung der einzelnen Zellen fallt zudem auf, dass unter diesen TMRE-positiven Zellen ver-
starkt schwach TMRE-gefarbte Zellen auftreten. Dies wird insbesondere deutlich mit Blick auf das
Histogramm der TMRE-Intensitat aller detektierten Objekte (Abbildung 3.14). Nach 48-stiindiger
Cisplatin-Behandlung ist in den Histogrammen der Proben mit Caspase-Inhibitor eine Zunahme
der schwach TMRE-gefarbten Objekte zu erkennen (Abbildung 3.14B). Dies deutet auf eine Betei-
ligung des extrinsischen Apoptose-Signalwegs hin, der im Verlauf der Apoptose-Exekution zum
vollstandigen Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials einer Zelle beitragen kénnte. Zu-
mindest in einer Subpopulation der Zellen scheint dies der Fall zu sein. In anderen Subpopulatio-
nen scheint der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials dagegen ohne Beteiligung des
extrinsischen Apoptose-Signalwegs zu erfolgen. Ein Teil der Versuche zum Verlust des mitochond-
riellen Membranpotenzials in Abhangigkeit der Caspase-Aktivierung wurden von Patricia
Muschong und Michelle Dierolf als Teil ihrer Bachelorarbeiten unter meiner Betreuung durchge-

fuhrt.

Die meisten gentoxischen Apoptose-Stimuli wie Cisplatin induzieren Apoptose Uber den intrin-
sischen Signalweg (L Galluzzi et al., 2012; Prokhorova et al., 2015; Tait & Green, 2008), dennoch
ist fur Cisplatin und andere DNA-schadigende Substanzen auch eine Rolle des extrinsischen Sig-
nalwegs bekannt (Fulda & Debatin, 2006; Siddik, 2003). Auch in vorausgegangenen Arbeiten der
Arbeitsgruppe konnte neben Caspase-9, die am Beginn des intrinsischen Signalwegs steht, eben-
falls die Aktivierung der Caspase-8 des extrinsischen Apoptose-Signalwegs durch Cisplatin-Be-
handlung mittels Westernblots nachgewiesen werden (Schweitzer, 2015), was die Aktivierung bei-
der Signalwege durch Cisplatin bestéatigt. Die Aktivierung des intrinsischen Signalwegs gilt als eine
Konsequenz der DNA-Schadensantwort und erfolgt Gber komplexe Signaltransduktionskaskaden
die zur Aktivierung pro-apoptotischer Bcl-2-Proteine (B-cell lymphoma 2) fiihren, die die Permea-
bilisierung der Mitochondrienmembran bewirken (Prokhorova et al., 2015). Es stellt sich jedoch
die Frage, wie es durch Cisplatin, das intrazellular wirkt, zur Aktivierung des extrinsischen
Apoptose-Signalwegs kommen kann, dessen Aktivierung Ublicherweise durch Liganden wie TNF
(Tumornekrosefaktor) erfolgt, indem sie an sogenannte Todesrezeptoren an der Zellmembran
binden. Eine Aktivierung des extrinsischen Signalwegs durch Chemotherapeutika wie Cisplatin
konnte jedoch liber eine Erhéhung der Expression des Todesrezeptor-Liganden FasL und autokrine
oder parakrine Stimulierung des zugehorigen Rezeptors Fas beobachtet werden (Fulda & Debatin,
2006). Des Weiteren wurde nach Cisplatin-Behandlung eine Umverteilung und Anreicherung des
Fas-Rezeptors, zusammen mit Pro-Caspase-8 und dem zur Aktivierung bendtigten FADD (Fas-

associated death domain)-Komplex in Lipid Rafts der Membran gezeigt. Das damit verbundene
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Clustering der Fas-Rezeptoren kdonnte die Ursache einer verstarkten Aktivierung des Rezeptors
sein (Lacour et al., 2004). Es ist somit wahrscheinlich, dass auch in der Subpopulation der in der
vorliegenden Arbeit analysierten Zellen, die bei Caspase-Hemmung das mitochondrielle Memb-
ranpotenzial verzogert verloren, die Apoptose-Exekution unter zusatzlicher Beteiligung des extrin-
sischen Signalwegs erfolgt. Dabei wiirde die Caspase-8-vermittelte Spaltung von Bid zusatzlich zur
Permeabilisierung der Mitochondrien beitragen. Bestatigend wirkt dabei ebenfalls die Tatsache,
dass die Verzogerung im Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials erst im spateren Ver-
lauf der Cisplatin-Behandlung in einer Subpopulation auftrat. Somit wéare ausreichend Zeit fir die
Cisplatin-induzierte Hochregulation von Todesrezeptoren oder deren Liganden in dieser Zellpopu-
lation gegeben. Moglicherweise handelt es sich bei diesen Zellen um eine Subpopulation Cisplatin-
resistenterer Zellen, die erst durch eine zusatzliche Stimulation Gber den extrinsischen Signalweg
die Apoptose-Exekution beginnen. Da die Permeabilisierung der Mitochondrien mafigeblich von
pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie bestimmt wird (Bhola & Letai, 2016),
kénnte diese Zellpopulation eine hohere Expression anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine aufweisen,

die haufig an der Chemoresistenz von Tumorzellen beteiligt ist (Skommer et al., 2010).

Zusammenfassend legen die Untersuchungen zum Verlust des mitochondriellen Membranpo-
tenzial in dieser Arbeit eine Beteiligung des intrinsischen und extrinsischen Signalwegs an der
Apoptose-Exekution nahe. Der intrinsische Signalweg ist dabei hauptsachlich fir die Exekution der
Apoptose nach Cisplatin-Behandlung verantwortlich. Jedoch scheint auch der extrinsische Signal-
weg in Subpopulationen der Zellen von Bedeutung zu sein und verstarkend zum Verlust des mito-
chondriellen Membranpotenzials dieser Zellen beizutragen. Die ldentifizierung heterogener zellu-
larer Reaktionen, wie in diesem Beispiel, ist von groBer Bedeutung fiir die Tumortherapie, da der
Erfolg einer Chemotherapie maligeblich davon abhéangt, die Gesamtheit heterogener Krebszellen

zu eliminieren.
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3.1.7 Cisplatin induziert verschiedene morphologische Sub-Phdnotypen der

Apoptose auf Einzelzellebene

Bei der Einzelzellanalyse apoptotischer Zellen im zeitlichen Verlauf in den vorausgegangenen Ka-
piteln fiel auf, dass auch die apoptotische Morphologie in ihrer Auspragung variabel erscheint. Zur
genaueren Analyse dieser Beobachtung wurde nachfolgend gezielt die Auspragung des apoptoti-
schen Phanotyps betrachtet und die Gesamtzellpopulation in Subgruppen apoptotischer Phano-
typen unterteilt. Zellen, die die klassische apoptotische Morphologie zeigen, wie sie vielfach in der
Literatur beschrieben wurde (Atkin-Smith & Poon, 2016; Hacker, 2000; Saraste & Pulkki, 2000;
Taylor et al., 2008), werden im Nachfolgenden als klassisch apoptotischer Phanotyp beschrieben.
Dieser Phanotyp ist im zeitlichen Verlauf gekennzeichnet durch das Abrunden der Zelle und

Membran-Blebbing, die Volumenabnahme der Zelle, DNA- und Zellkernkondensation, gefolgt von

klassischer apoptotischer Phanotyp
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Abbildung 3.15: Klassischer apoptotischer Phdanotyp (A549). Kennzeichnend sind die Fragmentierung des
Zellkerns (A) nach der DNA-Kondensation und die Auflésung der Zelle in Apoptotic Bodies (%). Im spaten
Verlauf kommt es zum Verlust der Zellmembranintegritat (Gelbfarbung im Overlay). A549 H2B-GFP wurden
mit Cisplatin (50 uM) behandelt und nach Anfarben mit PI mittels Fluoreszenzmikroskopie im zeitlichen
Verlauf aufgenommen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, GFP- (griin)
und PI-Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung der beobach-
teten Zelle. MaRstab 50 um.
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der Fragmentierung der DNA und des Zellkerns, bis hin zur Auflésung der gesamten Zelle in
apoptotische Vesikel, die Apoptotic Bodies (Abbildung 3.15 und Abbildung A.3). Neben diesem
klassischen Phanotyp existieren in A549 und Hela jedoch auch ein Phanotyp, der durch die Kon-
densation des Zellkerns dominiert wird (Kernkondensations-dominierter Phanotyp, Abbildung
3.16 und Abbildung A.4), sowie ein weiterer Phidnotyp, bei dem zusétzlich zur dominanten Kern-
kondensation eine Separation des Zellkerns vom restlichen Zellkérper auftritt (Kernkondensati-
ons-dominierter Phanotyp mit Kernseparation Abbildung 3.17 und Abbildung A.5). Im friihen Sta-

dium der Apoptose-Exekution unterscheiden sich diese beiden Phanotypen nicht vom klassischen

Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phanotyp
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Abbildung 3.16: Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phinotyp (A549). Kennzeichnend sind die
persistierende Kondensation des Zellkerns und das Ausbleiben der Kernfragmentierung. Im spaten Verlauf
kommt es zum Verlust der Zellmembranintegritat (Gelbfarbung im Overlay). A549 H2B-GFP wurden mit Cis-
platin (50 uM) behandelt und nach Anfarben mit Pl mittels Fluoreszenzmikroskopie im zeitlichen Verlauf
aufgenommen. Dargestellt sind reprdsentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, GFP- (griin) und PI-
Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung der beobachteten
Zelle. MaRBstab 50 pum.

54



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Phanotyp, da bei beiden Phanotypen mit dem Abrunden und Membran-Blebbing die typischen
frihen morphologischen Veranderungen auftreten. Erst nach der Kondensation der DNA und des
Zellkerns divergieren sie vom klassischen Phanotyp, da die Kernkondensation persistiert. Im Ge-
gensatz zum klassischen Phanotyp findet keine Fragmentierung des Zellkerns statt und auch die
Auflosung der gesamten Zelle in Apoptotic Bodies bleibt aus. Im Falle des Phanotyps mit Separa-
tion des Zellkerns, als Sub-Phanotyp des Kernkondensations-dominierten Phanotyps, verschiebt
sich der kompakte, kondensierte Zellkern auf eine Seite des Zellkérpers, wahrend der restliche
Zellkorper eine Art traubenformige Gestalt annimmt. Bei A549 kann es dabei sogar zur deutlichen
raumlichen Separation des Zellkerns kommen. AnteilsmaRig treten in beiden Zelllinien der klassi-
sche und der Kernkondensations-dominierte Phanotyp in etwa ahnlich haufig auf, die Kernkon-

densations-dominierten Phanotypen (iberwiegen leicht mit insgesamt 54 % der apoptotischen

Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phanotyp mit Kernseparation

@@ T-8-e

A549

Abbildung 3.17: Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phinotyp mit Kernseparation (A549).
Kennzeichnend ist die Separation des kondensierten Zellkerns vom restlichen Zellkérper (schwarzer Pfeil).
Im spaten Verlauf kommt es zum Verlust der Zellmembranintegritat (Gelbfarbung im Overlay). A549 H2B-
GFP wurden mit Cisplatin (50 uM) behandelt und nach Anfarben mit Pl mittels Fluoreszenzmikroskopie im
zeitlichen Verlauf aufgenommen. Dargestellt sind reprdsentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-,
GFP- (griin) und PI-Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung der
beobachteten Zelle. MaRstab 50 um.
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Zellen in A549 bzw. 53 % in Hela (Abbildung 3.18). Das Auftreten einer Kernseparation ist dage-
gen in A549 mit 15 % der apoptotischen Zellen deutlich haufiger, verglichen mit 3 % in Hela. Un-
abhangig der Auspragung der apoptotischen Morphologie kommt es bei allen drei Phanotypen im
spaten Verlauf der Apoptose-Exekution zum Verlust der Plasmamembranintegritat (nur fir A549
gezeigt). Ein Unterschied in der Zeitspanne von Zellkernkondensation bis zum Verlust der Plasma-
membranintegritat zwischen den drei Phdanotypen konnte manuell nicht festgestellt werden (Da-
ten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es nur nach der Fragmentierung des
Zellkerns auch zur Fragmentierung der gesamten Zelle in Apoptotic Bodies kommt.

Die reprasentativen Bilder in A549 wurden mit einem Klon der Zellline erstellt, bei dem stabil
eine GFP-markierte Variante des Histon 2B exprimiert wird. Dadurch ist die DNA und somit der
Zellkern bereits fluoreszent markiert und die Farbung mit Hoechst entfallt. Um auch in nicht trans-
genen Zelllinien Zeitverlaufsanalysen durchzufiihren wurde die Hoechst-Konzentration in dieser
Arbeit so gewahlt, dass keine Gentoxizitat durch die Hoechst-Farbung auftrat. Die verschiedenen
Auspragungen der apoptotischen Morphologie wurden sowohl in der urspriinglichen, wie auch in
der transgenen A549-Zelllinie in dhnlicher Haufigkeit beobachtet, weshalb beide A549-Zelllinien

fir die Quantifizierung der verschiedenen Phanotypen bericksichtigt wurden.

Ein deutlicher Unterschied der beobachteten Phanotypen liegt in der Fragmentierung des Zell-
kerns und der Aufldsung der gesamten apoptotischen Zelle in Apoptotic Bodies. Uber die Regula-
tion dieser Schritte der Apoptose-Exekution ist bisher bekannt, dass der Fragmentierung des Zell-
kerns die Schwachung der strukturgebenden Kernlamina vorausgeht, die durch Caspasen tber die
Spaltung von Laminen vermittelt wird. Anschliefend wird der Kern durch Kontraktion des Aktin-
Myosin-Zytoskeletts auseinandergezogen, das an der Kernlamina befestigt ist. Diese Kontraktions-
krafte beruhen auf der Phosphorylierung von Myosin durch die Caspase-aktivierte Kinase ROCK1
(Rho-associated protein kinase 1) (Croft et al., 2005; Saraste & Pulkki, 2000; Taylor et al., 2008).
Die Auflésung einer apoptotischen Zelle in Apoptotic Bodies ist bisher weniger gut charakterisiert.
Es ist jedoch wahrscheinlich, dass eine Voraussetzung dafiir das Zellmembran-Blebbing ist, das
durch die gleichen ROCK-Aktin-Myosin-vermittelten kontraktilen Krafte ausgel6st wird. Des Wei-
teren wurde auch eine Beteiligung des Mikrotubuli-Zytoskeletts an der Verlagerung von Zellkern-
fragmenten in die Apoptotic Bodies beobachtet (Atkin-Smith & Poon, 2016; Taylor et al., 2008).
Moglicherweise sind somit zellindividuelle Unterschiede in der zeitlichen Aktivierung und Starke
der kontraktilen Krafte des Zytoskeletts oder der proteolytischen Schwachung der Kernlamina fir
das Auftreten der verschiedenen apoptotischen Phanotypen urséchlich. Da Caspasen an diesen
Prozessen beteiligt sind, konnte das Timing ihrer Aktivierung, sowie die Anzahl aktivierter Caspa-

sen einer Zelle entscheidend zu den Unterschieden in der Auspragung der apoptotischen Morpho-
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Abbildung 3.18: AnteilsmaBige Verteilung der verschiedenen apoptotischen Phinotypen in A549 und
Hela. Unterteilung in klassischen, Kernkondensation-dominierten Phanotyp und Kernkondensation-domi-
nierten Phanotyp mit Kernseparation. Die Quantifizierung erfolgte manuell aus jeweils 2 unabhangigen Ex-
perimenten je Zelllinie.

logie beitragen. Eine starkere Caspase- oder Protease-Aktivitdt kdnnte hypothetisch auch die
Kern- und Zellfragmentierung behindern, indem sie das Zytoskelett zu friih oder an der falschen
Stelle degradieren. Unabhéangig davon, ob im spateren Verlauf der Apoptose-Exekution die Zell-
kernfragmentierung und Bildung von Apoptotic Bodies auftrat, konnte das Blebbing der Zell-
membran jedoch bei allen Phanotypen beobachtet werden. Somit kann dies nicht die einzige Vo-
raussetzung fiur die Zellfragmentierung sein. Vielmehr miissen weitere Faktoren, die im zeitlichen
Verlauf der Apoptose-Exekution nach dem Zellmembran-Blebbing ansetzen entscheidend sein.
Das Auftreten von Unterschieden in der Auspragung der apoptotischen Morphologie konnte auch
in einer weiteren Studie beobachtet werden, die ebenfalls beschreiben, dass apoptotische Zellen
als ein apoptotisches Fragment oder in mehreren Apoptotic Bodies enden kénnen (Orlando et al.,
2006).

Die in dieser Arbeit beobachtete morphologische Variabilitdt der Apoptose-Exekution, wirft
nicht nur Fragen nach den zugrunde liegenden Mechanismen auf, sondern auch hinsichtlich mog-
licher Auswirkungen in vivo. Generell wird die Bildung von Apoptotic Bodies als eine MalRnahme
betrachtet, die die Aufnahme der apoptotischen Uberreste einer Zelle durch Phagozyten verein-
facht (Taylor et al., 2008). Sollte in vivo die Phagozytose apoptotischer Zellen, die nicht in Apopto-
tic Bodies fragmentiert sind, erschwert sein, konnte die Entstehung von sekundaren Nekrosen die
Konsequenz sein, was eine Entzlindungsreaktion hervorrufen wiirde. Derartige pro-inflammatori-
sche Bedingungen beglinstigen wiederum die Entstehung weiterer Erkrankungen. Insbesondere
im Kontext einer Tumortherapie hatte es negative Auswirkungen fiir den Therapieerfolg, wenn

die Beseitigung derartiger nicht-fragmentierter apoptotischer Zellen beeintrachtigt ware und der
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Patient zuséatzlich durch eine Entziindungsreaktion geschwacht wiirde. Ob das Ausbleiben der Zell-
kern- und Zellfragmentierung insbesondere in Tumorzelllinien auftritt, sollte in zukiinftigen Stu-

dien adressiert werden.

3.1.8 Interaktion apoptotischer Zellen

Die Analyse apoptotischer Zellen im zeitlichen Verlauf bietet nicht nur die Moglichkeit die Dyna-
mik einzelner Zellen zu beobachten, sondern auch die Dynamik des Umfelds apoptotischer Zellen
zu berticksichtigen. Bei der manuellen Analyse apoptotischer Zellen und ihres zelluldaren Umfelds
war bemerkenswert, dass es zwischen einer apoptotischen Zelle und einer zu diesem Zeitpunkt
nicht apoptotischen Zelle zur Interaktion kommt, die gefolgt ist von der Apoptotse-Exekution in
der bis dahin nicht apoptotischen Zelle (Abbildung 3.19 und Abbildung 3.20). Insbesondere in
A549 kann dabei die Ausbildung von Zellauslaufern vom Zellkorper der apoptotischen Zelle beo-
bachtet werden, mit denen sie mit der Nachbarzelle interagiert, bevor diese selbst Anzeichen der

Apoptose-Exekution in Form der apoptotischen Morphologie zeigt. Diese Art der Zellinteraktion

Abbildung 3.19: Interaktion apoptotischer Zellen (A549). Interaktion apoptotischer Zellen tber Zellauslau-
fer mit nicht-apoptotischen Zellen (schwarze Pfeile), gefolgt von beginnender Apoptose-Exekution in diesen
Zellen (#). A549 H2B-GFP wurden mit Cisplatin (50 uM) behandelt und nach Anfarben mit Pl mittels Fluo-
reszenzmikroskopie im zeitlichen Verlauf aufgenommen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im
Overlay aus Durchlicht-, GFP- (griin) und Pl-Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. Wei-
Rer Pfeil: Markierung der beobachteten Zelle. MaRstab 50 pm.
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Abbildung 3.20: Interaktion apoptotischer Zellen (HeLa). Interaktion einer apoptotischen Zelle durch Uber-
lagerung (A) oder Gber Zellausldufer () mit einer nicht-apoptotischen Zelle (schwarze Pfeile), gefolgt von
beginnender Apoptose-Exekution in dieser Zelle (#). HeLa wurden mit Cisplatin (50 uM) behandelt und nach
Anfarben mit Hoechst und TMRE mittels Fluoreszenzmikroskopie im zeitlichen Verlauf aufgenommen. Dar-
gestellt sind reprdsentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und TMRE-Kanal (rot)
im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung der beobachteten Zelle. MaRstab
50 um.

tritt in 9 % der apoptotischen Zellen in A549 auf (Abbildung 3.21, manuelle Quantifizierung). Auch
in Hela sind Zellauslaufer einer apoptotischen Zelle sichtbar, die jedoch in Anzahl und Lange klei-
ner erscheinen. Im Gegensatz zu A549 kann in Hela jedoch haufig beobachtet werden, dass Zellen
vor dem Eintritt in die Apoptose-Exekution mit bereits apoptotischen Zellen in direktem Nachbar-
schaftskontakt stehen, d.h. die Plasmamembranen scheinen sich zu beriihren. Die manuelle Quan-
tifizierung ergab, dass 47 % der apoptotischen HelLa-Zellen vor Auftreten der Apoptose-Exekution
Uber direkten Nachbarschaftskontakt oder Zellauslaufer in Kontakt mit einer bereits apoptoti-
schen Zelle standen (Abbildung 3.21). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass apoptotische Zellen
in vitro mit Zellen ihrer Nachbarschaft interagieren und diese moglicherweise in ihrem physiologi-

schen Zustand beeinflussen, beispielsweise durch die Sezernierung pro-apoptotischer Faktoren.
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Die Versuche, die der Quantifizierung in Hela zugrunde liegen, wurden von Patricia Muschong

wahrend ihrer Bachelorarbeit unter meiner Betreuung durchgefiihrt.

A549 Hela

Interaktion apoptotischer Zellen

= Kontakt mit apoptotischer Zelle
vor Apoptose-Exekution

kein Kontakt mit apoptotischer | 53%
Zelle vor Apoptose-Exekution

91%

n=190 n=130

Abbildung 3.21: Anteil apoptotischer Zellen, die vor Apoptose-Exekution in Kontakt mit einer bereits
apoptotischen Zelle stehen. Quantifizierung erfolgte manuell aus jeweils 2 unabhéngigen Experimenten je
Zelllinie.

Apoptose wurde lange als eine stille Form des Zelltods betrachtet, da sie ermdglicht Zellen zu
eliminieren, ohne dabei das umliegende Gewebe durch die Freisetzung von Entziindungsfaktoren
zu schadigen (Fogarty & Bergmann, 2015). Es wurde jedoch auch schnell klar, dass apoptotische
Zellen mit ihrer Umgebung interagieren missen um die effiziente Aufnahme der apoptotischen
Zellberreste durch Phagozyten sicherzustellen. In diesem Zusammenhang konnten bereits ver-
schiedene Faktoren identifiziert werden, die der Rekrutierung von Phagozyten in die Ndhe der
apoptotischen Zelle dienen, sowie um die Aufnahme der Zelle zu stimulieren. Zu diesen Faktoren
zdhlen z.B. die Freisetzung von ATP durch apoptotische Zellen, sowie die Exposition von Phos-
phatidylserin in der dueren Zellmembran (Atkin-Smith & Poon, 2016; Elliott et al., 2009; Fogarty
& Bergmann, 2015; Fuchs & Steller, 2015). Neueste Erkenntnisse zeigen jedoch, dass von apopto-
tischen Zellen weitaus mehr Signale ausgehen kdnnen, die ihre zelluldre Umgebung beeinflussen
und verandern, wie Mitogene, die Proliferation und Geweberegeneration anregen. Ebenso wurde
auch die Freisetzung Apoptose-stimulierender Faktoren durch apoptotische Zellen beschrieben,
wie beispielsweise TNF bei massiver DNA-Schadigung. Dieser Prozess wurde als Apoptose-indu-
zierte Apoptose bezeichnet (Fogarty & Bergmann, 2015; Fuchs & Steller, 2015). Wie bereits unter
Kapitel 3.1.6 beschrieben, konnte nach Cisplatin-Behandlung ebenfalls eine erhéhte Expression

des Todesrezeptor-Liganden FasL beobachtet werden (Fulda & Debatin, 2006). Die Freisetzung
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von TNF oder FasL Uber Zellfortsatze kénnte auch der Apoptose-stimulierenden Interaktion
apoptotischer Zellen mit nicht apoptotischen Zellen zugrunde liegen, die in der vorliegenden Ar-
beit beobachtet wurde. Natiirlich ist im Kontext dieser Versuche nicht auszuschlielen, dass die
Zelle, die zum Zeitpunkt der Interaktion noch keine apoptotische Morphologie aufwies, auch ohne
den Kontakt der apoptotischen Zelle die Apoptose aufgrund Cisplatin-induzierter DNA-Schaden
initiiert hatte. Die zusatzliche Stimulation kdnnte die Apoptose-Initiation jedoch beschleunigen.
Dieser Mechanismus kdnnte ebenfalls von groRer Bedeutung sein um Cisplatin-resistente Zellen,
die beispielsweise weniger DNA-Schaden durch erhdhte Reparaturaktivitat oder eine erhohte
Schadenstoleranz aufweisen, zu eliminieren. Somit konnte die Apoptose-induzierte Apoptose, die
Uber extrazellulare Faktoren initiiert wird, auch die teilweise Abhdngigkeit des Verlusts des mito-
chondriellen Membranpotenzials vom extrinsischen Apoptose-Signalweg erklaren (Kapitel 3.1.6).

Die Bedeutung der Apoptose-induzierten Apoptose ist somit enorm fir multizelluldre Organis-
men. Neben dem Formen von Geweben oder der Eliminierung ganzer Zellgruppen wahrend der
Embryonalentwicklung, konnte dariber auch der Ausbreitung einer Virusinfektion vorgebeugt
werden (Fuchs & Steller, 2015). Zudem ist dieser Mechanismus von groRer klinischer Relevanz, da
dariiber auch der sogenannte Bystander-Effekt erklart werden kann, bei dem Zellen in Nachbar-
schaft bestrahlter Krebszellen im Rahmen einer Tumortherapie ebenfalls absterben (Fuchs &

Steller, 2015).

3.1.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Charakterisierung Cisplatin-induzierter
Apoptose

Die Versuche zur Charakterisierung der Cisplatin-induzierten Apoptose konnten zeigen, dass die
Apoptose-Exekution eine hohe Dynamik aufweist und sich innerhalb einer Zellpopulation zeitlich
und phanotypisch unterscheidet. Caspasen sind dabei wichtige Regulatoren der apoptotischen
Morphologie, die charakteristisch fiir die Apoptose-Exekution ist. Diese wird nach Cisplatin-Be-
handlung vor allem Uiber den intrinsischen Apoptose-Signalweg ausgefiihrt, da der Verlust des mi-
tochondriellen Membranpotenzials GroRteils Caspase-unabhangig geschieht. Der extrinsische Sig-
nalweg scheint jedoch in Subpopulationen zur Apoptose-Exekution beizutragen und spielt mog-
licherweise bei der Interaktion apoptotischer Zellen mit Nachbarzellen lber Apoptose-induzierte
Apoptose eine Rolle. In ihrer Morphologie unterscheiden sich apoptotische Zellen dahingehend,
dass es neben der klassischen phanotypischen Auspragung vom Abrunden der Zelle und Memb-
ran-Blebbing iber DNA- und Zellkernkondensation bis hin zur Fragmentierung des Zellkerns und
der Auflésung der Zelle in Apoptotic Bodies auch Phanotypen gibt, bei denen keine Fragmentie-

rung des Zellkerns und Bildung von Apoptotic Bodies auftritt. Bei einer Untergruppe dieser apop-
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Abbildung 3.22: Mittels fluoreszenzmikroskopischer Endpunkte und Zeitverlaufsanalysen wurde die Cis-
platin-induzierte Apoptose in humanen Krebszellen zeitlich und phanotypisch charakterisiert.

totischen Zellen wird der Zellkern sogar vom restlichen Zellkorper raumlich separiert. Der Verlust
der Plasmamembranintegritat erfolgt im spaten Verlauf der Apoptose, tritt jedoch in der unter-

suchten Lungenkrebszelllinie deutlich friher auf als in Cervixkarzinomzellen.

Die in dieser Arbeit beobachtete zeitliche und phanotypische Dynamik der Apoptose-Exekution
zeigt die Bedeutsamkeit der Einzelzellanalyse um die biologische Heterogenitdt einer Zellpopula-
tion abzubilden. Die Charakterisierung der Dynamik der apoptotischen Exekution ist dabei die Vo-
raussetzung fiir die gezielte Etablierung von Methoden, die schlussendlich der Aufklarung der zu-
grunde liegenden Mechanismen dienen. Um in Zukunft verstarkt Einzelzellanalysen im zeitlichen
Verlauf softwaregestiitzt analysieren zu kénnen, ist es essentiell die biologische Dynamik zu erfas-
sen und zu charakterisieren, damit sie schlussendlich mittels bioinformatischer Ansatze abgebildet
und dadurch softwaregestiitzt quantifiziert werden kann. Erst liber die softwaregestiitzte Zellana-
lyse besteht die Moglichkeit im grofRen MaRstab Zellpopulationen auf Einzelzellebene nicht nur
qualitativ, sondern quantitativ im zeitlichen Verlauf zu analysieren. Diese Art der Analyse generiert
Datensatze in GroRenordnungen, die manuell nicht annahernd so effektiv und insbesondere ob-
jektiv analysiert werden konnten. Derartige Analysen kdnnen wichtige Hinweise auf die Hetero-
genitat zelluldrer Reaktionen liefern, die bei der Analyse von Gesamtzellpopulationen hdufig mas-
kiert werden. Die Identifizierung und Aufklarung heterogener zelluldrer Reaktionen tragt nicht nur
zum grundlegenden Verstandnis zellphysiologischer Prozesse bei, sondern ist auch von grol3er Be-

deutung beispielsweise fiir die Optimierung von Tumortherapien.
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3.2 Screen einer bioaktiven Substanz-Bibliothek zur Identifizierung von

Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose

Fir die unvoreingenommene Identifizierung von Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose
und des apoptotischen Phanotyps wurde eine Bibliothek bioaktiver Substanzen verwendet (Ab-
bildung 3.23). Diese Bibliothek besteht aus 640 durch die US-amerikanische Food and Drug Admi-

nistration (FDA) zugelassenen Medikamenten, sowie 480 bioaktiven Substanzen mit bekannten
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Abbildung 3.23: Screen einer bioaktiven Substanz-Bibliothek zur Identifizierung von Modulatoren der Cis-
platin-induzierten Apoptose. Ndhere Erlduterungen siehe Text.
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biologischen Zielstrukturen des Harvard Institute of Chemistry and Cell Biology (ICCB). Diese ins-
gesamt 1120 Substanzen wurden in einem Fluoreszenzmikroskopie-basierten Hochdurchsatz-
Screen auf ihren Einfluss auf die Cisplatin-induzierte Apoptose in A549 und Hela getestet. Dazu
erfolgte eine Vorinkubation der Substanzen mit den Zellen, bevor durch Cisplatin Apoptose initi-
iert und nach 24-stiindiger Behandlung quantifiziert wurde. Die Substanzbibliothek wurde eben-
falls ohne Cisplatin in den Zellen getestet um zytotoxische Wirkungen durch die Substanzen selbst
erfassen zu konnen. Sowohl mit, wie auch ohne Cisplatin, erfolgte der Test der Substanz-Bibliothek
zwei Mal je Zelllinie. Durch die Interaktion der bioaktiven Substanzen mit ihren biologischen Ziel-
strukturen in der Zelle, kénnen diese Zielstrukturen, beispielsweise Rezeptoren oder Kinasen, ak-
tiviert oder gehemmt werden. Spielt diese Zielstruktur eine Rolle in der Cisplatin-vermittelten
Apoptose, kann sich die Interaktion auf die Apoptose-Exekution auswirken. Die sich daraus erge-
benden moglichen Effekte durch die Co-Behandlung der bioaktiven Substanzen mit Cisplatin kon-
nen eine Erhohung oder Reduktion der Apoptose-Exekutionsrate sein, sowie eine Beschleunigung
der Apoptose-Exekutionsphase oder die Veranderung des apoptotischen Phanotyps der Exeku-
tion. Darliber konnen Rickschliisse zur Rolle der jeweiligen Zielstruktur in der Cisplatin-induzier-
ten Apoptose gezogen werden. Die Apoptose-Exekution wurde wie im vorausgegangenen Kapitel
softwaregestiitzt quantitativ analysiert. Um dabei neben dem induzierten Zelltod auch mogliche
Effekte auf den apoptotischen Phanotyp erfassen zu kénnen, wurden phanotypische Zelltodmar-
ker etabliert, die ebenfalls auf der Anfarbung der Zellen mit Hoechst und PI beruhen. Die biologi-
schen Zielstrukturen der bioaktiven Substanzen wurden vom Hersteller der Substanz-Bibliothek
(Enzo Life Sciences) oder aus einer der folgenden Datenbanken bezogen: Drugbank (Wishart et
al., 2006), PubChem (Kim et al., 2016) oder ChEMBL (Bento et al., 2014). Der Screen der bioaktiven

Substanzbibliothek in A549 fand unter Mitarbeit von Brigitte Schweitzer statt.

3.2.1 Die Quantifizierung phanotypischer Apoptose-Parameter generiert ein apopto-

tisches Profil

In den bisherigen Versuchen erfolgte die softwaregestitzte Detektion und Quantifizierung
apoptotischer Zellen {iber die Parameter DNA-Kondensation, basierend auf einer erhdhten
Hoechst-Intensitat, und dem Verlust der Plasmamembranintegritat (nachfolgend der Parameter
Membranschadigung), gekennzeichnet durch einen Pl-Influx. Apoptotische Ereignisse, wie bei-
spielsweise die Kernfragmentierung oder Veranderung der ZellkerngroRRe, konnten bisher nicht
softwaregestitzt quantifiziert werden. Um Verdnderungen des apoptotischen Phanotyps durch
Co-Behandlung mit den Stoffen der bioaktiven Substanz-Bibliothek softwaregestitzt quantifizie-

ren zu kdnnen, wurden zunachst zusatzliche phanotypische Parameter etabliert. Dies erfordert
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die Auswahl geeigneter morphologischer Parameter, die in Kombination mit der Hoechst-Intensi-
tat genutzt werden kénnen. Darliber konnten die zusatzlichen phanotypischen Parameter Kern-

groRe, runde Kerne und Kernfragmentierung eingefiihrt werden (Abbildung 3.24).

| Apoptose-Initiation || Apoptose-Exekution |
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mit DNA-Kondensation

Kernfragmentierung

> 2 Fragmente pro Kern

Membranschadigung
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Parameter signal
Kerngrole ObjektgroRe Hoechst
Zellkerne mit kondensierter DNA - Hoechst
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Kernfragmentierung Subfragmente Hoechst
Membranschadigung - PI

Abbildung 3.24: Etablierung einer softwaregestiitzten Quantifizierung phanotypischer Apoptose-Parame-
ter. Durch die Kombination morphologischer Parameter mit Hoechst- und Pl-Intensitdten wird die software-
gestlitzte Quantifizierung phanotypischer Apoptose-Parameter ermdglicht. A Grafische Darstellung der Pa-
rameter und ihrer Verdnderung im apoptotischen Verlauf mit reprasentativen Bildern. B Tabellarische Uber-
sicht der phanotypischen Apoptose-Parameter, sowie der zugrunde liegenden morphologischen Parameter
und entsprechenden Fluoreszenzsignale. Blau: Hoechst, Magenta: PI.
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Der phanotypische Marker KerngrolRe basiert dabei auf dem morphologischen Parameter Objekt-
grofRe der Software, d.h. Anzahl der Pixel des detektierten Objekts, im Hoechst-Kanal. Im Laufe
der Apoptose-Exekution ist eine Abnahme der ZellkerngréRRe zu erwarten, da der Kern der apopto-
tischen Zelle bedingt durch die DNA-Kondensation und den proteolytischen Abbau der Kernlamina
an GroRe verliert (nachfolgend als Kernschrumpfung bezeichnet). Fiir jeden Versuch wurde die
KerngroRe in drei Klassen unterteilt: kleine, mittlere und groRRe Kerne. Die Referenz fiir die Festle-
gung der GroRenbereiche jeder Klasse bildete dabei die GroRenverteilung der unbehandelten
Kontrolle nach 24 Stunden. Anhand dieser normalverteilten Kurve wurden die Gesamtzellpopula-
tion so eingeteilt, dass die Klasse der mittleren KerngréRe ca. 80 % der Kerne umfasst, die Klassen
kleine und grolRe Kerne jeweils die 10 % der kleinsten bzw. groRten Zellkerne. Die Detektion und
Quantifizierung runder Kerne erfolgte durch Verwendung des morphologischen Parameters Zir-
kularitatsfaktor der Software. Der Zirkularitatsfaktor beschreibt die Rundheit eines Objekts und
hat bei einem perfekt runden Objekt den Wert 1,0. Als zellmorphologisch rund wurden Kerne mit
einem Zirkularitatsfaktor von 0,97 bis 1,03 definiert. Im apoptotischen Verlauf erreichen Zellkerne
einen Wert in diesem Bereich haufig bei vollstandiger DNA-Kondensation und Kernschrumpfung,
bevor der Zellkern fragmentiert und die Zirkularitat dadurch bedingt wieder abnimmt. Um runde
Zellkerne apoptotischer von runden Zellkernen nicht apoptotischer Zellen zu unterscheiden, wur-
den die runden Zellkerne anhand ihrer Hoechst-Intensitat in runde Zellkerne mit und ohne DNA-
Kondensation eingeteilt. Die Detektion fragmentierter Zellkerne ist aus bioinformatischer Sicht
eine Herausforderung, da Teile eines Objekts, in diesem Fall die einzelnen Kernfragmente, gleich-
zeitig als einzelne Objekte, aber auch als Teil eines gréBeren Objekts, dem gesamten Zellkern, er-
kannt werden missen. Dies konnte schlussendlich dariiber erreicht werden, den gesamten, aus
mehreren Fragmenten bestehenden Zellkern zunachst als zusammenhangendes Hauptobjekt zu
erkennen und anschlieBend in einem zweiten Erkennungsschritt die einzelnen Kernfragmente se-
parat als Subobjekte. Um dies zu ermdglichen wurden die Einstellungen fiir Kontrast und Detekti-
onsselektivitdat im Hoechst-Kanal fiir die Erkennung der Hauptobjekte dahingehend optimiert,
nahe beieinander liegende Kernfragmente eines Kerns als ein Objekt zu erkennen (durch eine
temporare Uberbelichtung des Bildes im Erkennungsschritt der Hauptobjekte, im finalen Bild dar-
gestellt durch die griine Linie, Abbildung 3.24A). AnschlieBend wurden fiir die Erkennung der ein-
zelnen Kernfragmente als Subobjekte der Kontrast und die maximale ObjektgréRe so angepasst,
dass nur die einzelnen, kondensierten Kernfragmente erkannt wurden (rote Linie, Abbildung

3.24A). Alle Kerne mit mindestens zwei zugeordneten Subobjekten wurden als fragmentierter
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Abbildung 3.25: Die Quantifizierung phanotypischer Apoptose-Parameter generiert ein phanotypisches
Apoptose-Profil einer Zellpopulation. Die Cisplatin-Behandlungsdauer und die Inhibition von Caspasen ver-
andern das phéanotypische Apoptose-Profil. A549 wurden fir 24 (A) bzw. 48 (B) Stunden mit Cisplatin
(50 uM) behandelt und gegebenenfalls mit dem Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh (20 uM) prainkubiert. Die pha-
notypischen Apoptose-Parameter wurden mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung
der Zellen mit Hoechst und PI bestimmt. Runde Zellkerne werden unterschieden in solche ohne DNA-Kon-
densation (hell, unten) und mit DNA-Kondensation (Schraffur, oben). Die Einteilung der KerngroRe erfolgt
in kleine (schwarz, unten), mittlere (grau, Mitte) und grofRe Kerne (Schraffur, oben). Der Parameter Memb-
ranschadigung stellt den Verlust der Plasmamembranintegritdt dar. Kerne bezeichnet bei allen Parametern
Zellkerne. Die grau gestrichelte Linie zeigt das Profil nach 24-stiindiger Cisplatin-Behandlung. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD eines repradsentativen von 2 unabhangigen Experimenten mit jeweils 4 Replikaten.
Die statistische Signifikanz der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test getestet
(*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05).
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Kern definiert. Wahrend der Apoptose-Exekution ist ein Anstieg der fragmentierten Kerne im spa-
ten Verlauf zu erwarten, bevor die apoptotischen Zellen die Integritat der Plasmamembran verlie-
ren und auslaufen, wodurch sich die apoptotische Morphologie verliert.

Die Quantifizierung dieser phanotypischen Parameter einer heterogenen Zellpopulation ergibt
ein phanotypisches Apoptose-Profil (Abbildung 3.25). Nach 24 Stunden (Abbildung 3.25A) unter-
scheidet sich das Profil der Cisplatin-behandelten Zellpopulation deutlich von dem der unbehan-
delten Kontrolle durch einen Anstieg der Anzahl DNA-kondensierter, fragmentierter und memb-
rangeschadigter Zellkerne. Es treten zudem mehr runde Zellkerne mit DNA-Kondensation in der
Zellpopulation auf und der Anteil kleiner Zellkerne nimmt zu, verglichen mit der unbehandelten
Kontrolle. Nach 48-stiindiger Cisplatin-Behandlung ist das Profil von spatapoptotischen Zellstadien
gepragt, da der Anteil membrangeschadigter Zellen und kleiner Zellkerne gegeniber 24-stiindiger
Cisplatin-Exposition ansteigt (Abbildung 3.25B). Der Anteil runder Zellkerne mit DNA-Kondensa-
tion bleibt dagegen unverandert, da diese Parameter sowohl auf friihapoptotische, wie auch spat-
apoptotische Zellen zutreffen. Der Parameter Kernfragmentierung ist dagegen deutlich sensitiver,
da er nur auf eine verglichen geringe Anzahl apoptotischer Zellen und eine kurze zeitliche Spanne
in der Apoptose-Exekution zutrifft. Er unterscheidet das Profil nach 48 Stunden ebenfalls von dem
nach 24-stlindiger Behandlung, da die Anzahl fragmentierter Zellkerne leicht abnimmt. Somit spie-
gelt sich bereits eine unterschiedliche Cisplatin-Behandlungsdauer im phanotypischen Profil wi-
der. Die Zunahme kleiner Zellkerne in der unbehandelten Kontrolle nach 48 Stunden verglichen
mit 24 Stunden, ist auf das Erreichen der Konfluenz im Well zurtickzufiihren, wodurch den einzel-
nen Zellen weniger Raum zur Ausbreitung in zweidimensionaler Richtung zur Verfiigung steht.

Um zu lberprifen, inwiefern sich das phanotypische Apoptose-Profil eignet um Interaktionen
von Stoffen aus der bioaktiven Substanz-Bibliothek mit der Ausprdagung der apoptotischen Mor-
phologie zu identifizieren, wurde der pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPh eingesetzt. Die Hemmung
der Caspasen, als bekannte Regulatoren der apoptotischen Morphologie, spiegelt sich deutlich im
phanotypischen Profil wider. Sowohl nach 24, wie auch 48 Stunden sind alle Parameter deutlich
reduziert gegeniliber der jeweiligen Cisplatin-Behandlung (Abbildung 3.25A, B). Im Gegenzug
steigt der Anteil grolRer Zellkerne bei Anwendung des Inhibitors gegeniber der reinen Cisplatin-
Behandlung und insbesondere der unbehandelten Kontrolle. Dies kdnnte einerseits auf die gerin-
gere Zelldichte zurlickzufiihren sein, die auf der Caspase-unabhangigen antiproliferativen Wirkung
von Cisplatin beruht, wodurch sich die lebenden Zellen starker ausbreiten kénnen. Andererseits
konnte die Zunahme des Anteils groRer Zellkerne auch auf die Cisplatin-induzierte Hemmung des
Zellzyklus in der G2-Phase hindeuten. Durch die Replikation der DNA in der vorausgehenden S-

Phase besitzen Zellen in der G2-Phase den doppelten DNA-Gehalt, was ebenfalls eine Zunahme
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der Kerngrof3e bedingen kdnnte. Ein Vergleich der Profile mit Caspase-Inhibitor mit denen unbe-
handelter Zellen in dhnlicher Zelldichte konnte diesbeziiglich Aufschluss geben.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass sich das phanotypische Apoptose-Profil einer
Zellpopulation als Tool eignet, um softwaregestiitzt morphologische Veranderungen der
Apoptose-Exekution im zeitlichen Verlauf abzubilden und eine Beeinflussung durch bioaktive Sub-

stanzen anzuzeigen.

Die Heterogenitat in der Reaktion einer Zellpopulation auf einen Apoptose-Stimulus konnte
bereits im ersten Teil dieser Arbeit beobachtet werden. Um softwaregestiitzt diese Heterogenitat
auf Ebene der Gesamtzellpopulation erfassen zu kdnnen, bedarf es der Etablierung moglichst vie-
ler Parameter, die die Bandbreite der zellularen Heterogenitat bestmoglich abdecken. Die Kombi-
nation der in dieser Arbeit etablierten Parameter ermdoglicht es bereits ein apoptotisches Profil zu
erstellen, das charakteristisch fiir verschiedene Behandlungszeitpunkte ist. Die Herausforderung
fiir zuklnftige Studien besteht einerseits darin, weitere zelluldre Parameter fiir die fluoreszenz-
mikroskopische Erfassung zu etablieren, wie beispielsweise Marker des Zytoplasmas und der Ak-
tivierung von Caspasen, sowie andererseits, die bioinformatische Bildanalyse weiter zu optimieren
um aus einem Bild moglichst viele Parameter extrahieren zu kénnen. So ist die Methode, die die
softwaregestiitzte Detektion fragmentierter Zellkerne im Hoechst-Kanal erméglicht, ein deutli-
cher Fortschritt. Sie ist jedoch limitiert durch den Abstand, den die einzelnen Kernfragmente ma-
ximal voneinander haben diirfen, um einzelne Fragmente einem urspringlichen Zellkern zuord-
nen zu kénnen. Um diese Limitierung zukiinftig Gberwinden zu kdnnen und fragmentierte apopto-
tische Zellkerne als solche auch bei groRerem Abstand der Einzelfragmente erkennen zu kdnnen,
wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir angewandte Informatik (IAl, KIT) die Bilderkennung
flr zuklnftige Studien weiter optimiert. Dabei werden Bildbereiche mit Kernfragmenten, die auf-
grund ihres Abstands voneinander im Hoechst-Kanal nicht mehr eindeutig einem urspriinglichen
Kern zugeordnet werden kdnnen, ebenfalls im Durchlichtkanal analysiert. Da apoptotische Zellen
durch das Abrunden einen erhéhten Kontrast aufweisen, kdnnen auf Durchlichtaufnahmen Infor-
mationen zur Gesamtzellform dieser Zellen extrahiert werden. Uber die Kombination der Infor-
mationen aus Hoechst- und Durchlichtkanal kdnnen somit einzelne Kernfragmente auch bei gro-
Rerem Abstand voneinander, einer Zelle zugeordnet werden (Khan et al., 2014). Das Zusammen-
spiel von Bioinformatik und molekularer Zellbiologie ermdoglicht Gber solche Ansatze die Etablie-
rung neuer Analysemethoden, die in Zukunft zum besseren Verstandnis der molekularen Grund-
lagen zelluldrer Prozesse, wie der Apoptose, anderer Zelltodformen oder der Interaktion von Zel-

len, beitragen kdnnen.
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3.2.2 Verdnderung des phanotypischen Apoptose-Profils durch Stoffe der bioaktiven
Substanz-Bibliothek

Nach erfolgreicher Etablierung der phanotypischen Apoptose-Marker und ihrer Quantifizierung
als phanotypisches Apoptose-Profil, wurde das Prinzip genutzt um Modulatoren der komplexen
apoptotischen Morphologie zu identifizieren. Die Analyse der Daten des biochemischen Screens
erfolgte dabei auf Verdanderungen des phanotypischen Profils der Co-Behandlung gegeniiber der
Cisplatin-Kontrolle (Abbildung 3.26). Dabei konnten drei Substanzen identifiziert werden, deren
Zielstrukturen bekannte Regulatoren der apoptotischen Morphologie sind, was das Prinzip vali-
diert: der Caspase-Inhibitor zVAD-fmk, der ROCK1-Inhibitor Y-27632 und der Myosin-Inhibitor Ble-
bbistatin. Alle drei verschieben das phanotypische Profil in Richtung der unbehandelten Kontrolle,
d.h. sie verzogern die Apoptose-Exekution. Der Caspase-Inhibitor zVAD-fmk (Abbildung 3.26B) ist
weniger effektiv als in den vorausgegangenen Versuchen der Caspase-Inhibitor Q-VD (Abbildung
3.25), da er den Anteil kondensierter und fragmentierter Zellkerne gegeniber der Cisplatin-Kon-
trolle nicht verdandert. Die Verzogerung der Apoptose-Exekution wird jedoch am erhdohten Anteil
runder, kondensierter Kerne und der Reduktion membrangeschéadigter Zellen deutlich. Die teil-
weise Hemmung der Caspasen bewirkt somit eine Akkumulation der Zellen in diesem friihen Sta-
dium, fur dessen Erreichen die verbliebene Caspase-Aktivitdt auszureichen scheint. Die Kontrak-
tion von Aktin-Myosin-Filamenten wird fiir das Membran-Blebbing, wie auch das Auseinanderzie-
hen des Zellkerns bei der Zellkernfragmentierung benétigt (Taylor et al., 2008). Die von Caspasen
proteolytisch aktivierte Kinase ROCK1 reguliert Gber die Phosphorylierung von Myosin die Dyna-
mik des Aktin-Myosin-Zytoskeletts und ist ein bekannter Regulator des Membran-Blebbings, so-
wie der Fragmentierung des Zellkerns (Coleman et al., 2001; Croft et al., 2005; Taylor et al., 2008).
An gleicher Stelle wirkt auch Blebbistatin, das die Aktin-Myosin-Kontraktion hemmt (Croft et al.,
2005; Kovacs et al., 2004; Orlando et al., 2006). Sowohl der ROCK-Inhibitor, wie auch Blebbistatin
reduzieren die Fragmentierung des Zellkerns und verzogern den Verlust der Plasmamembranin-
tegritat (Abbildung 3.26C, D).

Das phanotypische Profil vier weiterer Substanzen war auffallig, da es sich durch einen Anstieg
runder Zellkerne deutlich von der Cisplatin-Kontrolle abhob (Abbildung 3.26E-H). Bei allen vier
Substanzen sind die runden Zellkerne haufig durch eine partielle, periphere DNA-Kondensation
gekennzeichnet. Interessanterweise kommt es bei drei der Substanzen, Olomoucin, einem Inhi-
bitor von Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs, cycline-dependent kinases), Ouabain, einem Inhibitor
der Natrium-Kalium-ATPase und PD 98059, der die Aktivierung der MAP-Kinase ERK hemmt, zu
einem Anschwellen des Zellkerns und der Zelle, was der vollstandigen Kernkondensation, Kern-

und Zellfragmentierung und damit dem Voranschreiten der Apoptose-Exekution entgegen zu wir-
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Abbildung 3.26: Verianderung des phidnotypischen Apoptose-Profils durch Co-Behandlung der bioaktiven
Substanzen mit Cisplatin. A549 wurden fiir 30 Minuten mit den entsprechenden Chemikalien (zVAD-fmk 21
UM, Y-27632 40 uM, Blebbistatin 34 uM, Olomoucin 34 uM, Ouabain 17 uM, PD 98059 37 uM, Nigericin 14
UM, B-H) oder DMSO (0,2 %, A) pradinkubiert und anschlieBend fiir 24 Stunden mit Cisplatin (50 uM) behan-
delt. Die phanotypischen Apoptose-Parameter wurden mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei
Anfarbung der Zellen mit Hoechst und Pl bestimmt. Die grau gestrichelte Linie zeigt das Profil nach 24-stiin-
diger Cisplatin-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte + Mittelwertabweichung von 2 unabhéngigen
Replikaten (bioaktive Substanzen) bzw. Mittelwert + SD 2 unabhangiger Wiederholungen mit jeweils 24
Replikaten (Cisplatin). Die statistische Signifikanz der Unterschiede zur Cisplatin-Kontrolle wurde mittels
Student’s t-Test getestet (*** p <0,001; ** p < 0,01; * p <0,05). Reprasentative Bildausschnitte: oben Over-
lay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und Pl-Kanal (rot); unten Hoechst-Kanal. MaRstab 50 um.
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ken scheint. Auch der Verlust der Plasmamembranintegritat wird von allen drei Substanzen stark
reduziert. Nigericin dagegen, ein Kalium-lonophor, verdoppelt den Anteil membrangeschadigter
Zellen und es treten neben den peripher kondensierten, runden Zellkernen auch kleine vollstandig
kondensierte Kerne auf. Nigericin scheint somit das Voranschreiten des Cisplatin-induzierten Zell-
todes zu beschleunigen. Dabei tritt jedoch nur bedingt die Apoptose-typische Morphologie auf,
insbesondere auf zytoplasmatischer Ebene kommt es trotz Kondensation des Kerns zum An-
schwellen und Abrunden der Zelle, wohingegen die Fragmentierung des Zellkerns und des Zellkor-
pers ausbleiben.

Es stellt sich die Frage, wie die vier Substanzen mit der Apoptose-Exekution interagieren, so-
dass es zur Veranderung der apoptotischen Morphologie kommt. Im Falle von Ouabain, Olomou-
cin und PD 98059 treten die zellmorphologischen Verdanderungen auch unabhangig von Cisplatin
auf (Abbildung A.6). Wie jedoch vorlaufige Ergebnisse von Zeitverlaufsstudien mit den Substanzen
zeigen, wird das Auftreten der morphologischen Veranderungen durch Cisplatin um mehrere
Stunden beschleunigt (Daten nicht gezeigt). Es ist daher moglich, dass diese Substanzen selbst als
Zelltod-Stimulus mit atypischer Morphologie wirken, gleichzeitig interferieren sie dadurch jedoch
mit den Mechanismen, die der Apoptose-Exekution zugrunde liegen, sodass es zur Veranderung
der klassischen apoptotischen Zellmorphologie kommt. Flir Ouabain wurde diesbeziiglich bereits
beschrieben, dass es einerseits selbst zytotoxisch wirken kann, sowie die Wirkung verschiedener
Apoptose-Stimuli verstarkt (Gonzalez et al., 2014; Pchejetski et al., 2003). Ouabain ist ein bekann-
tes Herzglykosid, das Gber die Hemmung der Natrium-Kalium-ATPase wirkt. Der durch die Hem-
mung bedingte Einstrom von Natriumionen und Ausstrom von Kaliumionen fiihrt zur Verdnderung
der zelluldren lonenhomeostase (Panayiotidis et al., 2006). Die Regulation der lonenhomeostase
ist eng gekoppelt an die Regulation des Zellvolumens, was gerade im Apoptose-Kontext von gro-
Rer Bedeutung ist, da der zytoplasmatische Volumenverlust eines der morphologischen Charak-
teristika apoptotischen Zelltods darstellt (Bortner & Cidlowski, 2002). Dieser apoptotische Volu-
menverlust (AVD, apoptotic volume decrease) wird liber eine Verdnderung der intrazelluldren lo-
nenkonzentrationen ausgeldst, insbesondere Kalium-, Natrium- und Chloridionen scheinen dabei
von Bedeutung zu sein (Bortner & Cidlowski, 2014; Nunez et al., 2010; Okada & Maeno, 2001). Die
Verdanderung der intrazelluldren lonenkonzentrationen fiihrt schlussendlich zu einem Ausstrom
von Wasser, was die apoptotische Volumenreduktion bewirkt. Die genauen zugrunde liegenden
Mechanismen sind bisher nicht vollstandig aufgeklart, interessanterweise wurde jedoch eine
frithe Hemmung der Natrium-Kalium-ATPase beobachtet, die an der Initiation des Prozesses be-
teiligt scheint (Bortner et al., 2001; Bortner & Cidlowski, 2004; Nobel et al., 2000). Der darauffol-

gende Kalium-Efflux ist neben der Volumenreduktion wiederum auch Voraussetzung fiir die Akti-
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vierung proteolytischer Enzyme, wie Caspasen und Nukleasen, die die apoptotische Morphologie
hervorrufen (Ajiro et al., 2008; Bortner et al., 1997; Bortner & Cidlowski, 2007; Cain et al., 2001;
Dezaki et al., 2012; Panayiotidis et al., 2006). Die Hemmung der Natrium-Kalium-ATPase mittels
Ouabain geschieht somit aus Sicht der Apoptose-Exekution zum falschen Zeitpunkt. Sie steht da-
her nicht im Einklang mit der apoptotischen Maschinerie, wodurch die lonenverhéltnisse in der
Zelle verschoben werden, was zu einem Anschwellen der Zelle und des Zellkerns fiihren und der
apoptotischen Volumenreduktion entgegenwirken kénnte. AuBerdem wird moglicherweise Gber
die veranderten intrazelluldren lonenkonzentrationen die Aktivierung proteolytischer apoptoti-
scher Enzyme verhindert, was in der Summe die atypische Morphologie erkldaren kann. Interessant
ist jedoch, dass auch der CDK-Inhibitor Olomoucin, der in der eingesetzten Konzentration neben
CDKs ebenfalls ERK inhibieren kann, sowie PD 98059, der die Aktivierung von ERK hemmt, ein sehr
dhnliches phanotypisches Profil induzierten wie Ouabain. Tatsachlich gibt es eine Verbindung von
ERK und der Natrium-Kalium-ATPase, da in Studien gezeigt werden konnte, dass ERK direkt die
ATPase phosphorylieren kann (Al-Khalili et al., 2004; Poulsen et al., 2010; Zhong et al., 2004). In
den Studien von Al-Khalili und Zhong, die im Kontext von Insulin-Signaltransduktion stattfanden,
bewirkte die Phosphorylierung der ATPase durch ERK eine Aktivitidtssteigerung, die verstarkte
Translokation der Natrium-Kalium-ATPase zur Membran und ihren Einbau in die Membran. Mog-
licherweise existiert auch im Kontext der Apoptose-Exekution ein bisher unbekannter Zusammen-
hang zwischen ERK und der Natrium-Kalium-ATPase, was das Auftreten der dhnlichen Zellmorpho-
logie durch die Inhibitoren der Natrium-Kalium-ATPase und ERK erklaren kénnte. ERK kdnnte zum
Beispiel wichtig sein um die Aktivitdt der ATPase auch unter propaoptotischen Bedingungen bis
zum apoptotischen Volumenverlust aufrecht zu erhalten und gleichzeitig konnte tiber die Hem-
mung von ERK die Natrium-Kalium-ATPase gehemmt werden um den apoptotischen Volumenver-
lust im Verlauf der Apoptose-Exekution einzuleiten.

Nigericin, das als Kalium-lonophor ebenfalls die intrazellulare lonenhomeostase durch den
Efflux von Kaliumionen stort, scheint die Apoptose-Exekution zu beschleunigen. Moglicherweise
bewirkt der starke Abfall der intrazelluldren Kaliumkonzentration eine schnellere Caspase-Aktivie-
rung was das schnellere Voranschreiten der Apoptose-Exekution und somit den friitheren Verlust
der Plasmamembranintegritdat erkldren konnte. Gleichzeitig kommt es wie bei Olomoucin,
Ouabain und PD 98059 ebenfalls nicht zur Bildung von Apoptotic Bodies, da durch die Stérung der
lonenhomeostase ebenfalls der regulierte apoptotische Volumenverlust gestort ist. Der apoptoti-
sche Volumenverlust scheint jedoch rein aus Sicht des Volumen-zu-Oberflache-Verhéltnis einer
Zelle fur die Bildung der Apoptotic Bodies unverzichtbar. Um das gleiche Zellvolumen in einer Viel-

zahl kleinerer, membranumschlossener Vesikel unterbringen zu kdnnen, wiirde es einer enormen
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VergroRerung der Membranoberflache bedirfen. Ist die Membranoberflache jedoch konstant,
wie bei einer apoptotischen Zelle, bleibt nur eine Volumenreduktion librig um den verbliebenen
Zellinhalt in Apoptotic Bodies unterzubringen (Nunez et al., 2010). Dieser Sachverhalt konnte er-
klaren, warum bei Stérung der lonenhomeostase und der apoptotischen Volumenreduktion die

Auflosung der Zelle in Apoptotic Bodies ausbleibt.

Die Ergebnisse bestatigen die grolRe Bedeutung der lonenhomeostase als Grundlage fiir die
Auspragung der apoptotischen Morphologie wahrend der Apoptose-Exekution. Die Komplexitat
der apoptotischen Morphologie erschwert jedoch die Entschlisselung ihrer molekularen Grund-
lagen. Uber die Etablierung phanotypischer Marker und deren softwaregestiitzte Quantifizierung
als phanotypisches Apoptose-Profil, konnen jedoch unvoreingenommen phanotypische Verande-
rungen auf Einzelzellebene in einer heterogenen Zellpopulation erfasst werden. Durch die Etab-
lierung weiterer Marker, insbesondere zytoplasmatischer, sowie die Optimierung der softwarege-
stitzten Analyse fir Zeitverlaufsstudien, kann in Zukunft auch das komplexe Zusammenspiel der

apoptotischen Morphologie auf nuklearer und zytoplasmatischer Ebene untersucht werden.

Apoptotischer Zelltod ist aus physiologischer Sicht vorteilhaft, da es durch die Aufrechterhal-
tung der Zellmembranintegritdt nicht zur Freisetzung entziindlicher Faktoren kommt, bevor die
apoptotischen Zellen phagozytiert werden. Ein vorzeitiger Verlust der Integritat der Zellmembran
hatte somit schwerwiegende Folgen in vivo, was eine aktive Regulierung nahelegt. Auch dieser
Prozess weist jedoch eine zelltypabhangige Dynamik auf, wie bereits im ersten Teil der Arbeit un-
ter 3.1.3 beschrieben. Um mehr Uber die zugrunde liegenden Mechanismen zu erfahren, wurde
der Datensatz des Screens der bioaktiven Substanzen in Co-Behandlung mit Cisplatin auf eine Ver-
anderung des Anteils zellmembrangeschadigter Zellen (nachfolgend als membrangeschadigte Zel-
len bezeichnet) analysiert, bei einem mit der Cisplatin-Kontrolle vergleichbarem Gesamtzelltodle-
vel. In der Analyse wurden dazu solche Substanzen beriicksichtigt, die in Co-Behandlung mit Cis-
platin den Anteil der Zellen mit Schadigung der Plasmamembran um mindestens 4 Standardab-
weichungen der Cisplatin-Kontrolle verdndern (| z-score | min. 4), den Cisplatin-induzierten Zelltod
jedoch nicht beeinflussen (maximal 1,5 Standardabweichungen der Cisplatin-Kontrolle,
|z-score| 1,5). Um starke zytotoxische Effekte der Substanzen selbst auszuschlieBen, diirfen die
Substanzen auRerdem bei alleiniger Inkubation maximal eine Zytotoxizitat von 15 % der Gesamt-
zellzahl aufweisen. Die Substanzen, auf die diese Filterkriterien zutreffen, sind in Abbildung 3.27
in Form einer Heatmap dargestellt. Da sich der Anteil membrangeschadigter Zellen aus den Zell-
todstadien spatapoptotisch und sehr spatapoptotisch/nekrotisch zusammensetzt, sind die einzel-
nen Stadien ebenfalls dargestellt. Die Farbcodierung ist jeweils auf den Wert der Cisplatin-Kon-

trolle normiert. Auffallend ist, dass lediglich zwei Substanzen sowohlin Hela, wie auch in A549
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Abbildung 3.27: Verdnderung des Anteils membrangeschadigter Zellen durch Co-Behandlung mit bioakti-
ven Substanzen und Cisplatin bei vergleichbarer gesamtzytotoxischer Wirkung. Dargestellt sind Substan-
zen der bioaktiven Substanz-Bibliothek, die den Cisplatin-induzierten Gesamtzelltod nicht beeinflussen
(| z-score| max. 1,5), jedoch den Anteil membrangeschéadigter Zellen um mindestens 4 Standardabweichun-
gen der Cisplatin-Kontrolle verandern (|z-score| min. 4). Um starke zytotoxische Effekte der Substanzen
alleine auszuschlieBen, darf die Zytotoxizitat bei alleiniger Inkubation maximal 15 % der Gesamtzellzahl be-
tragen. Hela (A, C) und A549 (B, D) wurden fiir 30 Minuten mit den entsprechenden Substanzen oder DMSO
(0,2 %, Cisplatin-Kontrolle) prainkubiert und anschliefend fiir 24 Stunden mit dquitoxischen Konzentratio-
nen von Cisplatin (HelLa: 45 uM, A549: 50 uM) behandelt. Der Gesamtzelltod, sowie die verschiedenen Zell-
todstadien wurden mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst
und PI bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 2 unabhdngigen Replikaten als z-score normiert
(Membranschadigung ges. und Gesamtzelltod), sowie als Prozent der Gesamtzellzahl (friih-, spat-, sehr spat-
apoptotisch/nekrotisch). Die Membranpermeabilisierung ges. ergibt sich durch Addition der Werte von
spatapoptotisch und sehr spatapoptotisch/nekrotisch. Die Farbcodierung wurde fiir jede Zelllinie und jeden
Endpunkt auf den Wert der Cisplatin-Kontrolle normiert.
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den Verlust der Plasmamembranintegritdt beschleunigen (Abbildung 3.27A und B). Weitaus mehr
Substanzen erhéhen dagegen zelltypspezifisch den Anteil membrangeschadigter Zellen (Abbil-
dung 3.27C und D), was vermuten lasst, dass die zugrunde liegenden Mechanismen zelltypabhan-
gig von verschiedenen Signalwegen beeinflusst werden kdnnten.

Da der gesamtinduzierte Zelltod der Co-Behandlung auf einem mit der Cisplatin-Kontrolle ver-
gleichbaren Level ist, ist es unwahrscheinlich, dass der erhohte Anteil membrangeschadigter Zel-
len auf eine héhere Apoptose-Initiation zurickzufihren ist. Vielmehr miissen die Substanzen in
Co-Behandlung Signalwege beeinflussen, die an der Aufrechterhaltung der Plasmamembraninteg-
ritat beteiligt sind. Mit Blick auf die flr beide Zelllinien gemeinsamen Zielstrukturen der Substan-
zen, die zu einer Beschleunigung der Membranschadigung fiihren, fallt die Interferenz mit der
zelluldren Calcium- und Kaliumkonzentration durch die Substanzen Bepridil, Valinomycin, Pro-
pafenon und A-23187 auf. Valinomycin, ein Kaliumionophor, fiihrt zu einem Kaliumefflux. Wie be-
reits im vorherigen Abschnitt beschrieben, ist der Abfall der Kaliumkonzentration Voraussetzung
flr die Caspase-Aktivierung, weshalb ein verstarkter Kaliumausstrom die Apoptose-Exekution und
somit die Schadigung der Plasmamembran beschleunigen kdnnte. Propafenon, das spannungsab-
hangige Kalium- und Natriumkanale hemmt, konnte ebenfalls durch eine Interferenz mit der Kali-
umhomeostase zur Beschleunigung der Apoptose-Exekution und dadurch der verstarkten Memb-
ranpermeabilitdt beitragen. Zur Beeinflussung der Calciumkonzentration kommt es durch A-
23187, ein Calciumionophor, und Bepridil, das Natrium-Calcium-Austauscher blockiert. Der An-
stieg der zytoplasmatischen Calciumkonzentration, als mogliche Konsequenz von A-23187 und Be-
pridil, ist ebenfalls flir die Apoptose-Exekution von Bedeutung, da er zur Aktivierung Calcium-ab-
hédngiger Nukleasen und Calcium-abhéangiger Proteasen, den Calpainen, fihrt (Dezaki et al., 2012;
Pinton et al., 2008). Diese Substanzen bewirken somit moéglicherweise eine friihere Aktivierung
dieser proteolytischen Enzyme, wodurch die Apoptose-Exekution beschleunigt wird, an deren
Ende der Verlust der Plasmamembranintegritat steht. Wie bereits unter Kapitel 3.1.3 angespro-
chen, bilden Mikrotubuli des Zytoskeletts wahrend der Apoptose-Exekution ein Netzwerk um die
Plasmamembran, das an der Aufrechterhaltung der Plasmamembranintegritét beteiligt ist (Atkin-
Smith & Poon, 2016; Oropesa-Avila et al., 2013). Dieses apoptotische Mikrotubuli-Netzwerk
(AMN, apoptotic microtubule network) schiitzt die Plasmamembran als physische Barriere vor
dem proteolytischen Abbau, bis die apoptotische Zelle in vivo phagozytiert wird. Durch eine
frihere Aktivierung von Caspasen und Calpainen durch die Interferenz mit den intrazellularen lo-
nenkonzentrationen, konnte es schneller zur Degradierung des apoptotischen Mikrotubuli-Netz-
werks kommen, wodurch die Zelle friher die Integritdt der Plasmamembran verliert. Eine Be-

schleunigung der Caspase-Aktivierung kdnnte ebenfalls durch eine schnellere Permeabilisierung
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der duBeren Mitochondrienmembran und der damit verbundenen Aktivierung von Caspase-9
Uiber die Freisetzung von Cytochrom c erfolgen. Die Permeabilisierung der Mitochondrienmemb-
ran wird vom Gleichgewicht der anti- und pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine reguliert (Bhola &
Letai, 2016). Fiur die Substanz Cerulenin konnte von Ho et al. gezeigt werden, dass das antiapo-
ptotische Bcl-2-Protein Bcl-xL durch Cerulenin depletiert wird, ohne jedoch andere Bcl-2-Proteine
zu beeinflussen, und dartiber den intrinsischen Apoptose-Signalweg férdert (Ho et al., 2007). An-
dere Substanzen, wie beispielsweise die Kinase-Inhibitoren SB 202190 (p38) und Ro 31-8220 (PKC)
zeigen in Hela, dass die Aufrechterhaltung der Plasmamembranintegritdat moglicherweise von ak-
tiv regulierten Prozessen abhdngig scheint, da die Hemmung der Kinasen zu einem vorzeitigen
Integritatsverlust fiihrt. Eine weitere Moglichkeit, die eine Beschleunigung des Verlusts der Plas-
mamembranintegritdt bewirken kdnnte, ist eine vorzeitige Energiedepletion der apoptotischen
Zelle, die den unter Energieaufwand aktiv regulierten Prozessen entgegenwirken wiirde, was bei-
spielsweise der Wirkung des Flavoprotein-Inhibitors Diphenyleneiodonium zugrunde liegen
kénnte. Obwohl Diphenyleneiodonium haufig als NADPH-Oxidase-Inhibitor eingesetzt wird, ist
ebenfalls eine hemmende Wirkung auf den Zitratzyklus bekannt (Riganti et al., 2004). Der Effekt
durch Terfenadin, das am membranstandigen Histamin-Rezeptor, einem G-Protein gekoppelten
Rezeptor (GPCR, G protein-coupled receptor) wirkt, lasst vermuten, dass die Apoptose-Exekution
in Krebszellen durch extrazelluldre Signale in ihrer Geschwindigkeit moduliert werden kann, was
von groRer Bedeutung fiir die Tumortherapie ist.

Der erhohte Verlust der Plasmamembranintegritat ist bei allen identifizierten Substanzen so-
wohl auf die Erhéhung des Anteils spatapoptotischer, sowie sehr spatapoptotischer/nekrotischer
Zellen zurtickzufiihren. Die Verhaltnisse zwischen diesen beiden Zelltodstadien unterscheiden sich
jedoch bei den einzelnen Substanzen, was durch eine unterschiedliche Relevanz der biologischen
Zielstrukturen der jeweiligen Substanzen bedingt sein kdnnte. Zukiinftige Zeitverlaufsstudien mit
den identifizierten Substanzen kénnten somit differenzierter Aufschluss geben Uber den Zeit-
punkt, ab dem der beschleunigte Verlust der Membranintegritdt durch die jeweilige Substanz auf-
tritt und welche Phase der verschiedenen Zelltodstadien (friih-, spat-, sehr spatapoptotisch/nek-
rotisch) maximal beschleunigt wird. Dartiber kénnten weitere Riickschlisse auf die zugrunde lie-

genden Mechanismen gezogen werden.

Neben einer Beschleunigung des Verlusts der Plasmamembranintegritat bei vergleichbarem
Gesamtzelltod mit der Cisplatin-Kontrolle, konnte in A549 auch eine Verzégerung durch drei Sub-
stanzen beobachtet werden. Die Verzogerung der Apoptose-Exekution durch Hemmung der Ak-
tin-Myosin-Kontraktion durch Blebbistatin, sowie der Caspasen durch zVAD-fmk ist bereits durch

die Verdnderung des phanotypischen Apoptose-Profils aufgefallen (Abbildung 3.26). Bisacodyl,
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das als laxatives Medikament bei Obstipation eingesetzt wird, reduzierte ebenfalls das Auftreten
membrangeschadigter Zellen. Obwohl Bisacodyl bereits seit den 60er-Jahren vermarktet wurde,
ist der genaue Wirkmechanismus nicht bekannt (Zeniou et al., 2015). Es konnte jedoch in Zellen
des Darmepithels der Zusammenhang von Bisacodyl und einer verminderten Expression von
Aquaporinen festgestellt werden, die indirekt Gber eine Freisetzung von Prostaglandinen zu erfol-
gen scheint und bereits zwei Stunden nach Gabe des Medikaments erfolgte (lkarashi et al., 2016,
2011; Izzo et al., 1998). Aquaporine spielen wiederum als membranstandige Wasserkanale eine
wichtige Rolle bei zellvolumenregulatorischen Prozessen, da sie einen schnellen Transfer von Was-
ser (iber die Plasmamembran ermdoglichen (Day et al., 2014). Auch das Schrumpfen einer apopto-
tischen Zelle tiber den regulatorischen Volumenverlust erfordert einen schnellen Wasserausstrom
aus der Zelle. Eine Beteiligung von Aquaporinen an diesem Prozess ist daher naheliegend, was in
Studien von Jablonski et al. bestatigt werden konnte (Jablonski et al., 2007, 2004). In diesen Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass durch die Hemmung von Aquaporinen nicht nur die apoptoti-
sche Volumenreduktion, sondern auch die Apoptose-Exekution inhibiert wird. Da Aquaporine ne-
ben dem Darm auch in einer Vielzahl weiterer Organe exprimiert werden, darunter auch die Lunge
(Day et al., 2014), kénnte Bisacodyl in A549 die Apoptose-Exekution liber eine mdgliche Wechsel-
wirkung mit Aquaporinen verlangsamen, was am verzogerten Verlust der Plasmamembraninteg-
ritat sichtbar wird. Daflir spricht ebenfalls die Beobachtung in A549, dass bei Co-Behandlung von
Cisplatin mit Bisacodyl verstarkt apoptotische Zellen auftreten, die zwar bereits durch DNA-Kon-
densation gekennzeichnet sind, im Vergleich zu Cisplatin-behandelten Zellen jedoch noch nicht
den apoptotischen Volumenverlust zeigen (Abbildung A. 7).

Da in Hela nach 24-stiindiger Cisplatin-Behandlung mit etwa 3 % Pl-positiver Zellen nur ein
sehr geringer Anteil an Zellen bereits die Plasmamembranintegritat verloren hat, konnten im Ge-

gensatz zu A549 keine Substanzen identifiziert werden, die diesen Anteil deutlich senken.

Die Aufrechterhaltung der Zellmembranintegritat apoptotischer Zellen ist das entscheidende
Kriterium, das Apoptose als nicht-entziindliche Form des Zelltods kennzeichnet. In dieser Arbeit
konnte sowohl eine Beschleunigung, wie auch eine Verlangsamung dieses Prozesses durch Inter-
aktion mit verschiedenen zelluldren Prozessen beobachtet werden, die eine aktive Regulierung
dieses Prozesses unterstreichen. Insbesondere die Beobachtung der kiirzlich erschienenen Studie
von Rogers et al., dass in einer apoptotischen Zelle der Verlust der Plasmamembranintegritat aktiv
durch das Caspase-Spaltprodukt des Proteins DFNAS (deafness associated tumor suppressor) her-
vorgerufen werden kann (Rogers et al., 2017), zeigt neue Aspekte in der Regulierung der Zell-
membranintegritat apoptotischer Zellen auf. Es scheinen somit nicht nur Mechanismen zu existie-

ren, die die Integritat der Plasmamembran wahrend der Apoptose-Exekution aktiv aufrechterhal-
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ten, wie beispielsweise die Bildung des apoptotischen Mikrotubuli-Netzwerks, sondern dartber
hinaus auch Mechanismen, die den Verlust der Plasmamembranintegritdt aktiv beschleunigen
kénnen, wie es z.B. (iber den Expressionslevel des Proteins DFNAS erfolgen konnte. Die physiolo-
gische Relevanz dieser Mechanismen ist von groRer Bedeutung, da sie einerseits sicherstellen,
dass Apoptose eine nicht-entziindliche Form des Zelltods darstellt. Andererseits vernetzen sie
Apoptose mit Aspekten nekrotischen Zelltods, da Giber den vorzeitigen Verlust der Plasmamemb-
ranintegritdt und die damit verbundene Freisetzung pro-inflammatorischer intrazelluldrer Be-
standteile, sogenannter DAMPs (damage-associated molecular patterns), auch eine gezielte Akti-
vierung des Immunsystems erfolgen kann. Dies kénnte beispielsweise im Kontext von Pathogen-

Infektionen, z.B. durch Viren, von groRer Bedeutung sein (Rogers et al., 2017).

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieses Kapitels insbesondere auf eine bedeutende
Rolle der zellularen lonenhomeostase und der Veranderung von lonenkonzentrationen in der Re-
gulation der apoptotischen Morphologie und Apoptose-Exekution hin. In den nachfolgenden Ka-
piteln steht die Modulation, d.h. die Verringerung oder Erhéhung der Gesamtrate Cisplatin-indu-
zierter Apoptose im Vordergrund der Analyse, unter Verwendung des etablierten Hochdurchsatz-
verfahrens zur Detektion apoptotischer Zellen. Klinisch relevante Wechselwirkungen von Arznei-
mitteln mit Cisplatin, sowie die ldentifizierung von Signalwegen, die die Cisplatin-induzierte

Apoptose beeinflussen kdnnen, sollen dadurch untersucht werden.

3.2.3 Modulation des Cisplatin-induzierten Zelltods in humanen Lungen- und Cervix-

karzinomzellen

Obwohl Cisplatin bereits seit 1979 als Medikament zur Tumortherapie zugelassen ist, sind die mo-
lekularen Grundlagen seiner zytotoxischen Wirkung bisher nicht komplett verstanden (Wheate et
al., 2010). Ein umfassendes Verstdndnis Giber Signalwege, die die Wirkung von Cisplatin verstarken
oder abschwachen kdnnen, ist einerseits zur Vorbeugung von Resistenzentwicklungen und ande-
rerseits fir die individuelle Abstimmung der Tumortherapie auf den Patienten, von groRer Bedeu-
tung. Um Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose zu identifizieren, wurde der Datensatz
des Screens der bioaktiven Substanz-Bibliothek auf Substanzen analysiert, die den Cisplatin-indu-
zierten Zelltod verstarken oder vermindern. Abbildung 3.28 zeigt die Effekte der Substanzen auf
den Cisplatin-induzierten Zelltod. Jeder Datenpunkt entspricht dabei einer Substanz mit der jewei-
ligen Effektstarke (z-score normalisierter Mittelwert der beiden Replikate). Abbildung 3.28A zeigt
alle Substanzen, deren Effekte reproduzierbar waren, d.h. deren Wert in beiden Wiederholungen
fir mindestens eine Zelllinie die folgenden Kriterien erfiillte: Fiir einen zelltoderhéhenden Effekt

missen die Werte beider Wiederholungen einen z-score von mindestens 1,5 aufweisen, fir eine
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zelltodvermindernde Wirkung darf der z-score entsprechend maximal -1,5 betragen. Substanzen,
deren Wert in beiden Wiederholungen zwischen -1,5 und 1,5 lag, wurden als nicht zelltodmodu-
lierend eingestuft (kein Effekt). Von 1120 Substanzen modulierten 640 nach diesen Kriterien den
Cisplatin-induzierten Zelltod. Im nachsten Schritt der Analyse wurden unter den zelltoderhéhen-

den und -vermindernden Substanzen solche ausgeschlossen, die eine Eigenzytotoxizitat zeigten
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Abbildung 3.28: Modulation des Cisplatin-induzierten Zelltods durch bioaktive Substanzen in humanen
Krebszellen. A Eine Erhéhung des Zelltods liegt vor, wenn der Effekt in beiden Wiederholungen groRer 1,5
(z-score > 1,5) ist, bei einer Erniedrigung des Zelltods analog kleiner -1,5 (z-score < -1,5). Ohne Effekt sind
Substanzen, deren z-score in beiden Wiederholungen zwischen -1,5 und 1,5 liegt (-1,5 < z-score < 1,5).
B, C Die Analyse je Zelllinie fand unter Ausschluss von Substanzen statt, die selbst eine zytotoxische Wirkung
zeigen (Zelltod in alleiniger Behandlung mit den bioaktiven Substanzen grofRer 15 % der Gesamtzellzahl).
A549 und Hela wurden fur 30 Minuten mit den bioaktiven Substanzen der Bibliothek oder DMSO (0,2 %)
prainkubiert und anschliefend fiir 24 Stunden mit dquitoxischen Konzentrationen von Cisplatin (A549:
50 uM, Hela: 45 uM) behandelt. Der Gesamtzelltod wurde mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie
bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst und Pl bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 2 unabhéangigen
Replikaten als z-score normiert.
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(zelltod > 15 % bei alleiniger Behandlung). Die verbliebenen Substanzen sind in Abbildung 3.28B
und C je Zelllinie nach Effektstarke aufgetragen. In beiden Zelllinien reduzieren deutlich mehr Sub-
stanzen den Cisplatin-induzierten Zelltod (A549: 279, Hela: 357), als solche die ihn verstarken
(A549: 43, Hela: 35) (Abbildung A.8), die Anzahl der Zelltod-vermindernden und -verstarkenden
Substanzen ist jedoch in beiden Zelllinien dhnlich. Substanzen, die den Cisplatin-induzierten Zell-
tod entsprechend der genannten Kriterien reduzieren, werden nachfolgend als Suppressoren be-
zeichnet, Substanzen die analog den Cisplatin-induzierten Zelltod erhéhten werden Sensibilisato-

ren genannt.
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Abbildung 3.29: Suppressoren des Cisplatin-induzierten Zelltods in humanen Krebszellen und ihre funkti-
onelle Gruppierung. Datengrundlage sind bioaktive Substanzen der Bibliothek, die den Cisplatin-induzierten
Zelltod um mindestens 5 Standardabweichungen der Cisplatin-Kontrolle (z-score < -5) verringern, unter Aus-
schluss von Substanzen, die selbst eine zytotoxische Wirkung (Zelltod > 15 % der Gesamtzellzahl) zeigen.
Die Kuchendiagramme zeigen die Zielstrukturen aller identifizierter Substanzen je Zelllinie (A A549, B Hela),
die Heatmaps die 15 starksten Effektoren (Mittelwert der zwei unabhdngigen Replikate) in Form einer
Farbcodierung des z-scores (vollstandige Auflistung aller Substanzen siehe Anhang). Die Heatmaps zeigen
die Werte der Substanzen auch in der jeweils anderen Zelllinie. GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor, NR:
nukledrer Rezeptor.
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Die Substanzen mit den starksten Effekten, die den Zelltod um mindestens 10 % (|z-score| = 5)
erhohen oder vermindern, wurden entsprechend ihrer biologischen Zielstrukturen in Abbildung
3.29 bzw. Abbildung 3.30 funktionell klassifiziert. Die jeweils 15 effektstadrksten Substanzen sind
ebenfalls als Heatmap abgebildet (eine vollstandige Auflistung der Substanzen ist in Abbildung
A.9 bzw. Abbildung A.10 gegeben). Unter den Suppressoren sind in beiden Zelllinien die funktio-
nellen Klassen von GPCR-Liganden, Enzym-Inhibitoren, Liganden von nuklaren Rezeptoren (NR)
und Substanzen, die durch Interaktion mit lonenkanélen die zellulare lonenhomeostase beeinflus-

sen (Abbildung 3.29). Wahrend in A549 GPCR-Liganden starker vertreten sind, ist in HelLa die An-
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Abbildung 3.30: Sensibilisatoren des Cisplatin-induzierten Zelltods in humanen Krebszellen und ihre funk-
tionelle Gruppierung. Datengrundlage sind bioaktive Substanzen der Bibliothek, die den Cisplatin-induzier-
ten Zelltod um mindestens 5 Standardabweichungen der Cisplatin-Kontrolle (z-score > 5) erhéhen, unter
Ausschluss von Substanzen, die selbst eine zytotoxische Wirkung (Zelltod > 15 % Gesamtzellzahl) zeigen. Die
Kuchendiagramme zeigen die Zielstrukturen aller identifizierter Substanzen je Zelllinie (A A549, B Hela), die
Heatmaps die 15 starksten Effektoren (Mittelwert der zwei unabhangigen Replikate) in Form einer Farbco-
dierung des z-scores (vollstandige Auflistung siehe Anhang). Die Heatmaps zeigen die Werte der Substanzen
auch in der jeweils anderen Zelllinie. GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor.
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zahl der NR- Liganden groRRer. In A549 konnte des Weiteren eine Gruppe von Substanzen als
Kinase-Inhibitoren identifiziert werden, wohingegen in Hela eine Gruppe von Antibiotika, Anti-
fungiziden und Viroziden den Zelltod hemmt. Viele der Substanzen zeigen in beiden Zelllinien eine
ahnliche Wirkweise, was eine grundlegende, zelltypunabhiangige Interferenz mit der Cisplatin-in-
duzierten Apoptose nahelegt. Es sind jedoch auch zelltypspezifische Effekte zu beobachten, da die
beiden starksten Suppressoren in A549 eine entgegengesetzte Wirkung in Hela haben. Auch die
Sensibilisatoren konnen in beiden Zelllinien funktionell Kinase- und Enzyminhibitoren, GPCR-Lig-
anden und lonenkanalmodulatoren zugeordnet werden (Abbildung 3.30). Die Kinase-Inhibitoren
sind wie bereits bei den Suppressoren auch bei den Sensibilisatoren starker in A549 vertreten,
wohingegen die GPCR-Liganden nun starker in Hela auftreten. Interessanterweise zeigen einige
der in Hela sensibilisierenden Substanzen eine gegenteilige Wirkung in A549, darunter auch zwei
Chemotherapeutika. Da die Kombination verschiedener Chemotherapeutika haufig in der Tu-
mortherapie zur Steigerung des Therapieerfolgs eingesetzt wird und um die Entstehung von Re-
sistenzen zu vermeiden, wird das Ansprechen der Zellen auf die Kombination von Cisplatin mit

einem weiteren Zytostatikum unter Kapitel 3.2.4 gesondert analysiert.

Die zur Gruppierung der bioaktiven Substanzen festgelegten funktionellen Klassen sind zu-
nachst breit gewahlt um eine grobe Einteilung vorzunehmen. Daher ist es nicht verwunderlich,
dass sich sowohl bei Sensibilisatoren, wie auch bei Suppressoren teilweise die gleichen funktio-
nellen Klassen wiederfinden. Bei genauerer Analyse ergeben sich jedoch unterschiedliche Sub-
gruppen innerhalb dieser funktionellen Klassen. So dominieren in der Klasse der GPCRs in A549
unter den Suppressoren Substanzen, die am Dopamin-Rezeptor wirken (Butaclamol, Clozapin).
Mit Blick auf die Sensibilisatoren sind in dieser Klasse jedoch Liganden des Serotonin-Rezeptors
(A549: Ketanserin, Ergotamin) und des Prostaglandin-Rezeptors (Hela: Alprostadil, Dimethyl-
prostaglandin E2) starker vertreten. Die wissenschaftliche Datenlage ist bisher nicht klar zu den
Rollen dieser Rezeptoren hinsichtlich der Apoptose. Eine Beteiligung des Prostaglandin-Rezeptors
an verschiedenen Krebsarten, sowie eine mogliche Rolle des Serotonin-Rezeptors in der
Apoptose, konnten jedoch bereits in Studien nachgewiesen werden (Lappano & Maggiolini, 2011;
Turner et al., 2007). Auch fiir den Dopamin-Rezeptor gibt es Hinweise auf eine pro-apoptotische
Wirkung in Lungenkrebszellen, auf die unter Kapitel 3.2.6 eingegangen wird.

Unter den Enzym-Inhibitoren finden sich mit supprimierendem Effekt in A549 Inhibitoren der
Cyclooxygenase (COX) (Ketoprofen, Celecoxib), die eine zentrale Funktion in der Prostaglandin-
synthese haben. Diese Beobachtung stimmt mit Studien Uberein, in denen ebenfalls eine vermin-
derte Sensitivitat von Krebszellen gegeniliber Chemotherapeutika, wie Cisplatin, bei verminderter

COX-Expression oder COX-Hemmung beobachtet wurde (Eichele et al., 2007). In Hela konnten da-
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gegen in der Gruppe der Enzym-Inhibitoren einige Inhibitoren von Histondeacetylasen (HDAC)
(Phenylbutyrat, Vorinostat, Valproinsdaure) mit supprimierender Wirkung auf den Cisplatin-indu-
zierten Zelltod gefunden werden. Da (ber die Acetylierung und Deacetylierung der DNA die Kom-
paktheit des Chromatins und somit die Zuganglichkeit fur die Transkription bestimmt wird, kdnnte
moglicherweise eine veranderte Genexpression fir den supprimierenden Effekt ursachlich sein.
Die Zelltypspezifitat der beobachteten Effekte wird auch daran deutlich, dass sich unter den 15
starksten Suppressoren und Sensibilisatoren jeweils nur eine Substanz befindet, die in beiden Zell-
linien den gleichen Effekt hervorruft. Lomerizin, ein Calcium-Kanal-Inhibitor, supprimiert in beiden
Zelllinien mit ahnlicher Effektstdrke den Cisplatin-induzierten Zelltod. Wie bereits unter Kapitel
3.2.2 beschrieben, spielt die Verdnderung intrazellularer lonenkonzentrationen eine wichtige
Rolle in der Apoptose-Exekution. Ein intrazellularer Anstieg der Calcium-Konzentration ist dabei
nicht nur fiir die Aktivierung Calcium-abhangiger Nukleasen und Proteasen von Bedeutung, son-
dern die Freisetzung von Calcium aus dem ER (Endoplasmatisches Retikulum) ist ebenfalls an der
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und somit der Caspase-Aktivierung beteiligt
(Dezaki et al., 2012; Pinton et al., 2008). Lomerizin konnte somit die Freisetzung von Calcium aus
dem ER verzogern, wodurch die Apoptose-Exekution verlangsamt wird und sich der supprimie-
rende Effekt ergeben wiirde. Artesunat, ein Antimalaria-Medikament, war in beiden Zelllinien un-
ter den starksten Sensibilisatoren. Eine synergistische Wirkung von Artesunat und Cisplatin wurde
auch durch andere Studien bestatigt (Van Huijsduijnen et al., 2013; Wang et al., 2015). Bisher
konnten eine verstarkte Bildung von ROS und DNA-Doppelstrangbriichen durch Artesunat als zu-
grunde liegende Mechanismen beobachtet werden. Darliber hinaus scheint Artesunat zusétzlich
die Expression von RAD51 herabzuregulieren, das fiir die Reparatur von Doppelstrangbrichen
wichtig ist (Van Huijsduijnen et al., 2013; Wang et al., 2015). Die Kombination von Artesunat und

Cisplatin kdnnte somit aussichtsreich in der Tumortherapie sein.

Unter den Suppressoren in A549 sind ebenfalls Ouabain, Olomoucine und PD98059 gelistet,
die bereits unter Kapitel 3.2.2 durch eine Veranderung des phanotypischen Apoptose-Profils auf-
fielen. Uber die Klassifizierung des Zelltods, der lediglich auf Hoechst- und Pl-Intensitit beruht,
werden sie den Suppressoren zugeordnet, da aufgrund der atypischen Morphologie geringere
DNA-Kondensation auftritt. Erst durch die Erweiterung der Analyse um die unter Kapitel 3.2.2 be-
schriebenen zusatzlichen phanotypischen Parameter, ist es moglich, die Effekte dieser Substanzen
differenzierter zu betrachten. Diese Tatsache zeigt die Bedeutsamkeit Mikroskopie-basierter Ana-

lysemethoden auf Einzelzellebene flir Toxizitidtstest gegenliber sogenannten Bulk-Assays. Bei
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Bulk-Assays, wie beispielsweise LDH- oder MTT-Tests, wird lediglich ein Fluoreszenzsignal der ge-
samten Zellpopulation erfasst, die leicht zu falschpositiven oder —negativen Aussagen fithren kon-

nen, sowie nicht im Stande sind die Heterogenitat zellularer Reaktionen abzubilden.

Keine der supprimierenden Substanzen konnte die antiproliferative Wirkung von Cisplatin auf-
heben, wodurch eine Zelltod-senkende Wirkung durch reine Interaktion der Substanzen mit Cis-
platin und eine dadurch stark verminderte effektive Cisplatin-Konzentration zunachst unwahr-
scheinlich erscheint. Da die proliferationshemmende Wirkung von Cisplatin im Gegensatz zur
Apoptose-Induktion jedoch bereits bei niedrigeren Konzentrationen maximal eintritt (Kapitel
3.1.1), sollte eine mogliche Interaktion der Substanzen in weiteren Studien ausgeschlossen wer-
den. Um dieser Frage nachzugehen und die Wirkweise der Suppressoren in A549 und Hela naher
einzugrenzen, sollte in zukiinftigen Studien der Grad der DNA-Schadigung, als Parameter der
Apoptose-Initiationsphase, sowie der Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials, als Para-
meter der apoptotischen Exekutionsphase, anhand der im ersten Teil der Arbeit beschriebenen
Assays, weitergehend analysiert werden.

In den folgenden Kapiteln werden einzelne Substanzgruppen der Bibliothek und deren Effekte
naher betrachtet, beginnend mit der Wirkung weiterer Zytostatika in Kombination mit Cisplatin,
sowie pharmakologisch relevanter Wechselwirkungen von Arzneimitteln mit Cisplatin. Abschlie-
Rend werden die funktionellen Substanzklassen, die in diesem Kapitel beschrieben wurden, tie-
fergehend auf eine Anreicherung von Substanzen mit derselben biologischen Zielstruktur in der
jeweiligen Klasse analysiert. Darlber kann auf Signalwege riickgeschlossen werden, die an der

Cisplatin-induzierten Apoptose beteiligt sind.

3.2.4 Identifizierung von Zytostatika-Interaktionen, die die zytotoxische Wirkung von

Cisplatin beeinflussen

Zur Behandlung von Tumoren werden haufig verschiedene Zytostatika kombiniert um den Thera-
pieerfolg zu steigern, Nebenwirkungen mdglichst gering zu halten und der Entstehung von Resis-
tenzen vorzubeugen. Da bereits unter den Sensibilisatoren im vorausgegangenen Kapitel zwei Zy-
tostatika vertreten waren, wurden weitere in der bioaktiven Substanzbibliothek vertretenen Zy-
tostatika auf ihre zytotoxischen Effekte in A549 und Hela analysiert. Abbildung 3.31A stellt die
zytotoxischen Effekte der Substanzen in Einzelbehandlung, sowie in Co-Behandlung mit Cisplatin
fir Hela und A549 dar. Auffallig ist die zelltypspezifische Wirkung vieler Substanzen bereits in
Einzelbehandlung. Auch in Co-Behandlung mit Cisplatin gibt es groRe Unterschiede zwischen den
Zelllinien, dabei treten in Hela deutlich mehr zytotoxizitatssteigernde Effekte durch Co-Behand-

lung auf. Durch die Tubulin-Inhibitoren Vindesin, Vinorelbin und Paclitaxel, den Topoisomerase-
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A Hela A549
Cisplatin C&Behandlung{ - + - +
Chemotherapeutikum  pM Indikation Wirkung
Cisplatin oL q DNA Addukte
Doxorubicin 7 L Topoisomerase Il Inh.
17 Lt
Daunorubicin 8 Leu Topoisomerase Il Inh,
Vindesine sulfate 5 L Tubulin Inhibitor
Vinorelbine 5 C, LT Tubulin Inhibitor
Paclitaxel 12 C,L¥ Tubulin Inhibitor
10-Hydroxycamptothecin 11 C, L¥ Topoisomerase | Inh.
Vinblastine 11 LT Tubulin Inhibitor
Docetaxel 5 LT Tubulin Inhibitor
Bortezomib 10 Mi Proteasom Inhibitor
Mitoxantrone 9 Leu Topoisomerase Il Inh.
Tamoxifen 11 B ESR Modulator
Carboplatin 12 C DNA Addukte
Etoposide 17 Lt Topoisomerase Il Inh.
7 Lt
Lapatinib 7 B EGFR Antagonist
Ifosfamide 15 G L DNA Addukte
Fulvestrant 7 B ESR Antagonist
Gemcitabine 15 Cf, LT Antimetabolit (Cytidin)
Clofarabine 13 Leu Antimetabolit {Purin)
Erlotinib 10 L EGFR Antagonist
Mitomycin C 30 L DNA Addukte
Bleomycin 3 C DNA Addukte
Topotecan-HCI S G L Topoisomerase | Inh.
S-Fluorouracif 31 Ct Antimetabolit (Pyrimidin)
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Abbildung 3.31: Interaktion von Cisplatin mit weiteren Zytostatika. A Zytotoxische Effekte weiterer in der
bioaktiven Substanz-Bibliothek enthaltenen Zytostatika und deren Wechselwirkung mit Cisplatin. Darge-
stellt sind die Mittelwerte des Zelltods (% der Gesamtzellzahl) von 2 unabhangigen Replikaten der Zytosta-
tika bei alleiniger Behandlung und in Co-Behandlung mit Cisplatin als Heatmap. Fiir eine dquitoxische Wir-
kung wurde Cisplatin in A549 mit 50 uM, in Hela mit 45 uM eingesetzt. B Die synergistische Wirkung des
Proteasom-Inhibitors Bortezomib tritt auch in subtoxischer Konzentration auf. HeLa wurden fiir 30 Minuten
mit Bortezomib (10, 2, 1 und 0,1 uM) oder DMSO (0,2 %, -) prainkubiert und anschlieBend fiir 24 Stunden
mit Cisplatin (50 uM) behandelt. Die Gesamtzellzahl und die verschiedenen Zelltodstadien wurden mittels
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst und Pl bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Mittelwertabweichung (des Zelltods bzw. der Gesamtzellzahl) von 2 unabhangigen
Experimenten mit jeweils 4 (Kontrollen), 2 (0,1, 1, 2 uM) bzw. 1 (10 uM) Replikate(n). Die statistische Signi-
fikanz der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle ohne Bortezomib wurde mittels Student’s t-Test getestet

(*** p < 0,001).
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Inhibitor Hydroxcamptothecin, die Antimetaboliten Gemcitabin und Clofarabin, sowie den EGFR
(epithelial growth factor receptor)-Antagonisten Erlotinib kommt es in kombinierter Behandlung
mit Cisplatin zu einer deutlichen Steigerung der zytotoxischen Wirkung, die in A549 nicht zu be-
obachten ist. Von diesen Zytostatika wird bereits Gemcitabin in Kombination mit Cisplatin in der
Therapie von Cervixkarzinomen eingesetzt. Die anderen Substanzen kénnten daher ebenfalls po-
tenziell fir eine Kombinationstherapie geeignet sein. Insbesondere Clofarabain und Erlotinib er-
scheinen interessant, da sie dhnlich wie Gemcitabin in Einzelbehandlung kaum zytotoxisch sind,
in Co-Behandlung mit Cisplatin jedoch die Zytotoxizitat steigern. In A549 verstarken der Topoiso-
merase-Inhibitor Doxorubicin und Lapatinib, ein EGFR-Antagonist, die Wirkung von Cisplatin.
Doxorubicin wird bereits in Kombination mit Cisplatin in der Klinik zur Behandlung von Lungenkar-
zinomen eingesetzt, die Ergebnisse in A549 zeigen dabei jedoch eine starke Konzentrationsabhan-
gigkeit. In beiden Zelllinien erhéhen die Tubulin-Inhibitoren Vinblastin und Docetaxel, sowie der
Proteasom-Inhibitor Bortezomib die Zytotoxizitat. Eine zytotoxizitatssteigernde Wirkung durch
Co-Behandlung ist somit weder in Hela, noch in A549 generell einer bestimmten Wirkstoffgruppe
der Zytostatika zuordenbar, da innerhalb einer Wirkstoffgruppe manche Substanzen den induzier-
ten Zelltod steigerten, andere ihn dagegen sogar hemmten, wie z.B. unter den Topoisomerase II-
Inhibitoren. Unterschiede in der eingesetzten Konzentration und somit eine verschiedene Wirk-
starke der Substanzen kdnnten urséachlich sein. Des Weiteren werden manche Wirkstoffkombina-
tionen bereits zur Behandlung von Lungen- oder Cervixkarzinomen eingesetzt, zeigten jedoch in
den Versuchen dieser Arbeit keine zytotoxizitatssteigernden Effekte. Dies trifft beispielsweise auf
die Kombination von Etoposid oder Gemcitabin mit Cisplatin in A549 oder 5-Fluorouracil und Cis-
platin in Hela zu. Auch diese Ergebnisse konnten der Dosisabhangigkeit der Wirkung der jeweili-
gen Medikamente oder ihrer Verabreichungsreihenfolge geschuldet sein (Crul et al., 2002). Auch
wenn in vivo gegebenenfalls zusatzlich komplexere Zusammenhdnge von Pharmakokinetik
und -dynamik beriicksichtigt werden mussen, leisten in vitro-Verfahren einen wichtigen Beitrag

zur ldentifizierung synergistischer Wirkstoffkombinationen und ihrer Zelltypspezifitat.

Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib zeigte die stdarkste zytotoxizitatssteigernde Wirkung in
Kombination mit Cisplatin, insbesondere in HelLa-Zellen. Um zu lberprifen ob dieser sensibilisie-
rende Effekt auf einen Synergismus von Bortezomib und Cisplatin beruht und ob sich dieser Sy-
nergismus durch die Veranderung der Bortezomib-Konzentration verstarken lasst, wurde Borte-
zomib in einem breiteren Konzentrationsbereich mit Cisplatin in Hela getestet (Abbildung 3.31B).
Alle getesteten Bortezomib-Konzentrationen von 10 uM bis 100 nM verstarken die Cisplatin-indu-
zierte Zytotoxizitat. Die Zytotoxizitat durch Bortezomib alleine nimmt dabei mit der eingesetzten

Konzentration ab, sodass bei einer Kombination von 1 uM Bortezomib oder geringer mit Cisplatin
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die Zytotoxizitatssteigerung nicht mehr durch Addition der Einzeleffekte zu erklaren ist, was einen
synergistischen Effekt anzeigt. Die Ergebnisse der Versuche mit unterschiedlichen Bortezomib-
Konzentrationen beruhen auf Arbeiten von Michelle Dierolf, die ihre Bachelorarbeit unter meiner
Betreuung angefertigt hat.

Bortezomib ist seit 2003 zur Behandlung des multiplen Myeloms zugelassen und wird auch
bereits in Kombination mit Cisplatin in Multi-Wirkstoff-Chemotherapien zur Behandlung von mul-
tiplen Myelomen eingesetzt (Kappor et al., 2013; Nooka et al., 2016). Die Steigerung der Cisplatin-
induzierten Zytotoxizitat konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass Bortezomib den proteasoma-
len Abbau des Kupfer-Transporters CTR1 hemmt, der einen Hauptaufnahmeweg von Cisplatin in
die Zelle darstellt (Al-Eisawi et al., 2011; Jandial et al., 2009). Cisplatin selbst induziert die Interna-
lisierung und den proteasomalen Abbau des Transporters, wodurch die Aufnahme von Cisplatin
begrenzt wird (Holzer & Howell, 2006; Jandial et al., 2009). Jandial et al. konnten zeigen, dass
Bortezomib die Cisplatin-induzierte Herabregulation des CTR1 konzentrationsabhdngig hemmt
und dadurch die Cisplatin-Aufnahme um das bis zu 2,4-fache erhoht. In Hela kdnnte auBerdem
ein weiterer Effekt fir den synergistischen Effekt ursachlich sein: Hela sind durch die Infektion mit
einem humanen Papillomvirus (HPV) funktionell p53-defizient, da Onkogene des Virus zum pro-
teasomalen Abbau zellularer Tumorsuppressorgene, wie p53, filhren. Miyamoto et al. konnten
jedoch zeigen, dass durch Bortezomib-Behandlung die p53-Expression in HelLa erhoht wurde und
in Kombination mit Cisplatin nicht nur in vitro die Apoptoserate von Hela anstieg, sondern auch
in vivo das Wachstum von Xenograft-Tumoren von Hela Zellen gehemmt wurde (Miyamoto et al.,
2013). An der zytotoxizitatssteigernden Wirkung von Bortezomib kénnte ebenfalls eine Verschie-
bung des Gleichgewichts pro- und anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine in Richtung Apoptose beteiligt
sein, die den intrinsischen Apoptose-Signalweg auslést und in humanen Krebszelllinien nicht-
kleinzelliger Lungenkarzinome beobachtet wurde (Voortman et al., 2007b). Gleichzeitig kdnnte
diese Beobachtung auch der Zytotoxizitdt bei alleiniger Bortezomib-Behandlung in HeLa und A549
zugrunde liegen, wie auch die generelle Akkumulation polyubiquitinierter Proteine, die die zellu-
lare Proteinhomeostase stort und insbesondere in malignen Zellen Apoptose auslost (Adams,
2004; Voortman et al., 2007a).

Die Ergebnisse zeigen, dass der kombinierte Einsatz verschiedener Zytostatika die zytotoxische
Wirkung in Krebszellen deutlich verbessern kann, die Effekte jedoch zelltyp- und konzentrations-
spezifisch sind. Die Kombination von Bortezomib und Cisplatin wird bereits in der Tumortherapie
angewandt und zeigt die klinische Relevanz der Ergebnisse. Die Ergebnisse bestatigen andere Stu-
dien, die den Einsatz dieser Wirkstoffkombination auch zur Behandlung von Cervixkarzinomen na-

helegt. Neben Cervixtumoren kdnnte diese Kombination insbesondere auch bei weiteren HPV-
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positiven Tumoren den Erfolg der Tumortherapie deutlich verbessern. In vitro-Hochdurchsatzme-
thoden sind ein wichtiges Tool um vor der klinischen Erprobung Informationen zu Konzentrations-
verhaltnissen in der Kombination verschiedener Zytostatika und dem Ansprechen verschiedener
Tumor- und Nicht-Tumorzelllinien zu akquirieren. Informationen zu der klinischen Indikation der
Zytostatika wurde aus der Datenbank Drugbank (Wishart et al., 2006) oder dem Portal cancer.org

(www.cancer.org) der American Cancer Society bezogen.

3.2.5 Identifizierung von pharmakologisch relevanten Arzneimittel-Interaktionen mit
Cisplatin
Die Interaktion verschiedener Arzneimittel ist von grofSer pharmakologischer Relevanz, da sie die
Wirkung der einzelnen Arzneimittel und somit den Therapieerfolg gravierend beeinflussen kann.
Insbesondere Krebspatienten sind einem erhohten Risiko von Arzneimittel-Interaktionen ausge-
setzt, da sie wahrend einer Chemotherapie nicht nur verschiedene Zytostatika, sondern auch wei-
tere Medikamente zur unterstiitzenden Behandlung von z.B. Nebenwirkungen erhalten. Hinzu
kommt, dass ca. 60 % der Krebspatienten alter als 65 Jahre sind, wodurch die Wahrscheinlichkeit
flr altersbedingte Erkrankungen und damit verbundene Medikamentengabe steigt. Schatzungen
gehen davon aus, dass bis zu 80 % der Krebspatienten liber 65 Jahren Begleiterkrankungen haben
(Blower et al., 2005). Klinische Studien zu moglichen Interferenzen von Arzneimitteln sind sehr
komplex und teuer, weshalb die Etablierung von in vitro-Modellen zur Vorhersage moglicher Arz-
neimittel-Interaktionen vorteilhaft ist. Grundsatzlich kann es bei der Interaktion von Arzneimitteln
zu negativer und positiver Interferenz kommen, aus der sich eine Verschlechterung oder Verbes-
serung einer Therapie ergibt. Insbesondere im Hinblick auf die Tumortherapie kénnen die Auswir-
kungen einer verminderten Therapieeffizienz, hervorgerufen durch eine negative Interferenz,
drastische Auswirkungen auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten haben. Im Gegen-
satz dazu ist die positive Interferenz von nicht-zytostatischen Arzneimitteln mit einem Zytostati-
kum ein wiinschenswerter Effekt, da sie zu einer Verbesserung des Therapieerfolgs flihren kann.
Im Zellkulturmodel bedeutet eine negative Interferenz eine Reduktion der Cisplatin-induzierten
Apoptose in Krebszellen, wodurch bei Ubertragung auf den Krebspatienten die Therapieeffizienz
und somit schlussendlich die Uberlebenswahrscheinlichkeit verringert wird. Umgekehrt fiihrt eine
positive Interferenz in Form einer Verstarkung Cisplatin-induzierter Apoptose im Zellkulturmodel
Uibertragen auf den Patienten zu einer Steigerung der Therapieeffizienz und erhéhter Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Um im Kontext einer Cisplatin-Behandlung klinisch relevante negative und po-
sitive Interferenz von Arzneimitteln mit Cisplatin zu untersuchen, wurden die FDA-zugelassenen

Medikamente der bioaktiven Substanz-Bibliothek auf ihre Wechselwirkung mit der Cisplatin-indu-
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zierten Apoptose analysiert. Dabei wurden Medikamente berticksichtigt, die den Cisplatin-indu-
zierten Zelltod um mindestens zwei Standardabweichungen gegentiber der Cisplatin-Kontrolle
(Mittelwert |z-score| > 2, jeder Einzelwert |z-score| > 1,5) verdndern und keine Eigentoxizitat
(Zelltod < 15 % der Gesamtzellzahl) aufweisen. Unter diesen Medikamenten wurden in Zusam-
menarbeit mit Prof. Dr. David Czock des Universitatsklinikums Heidelberg solche identifiziert, die
eine hohe Verschreibungshaufigkeit in der Klinik und aufgrund ihrer Indikation eine hohe Wahr-
scheinlichkeit der Co-Medikation mit Cisplatin aufweisen (Abbildung 3.32). Eine negative Interfe-
renz mit der Wirkung von Cisplatin wurde durch die Medikamente Aspirin® (Acetylsalicylsaure),
Fluoxetin, Paroxetin und Promethazin hervorgerufen, die den Cisplatin-induzierten Zelltod in bei-
den Zelllinien supprimierten. Die starkste negative Interferenz induzierte dabei Fluoxetin in Hela,
sowie Paroxetin in A549. Im Gegensatz dazu fiihrte Loperamid in Hela zu einer positiven Interfe-
renz mit Cisplatin. Auch wenn die klinischen Plasmaspiegel (Quelle Universitatsklinikum Heidel-
berg) fur die identifizierten Medikamente unter den in vitro eingesetzten Konzentrationen liegen,
ist die tatsachliche Konzentration der Medikamente im Tumorgewebe in vivo nur schwer vorher-
sagbar. Da sich die Vaskularisierung von Tumorgewebe stark von Normalgewebe unterscheidet
hinsichtlich der Anzahl, GroRRe und Form der BlutgefdlRe, die zudem eine erhdhte Permeabilitat
aufweisen (Jain, 1987; Ruoslahti, 2002; Siemann, 2011), konnte die Konzentration der Medika-
mente im Tumorgewebe auch tiber deren Plasmakonzentrationen liegen. Die erhéhte Permeabi-
litat der Blutgefalle, sowie eine veranderte Flussgeschwindigkeit, konnten z.B. zu einer Akkumu-
lation und damit hoheren Konzentration im Tumorgewebe fiihren. Dariber hinaus kénnte insbe-

sondere in alteren Krebspatienten auch die altersbedingte Abnahme der Leber- und Nieren-

A549 Hela
Acetylsalicylic Acid MNSAID
Fluoxetine Antidepressivum
Paroxetine Antidepressivum
Promethazine-HCl Antihistaminikum
Loperamide-HCI Antidiarrhoikum

-0 8 6 4 -2 0 2 4 & 8 10

Modulation des Cisplatin-induzierten Zelltods (z-score)

Abbildung 3.32: Klinisch relevante Interferenz von Arzneimitteln mit Cisplatin. Gezeigt ist die Modulation
des Cisplatin-induzierten Zelltods bei Co-Behandlung der Arzneimittel mit Cisplatin. Die Auswahl basiert auf
manueller Selektion von Medikamenten, die in der bioaktiven Substanz-Bibliothek enthalten sind und den
Cisplatin-induzierten Zelltod um mindestens 2 Standardabweichungen der Cisplatin-Kontrolle
(|z-score| = 2) verandern, eine hohe Verschreibungshaufigkeit in der Klinik und eine hohe Wahrscheinlich-
keit der Co-Medikation mit Cisplatin aufweisen. Dargestellt sind in der Heatmap die Mittelwerte von 2 un-
abhangigen Replikaten als Farbcodierung.
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funktion und eine damit einhergehende Reduktion der Medikamenten-Metabolisierung und Aus-
scheidung, zu erhéhten Plasma- und Gewebekonzentrationen beitragen (Blower et al., 2005).
Die Wahrscheinlichkeit einer Co-Medikation von Aspirin und Cisplatin in der Klinik ist hoch:
Aspirin gehort zur Gruppe der NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drugs) und ist aufgrund
seiner analgetischen, antiinflammatorischen und antikoagulierenden Wirkung eines der weltweit
am haufigsten eingesetzten Medikamente (Blower et al., 2005; Cheng et al., 2014). Die supprimie-
rende Wirkung durch Aspirin auf den Cisplatin-induzierten Zelltod ldsst sich moglicherweise tGber
eine antioxidative Eigenschaft des Aspirins selbst erklaren, die einer Cisplatin-bedingten Erhéhung
der Level an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) entgegenwirken konnte
(Brozovic et al., 2010; L Galluzzi et al., 2012; Shi et al., 1999). Da ROS auch als Ursache Cisplatin-
induzierter Nebenwirkungen wie Nephro- und Ototoxizitdt gelten, wurde die Kombination von
Cisplatin und Salicylaten in Tumormodellen in Ratten getestet, die zu einer Verminderung der Ne-
benwirkungen fihrte, jedoch ohne die Anti-Tumor-Wirkung des Cisplatins zu beeinflussen (Li et
al., 2002; Minami et al., 2004; Ulubas et al., 2003). In weiteren Studien, in denen Cisplatin und
Aspirin als fusioniertes Medikament getestet wurde, konnte sogar eine zytotoxizitdtssteigernde
Wirkung der Kombination beobachtet werden (Cheng et al., 2014; Pathak et al., 2014). Die Hem-
mung der Cyclooxygenasen (COX) durch Aspirin, wodurch weniger pro-inflammatorische Media-
toren freigesetzt werden und die daraus resultierende Reduktion Tumor-assoziierter Entziin-
dungsreaktionen, konnten auf Ebene des Gesamtorganismus ursachlich sein. Ebenso scheint die
Aufnahme und intrazelluldre Akkumulation der Platinverbindung durch Fusion mit Aspirin deutlich
verbessert zu sein, weshalb niedrigere Konzentrationen eingesetzt werden kénnen (Cheng et al.,
2014; Pathak et al., 2014). Die Kombination von Cisplatin und Aspirin scheint somit aufgrund die-
ser Studien durchaus klinisches Potenzial zu haben, die Konzentration der Medikamente kénnte
dabei jedoch ausschlaggebend sein wie die unterschiedlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
und Ergebnisse einer weitern in vitro-Studie nahelegen, bei der unter Verwendung einer deutlich
héheren Konzentration von Aspirin im millimolaren Bereich und einer deutlich niedrigeren Kon-
zentration von Cisplatin im nano- bis micromolaren Bereich ein synergistischer Effekt beobachtet
wurde (Yueling et al., 2010). Auch wenn die Datenlage somit bisher kontrovers erscheint, kénnte
jedoch insbesondere die COX-2 eine wichtige Rolle in Cisplatin-induzierter Apoptose in Krebszel-
len spielen. In einer Studie von Eichele et al. wurde die Induktion der COX-2 durch Cisplatin in HelLa
und A549 beobachtet, die zur Cisplatin-induzierten Apoptose beitrug (Eichele et al., 2007). Da in
der vorliegenden Arbeit nicht nur Acetylsalicylsdaure, sondern auch weitere COX-Inhibitoren die
Cisplatin-induzierte Apoptose supprimierten (Kapitel 3.2.3), scheint eine pro-apoptotische Wir-

kung der COX-2 wahrscheinlich. Da eine negative Interferenz von Cisplatin und Aspirin somit auch
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in vivo nicht ausgeschlossen werden kann, sollte im Falle eines schlechten Ansprechens auf eine
Chemotherapie mit Cisplatin iberprift werden, ob der Patient méglicherweise Aspirin oder an-
dere COX-Hemmer verabreicht bekommt. Zudem ist Aspirin frei verkauflich, was auch die Mog-
lichkeit er6ffnet, dass nicht-stationadre Krebspatienten Aspirin ohne das Wissen des behandelnden
Arztes einnehmen kdnnten.

Die Antidepressiva Fluoxetin und Paroxetin werden hdufig zusammen mit Krebsmedikamenten
verabreicht, um depressive Zustande zu lindern. Schatzungen gehen davon aus, dass bis zu 25 %
aller Krebspatienten wahrend der Tumortherapie unter Depressionen leiden (EL Arabey & Abd
Allah, 2015; Engelmann et al., 2014). Eine wie in dieser Arbeit beobachtete negative Interferenz
mit Cisplatin ware somit dulRerst nachteilig fir den Erfolg der Tumortherapie. Die Studienlage zu
moglichen Interaktionen von Cisplatin und Fluoxetin bzw. Paroxetin legt dhnlich wie bei Aspirin
eine Zelltyp- und Konzentrationsspezifitat nahe: In Haarsinneszellen des Ohrs wurde ein protekti-
ver Effekt von Paroxetin auf Cisplatin-induzierte Zytotoxizitat hinsichtlich Nebenwirkungen be-
schrieben (Vlasits et al., 2012). Die selbe Studie untersuchte den Effekt auch in A549 Zellen, wobei
keine signifikanten Unterschiede zwischen einer Cisplatin-Behandlung *Paroxetin festgestellt
wurde. In Abhadngigkeit der Cisplatin-Konzentration konnte in dieser Studie jedoch eine leichte
Abnahme der Cisplatin-induzierten Zytotoxizitat in Gegenwart von Paroxetin beobachten werden,
die das Ergebnis der vorliegenden Arbeit bestatigt. In Darmkrebszellen konnte dagegen auch eine
positive Interferenz von Cisplatin und Fluoxetin beobachtet werden (Engelmann et al., 2014). Die
dazu gegensiatzliche, wie in der vorliegenden Arbeit beobachtete, negative Interferenz, konnte
Uber eine antioxidative Wirkung der Substanzen aufgrund ihrer chemischen Struktur erfolgen. So
kénnten pro-apoptotische ROS abgefangen werden, die durch Cisplatin hervorgerufen werden.
Hinweise auf eine antioxidative Wirkung selektiver Serotonin-Aufnahmehemmer, zu denen Fluo-
xetin und Paroxetin gehdren, wurde von Khanzode et al. in Patienten mit schwerer Depression
gefunden (Khanzode et al., 2003)

Promethazin, ein Antihistaminikum und Antiemetikum, das gegen Ubelkeit und Erbrechen in
Folge einer Chemotherapie eingesetzt werden kann (Federico et al., 1990), fiihrte ebenfalls zu
einer negativen Interferenz mit Cisplatin-induzierter Zytotoxizitat. Auch Promethazin weist auf-
grund der chemischen Struktur antioxidative Eigenschaften auf, sodass eine Verminderung der
zytotoxischen Wirkung von Cisplatin Gber die Reduktion Cisplatin-induzierter pro-apoptotischer
ROS maglich scheint. Ferner konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Promethazin an Mitochond-
rien wirken kann und dort das Offnen der mitochondriellen permeability transition pore (PTP) ver-

hindert (Kroemer et al., 2007; Stavrovskaya et al., 2004). Durch eine derartige Interaktion konnte
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die Freisetzung der pro-apoptotischen mitochondriellen Faktoren verzégert werden, wodurch die
Apoptose-Exekution tiber den mitochondriellen Signalweg gehemmt bzw. verzogert wiirde.
Loperamid ist ein haufig eingesetztes Antidiarrhoikum und wirkt als Agonist an Opioid-Rezep-
toren. Da Diarrhoe zu den haufigsten Nebenwirkungen einer Chemotherapie zahlt, ist die Wahr-
scheinlichkeit einer Co-Medikation mit Cisplatin hoch. Urséachlich fir die sensitivierende Wirkung
koénnte ein zusatzlicher pro-apoptotischer Stimulus tiber Opioid-Rezeptoren sein: Maneckjee et al.
konnten in Lungenkrebszellen eine pro-apoptotische Wirkung von Opioiden wie Morphin finden
(Maneckjee & Minna, 1994). In einer weiteren Studie konnte unter anderem in Lungen- und Ova-
rialkrebszellen die pro-apoptotische und zellzyklushemmende Wirkung von Loperamid gezeigt
werden (Gong et al., 2012). Die Kombination von Loperamid und Cisplatin scheint somit einen
synergistischen Effekt zu erzeugen. Diese positive Interferenz konnte damit moéglicherweise die

Tumortherapie verbessern, bei gleichzeitiger Linderung von Nebenwirkungen.

Die Kombination mehrerer Medikamente zur Behandlung komplexer Erkrankungen wie bei-
spielsweise Krebs, ist bereits Standard. Durch die Kombination von Medikamenten, deren Wir-
kung an verschiedenen zelluldren Zielstrukturen ansetzt, kann dabei tber synergistische Effekte
die Therapieeffizienz gesteigert und das Auftreten von Resistenzen minimiert werden
(Zimmermann et al., 2007). Der Einsatz von Medikamenten in neuen Anwendungsgebieten, fur
die sie urspringlich nicht entwickelt und zugelassen wurden, wird drug repositioning oder drug
repurposing genannt und ist eine aussichtsreiche Strategie in der Medikament-Entwicklung
(Strittmatter, 2014). Ein entscheidender Vorteil dieser Methode gegenliber der Entwicklung neuer
Wirkstoffe ist, dass bereits umfangreiche Informationen zu Bioverfligbarkeit, Sicherheit und Toxi-
zitdt der Medikamente vorliegen, wodurch zeit- und kostenintensive praklinische und klinische
Studien reduziert werden konnen. Da jedoch die Kombination verschiedener Medikamente in der
Klinik fir eine Therapie hdufig rational getrieben ist, beispielsweise die Kombination zweier
Chemotherapeutika zur Krebstherapie, ist die Anzahl der Medikament-Kombinationen, die getes-
tet werden limitiert. Ein unvoreingenommener Ansatz zur Kombination von Medikamenten aus
unterschiedlichen therapeutischen Anwendungsbereichen ist daher duRerst vorteilhaft um zu-
nachst in vitro unerwartete synergistische Effekte von Medikament-Kombinationen zu entdecken.
Hochdurchsatz-Screening-Verfahren kommt dabei eine wichtige Rolle zu (Zimmermann et al,,

2007), was die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen.

Neben der Bedeutsamkeit synergistische Wirkstoffkombinationen zu entdecken, ist die Identi-
fizierung negativer Interferenzen von Arzneimitteln nicht minder von Bedeutung. Negative Arz-
neimittel-Interaktionen kdnnen nicht nur die therapeutische Effizient vermindern, sondern zu un-

erwiinschten Nebenwirkungen fiihren. Letzteres ist einer der Hauptgriinde, warum Medikamente
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vom Markt genommen werden miissen (Prueksaritanont et al., 2013). Polypharmazie, d.h. die re-
gelmaRige Einnahme von mehreren Medikamenten, erhéht insbesondere bei dlteren Patienten
und Krebspatienten die Gefahr unerwiinschter Nebenwirkungen. Schatzungen und Studien gehen
bereits ab einer Einnahme von fiinf Medikamenten von einer 50-prozentigen Wahrscheinlichkeit
von Arzneimittel-Interaktionen aus (Blower et al., 2005). Die Brisanz dieses Themas hat die US-
amerikanische Food and Drug Administration (FDA) und die europdische European Medicines
Agency (EMA) vor einigen Jahren dazu veranlasst neue Leitlinien zur Untersuchung von Arzneimit-
tel-Interaktionen fir die pharmazeutische Industrie herauszugeben. Darin wird ein breites Spekt-
rum an in vitro und in vivo Studien zur Untersuchung und Abschatzung potenzieller Interferenzen
von Medikamenten empfohlen und beschrieben (EMA, 2013; FDA, 2012; Prueksaritanont et al.,
2013). Der Einsatz und die Weiterentwicklung von Hochdurchsatz-Testverfahren, wie das in dieser

Arbeit verwendete, kdnnen einen wichtigen Beitrag dazu leisten.

3.2.6 Funktionelle Zielstrukturen-Analyse

Innerhalb der funktionellen Klassen, in die die sensitivierenden oder supprimierenden Substanzen
eingeteilt wurden (Kapitel 3.2.3), wurde manuell die Analyse der Zielstrukturen verfeinert um Sub-
stanzgruppen mit gleicher biologischer Zielstruktur anzureichern. Im ersten Schritt wurde inner-
halb der relativ breiten funktionellen Gruppen, wie GPCR-Liganden oder Kinase-Inhibitoren, nach
Substanzen gesucht, die dem gleichen GPCR oder Kinase-Signalweg zugeordnet werden kdnnen.
Im zweiten Schritt wurden fiir die identifizierten Signalwege unter allen 1120 Substanzen der Bib-
liothek alle Substanzen herausgesucht, deren Zielstrukturen in diese Signalwege fallen, unabhan-
gig des Effekts auf den Cisplatin-induzierten Zelltod. Der dritte Schritt diente der Bewertung, wie
einheitlich der Effekt der jeweiligen Substanzgruppe eines Signalwegs auf den Cisplatin-induzier-
ten Zelltod ist. Nachfolgend wurden nur solche Substanzgruppen beriicksichtigt, die einen mog-
lichst einheitlichen Effekt zeigten, d.h. die Mehrheit der Substanzen reduzierte oder verstarkte
den Cisplatin-induzierten Zelltod. Abbildung 3.33 zeigt die Ergebnisse dieser Analyse. In A549 be-
fanden sich innerhalb der funktionellen Gruppe der GPCR-Liganden 22 Dopamin-Rezeptor-Ligan-
den, von denen 17 eine supprimierende Wirkung auf den Cisplatin-induzierten Zelltod zeigen. In-
nerhalb der Kinase-Inhibitoren konnten in A549 3 Substanzen identifiziert werden, die dem Gly-
kogensynthase-Kinase 3 (GSK-3)-Signalweg zugeordnet werden konnten und alle eine supprimie-
rende Wirkung auf den Zelltod zeigten. In HeLa befanden sich unter den Liganden nukledrer Re-
zeptoren (NR) 10 Substanzen, die den Estrogen-Rezeptor (ER) als Zielstruktur haben, von denen 9
den Cisplatin-induzierten Zelltod supprimierten (Abbildung 3.33A). In der jeweils anderen Zelllinie

waren die Effekte hinsichtlich des Dopamin- und Estrogen-Rezeptors ahnlich, jedoch weniger stark
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ausgepragt. Die Effekte durch die Substanzen, die dem GSK-3-Signalweg zugeordnet wurden, wa-
ren in Hela nicht zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse legen somit eine Beteiligung
des Dopamin- und Estrogen-Rezeptors, sowie des GSK-3-Signalwegs in Cisplatin-induzierter

Apoptose nahe.
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Abbildung 3.33: Manuelle Anreicherungsanalyse zur Identifizierung von Signalwegen, die den Cisplatin-
induzierten Zelltod regulieren. Gezeigt sind Substanzen aus der bioaktiven Substanz-Bibliothek, die sich
funktionell der gleichen biologischen Zielstruktur zuordnen lassen und innerhalb dieser funktionellen Klasse
tiberwiegend den Cisplatin-induzierten Zelltod reduzieren. A Ubersicht der Anzahl an Substanzen pro biolo-
gischer Zielstruktur und darunter die jeweilige Anzahl der Substanzen, die den Cisplatin-induzierten Zelltod
reduzieren. B Detaildarstellung der Substanzen und ihrer Effekte auf den Cisplatin-induzierten Zelltod als
Heatmap mit Farbcodierung der Mittelwerte von 2 unabhangigen Replikaten als z-score normiert.
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Unter den 22 Dopamin-Rezeptor-Liganden befinden sich (iberwiegend Rezeptor-Antagonisten,
sodass eine Hemmung des Dopamin-Rezeptors die Cisplatin-induzierte Apoptose zu reduzieren
scheint. Insbesondere die am starksten supprimierenden Substanzen sind Dopamin-Rezeptor-An-
tagonisten (Butaclamol, Clozapin), wohingegen Dopamin-Rezeptor-Agonisten in dieser Gruppe
Uberwiegend den gegenteiligen Effekt haben und den Zelltod erhéhen (6,7-ADTN, Apomorphin,
Levodopa) (Abbildung 3.33B). Der Dopamin-Rezeptor scheint somit eine pro-apoptotische Rolle
in Cisplatin-induzierter Apoptose zu spielen. Dieses Ergebnis passt zu neueren Studien, in denen
geringe Expressionslevel des Dopamin-Rezeptors in nicht-kleinzelligem Lungenkrebs gefunden
wurden und die Gabe von Dopamin-Rezeptor-Agonisten die Progression von Lungentumoren in-
hibierte (Hoeppner et al., 2015; Sheikhpour et al., 2013). Von Peng et al. konnte die Expression
des Dopamin-Rezeptors 2 in einer Reihe von Lungenkrebszellen nachgewiesen werden, darunter
auch A549 (Yang-hong et al., 2011). Des Weiteren stellten Basu et al. eine Korrelation abnehmen-
der Dopamin-Rezeptor-Expression mit zunehmender Malignitat verschiedener Tumore fest (Basu
& Dasgupta, 2000). Mechanistisch kénnte an der pro-apoptotischen Wirkung des Dopamin-Rezep-
tors eine Aktivierung des JNK-Signalwegs beteiligt sein (Luo et al., 1998). Auch wenn die genauen
zugrunde liegenden intrazelluldren Signalwege noch unklar sind, kénnte der Dopamin-Rezeptor

eine wichtige Zielstruktur in der Behandlung von Lungenkarzinomen darstellen.

Drei der Kinase-Inhibitoren mit supprimierendem Effekt in A549 sind dem GSK-3-Signalweg zu-
ordenbar. Zwei der Substanzen sind direkte Inhibitoren der GSK-3 (SB-415286, Indirubin-3‘-mo-
noxime), die dritte Substanz (Benzimidazol) ist ein Inhibitor der Casein Kinase, die zusammen mit
der GSK-3B am Wnt/B-Catenin-Signalweg beteiligt ist (Abbildung 3.33B). Da in einigen Studien
eine Verbindung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs zur Apoptose hergestellt werden konnte und die
Caspase-abhéangige Spaltung von B-Catenin an der Auflésung von Zell-Zell-Kontakten wahrend der
Apoptose beteiligt ist (Brancolini et al., 1997; Chen et al., 2001; Gao et al., 2013; Steinhusen et al.,
2000), wurde von Brigitte Schweitzer in ihrer Dissertation eine mogliche Rolle des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs als mechanistische Grundlage des supprimierenden Effekts der drei Inhibitoren naher
untersucht (Schweitzer, 2015). Der Effekt konnte dabei als Zelltyp- und Stimulus-spezifisch besta-
tigt werden. Er wird jedoch nicht durch B-Catenin vermittelt. Der Zelltod-senkende Effekt trat des
Weiteren nur bei Hemmung der GSK-3 mittels Inhibitor auf, nicht jedoch bei siRNA-vermittelter
GSK-3B-Depletion. Diese Tatsache kdonnte darauf zurlickzufiihren sein, dass die Depletion mittels
siRNA (iber einen Zeitraum von 48 Stunden erfolgte, wodurch moglicherweise die Funktion der
GSK-3B durch alternative Signalwege lbernommen wurde, die entsprechend hochreguliert wur-
den. Im Gegensatz dazu erfolgt die Hemmung der GSK-3B mittels Inhibitor direkt, wodurch die

Zelle weniger Zeit hat kompensatorische Signalwege zu verstarken. Die direkte Hemmung der
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GSK-3B und der dadurch entstehende Effekt auf ihre Zielproteine scheint somit ursachlich fir die
Apoptose-supprimierende Wirkung zu sein. Die Anzahl der Zielproteine der GSK-3 ist mit einigen
hunderten sehr grol (Thorne et al., 2014). Darunter scheinen sich jedoch auch Proteine zu befin-
den, die eine Verbindung der GSK-3 zur Permeabilisierung der Mitochondrien herstellen, was im
Apoptose-Kontext interessant erscheint. Bonora et al. beschreiben, dass die GSK-3 Bestandteile
des permeability transition pore complex (PTPC) der Mitochondrien phosphorylieren kann,
wodurch die Permeabilisierung der Mitochondrien und somit die Aktivierung des intrinsischen
Apoptose-Signalwegs beglinstigt wird (Bonora et al., 2014). Die Hemmung der GSK-3 kdnnte so-
mit moglicherweise die Apopotose-Exekution tber den intrinsischen Signalweg inhibieren oder

verlangsamen, was den Zelltod-supprimierenden Effekt erklaren konnte.

Bei den Substanzen mit Wirkung an Estrogen-Rezeptoren handelt es sich um fiinf Agonisten
(Tibolone, Genistein, Estradiol, Estriol und Estron), vier selektive Estrogen-Rezeptor Modulatoren
(SERM) (Raloxifen, Tamoxifen, Toremifen, Clomiphen), die gewebeabhangig agonistisch oder an-
tagonistisch am ER wirken kdénnen, sowie einen ER-Antagonisten (Fulvestrant). SERM, wie bei-
spielsweise Tamoxifen und ER-Antagonisten werden vielfach zur Behandlung von Brustkrebs ein-
gesetzt, da Brustkrebs haufig Estrogen-abhangig proliferiert (Chimento et al., 2014; Jia et al.,,
2015). Obwohl diese Substanzen somit den Behandlungserfolg bei Brustkrebs positiv beeinflussen
kénnen, kann durch ihre Anwendung jedoch das Risiko fiir gynakologische Tumore, wie Cervixkar-
zinome, steigen (Gill et al., 1998; Karimi Zarchi et al., 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
spiegeln diese Wirkung in Zellen des Cervix durch den Apoptose-supprimierenden Effekt in Hela
wider und zeigen die Brisanz der Nebenwirkungen durch diese Substanzen. Die Apoptose-suppri-

mierende Wirkung der Substanzen wird daher im nachfolgenden Kapitel genauer analysiert.

3.2.7 Verifizierung der Rolle des GPER in Cisplatin-induzierter Apoptose

Von den zehn Substanzen, die dem Estrogen-Rezeptor zugeordnet werden konnten, wurden die
flnf mit der starksten supprimierenden Wirkung auf den Cisplatin-induzierten Zelltod in separaten
Versuchen erneut getestet, wobei die supprimierende Wirkung bestatigt wurde (Daten nicht ge-
zeigt). Es handelt sich dabei um Tibolon, ein Estrogen-Rezeptor-Agonist, Raloxifen, Tamoxifen und
Toremifen, die zu den selektiven Estrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) zadhlen, sowie Fulvest-
rant, ein Antagonist des Estrogen-Rezeptors. SERM kénnen gewebespezifisch agonistisch oder an-
tagonistisch am Estrogen-Rezeptor wirken. Daraus ergibt sich zunachst ein uneinheitliches Wir-
kungsmuster der Substanzen (Abbildung 3.34A). Seit ca. 20 Jahren ist jedoch neben den klassi-
schen, nukledren Estrogen-Rezeptoren (ERa und ERPB) auch ein weiterer Estrogen-Rezeptor be-

kannt: Der G-Protein-gekoppelte Estrogen-Rezeptor (GPER) (Barton, 2016). Interessanterweise ist

97



3.2. SCREEN EINER BIOAKTIVEN SUBSTANZ-BIBLIOTHEK ZUR IDENTIFIZIERUNG VON MODULATOREN DER CISPLATIN-INDUZIERTEN APOPTOSE

die Wirkweise der identifizierten Substanzen am GPER Uberwiegend agonistisch (Abbildung
3.34A). Auch unter Berlicksichtigung aller zehn den Estrogen-Rezpetoren zugeordneten Substan-
zen ergibt sich flr die Wirkung am GPER ein einheitlicheres Bild als an den klassischen ER (Abbil-
dung A.11). Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass das dem Zellkulturmedium zugesetzte Se-
rum Estrogene enthalt und auch Phenolrot, der pH-Indikator des Zellkulturmediums, estrogenar-
tig wirkt (Berthois et al., 1986) ergibt sich folgendes Modell zur moglichen Wirkungsweise des
GPER im Kontext Cisplatin-induzierter Apoptose (Abbildung 3.34B): Der durch Estrogen aktivierte
GPER ist an der Cisplatin vermittelten Apoptose beteiligt (Abbildung 3.34B, links). Da die GPER-
Agonisten aus der bioaktiven Substanzbibliothek eine schwachere GPER-Bindungsaffinitat als Est-

rogen aufweisen (Prossnitz & Arterburn, 2015), kommt es durch Bindungskompetition mit Estro-
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Abbildung 3.34: Modell zur Rolle des G-Protein gekoppelten Estrogen-Rezeptors (GPER) in Cisplatin-indu-
zierter Apoptose. A Ubersicht der 5 wirkungsstirksten Substanzen aus der bioaktiven Substanz-Bibliothek
(Tibolone, Raloxifen, Tamoxifen, Toremifen, Fulvestrant, alle z-score Zelltod in Co-Behandlung > 5, Abbil-
dung 3.33), deren biologisches Ziel der Estrogen-Rezeptor ist und ihre jeweilige Wirkungsweise. Fir die
Mehrheit dieser 5 Substanzen ist ebenfalls eine Wirkung am GPER bekannt. B Links: Der aktivierte GPER
vermittelt Cisplatin-induzierte Apoptose. In vitro stammt das Estrogen aus dem im Zellkulturmedium supp-
lementierten FCS. Mitte: Durch schwache Agonisten (identifizierte Substanzen aus der bioaktiven Substanz-
Bibliothek) kommt es zur Bindungskompetition am GPER, wodurch die Cisplatin-induzierte Apoptose abge-
schwacht wird. Rechts: Der spezifische GPER-Antagonist inhibiert den GPER was zur Hemmung Cisplatin-
induzierter Apoptose fihrt. SERM: selektiver Estrogen-Rezeptor Modulator. ER: Estrogen-Rezeptor-a/p.
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gen zu einer schwacheren GPER-Aktivierung, wodurch die Cisplatin-induzierte Apoptose vermin-
dert wird (Abbildung 3.34B, Mitte). Ein spezifischer GPER-Antagonist mit dhnlicher Bindungsaffi-
nitat wie Estrogen misste die Cisplatin-induzierte Apoptose nach diesem Modell deutlich hem-
men (Abbildung 3.34B, rechts). Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde der GPER-Antagonist
G36 verwendet. G36 ist ein spezifischer GPER-Antagonist mit hoher Bindungsaffinitat fir den
GPER, ohne jedoch an den klassischen ERa/B zu wirken (Dennis et al., 2011). HeLa wurden mit G36

entsprechend dem Screen der bioaktiven Substanz-Bibliothek vorinkubiert und anschlieend mit

A B
100 Hela-24h 3000 140 Hela-48 h 4000
elLa - elLa -
teey s, |
. L 2500 120 + 3500
80 »
- 100 - L 3000
X 60 { = — 3 2500 _
= i {lolfe] » = < 80 =
- b T o T
o wss [ 1500 D 8 2000 N
£ 8 = 60 - 4
S 407 N 3 1500
L 1000 0
20 T 1000
i 500
o F 204 M. 500
. Oommm . . E=msl .
G36 - il el G36 - il - enntll
ctrl Cisplatin ctrl Cisplatin
c 100 3500
A549 - 24 h
- 3000
jo *
80 L
** L 2500
_ *
£ 60 1 L 2000 =
- ok ]
51 N
E=  E XX X ]
% 10 J ¢ @ 1500 Y
]
L 1000
ook
20
H - 500
0 o | i | s | i | 0
GI6 - _rnmlll - el
ctrl Cisplatin

Ofrihapopt. Espitapopt. Msehrspitap./nekr. ® Gesamtzellzahl

Abbildung 3.35: Hemmung des GPER reduziert den Cisplatin-induzierten Zelltod in HeLa und A549. Hela
und A549 wurden fir 30 Minuten mit dem spezifischen GPER-Antagonisten G36 (0,1, 1, 10, 25 uM) prain-
kubiert, DMSO (0,2 %) diente als Kontrolle (-). AnschlieBend erfolgte die Behandlung mit Cisplatin (50 uM)
flir 24 (A, C) oder 48 (B) Stunden. Die Gesamtzellzahl und die verschiedenen Zelltodstadien wurden mittels
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst und Pl bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM (Zelltod bzw. Gesamtzellzahl) von 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils 4
Replikaten. Die statistische Signifikanz der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle ohne Antagonisten wurde
mittels Student’s t-Test getestet (*** p < 0,001, ** p < 0,01, * p <0,05).
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Cisplatin zur Apoptose-Induktion behandelt (Abbildung 3.35A, B). Der GPER-Antagonist hemmt
die Cisplatin-induzierte Apoptose konzentrationsabhangig in Hela, sowohl nach 24-stiindiger, wie
auch 48-stiindiger Co-Behandlung. Der antiproliferative Effekt des Cisplatin wird dabei nicht be-
einflusst. Um die Zelltypspezifitat dieses Effekts zu Gberpriifen, wurden auch A549 mit dem GPER-
Antagonisten und Cisplatin co-behandelt, wobei sich die Ergebnisse aus Hela bestéatigten (Abbil-
dung 3.35C). Lediglich in der hochsten getesteten G36-Konzentration scheint der GPER-Antagonist
in A549 bei alleiniger Behandlung geringfligig antiproliferativ zu wirken. Die Cisplatin-induzierte
apoptotische Morphologie wurde durch den GPER-Antagonisten nicht beeinflusst (Abbildung
3.36). Die aufgestellte Hypothese zur pro-apoptotischen Rolle des GPER an Cisplatin-induzierter

Apoptose konnte somit durch diese Ergebnisse bestatigt werden.
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DMSO I 25 uM G36 | | DMSO [ 25 uM G36 |

|| Hoechst " Durchlicht
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Abbildung 3.36: Hemmung des GPER reduziert Cisplatin-induzierte Apoptose. HelLa wurden fiir 30 Minuten
mit dem spezifischen GPER-Antagonisten G36 oder DMSO (0,2 %) pradinkubiert und anschlieBend mit Cispla-
tin (50 uM) fur 24 Stunden behandelt. Dargestellt sind reprdsentative Ausschnitte der fiir die quantitative
Auswertung in Abbildung 3.35 verwendeten Versuche. Mafistab 50 um.

Um zu Uberprifen, ob die Rolle des GPER in der Apoptose Stimulus-spezifisch ist, wurden Hela
neben Cisplatin auch mit Etoposid und Staurosporin, weiteren mechanistisch unterschiedlichen
Apoptose-Stimuli, und dem GPER-Inhibitor behandelt (Abbildung 3.37). Bei Etoposid handelt es
sich um einen Topoisomerase ll-Inhibitor. Die Topoisomerase Il induziert transiente DNA-Doppel-

strangbriiche um superspiralisierte DNA zu entspannen, sowie um die Topologie verknoteter oder
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verketteter DNA-Molekiile wiederherzustellen. Durch Etoposid kommt es jedoch nicht zur Religa-
tion der Strange, weshalb die DNA-Doppelstrangbriiche persistieren, was zur Schadigung der DNA
und Apoptose-Induktion fiihrt (Montecucco et al., 2015). Die Wirkung von Staurosporin beruht
dagegen nicht auf einer direkten Schadigung der DNA, da Staurosporin ein unspezifischer Kinase-
Inhibitor ist. Durch die Hemmung einer Vielzahl von Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen und die
daraus resultierende Storung zelluldrer Signaltransduktionskaskaden, induziert es ebenfalls
Apoptose (Omura et al., 1994). Interessanterweise trat die Apoptose-reduzierende Wirkung durch
Hemmung des GPER nur bei Cisplatin, nicht jedoch bei Etoposid oder Staurosporin auf. Die Versu-
che in A549, sowie die Versuche zur Stimulus-Spezifitdt wurden von Patricia Muschong als Teil

eines Forschungs-Praktikums unter meiner Betreuung durchgefihrt.
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Abbildung 3.37: Die Apoptose-vermittelnde Rolle des GPER ist abhdngig vom Apoptose-Stimulus. Hela
wurden fur 30 Minuten mit dem spezifischen GPER-Antagonisten G36 (10, 25 uM) prdinkubiert, DMSO
(0,2 %) diente als Kontrolle (-). AnschlieBend erfolgte die Behandlung mit Cisplatin (50 uM), Etoposid
(250 uM) oder Staurosporin (0,1 uM) fiir 24 Stunden. Die Gesamtzellzahl und die verschiedenen Zelltodsta-
dien wurden mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst und PI
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (Zelltod bzw. Gesamtzellzahl) von 2 unabhangigen Expe-
rimenten mit jeweils 3 Replikaten. Die statistische Signifikanz der Unterschiede zur Kontrolle wurde mittels
Student’s t-Test getestet (*** p < 0,001, ** p < 0,01).

Da in den Versuchen mit Etoposid oder Staurosporin keine Hemmung der Apoptose-Exekution
durch den GPER-Antagonisten festzustellen war, scheint die pro-apoptotische Rolle des GPER Sti-
mulus-spezifisch fir Cisplatin zu sein. Es stellt sich die Frage, an welcher Stelle dies mechanistisch

geschehen konnte. Bisher ist kein direkter Zusammenhang von Cisplatin und dem GPER etabliert,
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der die Zelltod-reduzierende Wirkung durch Hemmung des GPER erklart. Moglicherweise ist je-
doch die MAP-Kinase ERK ein Schliisselmolekdl, da in Studien, in denen ebenfalls eine pro-apopto-
tische Rolle des GPER festgestellt wurde, der Zusammengang mit der Aktivierung der MAP-Kinase
ERK hergestellt werden konnte. Die Aktivierung von ERK basiert dabei auf einer durch den GPER-
induzierten Transaktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR, epithelial growth factor receptor)
(Prossnitz et al., 2008; Prossnitz & Arterburn, 2015). Von Zhang et al. konnte kirzlich gezeigt wer-
den, dass dies auch in Cervixkarzinomzellen, darunter Hela, zutrifft (Zhang et al., 2015). Der Zu-
sammenhang dieser GPER-vermittelten ERK-Aktivierung mit Cisplatin-induzierter Apoptose ergibt
sich moglicherweise Uber die Tatsache, dass die Aktivierung von ERK durch Cisplatin bekannt ist
und die ERK-Aktivierung dabei eine pro-apoptotische Rolle spielen kann (Wang et al., 2000). Mog-
licherweise kommt es somit nach Cisplatin-Behandlung bei Estrogen-aktiviertem GPER (ber ver-
schiedene Signalwege zur ERK-Aktivierung, was eine starkere Aktivierung der ERK zur Folge haben
kénnte. Bei Hemmung des GPER wiirde dagegen ein Teil dieser ERK-Aktivierung entfallen,
wodurch sich die pro-apoptotische Wirkung moglicherweise abschwachen kénnte. Moglicher-
weise kommt es durch Cisplatin auch zu einer Erhéhung der GPER-Expression, wodurch sich die
pro-apoptotische Wirkung der ERK verstarken kdnnte. Zur genaueren Analyse dieser Zusammen-
hange sollte in weiteren Studien die Aktivierung der ERK und die GPER-Expressionslevel unter-
sucht werden. Da der GPER-Inhibitor als sehr spezifisch gilt, ist ein unspezifischer Effekt unwahr-
scheinlich. Diese Moglichkeit sollte jedoch in weiteren Experimenten mittels siRNA gegen den

GPER ausgeschlossen werden.

Die Identifizierung von Signalwegen, die an Cisplatin-induzierter Apoptose beteiligt sind, ist in
vitro der erste Schritt fir ein besseres Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen. Dies ist
wiederum von groRer Bedeutung fiir die Tumortherapie mit Cisplatin. Je mehr Informationen zu
beteiligten Signalwegen zur Verfligung stehen, umso besser kann eine Therapie an den geneti-
schen Hintergrund eines Patienten angepasst werden. Da die Ergebnisse dieser Arbeit eine Betei-
ligung des GPER an Cisplatin-induzierter Apoptose in vitro nahelegen, stellt sich die Frage, inwie-
fern sich dieser Sachverhalt auf Tumorpatienten lbertragen lasst und der GPER-Expressionslevel
moglicherweise den Behandlungserfolg einer Cisplatin-Therapie beeinflusst. Um dieser Frage
nachzugehen wurden die Expressionslevel des GPER in Cisplatin-behandelten Cervixkarzinompa-
tienten analysiert und mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten korreliert. Ein hoher
GPER-Expressionslevel wiirde im Kontext der in vitro Versuche mit einem besseren Ansprechen
auf die Cisplatin-Therapie einhergehen, was sich in einer héheren Uberlebenswahrscheinlichkeit
widerspiegeln kdnnte. Die Daten zur GPER-Expression und zum Uberleben der Patienten wurde

aus der Datenbank The Cancer Genome Atlas (TCGA) bezogen. Die Analyse der Daten wurde von
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Victor Gourain (Institut fir Toxikologie und Genetik, KIT) durchgefiihrt. Von allen Cervixkarzinom-
Patienten, die eine Cisplatin-Therapie durchlaufen hatten, waren fiir 31 Patienten Uberlebensin-
formationen verfligbar. Die zugehorige GPER-Expression, die auf mRNA-Sequenzierung von Tum-
orgewebe beruht, ist in Abbildung 3.38A dargestellt. Patienten, die neben Cisplatin auch eine Be-

strahlungstherapie erhalten hatten, wurden von der Analyse ausgeschlossen. Um Unterschiede in
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Abbildung 3.38: Hohe GPER-Expressionslevel korrelieren positiv mit einer hdheren 5-Jahres Uberlebens-
wahrscheinlichkeit bei Cervixkarzinom nach Cisplatin-Therapie. Die Analyse wurde mit Patientendaten aus
der Datenbank The Cancer Genome Atlas (TCGA) durchgefiihrt (Auswahlkriterien: Krebsart: cervical squa-
mous cell carcinoma (CESC); Behandlung: Cisplatin, kombinierte Bestrahlungstherapie ausgeschlossen;
Uberlebensinformation des Patienten verfiigbar), n=31. A Darstellung der relativen GPER-Expressionslevel
der Cervixkarzinompatienten, bestimmt aus mRNA-Sequenzierung von Tumorgewebe. B Anhand der GPER-
Expressionslevel wurde der Patientenpool in niedrige bzw. hohe GPER-Expression unterteilt unter Verwen-
dung verschiedener Schwellenwerte (25 - 200, 25er Schritte). Die Verteilung der Patienten auf die beiden
Gruppen ist fur jeden Schwellenwert in hellgrau bzw. weiR dargestellt. Fir jeden Schwellenwert wurde die
Differenz der 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit beider Gruppen (Gruppe hohe GPER-Expres-
sion - Gruppe niedrige GPER-Expression) nach Kaplan-Meier berechnet (dunkelgraue Balken).
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der Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen Patienten mit hoher und niedriger GPER-Expression
zu analysieren, wurde der Patientenpool anhand verschiedener Schwellenwerte der GPER-Expres-
sion in hohe und niedrige GPER-Expression eingeteilt. Fiir beide Gruppen wurde anschlieBend die
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958) berechnet und die Dif-
ferenz der 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit gebildet (Abbildung 3.38B). Dabei ist die 5-Jah-
res-Uberlebenswahrscheinlichkeit umso hoher, je héher auch der Schwellenwert der GPER-Ex-
pression ist. Dies kdnnte bedeuten, dass bei Patienten mit hoher GPER-Expression die Cisplatin-
Therapie erfolgreicher ist, da der GPER analog zum in vitro-Modell an der Cisplatin-induzierten
Apoptose der Krebszellen beteiligt ist bzw. sie begiinstigt (Abbildung 3.39). Die Ergebnisse dieser
Analyse unterstltzen somit die vorausgegangenen in vitro Studien zur Rolle des GPER in Cisplatin-
induzierter Apoptose und legen eine klinische Relevanz des GPER bei der chemotherapeutischen

Behandlung von Cervixkarzinomen mit Cisplatin nahe.
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Abbildung 3.39: Mogliche Rolle des GPER in Cisplatin-induzierter Apoptose bei Cervixkarzinom. Cervixkar-
zinompatienten mit hohem GPER-Expressionslevel haben eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit, da die
Cisplatin-Therapie aufgrund der pro-apoptotischen Wirkung des GPER effektiver ist, verglichen mit Patien-
ten mit niedrigem GPER-Expressionslevel.
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Die Studienlage zur Bedeutung des GPER in verschiedenen Tumorarten ist bisher uneinheitlich
und im Kontext einer Chemotherapie mit Cisplatin wenig erforscht. In einer Studie konnte kiirzlich
eine begiinstigende Rolle der GPER-Expression fiir die Rezidiv-freie 2-Jahres-Uberlebensrate in Pa-
tienten mit Ovarialkarzinom beschrieben werden, die ebenfalls eine Chemotherapie mit Platin-
verbindungen erhalten hatten (Ignatov et al., 2013). Die Autoren der Studie stellten des Weiteren
eine Abnahme der GPER-Expression mit zunehmender Tumorprogression fest, was eine Tumor-
supprimierende Wirkung des GPER nahelegt und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit steht. Auch weitere Studien untersuchten einen Zusammenhang der GPER-
Expression mit der Tumorprogression: Dabei konnte eine niedrige GPER-Expression in Brustkrebs-
gewebe, verglichen mit entsprechendem nicht-malignen Gewebe des Patienten, mit dem Auftre-
ten von Metastasen assoziiert werden (Poola et al., 2008). Dabei wurde auch der Status des haufig
in Brustkrebs stark exprimierten klassischen ERa beriicksichtigt, jedoch kein Unterschied zwischen
ERa-positiven und -negativen Proben gefunden. Wei et al. beobachteten ebenfalls in einer in vivo-
Studie mit Xenografts GPER-positiver Brustkrebszellen, die vor der Implantation mit einem GPER-
Agonisten stimuliert wurden, eine Hemmung der Tumorproliferation gegeniber der nicht-stimu-
lierten Kontrolle (Wei et al., 2014). Neben diesen Studien, die auf verschiedene Weise eine Tumor-
supprimierende Rolle des GPER nahelegen, existieren auch gegenteilige Studien, die eine
schlechte Prognose in Abhangigkeit der GPER-Expression aufzeigen: In ER-positiven Brusttumo-
ren, die haufig mit Tamoxifen behandelt werden, konnte eine Beteiligung des GPER an der Ent-
wicklung einer Tamoxifen-Resistenz festgestellt werden. Dies wurde auf die Tatsache zurlickge-
fihrt, dass Tamoxifen an den klassischen ERs antagonistisch wirkt, am GPER jedoch eine agonisti-
sche Wirkung hat (Chimento et al., 2014; Luo et al., 2014). Neben Brustkrebs konnte auch in wei-
teren Tumorarten eine hohe GPER-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert werden,
darunter Ovarial-, Lungen- und Pankreaskrebs, sowie Tumore des Endometriums (Filardo et al.,
2006; Glass et al., 2011; Petrie et al., 2013; Rao Jala et al., 2012; Smith et al., 2009, 2007).

Die Rolle des GPER in der Tumorentstehung und -progression scheint somit von weiteren Fak-
toren abhangig zu sein. Dazu kénnte der Expressionslevel der klassischen Estrogen-Rezeptoren
ERa und ERP beitragen. Generell gilt der GPER als Mediator schneller, nicht-genomischer Estro-
gen-Effekte, wohingegen die klassischen ERs als nukledre Rezeptoren als Transkriptionsfaktoren
agieren. Dabei konnen GPER und ERs sowohl unabhangig voneinander agieren, wie auch synergis-
tisch oder antagonistisch (Filardo & Thomas, 2012; Prossnitz & Arterburn, 2015). Die relative Ak-
tivitdat des GPER in Bezug auf die klassischen ER kdnnte moglicherweise fiir die beobachteten Un-
terschiede der verschiedenen Studien ursachlich sein. Individuelle Unterschiede der Estrogenlevel

in Serum und Gewebe stellen einen weiteren Faktor dar, der die beobachteten Unterschiede der
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Rolle des GPER begriinden kann, zumal bekannt ist, dass Estrogenlevel in Geweben deutlich hher
sein kénnen als im Serum (Prossnitz & Arterburn, 2015). Auch wenn die Studienlage zur klinischen
Relevanz des GPER in der Entstehung, Progression und Therapie verschiedener Tumore somit bis-
her komplex ist, zeigt dies jedoch deutlich, dass der GPER unter bestimmten Bedingungen eine
prognostisch positive oder negative Rolle spielen kann, die bei der Tumortherapie nicht vernach-
lassigt und in zukiinftigen Studien adressiert werden sollte. Die klinische Relevanz dieses Rezep-
tors verdeutlicht insbesondere die Tatsache, dass viele Substanzen, die als Anti-Estrogene einge-
setzt werden, agonistisch am GPER wirken (Prossnitz & Barton, 2009). Da die Ergebnisse dieser
Arbeit eine pro-apoptotische Rolle des GPER an Cisplatin-vermittelter Apoptose nahelegen, sollte
dieser Sachverhalt in weiteren Studien mit klinischen Daten und Tumorgewebe untersucht wer-

den um die gewonnenen Erkenntnisse in der Tumortherapie anwenden zu kénnen.
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4 ABSCHLIESSENDE DISKUSSION

Apoptose stellt einen fundamentalen Prozess multizellularer Organismen dar, da sie die kontrol-
lierte Degradierung und Eliminierung von Zellen erméglicht. Ohne diesen effektiven Zelltodme-
chanismus ist paradoxer Weise kein Leben moglich, da Apoptose der Gegenspieler der Zellprolife-
ration ist. Schatzungen gehen davon aus, dass der tagliche Zellumsatz in einem erwachsenen
menschlichen Korper etwa 10 Milliarden Zellen betragt, die durch Apoptose sterben und durch
neu entstandene Zellen kompensiert werden um die Gewebehomeostase aufrecht zu erhalten
(Elmore, 2007; Renehan et al., 2001). Insbesondere die Eliminierung gealterter und geschadigter
Zellen, die beispielsweise irreparable DNA-Schaden aufweisen, ist von groRer Bedeutung. Werden
solche Zellen nicht eliminiert, konnen sich DNA-Schiaden manifestieren. Resultierende Mutationen
konnen wiederum die Entartung der Zelle zur Folge haben und stellen damit den ersten Schritt
der Kanzerogenese dar. Aber nicht nur im adulten Organismus ist Apoptose essentiell, auch be-
reits wahrend der Embryonalentwicklung tragt Apoptose zur Formung von Organen und Geweben
bei, wie beispielsweise die Separation der Finger durch Apoptose der Zellen im Interdigitalraum
(Suzanne & Steller, 2013). Apoptose ist somit ein Prozess, der wahrend der gesamten Lebensdauer
eines multizelluldren Organismus von grofRer Bedeutung ist. Eine Storung oder Dysfunktion in der
Regulation der Apoptose ist daher daulRerst schadlich und hat pathophysiologische Konsequenzen.
Krebszellen entwickeln durch Mutationen haufig Mechanismen, womit sie die normale Apoptose-
Regulation umgehen kénnen und die dadurch zum unkontrollierten Wachstum der Zellen beitra-
gen. Um diese Zellen lber Apoptose eliminieren zu kdnnen, missen zur Tumortherapie Substan-
zen eingesetzt werden, die beispielsweise stark gentoxisch wirken, wie Cisplatin. Durch die mas-
sive Schadigung der DNA und die dariiber ausgeldste DNA-Schadensantwort fiihrt Cisplatin zur
Apoptose. Der Einsatz von Cisplatin wird jedoch stark limitiert durch Nebenwirkungen, sowie die
Entstehung von Resistenzen. Ein moglichst detailliertes Verstandnis der molekularen Mechanis-
men, die zur Apoptose-Initiation und Exekution beitragen, ist daher von groBer Bedeutung fiir die

Optimierung und Weiterentwicklung der Tumortherapie.
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4.1 Die Charakterisierung der Cisplatin-induzierten Apoptose auf Einzel-

zellebene zeigt die Heterogenitat zellularer Reaktionen

Ein bedeutender Unterschied, der Apoptose von anderen Zelltodformen unterscheidet, ist die
apoptotische Morphologie der Apoptose-Exekution. Erst dadurch ist es moglich, eine Zelle von
innen heraus abzubauen, ohne dass es dabei zur Freisetzung des zelluldren Inhalts in das umlie-
gende Gewebe kommt, was durch eine Entziindungsreaktion zur Gewebeschadigung fiihren
wirde. Interessanterweise konnten in zeitkinetischen Untersuchungen dieser Arbeit Unter-
schiede in der Auspragung der apoptotischen Morphologie beobachtet werden: Ein Teil der Zellen
wies alle morphologischen Stadien der Apoptose-Exekution auf, vom Abrunden der Zelle liber
Membran Blebbing, Zellkernkondensation und Volumenreduktion der Zelle, bis hin zur Fragmen-
tierung des Zellkerns und dem Auflosen der Zelle in Apoptotic Bodies. Andere apoptotische Zellen
zeigten hingegen keine Kernfragmentierung und Bildung von Apoptotic Bodies (Kapitel 3.1.7).
Dass die Apoptose-Exekution eine Heterogenitat aufweist, wurde auch an weiteren analysierten
Endpunkten deutlich. Zum einen an der unterschiedlichen Dynamik im Verlust des mitochondriel-
len Membranpotenzials (Kapitel 3.1.5 und 3.1.6) und zum anderen an den Unterschieden in der
zeitlichen Dauer der Exekutionsphase einer Zelllinie, die Gber die Zeitspanne zwischen Auftreten
der Kernkondensation und dem Verlust der Plasmamembranintegritat in Kapitel 3.1.3 bestimmt
wurde. Derartige Unterschiede innerhalb einer Gesamtzellpopulation kénnen sich in zellindividu-
ellen Faktoren begriinden, wie beispielsweise dem zelluldren Proteom oder Genom. Andererseits
kénnten auch von aulRen kommende Faktoren hierzu zusatzlich einen Beitrag leisten. Dies legen
die Beobachtung der Interaktion apoptotischer Zellen in Kapitel 3.1.8 nahe. Die heterogene Reak-
tion einer Zellpopulation auf einen Apoptose-Stimulus kdnnte in vivo unter physiologischen Be-
dingungen den Vorteil haben, dass die geordnete Aufnahme apoptotischer Zellreste durch Pha-
gozyten sichergestellt ist und die Apoptoserate nicht die Phagozytoserate Uiberschreitet. Dennoch
ist gerade diese Heterogenitat im Kontext einer Tumortherapie fatal, da der Erfolg der Therapie
und somit das Uberleben des Patienten davon abhingt, dass alle Tumorzellen eliminiert werden.
Kommt es dabei durch zellindividuelle Unterschiede in der Reaktion auf den chemotherapeuti-
schen apoptotischen Stimulus zum Uberleben einzelner Tumorzellen, ist die Tumortherapie lang-
fristig nicht erfolgreich und es kommt zum Rezidiv. In der Tumortherapie kommt erschwerend
hinzu, dass Tumore haufig eine genetische Heterogenitat innerhalb des Tumors entwickeln, die
ursachlich fir ein unterschiedliches Ansprechen der Krebszellen auf die Therapie sein kann. Es
stellt sich jedoch die Frage, wie es auch in genetisch eng verwandten Zellpopulationen, wie z.B. in
den in dieser Arbeit verwendeten Krebszelllinien HeLa und A549, die schlussendlich aus einer oder

einer kleinen Anzahl von Zellen hervorgegangen sind, zur Heterogenitat in der Apoptose-Exeku-

108



4. ABSCHLIESSENDE DISKUSSION

tion kommen kann. In einer Studie von Spencer et al. konnte festgestellt werden, dass die Zeit-
spanne zwischen einem apoptotischen Stimulus und dem Eintreten der Apoptose-Exekution in
Schwesterzellen stark korreliert, die Korrelationsstarke jedoch mit zunehmender Zeit nach der
Zellteilung abfallt. Auch wenn die genetische Information von Mutter- auf Tochterzelle vererbt
wird, wurden in dieser Studie Unterschiede in der Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine
fir die schnell auftretende Divergenz in der Reaktion eng verwandter Zellen festgestellt (Spencer
et al., 2009). Interessanterweise konnte in einer weiteren Studie kirzlich beobachtet werden, dass
nicht nur das Erreichen eines Proteinlevels fiir dessen pro-apoptotische Wirkung entscheidend ist,
sondern auch wann dieser Level im zeitlichen Verlauf nach dem Apoptose-Stimulus erreicht wird
(Paek et al., 2016). Am Beispiel der Cisplatin-induzierten Stabilisierung von p53 konnten die Auto-
ren der Studie zeigen, dass eine schnelle p53-Akkumulation nach Cisplatin-Behandlung bereits bei
einem niedrigeren p53-Level ausreichend war um die Apoptose-Exekution einzuleiten. Wurde
derselbe Level an p53 dagegen erst im spateren Verlauf der Behandlung erreicht, war er nicht
mehr ausreichend fiir eine pro-apoptotische Wirkung und es bedurfte eines hoheren p53-Levels
um Apoptose auszuldsen. Die Dynamik dieses pro-apoptotischen p53-Levels konnten Paek et al.
auf den Anstieg der Expression anti-apoptotischer Proteine durch Cisplatin im zeitlichen Verlauf
zurlickfiihren, die damit der pro-apoptotischen Wirkung des p53 entgegenwirken und die Erho-
hung des p53-Schwellenwerts erklaren.

Diese Studien zeigen, wie wichtig die Analyse von Zellpopulationen auf Einzelzellebene ist um
heterogene Zellreaktionen zu erfassen. Im nachsten Schritt kann daraus abgeleitet werden, wel-
che Aspekte der Heterogenitat biologisch oder klinisch relevante Informationen enthalten, um die
zugrunde liegenden Mechanismen zu entschlisseln (Singh et al., 2010). Ein GroRteil des existie-
renden Wissens Uber die molekularen Zusammenhange, die einer zelluldren Reaktion, wie bei-
spielsweise der Apoptose, zugrunde liegen, basiert jedoch auf Zellpopulations-mittelnden Techni-
ken. Auch wenn ein Populations-Mittelwert den GroBteil einer Zellpopulation reprasentiert, kon-
nen dabei jedoch Unterschiede in der Reaktion von Subpopulationen maskiert und dadurch
Schlussfolgerungen verfalscht werden (Altschuler & Wu, 2010; Snijder & Pelkmans, 2011). Die
Analyse dieser Heterogenitat zelluldrer Reaktionen riickt daher immer starker in den Fokus der
Forschung. Sie wird jedoch erst durch die Entwicklung von Methoden ermdglicht, die die Analyse
einer Gesamtzellpopulation auf Einzelzellebene im zeitlichen Verlauf realisieren (Mattiazzi Usaj et
al., 2016). Die in der vorliegenden Arbeit etablierten und angewandten fluoreszenzmikroskopi-
schen Methoden sind ein wichtiger Schritt um in zukiinftigen Studien die zelluldre Heterogenitat

im Kontext der Apoptose tiefergehend zu untersuchen.
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4.2 Der Screen einer bioaktiven Substanzbibliothek identifiziert Modula-

toren der Cisplatin-induzierten Apoptose

Uber den Screen einer bioaktiven Substanz-Bibliothek wurde in dieser Arbeit ein unvoreinge-
nommener Ansatz gewdhlt um Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose zu identifizieren.
Apoptose kann in eine Initiations- und eine Exekutionsphase eingeteilt werden. Die apoptotische
Exekutionsphase ist von grofRer Bedeutung, da sie den proteolytischen Abbau einer Zelle bewerk-
stelligt und mit der charakteristischen apoptotischen Morphologie einhergeht. Die Regulation der
apoptotischen Morphologie der Exekutionsphase ist bisher nicht umfassend geklart. Sie ist jedoch
sehr wichtig um die Integritat der Plasmamembran bis zur Phagozytose apoptotischer Zellen auf-
rechtzuerhalten. Eine Modulation der apoptotischen Exekution, in Form einer veranderten Mor-
phologie oder dem vorzeitigen Verlust der Plasmamembranintegritdt, wurde durch Substanzen
hervorgerufen, die mit der zellularen Kalium- und Calciumionenhomeostase interagieren (Kapitel
3.2.2). Der Verlust von Kaliumionen scheint eine wichtige Rolle im Prozess der apoptotischen Vo-
lumenreduktion zu spielen und wird fiir die Aktivierung von Caspasen benétigt (Bortner &
Cidlowski, 2007; Cain et al., 2001). Dabei stellt sich die Frage, ob der Kalium-Efflux Ausldser oder
Konsequenz der Apoptose-Exekution ist. In zellfreien Studien waren niedrige Kaliumkonzentratio-
nen nicht ausreichend um Caspase-3-dhnliche Enzyme zu aktivieren. Physiologische Kaliumkon-
zentrationen konnten dagegen die DNA-Kondensation und Fragmentierung von Zellkernen hem-
men, die mit dem Uberstand permeabilisierter Mitochondrien inkubiert wurden (Yu, 2003). Auch
eine Kalium-Depletion durch hypotonische Bedingungen alleine reichte nicht aus, um Apoptose in
Zellen auszul6sen. In Gegenwart eines Apoptose-Stimulus verstarkten hypotonische Bedingungen
jedoch die Apoptose (Bortner et al., 1997). Diese Untersuchungen legen zwar eine Notwendigkeit
des Kalium-Effluxes zur Apoptose-Exekution nahe, der aber in Einklang mit weiteren apoptoti-
schen Signalwegen zu stehen scheint. Im Zusammenspiel mit der apoptotischen Veranderung der
Kaliumkonzentration kénnte auch die intrazellulare Mobilisierung von Calciumionen eine wichtige
Rolle spielen. Der intrazelluldre Anstieg von Calcium scheint nach der Kalium-Efflux-vermittelten
Volumenabnahme in apoptotischen Zellen zu erfolgen und wird bei Hemmung des apoptotischen
Abfalls der intrazellularen Kaliumkonzentration ebenfalls gehemmt (Ajiro et al., 2008; Dezaki et
al., 2012). Da der Anstieg der Calciumkonzentration die Aktivierung Calcium-abhéngiger Nuklea-
sen und Proteasen, wie Calpainen, zur Folge hat, tragt er dartiber verstarkend zum apoptotischen
Abbau bei (Dezaki et al., 2012; Pinton et al., 2008). Calpaine scheinen zudem pro-apoptotische
Signalwege zu verstarken, indem sie Bcl-2-Proteine spalten, wie beispielsweise Bid, und dadurch
zur Permeabilisierung der Mitochondrien beitragen kdnnen (Hajndczky et al., 2003). Auch wenn

die genauen Mechanismen noch nicht entschliisselt sind, scheint die gezielte Veranderung der
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lonenhomeostase ein wichtiger Bestandteil der apoptotischen Maschinerie zu sein, was durch die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt wurde.

Die Initiationsphase der Apoptose stellt eine lag-Phase dar, in der sich entscheidet, ob es zur
Apoptose-Exekution kommt oder die Zelle tiberlebt. Entscheidend ist dabei die Summe pro- und
anti-apoptotischer Signalwege, die als Antwort auf einen apoptotischen Stimulus wie Cisplatin im
Rahmen einer zelluldren Stressreaktion ausgeldst werden. Die Identifizierung von Signalwegen,
die die apoptotische Initiationsphase beeinflussen kénnen, ist von groRer klinischer Relevanz, da
ihre Modulation entscheidend zum Erfolg einer Tumortherapie mit Cisplatin beitragen kann. Dar-
Gber hinaus kdnnen Mutationen in Krebszellen, die eine veranderte Aktivitat dieser Signalwege
bewirken, pradiktiv flr ein gutes bzw. schlechtes Ansprechen auf eine Cisplatin-Therapie sein. Die
in dieser Arbeit verwendete Substanz-Bibliothek enthdlt neben bioaktiven Substanzen auch FDA-
zugelassene Medikamente. Somit war auch die Interaktion von Arzneimitteln, sowie weiteren Zy-
tostatika mit der Cisplatin-induzieren Apoptose von Interesse. Kombinations-Therapien sind in der
Tumortherapie weit verbreitet um die Effizienz zu erhéhen, Nebenwirkungen zu minimieren und
einer Resistenzbildung entgegenzuwirken. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen insbesondere die
Kombination von Cisplatin mit Bortezomib, einem Proteasom-Inhibitor, nahe. Diese Kombination
zeigte eine synergistische Wirkung, die in Einklang mit anderen Studien steht (Kapitel 3.2.4). Des
Weiteren liel der Vergleich der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien erkennen, dass der Kom-
binationseffekt von Cisplatin mit einem weiteren Zytostatikum stark von der Zelllinie abhangig
sein kann. Ebenso konnte neben einer gesteigerten Zytotoxizitat auch eine Verminderung der zy-
totoxischen Wirkung von Cisplatin durch Co-Behandlung mit einem weiteren Zytostatikum beo-
bachtet werden. Nicht nur die eingesetzte Konzentration des jeweiligen Zytostatikums mit Cispla-
tin kann ursachlich fiir die unterschiedlichen Kombinationseffekte sein, sondern auch die Reihen-
folge der Verabreichung, wie die teilweise kontrdren Ergebnisse von Studien zeigen (Crul et al.,
2002). In in vitro-Studien mit Cisplatin und weiteren Zytostatika konnte dabei auch beobachtet
werden, dass die gleiche Wirkstoffkombination bereits in einer Zelllinie in Abhangigkeit ihrer Ver-
abreichungsreihenfolge synergistische, additive oder sogar antagonistische Effekte hervorrufen
kann. Auch wenn die molekularen Wirkungen der Einzelsubstanzen bekannt sind, scheinen die
genauen Ursachen bisher ungeklart, die fiir eine antagonistische oder synergistische Wirkung ei-
ner Kombinationstherapie von Cisplatin mit Zytostatika wie Antimetaboliten, Tubulin- und To-
poisomerase-Inhibitoren, verantwortlich sind. Eine Beeinflussung der Bildung oder Reparatur Cis-
platin-induzierter DNA-Addukte konnte jedoch als Ursache beobachtet werden (Crul et al., 2002).

Da sich die Wirkung einer Kombinationstherapie somit schwer abschatzen lasst, ist es umso wich-
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tiger Wirkstoffkombinationen hinsichtlich Konzentration und Verabreichungsreihenfolge im Vor-
feld mittels in vitro-Hochdurchsatzverfahren zu testen um aussichtsreiche Kombinationen fir die
Tumortherapie identifizieren zu kénnen.

Neben der Kombination von Medikamenten, die bereits als Zytostatika in der Tumortherapie
eingesetzt werden, stellt auch der Ansatz des drug repositionings eine vielversprechende Strategie
in der Entwicklung neuer Tumortherapien dar. Dabei werden Medikamente auf einen Einsatz in
neuen therapeutischen Anwendungsgebieten Gberprift, fiir die sie urspriinglich nicht entwickelt
wurden (Strittmatter, 2014). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten eine Verstarkung
der Cisplatin-induzierten Apoptose durch Kombination mit den Medikamenten Artesunat, einem
Medikament zur Malaria-Therapie, und Loperamid, einem Antidiarrhoikum, zeigen (Kapitel 3.2.3
bzw. 3.2.5). Da Loperamid bereits zur Linderung von Nebenwirkungen einer Chemotherapie be-
gleitend zur Tumortherapie eingesetzt wird, kdnnte die Kombination mit Cisplatin eine Steigerung
der Therapieeffizienz bei gleichzeitiger Verminderung der Nebenwirkungen darstellen. Der grof3e
Vorteil des drug repositionings zur Entwicklung neuer Therapiestrategien liegt in den bereits vor-
handenen Informationen zu Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und Toxizitat der Medikamente,
weshalb die Kosten fiir klinische Studien deutlich reduziert werden kénnen. Die finanziellen und
zeitlichen Einsparung konnen dabei enorm sein angesichts der Tatsache, dass die Entwicklung ei-
nes komplett neuen Wirkstoffs bis zur Markteinflihrung als Medikament durchschnittlich 13 Jahre
dauert und etwa 1,8 Milliarden USS kostet (Gupta et al., 2013). Aber nicht nur die Identifizierung
positiver Arzneimittel-Interaktionen ist von groBer klinischer Bedeutung, sondern auch die Aufde-
ckung moglicher negativer Interferenzen von Medikamenten. Insbesondere Krebspatienten sind
einer erhohten Wahrscheinlichkeit von Arzneimittel-Interaktionen ausgesetzt, da sie haufig neben
den Zytostatika weitere Medikamente zur begleitenden Behandlung von Nebenwirkungen der
Chemotherapie erhalten. Dariber hinaus kann aufgrund altersbedingter Begleiterkrankungen die
Einnahme zusatzlicher Medikamente erfolgen. Dadurch kann es schwierig sein zu erkennen, ob
ein schlechtes Ansprechen auf eine Tumortherapie auf genetische Ursachen des Tumors selbst
oder mogliche Arzneimittel-Interaktionen zuriickzufiihren ist. In der vorliegenden Arbeit konnte
eine negative Interaktion mit der Cisplatin-induzierten Apoptose durch die Medikamente Aspirin,
Fluoxetin, Paroxetin und Promethazin festgestellt werden, die eine hohe Wahrscheinlichkeit einer
Co-Medikation mit Cisplatin in der Klinik aufweisen (Kapitel 3.2.5). In vitro-Screening-Verfahren
sind somit ein wichtiges Tool zur Identifizierung von Wirkstoff-Kombinationen fiir die Effizienzstei-
gerung der Tumortherapie. Ebenso kénnen damit gleichzeitig mogliche negative Arzneimittel-In-

terferenzen erkannt werden, die zu einer Verschlechterung der Tumortherapie fiihren kdnnen.
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Versuche im Zellkultursystem stellen dabei einen wichtigen Schritt dar, um die dariber identifi-

zierten Effekte anschliellend gezielt in vivo auf systemischer Ebene Gberpriifen zu kénnen.

Um neben der Apoptose-modulatorischen Wirkung einzelner Medikamente auch zellulare Sig-
nalwege zu identifizieren, die die apoptotische Initiationsphase beeinflussen kénnen, wurde eine
funktionelle Gruppierung der Substanzen mit den starksten Effekten auf die Cisplatin-induzierte
Apoptose vorgenommen (Kapitel 3.2.3). Eine grofRe funktionelle Klasse stellten dabei GPCR-Ligan-
den dar, die sich in beiden Zelllinien sowohl unter den Suppressoren, wie auch Sensibilisatoren
befanden. Da GPCRs mit tiber 800 Rezeptoren die bei weitem groflte Familie von Zelloberflachen-
molekilen sind (Gutkind & Dorsam, 2007), ist ihre starke Prasenz nicht verwunderlich. Die Tatsa-
che, dass GPCRs die Zielstruktur von 50-60 % der sich gegenwartig auf dem Markt befindenden
Medikamente darstellen (Gutkind & Dorsam, 2007), verdeutlicht ihren starken Einfluss auf zellu-
lare Prozesse und die Relevanz hinsichtlich moglicher klinisch relevanter Wechselwirkungen mit
Cisplatin. Eine funktionelle Anreicherungsanalyse ergab, dass unter den GPCR-Liganden mit einem
supprimierenden Effekt auf die Cisplatin-induzierte Apoptose, vor allem in der Lungenkarzinom-
zelllinie A549 Antagonisten des Dopamin-Rezeptors stark vertreten waren (Kapitel 3.2.6). Eine sich
daraus in vitro ableitende pro-apoptotische Rolle des Dopamin-Rezeptors in Cisplatin-induzierter
Apoptose kdnnte auch in vivo bei der Therapie von Lungenkarzinomen von Bedeutung sein, da
verschiedene Studien geringe Expressionslevel des Dopamin-Rezeptors in Lungentumoren fanden
(Basu & Dasgupta, 2000; Hoeppner et al., 2015; Sheikhpour et al., 2013). Weiterfiihrende Experi-
mente dieser Arbeit konnten auch eine pro-apoptotische Rolle des G-Protein-gekoppelten Estro-
gen-Rezeptors in der Cisplatin-induzierten Apoptose nahelegen (Kapitel 3.2.7). Auch dieser Rezep-
tor kdnnte klinisch relevant fir die Tumortherapie mit Cisplatin sein, da die Analyse von Patien-
tendaten hohe GPER-Expressionslevel im Rahmen einer Chemotherapie mit Cisplatin als prognos-
tisch giinstig fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit identifizierte (Kapitel 3.2.7). Aufgrund der kli-
nischen Relevanz sollten daher in zukiinftigen Studien die zugrunde liegenden molekularen Me-
chanismen tiefergehend untersucht werden, um die gewonnenen Erkenntnisse fiir die Tumorthe-

rapie nutzen zu kénnen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass an der Regulation der Apoptose
verschiedenste zellulare Mechanismen beteiligt sind, die in der apoptotischen Initiations- oder
Exekutionsphase ansetzen kdnnen. Dabei konnten Mechanismen identifiziert werden, die sich in
das bestehende Wissen zur apoptotischen Regulation einfliigen und es dariber hinaus erweitern
konnen. Insbesondere die identifizierte pro-apoptotische Rolle des Dopamin-Rezeptors und des
GPER bediirfen weiterfiihrender Analysen um nicht nur die molekularen Zusammenhange ihrer

Wirkung, sondern auch die klinische Relevanz im Kontext einer Cisplatin-Therapie aufzuklaren.
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Ferner wird die klinische Relevanz Apoptose-modulatorischer Wirkungen von Medikamenten
deutlich. Deren Identifizierung kann zur Optimierung der Tumortherapie beitragen, indem nega-
tive Interferenzen von Arzneimitteln vermieden, sowie positive Interferenzen gezielt fiir die Wei-
terentwicklung der Tumortherapie genutzt werden kdnnen. Eine weitere wichtige Erkenntnis die-
ser Arbeit ist die Heterogenitat zellularer Reaktionen innerhalb einer Gesamtzellpopulation, die
erst durch die Einzelzellanalyse sichtbar wird. Die Weiterentwicklung von Methoden und bioinfor-
matischen Ansatzen fir die Analyse von Zellpopulationen auf Einzelzellebene ist daher fiir zukinf-
tige Studien von groRRer Bedeutung. Nur dariiber kénnen die molekularen Mechanismen ent-
schliisselt werden, die der Reaktion einer Gesamtzellpopulation auf zytotoxische Stimuli zugrunde

liegen.
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A.1 Material und Methoden

Tabelle A.1: Zelldichte und Inkubationsvolumina in den verschiedenen ZellkulturgefiBen (WB: Western

Blot, FM: Fluoreszenzmikroskopie)

KulturgefaR Fliche (cm?) Zellzahl Volumen (ul)
24-Well (WB) 1,9 60000 600
96-Well (FM) 0,32 8000 120
Tabelle A.2: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe
Fluoreszenzfarbstoff Anregung Emission Konzentration
DAPI 358 nm 461 nm 600 nM
Hoechst 350 nm 450 nm 0,15 pg/ml
PI 536 nm 617 nm 0,25 pg/ml
TMRE 540 nm 595 nm 30 nM

Tabelle A.3: Verwendete Antikorper (IF: Immunfluoreszenz, WB: Western Blot)

Antikorper Epitop Hersteller Herkunft Verdlinnung
primare Antikorper

y-H2AX (JBW301) Ser139  Merck Millipore mouse monoclonal 1:500
PARP-1 (H-250) Santa Cruz rabbit polyclonal 1:1000
PCNA (PC-10) - Santa Cruz mouse monoclonal 1:2000
sekundare Antikorper

anti-mouse Alexa Fluor 488 (IF) Biomol goat oligoclonal 1:1000
anti-mouse IRDye-700 (WB) Biomol 1:5000
anti-rabbit IRDye800 (WB) Biomol 1:2000
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A.1 MATERIAL UND METHODEN

Tabelle A.4: Zusammensetzung des 2x Laemmli Puffers fiir die Zelllyse

2x Laemmli Puffer

1 M Tris pH 6,8 12,5 ml
Glycerin 20 ml
H20 47,5 ml
20 % SDS 20 ml
Bromphenolblau 25mg
B-Mercaptoethanol 10%

Tabelle A.5: Zusammensetzung des Sammelgels

Sammelgel (5 %)

Acrylamid (Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1) 5%

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

Tabelle A.6: Zusammensetzung des Trenngels

Trenngel (10 %)

Acrylamid (Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1) 10%

Tris-HCl pH 8,8 375 mM
SDS 0,1%
TEMED 0,01 %
APS 0,1%

Tabelle A.7: Zusammensetzung des Laufpuffers

Laufpuffer

Tris 25mM
Glycin 1,2 mM
SDS 0,1%
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Tabelle A.8: Zusammensetzung des Blotpuffers

Blotpuffer

Tris-BASE 25 mM
Glycin 200 mM
Methanol 10%

Tabelle A.9: Zusammensetzung von TBS

TBS

Tris-HCl 20 mM
NaCl 150 mM
pH 7,4

Tabelle A.10: Zusammensetzung von TBS-T

TBS-T
TBS 99,9 % (v/v)
Tween-20 ® 0,1 % (v/v)
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A.2 CHARAKTERISIERUNG DES CISPLATIN-INDUZIERTEN ZELLTODS IN HUMANEN KREBSZELLEN

A.2 Charakterisierung des Cisplatin-induzierten Zelltods in humanen

Krebszellen

A B

1200 [ ctrl || cDDP |
@ Zellzahl

1000 OgH2aX-positiv

800

DAPI

600

400

200

0
Cisplatin

YH2AX

Abbildung A.1: Cisplatin fiihrt zur DNA-Schadigung. A549 wurden fiir 24 Stunden mit Cisplatin (50 uM) oder
Medium (-) behandelt. Die Entstehung von DSB wurde anschlieBend mittels immunfluoreszenzmikroskopi-
schen Nachweises von H2AX-Phosphorylierung detektiert. A Quantifizierung der Gesamtzellzahl, sowie
YH2AX-positiver Zellen. B Reprdsentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des
DAPI- und GFP (yH2AX)-Kanals, die der Quantifizierung zugrunde liegen. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SEM eines repradsentativen Experiments mit 8 Replikaten von 2 Experimenten. Die statistische Signifikanz
der Unterschiede zur Kontrolle wurde mittels Student’s t-Test getestet (*** p < 0,001).
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Abbildung A.2: DMSO-Kontrollen der Versuche mit pan-Caspase-Inhibitor Q-VD. Hela (A, B) und A549 (C,
D) wurden entsprechend der Versuche mit Q-VD mit 0,08 % DMSO (entsprechend der héchsten eingesetz-
ten Konzentration Q-VD-OPh) vorinkubiert und fiir 24 bzw. 48 Stunden mit Cisplatin (25, 50 uM) oder Me-
dium (-) behandelt. Die Gesamtzellzahl und die verschiedenen Zelltodstadien (frih-, spat-, sehr spatapopto-
tische bzw. nekrotische Zellen) wurden mittels Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarben der
Zellen mit Hoechst und Pl bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 4 (HelLa) bzw. 2 (A549)
unabhangigen Experimenten mit jeweils 2 Replikaten.
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klassischer apoptotischer Phdnotyp

oo (@ W~ e
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Abbildung A.3: Klassischer apoptotischer Phinotyp (HelLa). Kennzeichnend sind die Fragmentierung des
Zellkerns (A) nach der DNA-Kondensation und die Auflésung der Zelle in Apoptotic Bodies (¥) Im spaten
Verlauf kommt es zum Verlust der Zellmembranintegritat (nicht abgebildet). HeLa wurden mit Cisplatin (50
UM) behandelt und nach Anfarben mit Hoechst und Pl mittels Fluoreszenzmikroskopie im zeitlichen Verlauf
aufgenommen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und

PI-Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung der beobachteten
Zelle. MaRstab 50 pm.
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Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phanotyp
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Abbildung A.4: Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phinotyp (HeLa). Kennzeichnend sind die
persistierende Kondensation des Zellkerns und das Ausbleiben der Kernfragmentierung. Im spaten Verlauf
kommt es zum Verlust der Zellmembranintegritdt (nicht abgebildet). HeLa wurden mit Cisplatin (50 uM)
behandelt und nach Anfarben mit Hoechst und Pl mittels Fluoreszenzmikroskopie im zeitlichen Verlauf auf-
genommen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und PI-
Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung der beobachteten
Zelle. MaRstab 50 pm.
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Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phdnotyp mit Kernseparation
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Abbildung A.5: Kernkondensations-dominierter apoptotischer Phdnotyp mit Kernseparation (Hela).
Kennzeichnend ist die Separation des kondensierten Zellkerns vom restlichen Zellkérper (schwarzer Pfeil).
Im spaten Verlauf kommt es zum Verlust der Zellmembranintegritat (nicht abgebildet). HeLa wurden mit
Cisplatin (50 uM) behandelt und nach Anfarben mit Hoechst und PI mittels Fluoreszenzmikroskopie im zeit-
lichen Verlauf aufgenommen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte im Overlay aus Durchlicht-,

Hoechst- (blau) und PI-Kanal (rot) im zeitlichen Verlauf nach Cisplatin-Behandlung. WeiRer Pfeil: Markierung
der beobachteten Zelle. Ma3stab 50 pm.
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A.3 Screen einer bioaktiven Substanz-Bibliothek zur Identifizierung von

Modulatoren der Cisplatin-induzierten Apoptose

KerngroRe
KerngroRe

A_ 120 B_ 120 - e
£ 100 DbMso £ 100 z2VAD-fmk
% 80 % 80
N 60 N 60 %
E 40 4 E 40 4 |
5 TR 5 ENNEE
2 8§ 5 5 3 © 3 53 3 85 » ©
PR A — ) PR w0
S T g g B £ i T g g 2 E
= £ 8z £ £s5z3§¢®
< E T § 8 a £ § 8
o £ = o £ =2
: E S 5 25
~ = 2 ~ = S
C_ 10 D 120 ————— .
< 100 100 4Blebbistatin i
% 80 80
N 60 o 60 -
£ 40 40 4 >
gx 201 $ 20 -
0= o =~ 0 ’
-
[}
hel
%
R
C
<<

Anteil der Gesamtzellzahl

runde Kerne
runde Kerne

Kerne mit kond. DNA
fragmentierte Kerne
Membranschadigung|
Kerne mit kond. DNA
fragmentierte Kerne
Membranschadigung|

100 JOlomoucin 9 = Jouabain

m
Anteil der Gesamtzellzahl
(%)
-
N B O N
[eNeNeNeNe] (=]
&
| :
m
Anteil der Gesamtzellzahl
(%)
=
NSHEDXON
[=NeNeoNeNeNeNe]
08
SR
G5 &
(9 L «

T o W 0 M)
S g e rFa I
S & & @ € S & & » 2
. % x 2 W x ¥ 2 o
Tee 3 ¢ T3 s 3 2
§ 2 £t 5 8 ¢ 8 t £ @
x 5 2 g ¥ = § o g =
& B g s 2 2 ¥ £
E nég £ c £
o S
c w £ g nED £
G F g Gl g 2
~ - = % = =
G, w Pp 98059 Ho INigerici ]
100 £ 100 {Nigericin
N N ;
5 80 1 < 80 ;
N 60 - N 60
E 40 E 40
w = . w = ¥
S $E %
el 0-< [9] [7] B @ - 0 < [7] [7] [
= Z £ £ 5 & o] £ £ £ 5§ 8
o 8 & & @ o o S g & @ ©
. X ¥ 2 @ . 2 o2 205
= ° P v 2 c = ° © P c
o c g & w® = ] c 8 & = =
9 s 2T £ £ & o] s 2 £ £ g
c = 5 2 § * c x 5 8 g x
< £ &5 £ 5 < =2 & € £
£ o 2 £ o 2
o E =2 ® £ o
c w £ c w £
= © [ = © [
Q - QL -
4 = 2 ~ = 2

Orunde Kerne mit DNA-Kondensation Orunde Kerne ohne DNA-Kondensation
W kleine KerngroRe B mittlere KerngroBe BgroRe Kerngrole

Abbildung A.6: Effekte der bioaktiven Substanzen auf das phanotypische Apoptose-Profil ohne Cisplatin
Co-Behandlung. A549 wurden mit den entsprechenden Chemikalien (zVAD-fmk 21 puM, Y-27632 40 uM,
Blebbistatin 34 uM, Olomoucin 34 uM, Ouabain 17 uM, PD 98059 37 uM, Nigericin 14 uM, B-H) oder DMSO
(0,2 %, A) inkubiert. 24 Stunden spater wurden die phanotypischen Apoptose-Parameter mittels Hoch-
durchsatz-Fluoreszenzmikroskopie bei Anfarbung der Zellen mit Hoechst und PI bestimmt. Dargestellt sind
jeweils die Werte eines reprasentativen Replikats von 2 unabhangigen Replikaten (bioaktive Substanzen)
bzw. Mittelwert + SD eines reprasentativen Experiments mit 24 Replikaten von 2 unabhangigen Experimen-
ten (Cisplatin). Reprasentative Bildausschnitte zeigen das Overlay aus Durchlicht-, Hoechst- (blau) und PI-
Kanal (rot) Maf3stab 50 um.
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Abbildung A. 7: Bisacodyl verzogert in Co-Behandlung mit Cisplatin den Verlust der Zellmembranintegritit
in apoptotischen Zellen. Dariiber hinaus erhoht die Co-Behandlung den Anteil apoptotischer Zellen mit
DNA-Kondensation, die jedoch noch nicht den apoptotischen Volumenverlust zeigen. A549 wurden fir
30 Minuten mit Bisacodyl (11 uM, rechts) oder DMSO (0,2 %, Cisplatin-Kontrolle, links) vorinkubiert und
anschlieRend fir 24 Stunden mit Cisplatin (50 uM) behandelt. Dargestellt sind reprdsentative Ausschnitte
der Versuche, die der quantitativen Auswertung in Abbildung 3.27D zugrunde liegen. MaRstab 50 uM.
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Effekt
gleichgerichtet 149
entgegengesetzt 42
nur A549 173
nur Hela 276
Effekt nicht bestatigt 228
kein Effekt 252

Summe 1120
A549 gesamt ohne Eigenzytotoxizitit |z-score| >5
Zelltod erhoht 63 43 22
Zelltod erniedrigt 301 279 56

kein Effekt 513
nicht bestatigt 243

Summe 1120 322 78

Hela gesamt ohne Eigenzytotoxizitit |z-score| > 5
Zelltod erhoht 103 35 18
Zelltod erniedrigt 363 357 54

kein Effekt 360
nicht bestatigt 294
Summe 1120 392 72

Abbildung A.8: Ubersicht der Effekte aller getesteten bioaktiven Substanzen auf den Cisplatin-induzierten
Zelltod. Eine Erhdhung des Zelltods liegt vor, wenn der Effekt in beiden Wiederholungen gréBer 1,5
(z-score > 1,5) ist, bei einer Erniedrigung des Zelltods analog kleiner -1,5 (z-score < -1,5). Ohne Effekt sind
Substanzen, deren z-score in beiden Wiederholungen zwischen -1,5 und 1,5 liegen (-1,5 < x £ 1,5). Ohne
Eigenzytotoxizitat sind Substanzen, die in alleiniger Behandlung maximal 15 % Zelltod an der Gesamtzellzahl
hervorrufen.
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A549 Hela A549 Hela
Cisplatin Cisplatin
Plicamycin sonst. KT-5720 Kinase-1.
DRB (Benzimidazole) Kinase-I. Bafilomycin Al Enzym-1.
Quabain lonen-H. Valinomycin lonen-H.
PD 88059 Kinase-l. Artesunate sonst.
Olomoucine Kinase-l. Wortmannin Kinase-l.
5B-415286 Kinase-I. Forskolin Enzym-I.
Lomerizine lonen-H. Etazolate Enzym-1.
Lobeline GPCR-L. E6 berbamine sonst.
Harmine Enzym-I. Penitrem A lonen-H.
Mitoxantrone Enzym-I. Ketanserin GPCR-L.
Curcumin Kinase-I. H7 Kinase-l.
Oligomycin A Enzym-l. Tanshinone l1A sonst.
A-3 Kinase-l. Itraconazole Enzym-I.
Melatonin GPCR-L. BAPTA-AM lonen-H.
(S)-{-)-propranolol-Hcl GPCR-L. Cyclosporin A Enzym-1.
Lycorine sonst. Ergotamine GPCR-L.
Terbinafine sonst. Cetirizine 2HC! GPCR-L.
AG-370 Kinase-I. Nimesulide Enzym-1.
Ergothioneine sonst. Lapatinib Kinase-I.
Troleandomycin sonst. Capsazepine lonen-H.
Genistein NR-L. Lavendustin A Kinase-1.
Cycloheximide sonst. PP2 Kinase-I.
Spironolactone GPCR-L.
Flunarizine-2HCI lonen-H.
(+)-Butaclamol-HC! GPCR-L.
Actinomycin D Enzym-I.
Y-27632 Kinase-I.
Mycaphenolate mofetil Enzym-I.
Indirubin-3'-monoxime Kinase-I.
AG213 (Tyrphostin 47) Kinase-I.
Benzamil-HCl lonen-H.
Amiodarone-HCl lonen-H.
1BMX Enzym-I.
Paroxetine sonst.
SP-600125 Kinase-I.
lonomycin lonen-H.
Clozapine GPCR-L. Modulation des Cisplatin-
Goserelin GPCR-L. induzierten Zelltods (z-score)
Celecoxib Enzym-I.
Salmeterol GPCR-L. 16
Ketoprofen Enzym-I. 14
tamoxifen NR-L. 12
S-lodotubercidin Kinase-l. 10
ICRF-153 Enzym-I. 8
Dextromethorphan GPCR-L. 6
Propranolol 5(-) GPCR-L. 4
Carvedilol GPCR-L. 2
serotonin GPCR-L. 1]
Decoyinine sonst. -2
Lofexidine GPCR-L. -4
Promethazine-HCl GPCR-L. -6
Sodium Phenylbutyrate Enzym-I. -8
Rocuronium GPCR-L. -10
1o, 25-Dihydroxyvitamin D3 NR-L. -12
Amiloride-HCI lonen-H. -14
6(5H)-Phenanthridinone Enzym-I. -16

Abbildung A.9: Ubersicht aller Substanzen, die den Cisplatin-induzierten Zelltod in A549 modulieren.
Datengrundlage sind bioaktive Substanzen der Bibliothek, die den Cisplatin-induzierten Zelltod um min-
destens 5 Standardabweichungen der Cisplatin-Kontrolle (|z-score| < 5) verdndern, unter Ausschluss von
Substanzen, die selbst eine zytotoxische Wirkung (Zelltod > 15 % der Gesamtzellzahl) zeigen. Die Heatmaps
stellen die vollstdndige Darstellung aller Effektoren aus Abbildung 3.29 als Mittelwert der zwei
unabhangigen Replikate in Form einer Farbcodierung des z-scores dar. Die Heatmaps zeigen auch die Werte
der Substanzen in Hela-Zellen. Funktionelle Klassifizierung: Enzym-I: Enzym-Inhibitor, GPCR-L: G-Protein-
gekoppelter Rezeptor-Ligand, lonen-H: lonen-Homeostase, Kinase-l: Kinase-Inhibitor, NR-L: nukledrer
Rezeptor-Ligand, sonst.: sonstige.
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Cisplatin
Lomerizine
Fluoxetine
Ergothioneine
Tibolone
Amiodarane-HCl
Raloxifene
Dihydroergocristine
Trimethoprim
Tenatoprazole
Tamoxifen
Tobramycin
Toremifene
Tinidazole
Flunarizine-2HC!
Abamectin
Terbinafine
Butoconazole nitrate
Bexarotene
Tetracycline
Delavirdine
Triamcinolone
Tioconazole
Fluperlapine
Venlafaxine
Iproniazid
Tolmetin
Naloxonazine
Sodium Phenylbutyrate
Digzoxide
Vidarabine
Retinoic Acid
Clindamycin
Tosufloxacin
Vorinostat
Bezafibrate
Alfacalcidol
Simvastatin
L-thyroxine
Vinpocetine
Amoxicillin
Eicosa-5,8-dienoic acid (20:2 n-12)
Nicardipine-HCl
Bicalutamide
Gaserelin
Tylosin
Tropisetron
Rivastigmine
Anastrozole
Imipenem
Rifampicin
Valproic acid
Linoleic acid
Fulvestrant
Trequinsin-HCl

Hela

A549

lonen-H.

sonst.
sonst.
NR-L.

lonen-H.

NR-L.
GPCR-L.
Antib.

Enzym-I.

NR-L.
Antib.
NR-L.
Antib.

lonen-H.

Antib.
Antif.
Antif.
NR-L.
Antib.
Virozid
NR-L.
Antif.
GPCR-L.

Enzym-I.
Enzym-I.
Enzym-I.

GPCR-L.

Enzym-I.
lonen-H.

Antib.
NR-L.

Antib.
Antib.

Enzym-I.

NR-L.
NR-L.

Enzym-I.

NR-L.

Enzym-I.

Antib.
sonst.

lonen-H.

NR-L.
GPCR-L.
Antib.
GPCR-L.

Enzym-I.
Enzym-I.

Antib.
Antib.

Enzym-I.

sonst.
NR-L.

Enzym-I.

Cisplatin

Ac-Leu-Leu-Nle-CHO
Loperamide-HCl

Gemcitabine

Artesunate
16,16-Dimethyl-prostaglandin E2
CA-074-Me

AG-370

U-46619

Spironolactone

Furoxan
Pregnenolone-16a-carbonitrile
amrinone

Tetrandine

Go6976

Alprostadil

Calphostin C

Cerulenin

Clofarabine

Hela A549

Enzym-I.
GPCR-L.
Chemoth.
sonst.
sonst.
Enzym-I.
Kinase-I.
GPCR-L.
GPCR-L.
sonst.
sonst.
Enzym-I.
lonen-H.
Kinase-I.
GPCR-L.
Kinase-I.
sonst.
Chemoth.

Modulation des Cisplatin-
induzierten Zelltods (z-score)

16
14
12
10

Abbildung A.10: Ubersicht aller Substanzen, die den Cisplatin-induzierten Zelltod in HeLa modulieren.
Datengrundlage sind bioaktive Substanzen der Bibliothek, die den Cisplatin-induzierten Zelltod um min-
destens 5 Standardabweichungen der Cisplatin-Kontrolle (|z-score| < -5) verandern, unter Ausschluss von
Substanzen, die selbst eine zytotoxische Wirkung (Zelltod > 15 % der Gesamtzellzahl) zeigen. Die Heatmaps
stellen die vollstindige Darstellung aller Effektoren aus Abbildung 3.30 als Mittelwert der zwei
unabhdangigen Replikate in Form einer Farbcodierung des z-scores dar. Die Heatmaps zeigen auch die Werte
der Substanzen in A549-Zellen. Funktionelle Klassifizierung: Antib.: Antibiotikum, Antif.: Antifungizid,
Chemoth.: Chemotherapeutikum, Enzym-I: Enzym-Inhibitor, GPCR-L: G-Protein-gekoppelter Rezeptor-
Ligand, lonen-H: lonen-Homeostase, Kinase-I: Kinase-Inhibitor, NR-L: nukledrer Rezeptor-Ligand, sonst.:
sonstige.
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OAgonist ESERM @ Antagonist BEunbekannt

0 2 4 10 12

1 1 E—

: ]
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[=.¢]

GPER

§

Hela ER GPER
Cisplatin
Tibolone Agonist ?
Raloxifene SERM Agonist
Tamoxifen SERM Agonist
Toremifene SERM ?
Fulvestrant Antagonist  Agonist
Clomiphene SERM ?
Genistein Agonist Agonist
Estradiol Agonist Agonist
Estriol Agonist  Antagonist
Estrone Agonist ?

Abbildung A.11: Ubersicht aller 10 Substanzen aus der bioaktiven Substanz-Bibliothek, deren biologisches
Ziel der Estrogen-Rezeptor ist und ihre jeweilige Wirkungsweise. Fiir die Mehrheit dieser Substanzen ist
eine agonistische Wirkung am GPER bekannt. GPER: G-Protein-gekoppelter Rezeptor, ER: Estrogen-Rezep-
tor-a/B, SERM: selektiver Estrogen-Rezeptor Modulator.
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