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2. Einleitung

2.1 Apoptose und Krebstherapie

lonisierende Strahlung als Basis der Strahlentherapie ist eine von drei Standardbe-
handlungen gegen Krebs und kommt bei ca. 60 % aller Krebspatienten zum Tragen (Perez,
2004). Neuere Erfolge in der Bildgebung des Tumors und verbesserter Zielfokussierung der
Strahlung (Bernier et al.,, 2004; Suit, 2002; Webb, 2000) sowie Optimierung durch
fraktionierte Bestrahlung konnten die Behandlungserfolge deutlich verbessern (Fu et al.,
2000; Turrisi et al., 1999). Dennoch kénnen zahlreiche Tumore durch Strahlentherapie allein
nur schlecht kontrolliert werden und bei Patienten, die an malignen Gliomen leiden (dies gilt
insbesondere fir die besonders schwere Manifestation des Glioblastoma multiforme),
scheitern bis heute selbst kombinierte Behandlungsansatze aus Operation, Strahlentherapie
und aggressiver Chemotherapie (Brandes, 2003; Reardon and Wen, 2006). Wegen der
hohen intrinsischen Resistenz maligner Gliome gegen DNA-schadigende Substanzen sowie
dem Unvermdgen zahlreicher Chemotherapeutika, die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden,
sind an neuen Substanzen bis heute nur Temozolomide und Irinotecan fur die
Kombinationstherapie mit Bestrahlung zugelassen (Stewart, 2002; Stupp et al., 2002). Das
Problem bei malignen Gliomen besteht vielfach darin, dass sich die einzelnen Tumorzellen
durch Mutationen in einigen Genen auszeichnen, die das Absterben der Zellen erschweren
und das Uberleben bzw. die Zellteilung férdern. So kommt es einerseits zum Verlust des
Tumorsuppressors p53 und/oder erhohter Expression seines Antagonisten mdma2.
Andererseits kdnnen erhdhte Proteinlevel an anti-apoptotischem Bcl-2 zu Apoptoseresistenz
fuhren (Holland, 2001; Maher et al.,, 2001). Auflerdem wird haufig als Folge einer
Uberexpression des Wachstumsfaktorrezeptors EGFR bzw. der Expression eines konstitutiv
aktiven EGFR eine deregulierte Aktivitat des PKB/Akt-Wegs beobachtet. Diese fordert das
Uberleben der Tumorzellen und inhibiert die Apoptose durch Hemmung pro-apoptotischer
Proteine (Haas-Kogan et al., 1998; Song et al., 2005; Vivanco and Sawyers, 2002).

Da fehlregulierte Apoptose- und Uberlebenssignalwege zu einer Resistenz der Tumorzellen
gegeniuber Behandlung fihren kénnen, stellen sie ein wichtiges Ziel fir potentielle neue

Substanzen in der Tumortherapie dar.
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2.2 Apoptose — physiologische Bedeutung und Chara  kterisierung
Apoptose steht fir ein in eukaryotischen Zellen angelegtes Selbstmordprogramm, bei dem in
Vielzellern einzelne Zellen ohne Beeintrachtigung des Gesamtorganismus beseitigt werden
kénnen. Der Begriff Apoptose setzt sich aus den griechischen Wortern ,apo” und ,ptosis*
zusammen, was soviel bedeutet wie das Herabfallen der Blatter im Herbst. Dabei wird der
bildliche Vergleich gezogen, dass es in einem Vielzeller oft zum Wohle des
Gesamtorganismus notwendig ist, dass einzelne Zellen absterben, so wie es fur Baume
energetisch ginstiger ist ohne ihre Blatter zu Uberwintern. Als wichtiger Gegenspieler zur
Proliferation ist die Apoptose bedeutend fiir die Kontrolle Uber Zellzahl, Gr6e und Form von
Gewebsstrukturen innerhalb eines Organismus und schiitzt diesen auf3erdem vor entarteten
oder virusbefallenen Zellen. Wahrend der embryonalen Entwicklung dient die Apoptose vor
allem der Ruckbildung verschiedener Gewebe wie z.B. bei der Ausbildung des Miiller-
Ganges/Wolff-Ganges beim méannlich/weiblich determinierten Keim (Jacobson et al., 1997),
bei der Entstehung der Finger und Zehen (Milligan et al., 1995), bei der Entwicklung des
Nervensystems (Raff et al.,, 1993; Vaux and Korsmeyer, 1999) sowie auch bei der
Eliminierung ,falscher" Antikdrper/T-Zellrezeptoren (Jacobson et al., 1997). Im adulten
Organismus besteht die Aufgabe der Apoptose insbesondere in der Zellzahlregulierung zur
Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase, was vor allem bei hohem Zelldurchsatz von
Bedeutung ist (z.B. Haut, Magen-Darm-Trakt, kernhaltige Blutzellen). Ebenso wichtig ist die
Beseitigung nicht mehr bendtigter T-Zellen zum Abklingen einer Immunantwort (Brunner et
al.,, 1995; Combadiere et al., 1998; Dhein et al., 1995) sowie die Eliminierung von
Tumorzellen oder sonstig entarteter/virusbefallener Zellen (Duvall and Wyllie, 1986;
Thompson, 1995). Eine gestdorte Apotose-Regulation kann daher Ursache vieler
Erkrankungen sein (Fadeel et al.,, 1999; Hetts, 1998). So wird eine krankhaft erhéhte
Apoptoserate u.a. mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (Beutler, 2001),
neurodegenerativen Erkrankungen (Yuan and Yankner, 2000), Leberschaden (Kanzler and
Galle, 2000; Patel et al., 1998) sowie AIDS (Cloyd et al., 2001; Corasaniti et al., 2001) in
Zusammenhang gebracht. Diabetis mellitus (Hui et al.,, 2004), manche Autoimmun-
erkrankungen (Lupus erythematodes, Rheumatoide Arthritis) (Fischer and Schulze-Osthoff,
2005) sowie verschiedene maligne Erkrankungen wie Leuk&mien, Lymphome und
Karzinome (Igney and Krammer, 2002), werden hingegen auf eine verminderte Apoptoserate
zurtckgefihrt. Daher dient bei diesen malignen Erkrankungen u.a. die Apoptose als Target
fur zielgerichtete Therapien.

Die Reize, die in einer Zelle Apoptose ausldsen, sind ebenso unterschiedlich wie die

Mdglichkeiten der verschiedenen Apoptosewege. Allerdings sind die morphologischen
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Charakteristika apoptotischer Zellen untereinander unabhangig von Stimulus und Signalweg
sehr ahnlich (Arends and Wyllie, 1991; Kerr et al., 1972) (Abbildung 2.1).

gesunde Zelle

Apoptose
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Chromatin-
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Abbildung 2.1  Morphologische Veranderungen der Zelle im Rahmen von Apoptose und
Nekrose (modifiziert nach Kerr, 1972)

Bei der Apoptose schrumpft die Zelle und der Zellkern wird kondensiert und fragmentiert.
AnschlieBend wird die Zelle in apoptotische Korperchen zerlegt und durch Phagozyten
abgerdumt. Bei der Nekrose hingegen schwillt die Zelle an und platzt schlieB3lich, wobei die
zerstorten Organellen und abgebautes Chromatin sowie sonstige Zellinhalte freigesetzt werden.
Daher kommt es bei der Nekrose im Gegensatz zur Apoptose auch zu Entziindungsprozessen im
umliegenden Gewebe.

Wahrend der Apoptose schrumpft die Zelle und I6st sich von ihrer Umgebung ab.
Gleichzeitig kommt es zur Kondensierung und Fragmentierung des Chromatins sowie zum
Anschwellen der auReren Mitochondrienmembran, wéhrend die Organellen hingegen intakt
bleiben (Kerr et al., 1972; Vander Heiden et al., 1997). Im weiteren Verlauf der Apoptose
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kommt es zur Freisetzung pro-apoptotischer Proteine aus dem Mitochondrium (Kluck et al.,
1997; Yang et al., 1997) mit darauffolgender Caspasenaktivierung sowie zu einer
Externalisierung von Phosphatidylserin an die Aul3enseite der Plasmamembran (Fadok and
Henson, 2003). AuRerdem wird die DNA internukleosomal gespalten, wobei Bruchstiicke aus
Vielfachen von 185bp entstehen, die die typische DNA-Fragmentierung nach Apoptose
darstellen (Arends et al., 1990; Wyllie, 1980). Nach der Fragmentierung des Zellkerns zerfallt
die Zelle in die sogenannten apoptotischen Kérperchen, membranumschlossene Vesikel mit
Zellorganellen und Kernfragmenten. Diese werden von benachbarten Zellen oder
Makrophagen (angelockt z.B. durch die Externalisierung von Phosphatidylserin als ,Eat-me*
Signal) erkannt und phagozytiert, so dass eine Entzindungsreaktion im umliegenden
Gewebe ausbleibt (Duvall and Wyllie, 1986; Fadok et al., 1992; Savill and Fadok, 2000).

Der Apoptose lasst sich als weitere wichtige Zelltodform die Nekrose entgegensetzen, bei
der es nach starken auf3eren Reizen zum Verlust der Membranintegritdt kommt. Dadurch
schwillt die Zelle an und ihre Organellen werden geschéadigt. Schlie3lich platzt die Zelle auf
und ihr Inhalt wird in die Umgebung freigesetzt, was mit Entziindungsprozessen infolge einer
Immunantwort einhergeht (Farber, 1994; Kanduc et al., 2002) (Abbildung 2.1).

AulRer Apoptose und Nekrose gibt es jedoch noch weitere Zelltodformen wie nekroseartigen
programmierten Zelltod (PCD, Programmed Cell Death), Apoptose-ahnlichen PCD,
Autophagie oder mitotische Katastrophe (Broker et al., 2005; Jaattela, 2004).

2.3 Caspasen - zentrale Exekutoren des apoptotisc  hen Programms -

und ihre Substrate
Die Bezeichnung ,Programmierter Zelltod“ beinhaltet prinzipiell alle aktiv von der Zelle
geregelten Formen eines Zelltods. Dementsprechend stellt die Apoptose eine spezifische
Form des programmierten Zelltods dar, die sich morphologisch und biochemisch von
anderen aktiven Zelltodformen unterscheidet. Ein wesentliches Merkmal, mit dem man die
Apoptose von anderen Zelltodvarianten abgrenzt, ist u.a. die Aktivierung der Caspasen,
spezieller Proteasen mit einem Cystein-Rest im aktiven Zentrum und Substratspezifitat fur
Spaltung nach Aspartat. Die Geschichte der Caspasen begann mit der Entdeckung des
C.elegans ced-3 Gens, dessen Produkt, die Cystein-Protease Ced-3, entscheidend ist fur die
Eliminierung somatischer Zellen wahrend der Entwicklung des Nematoden C.elegans (Ellis
and Horvitz, 1986). Als erstes humanes Ced-3 Homolog wurde 1993 das humane
Interleukin-1R-Konversionsenzym (ICE) entdeckt, das spater in Caspase 1 umbenannt wurde

(Miura et al., 1993; Yuan et al., 1993). Bis heute wurden 11 humane Caspasen identifiziert,
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die Caspasen 1 bis 10 sowie Caspase 14 (Alnemri et al., 1996; Pistritto et al., 2002). Das
initial als Caspase 13 bezeichnete Protein stellte sich spater als bovines Homolog von
Caspase 4 dar (Koenig et al., 2001) und die Caspasen 11 und 12 reprasentieren murine
Proteine, die sehr wahrscheinlich homolog zu den humanen Caspasen 4 und 5 sind
(Degterev et al., 2003). Es sind jedoch nicht alle Caspasen an der Regulation der Apoptose
beteiligt und so sind die Caspasen 1, 5 und 11 als Cytokin-prozessierende Proteasen bei der
Regulation von Entziindungsprozessen involviert (Ghayur et al., 1997; Kuida et al., 1995; Li
et al., 1995), wahrend der Caspase 14 wahrscheinlich eine Rolle bei der Keratinozyten-
differenzierung zukommt (Eckhart et al., 2000a; Eckhart et al., 2000b; Lippens et al., 2000).
Die verbleibenden apoptotischen Caspasen werden in zwei weitere Subgruppen unterteilt,
die Initiatorcaspasen (Caspasen 2, 8, 9 und 10) mit langer N-terminaler Prodoméane und die
Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6 und 7) mit kurzer Prodoméne (Nicholson and Thornberry,
1997; Strasser et al., 2000) (Abbildung 2.2). Im Apoptose-Signalweg stehen die
Initiatorcaspasen klassischerweise oberhalb der Effektorcaspasen und Ubertragen ihre
Aktivierung sozusagen auf diese Exekutoren, wobei Uber Spaltung derer Substrate der
typische apoptotische Phénotyp erzeugt wird (Zhivotovsky, 2003).

Caspasen werden als Zymogene in enzymatisch inaktiver Proform synthetisiert (Thornberry
and Lazebnik, 1998), bestehend aus einer N-terminalen Prodomé&ne, einer grof3en
Untereinheit (UE) von ca. 20 kDa sowie einer kleinen UE von ca. 10 kDA. Die beiden UE
sind durch eine kurze Verbindungsregion verknipft, in der sich eine Aspartat-Schnittstelle
befindet (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004) (Abbildung 2.2). Nach Abspaltung der
Prodoméane sowie Trennung der beiden Untereinheiten bilden diese ein Heterodimer,
welches sich mit einem zweiten Heterodimer zur aktiven Caspase zusammenfindet
(Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). Die Aktivierung der beiden Caspase-Subgruppen erfolgt
nun auf verschiedene Weisen: Initiatorcaspasen aktivieren sich in der Regel autokatalytisch.
Sie besitzen deshalb im Vergleich zu den Effektorcaspasen eine erhéhte Grundaktivitat und
liegen als Monomere im Zytoplasma vor (Boatright et al., 2003). Uber ihre N-terminalen
Rekrutierungsdomanen (Abbildung 2.2) kdnnen sie an Proteine von Aktivierungsplattformen
binden, was schlie3lich zu ihrer Aktivierung beitragt. Im Fall der Caspasen 8 und 10 handelt
es sich um die DED (death effector domain) Doméane, mit der die Proteasen uber den
Adapter FADD (Fas associated death domain) an Zelltodrezeptoren in der Zytoplasmamem-
bran binden und dabei Uber den Prozess der ,induzierten Proximitat“ autoproteolytisch
aktiviert werden (Muzio et al., 1998; Salvesen and Dixit, 1999). Die Aktivierung der Caspase
9 erfolgt ebenfalls autokatalytisch im zytosolischen Molekilkomplex Apoptosom, mit dem die
Caspase Uber ihre CARD (caspase-recruitment domain) Domane interagieren kann (Pop et
al., 2006; Strasser et al., 2000).



Einleitung 10

| -p20 : -pl0 :
28] 175
277
S ] I
23] 198 105 1
| | L[ BT Effektor-
23] 175 194 .
293
i — -
i ] 2|r_¢ 37 4“385 p—
[Caspesed] [COED D0 T [ I []]
219 5] -
[€aspase10] [[CDEC_J[DED ] & 31||-“|3|3]-| [1] —
: i 416 | Caspasen
ot CCARD [ [ ) i
. | |:.2j‘ 315“331 i
7 I B ¥
L1 L2 L3 L4 -

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der humanen apoptotisc ~ hen Caspasen
(modifiziert nach Riedl, 2004)

Die humanen Caspasen werden in Initiatorcaspasen (lila) und Effektorcaspasen (rot) unterteilt. Sie
bestehen aus einer groRen (p20) und einer kleinen Untereinheit (p10) sowie einer N-terminalen
Prodomane, die bei den Initiatorcaspasen deutlich gréRer ausfallt und die Rekrutierungsdomane
DED (death effector domain) oder CARD (caspase-recruitment domain) enthalt. Die 4
Oberflachenloops L1-L4 der Caspasen bilden das catalytische Zentrum des Enzyms mit dem fir
die Caspasen spezifischen aktiven Cysteinrest am Anfang von L2. Die p20- und pl0-
Untereinheiten (UE) bilden zusammen das Caspase-Monomer, die Spaltstelle zwischen den
beiden UE ist durch einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet. Die grau markierten Pfeile zeigen
potentielle Angriffspunkte der Caspasen durch Inhibitorproteine der Apoptose (IAPs), von denen
man annimmt, dass sie die Aktivitat der Caspase beeinflussen.

Die Effektorcaspasen hingegen besitzen keine Rekrutierungsdomanen. Fir Ihre Aktivierung
ist eine proteolytische Prozessierung notwendig, die Uber die aktivierten Initiatorcaspasen
erfolgt (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004).

Im Verlauf der Apoptose kommt es zur Spaltung zahlreicher zellularer Proteine durch
Caspasen (Fischer et al., 2003). Die funktionelle Bedeutung dieser Prozessierung ist nicht
fur jedes einzelne Caspasensubstrat bekannt, in der Summe gehen sie jedoch mit
Zellschrumpfung, Kernfragmentierung, Auflosung des Zytoskeletts und Bildung von
vesikularen Zellfragmenten inklusive Phosphatidylserinexternalisation als ,Eat-me*“-Signal
einher (Stroh and Schulze-Osthoff, 1998).

Als eines der ersten Substrate wurde das Uber Caspase 3 geschnittene DNA-
Reparaturenzym PARP (Poly-ADP-ribose-Polymerase) identifiziert (Tewari et al., 1995), das
durch die Spaltung inaktiviert wird und somit nicht mehr bei einer Bereinigung eventuell
aufgetretener DNA-Schaden mitwirken konnte. AulRerdem werden u.a. Strukturproteine wie
Fodrin (Janicke et al., 1998; Martin et al., 1995) und Lamine (Buendia et al., 1999; Rao et al.,

1996) zerlegt, was die typische Schrumpfung der Zelle wahrend der Apoptose verursacht.



Einleitung 11

Die Aktivierung der Endonuklease CAD (Caspasenaktivierte DNase) erfolgt iber Caspase 3-
abhangige Spaltung der inhibitorischen Untereinheit ICAD (Sakahira et al., 1998). Die aktive
Nuklease spaltet die DNA daraufhin zwischen den Nukleosomen, wobei die fur die Apoptose

typischen Spaltfragmente von ca. 180 bp Lange entstehen.

2.4 Die zwei Hauptsaulen der Apoptose

In humanen Zellen existieren verschiedene Signalwege, lber die Apoptose ausgelost
werden kann. Dabei gibt es zwei Hauptwege, den extrinsischen und intrinsischen
Apoptoseweg, zwischen denen auch Ruckkopplungsschleifen existieren sowie weitere
Nebenwege der Apoptose, von denen bis dato weder die tatsachliche Bedeutung fiir den
Gesamteffekt noch die genauen Signalwege vollstandig erforscht sind.

DNA-Schaden, Zellzyklusdefekte, Entzug von Wachstumsfaktoren oder sonstige massive
Stresssituationen 16sen in der Zelle typischerweise den intrinsischen bzw. mitochondrialen
Zelltodweg aus, was die Aktivierung der Initiatorcaspase 9 zur Folge hat. Der extrinsische
Apoptoseweg, auch Todesrezeptorweg genannt, wird Uber die Familie der Todesrezeptoren
vermittelt, wobei es zur Rekrutierung und Aktivierung der Initiatorcaspasen 8 und 10 kommt.
Ein ebenfalls wichtiger Sensor fir zelluldaren Stress ist das Endoplasmatische Retikulum
(ER). Hierbei scheint es zumindest zwei getrennte Mechanismen zu geben, lber die
Apoptose ausgeldst werden kann, die ,unfolded protein response” sowie ein Ca®*-Efflux aus
dem ER (Ferri and Kroemer, 2001).

Aul3erdem von Bedeutung ist die Bildung von Ceramid aus Sphingolipiden der Zellmembran
durch das Enzym saure Sphingomyelinase nach Bestrahlung oder anderen zelluléaren
Stressfaktoren (Kolesnick and Fuks, 2003; Santana et al., 1996), was ebenfalls zur

Apoptose-Induktion fuhrt.

2.4.1 Der intrinsische Zelltodweg tbers Mitochond  rium (Abbildung 2.3)

Stimuli wie zellularer Stress, Hypoxie, ionisierende Strahlung oder Behandlung mit
Chemotherapeutika fihren zur Aktivierung pro-apoptotischer Bcl-2-Proteine. Als Folge
dessen kommt es zur Freisetzung Apoptose-férdernder Faktoren wie Cytochrom c (Cyt c),
Smac/DIABLO und AIF aus dem Mitochondrium ins Zytoplasma (Kluck et al., 1997;
Verhagen et al., 2000). Dies geht oft mit einem Zusammenbruch des mitochondrialen

Membranpotentials einher (Cory et al., 2003).



Einleitung

12

Strahlung
Hypoxie
Chemotherapeutika
zellulérer Stress

; A RPRERRC000000000N N
o “, er,5.FW’%EDI\ASI\/IASI\A lsasscssss o
-"\(\, EI }_{_f_‘d—ﬁl‘{_fl “
.J-Pt“'“ﬁﬁ ﬁ‘ rtx

Smac/DIABLO

/ inaktive

Pro- aktive Casp-9
Casp-3
[ e ]
[ e
Apoptosom
% ‘
Apoptose

PECC0806 % C{Fr?f‘t}(l Mﬁfi{.h—.

Abbildung 2.3  Schematische Darstellung des intrinsischen Ze  lltodwegs

Strahlung, Behandlung mit Chemotherapeutika oder sonstige zelluldre Stresssituationen kénnen
den intrinsischen Apoptoseweg induzieren. Dabei kommt es Uber Signalwege nach DNA-Schaden
oder Ceramidfreisetzung aus der Zellmembran zur Aktivierung von Mitgliedern der Bcl-2 Familie.
Dies hat Veranderungen am Mitochondrium zur Folge, die in die Freisetzung von Cytochrom c,
AIF und Smac/DIABLO miinden. Cytosolisches Cytochrom c bildet mit mehreren Apaf-1 und
Procaspase 9 Proteinen das Apoptosom, an dem die Prozessierung der Caspase 3 erfolgt. Aktive
Caspase 3 l6st schlieRlich durch die Spaltung ihrer Substrate die typischen Apoptoseveran-
derungen der Zelle aus.

Die Aktivierung der Caspasen 3 und 9 kann durch zytosolisches XIAP gehemmt werden, ein
Prozess, der wiederum durch Smac/DIABLO aus dem Mitochondrium verhindert werden kann.

Freigesetztes Cyt ¢ kann an das Adapterprotein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor

1) binden und unter ATP-Spaltung dessen Oligomerisierung einleiten (Li et al., 1997; Saleh



Einleitung 13

et al., 1999). Bei Apaf-1 wird namlich im inaktiven Zustand die N-terminale CARD-Domane
im Molekdl durch andere Strukturen (WD40 repeats) verdeckt. Erst die Bindung von Cyt ¢
ermdglicht die Freisetzung dieser Doméane an die Oberflache und eine Bindung von ATP
unter Hydrolyse zu ADP verhindert eine erneute Verdeckung der CARD-Doméne (Adrain et
al., 1999). Am entstandenen oligomeren Apaf-1-Komplex werden nun Caspase 9 Proteine
Uber homophile Wechselwirkungen zwischen den CARD-Doméanen von Apaf-1 und
Procaspase 9 rekrutiert, wobei das sogenannte Apoptosom, ein hochmolekularer Komplex
der GrolRe von ca. 700 kDa, entsteht (Cain et al., 2000; Zou et al., 1999). Die im Apoptosom
gebundene Caspase 9 interagiert mit einem weiteren Caspase 9 Protein aus dem
Zytoplasma infolgedessen es nach dem Prinzip der induzierten Proximitat zur
autoinduzierten Prozessierung und damit Aktivierung der Caspase 9 kommt (Pop et al.,
2006; Salvesen and Dixit, 1999). Dabei kann die Caspase 9 zwar autoproteolytisch
gespalten werden, muss aber nicht, denn auch in ungespaltener Form ist die Caspase 9 als
Dimer nach konformationsbedingten Umlagerungen im Molekil aktiv (Bao and Shi, 2007;
Riedl and Salvesen, 2007). Dies ist sehr wahrscheinlich wegen der langen
Linkerverbindungen zwischen den Untereinheiten im Protein mdglich. Der Apoptosom-
komplex ist allerdings fur die volle katalytische Aktivitat der Caspase 9 essentiell (Rodriguez
and Lazebnik, 1999).

Die Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 und somit die Auslosung der Caspasen-
Kaskade geschieht ebenfalls am Apoptosom. Sie beginnt hdchstwahrscheinlich mit einer
Rekrutierung der Effektorcaspasen ans Apoptosom Uber die WD40 repeats von Apaf-1 (Cain
et al.,, 1999) und mindet in der Prozessierung der Caspasen mit Spaltung ihrer Linker-
Region durch die im Apoptosom aktive Caspase 9.

Die beim Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials ebenfalls freigesetzten
Smac/DIABLO Proteine binden an die Caspaseninhibitoren IAP (Inhibitor of Apoptosis
Protein) und hemmen dadurch deren anti-apoptotische Aktivitéat (Du et al., 2000; Verhagen et
al., 2000). Die IAPs bilden eine evolutionar konservierte Gruppe von Apoptose-Inhibitoren zu
deren humanen Mitgliedern u.a. XIAP, survivin, livin, c-IAP1 und 2 sowie NAIP z&ahlen (Vaux
and Silke, 2005). XIAP kann die Caspasen 3,7 und 9 tber direkte Wechselwirkung inhibieren
(Deveraux and Reed, 1999; Deveraux et al., 1997) und hemmt dadurch die Caspasen-
Kaskade. Durch Ausschittung von Smac/DIABLO aus dem Mitochondrium kann dies
verhindert werden und die Apoptose-Induktion ungehindert stattfinden (Du et al., 2000)
(Abbildung 2.3).

Das aus dem Mitochondrium entlassene AlF (Apoptosis inducing factor) Protein transloziert
in den Zellkern und fordert dort eine grobe Fragmentierung der DNA als ersten Schritt einer

Caspasen-unabhangigen Form der Apoptose (Daugas et al., 2000).
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2.4.2 Der extrinsische Zelltodweg tUber Aktivierun g der Todesrezeptoren

Die Familie der Todesrezeptoren ist zustdndig fir die Vermittlung des extrinsischen
Apoptosewegs. Dabei wird nach Bindung des passenden Liganden ein toxisches Signal
generiert und ins Zellinnere weitergeleitet. Die Todesrezeptoren bilden eine Untergruppe der
TNF-Rezeptor-Superfamilie und bestehen aus bislang sechs Familienmitgliedern (Abbildung
2.4), dem CD95/Fas/Apo-1 (Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992), TNF-R1 (Brockhaus et al.,
1990), TRAMP/DR3/APO-3 (Chinnaiyan et al., 1996; Kitson et al., 1996), TRAIL-R1/
DR4/APO-2 und TRAILI-R2/DR5 (MacFarlane et al., 1997; Pan et al.,, 1997b) sowie DR6
(Pan et al., 1998). Allen Familienmitgliedern ist eine intrazellulare Death Domain (DD)
gemeinsam, die wegen der moglichen Rekrutierung von Adapterproteinen essentiell fur die
Weiterleitung des zytotoxischen Signals ist (Itoh and Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993).
AulB3erdem besitzen alle Todesrezeptoren Cystein-reiche extrazellulare Doméanen, die fur die
Bindung ihrer Liganden entscheidend sind (Smith et al., 1994).

TNF-R1 TRAMP

CD95 CD120a

el APO 3 TRAIL-R1 TRAIL-R2
- DR4 DR5
Fas APO-2

P

Abbildung 2.4  Schematische Darstellung der Todesrezeptoren
(modifiziert nach Schulze-Osthoff, 1998)

Die Hauptmerkmale, die die dargestellten Mitglieder der Todesrezeptoren zu einer Familie
zusammenfassen, sind mehrere Cystein-reiche extrazellulare Doméanen (blaue Rauten), eine
Transmembranregion sowie eine intrazellulare Death Domain DD (roter Zylinder). Uber die
Cystein-reichen Doménen wird die Interaktion mit den Rezeptor-Liganden reguliert, wahrend die
DD fur die Weiterleitung der zytotoxischen Signale ins Zellinnere zustandig sind.

DR6

Aul3er den Todesrezeptoren besitzen auch ihre Liganden CD95L (Ligand fir CD95-R), TNF-
o (Ligand fir TNF-R1), TRAIL (Ligand fir TRAIL-R1 und TRAIL-R2) und TWEAK (Ligand flr
TRAMP-R) untereinander strukturelle Homologien, weswegen sie in der TNF-Superfamilie
zusammengefasst werden (Hymowitz et al., 2000). Alle Liganden bestehen aus drei
identischen Untereinheiten und kdnnen so als Homotrimer bei Bindung an die Todesrezep-

toren deren Oligomerisierung bewirken (Banner et al., 1993; Beutler and van Huffel, 1994).
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Da das CD95-Rezeptor-System bisher am besten untersucht worden ist, wird im folgenden
der extrinsische Apoptoseweg (Abbildung 2.5) beispielhaft an diesem Rezeptor erlautert:
Uber die Bindung des trimeren CD95-Liganden an seinen Rezeptor leitet er dessen
Multimerisierung ein, was ein Clustern der Death Domanen zur Folge hat (Nagata and
Golstein, 1995). AnschlieRend kann das Adapterprotein FADD (Fas-associated death
domain protein) Uber homophile Wechselwirkungen seiner DD an den CD95-Rezeptor-
komplex binden. Der dabei entstandene Grof3komplex wird als DISC (death inducing
signaling complex) bezeichnet. Mittels seiner zweiten Interaktionsdoméne DED (death
effector domain) ist FADD in der Lage, Pro-Caspase 8 oder 10 zu binden (Kischkel et al.,
1995). Am DISC werden infolge dessen mehrere Proscaspase 8/10-Molekile rekrutiert und
einander rdumlich angendhert. Dies ist trotz geringer initialer katalytischer Aktivitdt der
Caspasen 8 und 10 ausreichend, um tber den Mechanismus der induzierten Proximitat eine
weitere autoproteolytische Prozessierung und Aktivierung der Caspasen auszulésen (Martin
et al., 1998; Muzio et al., 1998). Aktive Caspase 8 spaltet dann Caspase 3, worauf es zur
Aktivierung des apoptotischen Programms kommt.

Uber Caspase 8 wird jedoch ebenfalls eine Verbindung zum mitochondrialen Zelltodweg
hergestellt. Die aktive Caspase 8 kann Bid in tBid (truncated Bid) spalten, welches durch
Aktivierung von Bax und Bak die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium
bewirkt (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). Auf diese Weise kann eine Verstarkung des
Todesrezeptorwegs Uber das Mitochondrium erreicht werden, die insbesondere bei Stimuli
mit schwacher initialer Caspase 8 Aktivierung von entscheidender Bedeutung fir die
Gesamtantwort der Zelle ist (Rudner et al., 2005).

Die extrinsische Signallbertragung der Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen negativ
beeinflusst werden. Zum einen gibt es neben den oben erwahnten sechs Todesrezeptoren
noch die sogenannten Decoy-Rezeptoren, die ebenso zur TNF-Superfamilie zahlen. Sie
besitzen ebenfalls Cystein-reiche extrazellulare Doméanen, lUber die sie Liganden binden
kénnen, ihnen fehlt jedoch die intrazellulare DD zur Signalweiterleitung (Ashkenazi and Dixit,
1998; Schulze-Osthoff et al., 1998). Dadurch kénnen sie pro-apoptotische Signale abfangen
und die Gesamtantwort der Apoptose negativ modulieren (Pan et al., 1997a; Sheridan et al.,
1997).

AulBer diesem extrazellularen Eingriff in die rezeptorvermittelten Signalwege besteht eine
weitere Regulationsmdglichkeit intrazellular Gber das Protein FLIP (FLICE inhibitory protein)
(Thome et al., 1997). Hierbei handelt es sich um ein Protein, das grol3e Homologien zur
Caspase 8 aufweist. Durch seine DED-Doméane kann es an Caspase 8 binden, im
Gegensatz zur Caspase besitzt es jedoch lediglich eine verkirzte bzw. katalytisch inaktive

Caspasendomane (Roth and Reed, 2004; Tschopp et al., 1998). Dadurch kénnen FLIPs an
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Abbildung 2.5  Schematische Darstellung des extrinsischen Ze  lltodwegs

Der extrinsische Zelltodweg wird Uber die Familie der Todesrezeptoren eingeleitet. Durch Bindung
des Liganden an seinen Rezeptor wird eine Trimerisierung von Rezeptoren ausgeldst und tber
die DD (death domain) das Adaptormolekiil FADD rekrutiert. Dabei entsteht der sog. Death
inducing signaling complex (DISC). Mittels der DED Domane von FADD zieht DISC Pro-Caspase
8 Proteine an den Rezeptorkomplex heran, die nach dem Prinzip der induzierten Proximitat
aktiviert werden. Aktive Caspase 8 initiiert durch Prozessierung der Caspase 3 anschliel3end die
Caspasen-Kaskade und stellt auRerdem iber Spaltung von Bid in tBid eine Verbindung zum
mitochondrialen Zelltodweg her. tBid veranlasst (ber Aktivierung von Bax und Bak am
Mitochondrium ein Austreten von Cytochrom c, wodurch der extrinsische Zelltodweg uber die
mitochondriale Feedback-Schleife verstarkt werden kann.

Die Aktivierung der Caspase 8 am DISC kann durch das Protein cFLIP inhibiert werden.

Caspase 8 Proteine am DISC binden und so deren Aktivierung verhindern (Irmler et al.,
1997; Kataoka, 2005).
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2.5 Die Bedeutung des Mitochondriums fur die Apop  tose

2.5.1 Die Bcl-2-Proteinfamilie

Die Familie der Bcl-2 Proteine z&hlt mittlerweile Uber 20 Mitglieder (Walensky, 2006) und
lasst sich in zwei funktionelle Gruppen einteilen, die pro-apoptotisch wirksamen sowie die
anti-apoptotisch wirksamen Familienmitglieder. Dabei werden die pro-apoptotischen Proteine
nach ihrer Struktur in zwei weitere Gruppen differenziert, die Multidomé&n-Proteine und die
BH3-only Proteine (Cory et al., 2003). Allen Mitgliedern der Familie gemeinsam ist die
Anwesenheit von bis zu 4 Bcl-2-Homologie-Domanen (BH1-4) je Protein und obwohl sich die
Aminosauresequenz der einzelnen Proteine abgesehen von den BH2-Domé&nen deutlich
unterscheidet, haben doch alle eine ahnliche Terti&rstruktur (Lalier et al., 2007).

Zu den anti-apoptotischen Mitgliedern der Familie zahlen neben den bisher am besten
untersuchten Proteinen Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-w und Mcl-1 auch A1/Bfl-1, Boo/Diva und
NRH/NRH-13. Mit Ausnahme von Mcl-1 und Al, die lediglich die Doméanen BH1 bis BH3
besitzen, zeichnen sich alle anderen anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine durch alle vier BH-
Domanen aus (Strasser, 2005; Walensky, 2006) (Abbildung 2.6). Die zellulare Funktion der
anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine ist die Inhibierung der Multidomé&n-pro-apoptotischen Bcl-2
Proteine sowie die Inhibierung verschiedener BH3-only Proteine in gesunden Zellen, um das
Uberleben der Zelle zu gewahrleisten (Certo et al., 2006; Willis and Adams, 2005). In die
Gruppe der Multidomé&n-pro-apoptotischen Proteine gehoren bisher Bax, Bak und Bok, wobei
die Expression von letzterem wahrscheinlich auf reproduktive Organe beschrénkt ist (Hsu et
al., 1997). Die Proteine dieser Subgruppe besitzen die Doméanen BH1 bis BH3 und einen C-
terminalen hydrophoben Schwanz. Man nimmt mittlerweile an, dass die wesentliche Aufgabe
dieser Proteine bei der Apoptose-Induktion in der Bildung von Poren besteht, Giber die pro-
apoptotische Faktoren aus dem Mitochondrium ins Zytoplasma entlassen werden kdnnen
(siehe Abschnitt 2.4.3). Die letzte Untergruppe wird schlie3lich von den BH3-only Proteinen
gebildet, einer sehr heterogenen Gruppe, die sich abgesehen von der fir die apoptotische
Funktion essentiellen BH3-Domane in ihrer Sequenz stark voneinander unterscheiden (Willis
and Adams, 2005). Manche der BH3-Proteine verfligen zuséatzlich zu ihrer BH3-Region noch
Uber eine Transmembrandomane im Protein (siehe Abbildung 2.6).

Die BH3-only Gruppe zahlt mittlerweile 14 Mitglieder, unter denen die Proteine Bid, Bad,
Bim, Puma, Noxa, Bik, Blk, Bmf und Bnip3 sind (Walensky, 2006). lhre Funktion liegt in der
auf Apoptose ausgerichteten Modulation der inhibierenden Wirkung von anti-apoptotischen
Bcl-2 Proteinen auf Bak und Bax (Adams and Cory, 2007; Willis et al., 2007). Dafir wurden

verschiedene Modelle entworfen, auf die im nachsten Kapitel ndher eingegangen wird.
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Abbildung 2.6 ~ Schematische Darstellung der Bcl-2 Familie
(modifiziert nach Cory und Adams, 2002)

Die Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie unterscheiden sich durch die Anzahl ihrer BH-Domanen. So
besitzen die anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine meist 4 BH-Doméanen, mit Ausnahme von Mcl-1
und Al, denen die BH4 Domane fehlt. Die pro-apoptotischen Proteine der Bax-Familie tragen die
BH-Doméanen 1 bis 3, wahrend die Untergruppe der BH3-only Proteine lediglich eine BH3-
Domaéane aufweist. Einige der BH3-only Proteine verfligen zusatzlich Gber eine Transmembran-
doméne im C-terminalen Proteinbereich.

2.5.2 Zusammenspiel der Bcl-2-Familienmitglieder ~ am Mitochondrium

Fur die Interaktion der Bcl-2 Proteine zur Apoptoseregulation gib es zwei Hauptmodelle, das
Ldirect activation" Modell und das ,displacement“ Modell. Beides sind sehr gute Entwiirfe, die
jeweils zahlreiche erfasste Teilaspekte berlcksichtigen, aber dennoch nicht alle Beobach-
tungen restlos erklaren kénnen.

Das ,direct activation* Modell (Certo et al., 2006; Kuwana et al., 2005; Letai et al., 2002)
(Abbildung 2.7 A) basiert auf der Idee, dass Bax und Bak alleine inaktiv sind und durch
sogenannte Aktivatoren aktiviert werden missen. Als solche kommen lediglich die BH3-only
Proteine Bim und Bid in Frage, obwohl Puma mdglicherweise ebenfalls diese Funktion
Ubernehmen kann (Cartron et al., 2004). Die BH3-only Aktivatoren sind jedoch im Normalfall
von anti-apoptotischen Mitgliedern der Familie durch Bindung besetzt und kénnen somit Bak
und Bax nicht aktivieren. Damit ist das Uberleben der Zelle gesichert. Im Zuge der Apoptose
missen die Aktivator-BH3-only Proteine also freigesetzt werden und das geschieht Gber die
sogenannten Sensitizer. Die Gruppe der Sensitizer-BH3s setzt sich aus den restlichen BH3-
only Proteinen Bad, Bik, Noxa, Puma, Bmf, Bnip3 und Hrk zusammen. Diese ersetzen die

Aktivatoren an der Bindestelle der anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine. Dadurch werden Bim
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bzw. Bid frei und kdnnen so Bak bzw. Bax zur Oligomerisierung anregen. Die Multidoman-
proteine Bax und Bak funktionieren in diesem Modellsystem redundant (Wei et al., 2001).

Der Hauptunterschied des ,displacement* Modell (Leu et al., 2004; Willis and Adams, 2005;
Willis et al., 2007) (Abbildung 2.7 B) besteht in der Annahme, dass Bak und Bax allein
grundsétzlich aktiv sind. Um im Normalfall das Uberleben der Zelle zu sichern, miissen sie

deshalb inaktiviert werden, weswegen sie kontinuierlich durch Bindung an anti-apoptotische
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Abbildung 2.7  Modelle fir die BH3-only Proteininteraktion m it Bak und Bax

(modifiziert nach Willis und Adams, 2005)

Beim ,direct activation“ Modell (A) werden die BH3-Proteine in sog. Aktivatoren (Bim, Bid) und
Sensitizer (alle Gbrigen BH3s) unterteilt. Dabei binden die Sensitizer-BH3s an anti-apoptotische
Bcl-2-Proteine, wodurch die Aktivator-BH3s frei werden und die Oligomerisation von Bax und Bak
induzieren kénnen. Das ,displacement” (B) Modell geht davon aus, dass Bak und Bax durch anti-
apoptotische Bcl-2-Proteine gebunden und dadurch inaktiv gehalten sind. BH3-Proteine kénnen
Bax und Bak dann aktivieren, indem sie diese durch Bindung an die anti-apoptotischen Bcl-2-
Proteine freisetzen. Dabei missen zumindest fir Bak alle inhibierenden Bcl-2-Proteine (Mcl-1 und
Bcl-x,) durch Bindung von BH3-only-Proteinen neutralisiert werden.

Bcl-2 Proteine inhibiert werden. Dabei binden jedoch nur Bcl-x, und Mcl-1 an Bak und fir
Bax konnte kein eindeutiger Bindepartner identifiziert werden (Leber et al., 2007). Damit
Apoptose stattfinden kann, muss im Fall von Bak sowohl Mcl-1 als auch Bcl-x, durch BH3-
only Proteine verdrangt werden (Willis et al., 2005) und man nimmt einen &hnlichen
Mechanismus fur Bax an. Spezielle Bindungsexperimente mit BH3-Peptiden zeigten, dass
Bim und Puma an Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-x, binden kdnnen, wéhrend Noxa nur an Mcl-1 und
Bad an Bcl-2 und Bcl-x_ bindet (Chen et al., 2005). Bei der Inaktivierung der Bcl-2 Proteine
liegen jedoch unterschiedliche Mechanismen vor. Nach Bindung von Noxa an Mcl-1 bewirkt
es dessen Abbau im Proteasom in Abhangigkeit von der Mule E3 Ubiquitin Ligase (Warr et

al., 2005; Zhong et al., 2005). Bindung von Bad an Bcl-x, hingegen flhrt nicht zu dessen
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Abbau sondern vielmehr zu einer Einbettung in die Mitochondrienmembran wodurch es zur
Inaktivierung kommt (Jeong et al., 2004).

Fur das ,displacement” Modell spricht auf jeden Fall die Tatsache, dass Bak in Komplexen
mit Mcl-1 und Bcl-x. gefunden wird (Willis et al., 2005), fir das ,direct activation* Modell
sprechen Untersuchungen, in denen die Kombination aus Bad und Noxa BH3 Peptiden kein
Cytochtom ¢ aus isolierten Mitochondrien freisetzen konnten (Certo et al., 2006). Es kdnnte
allerdings sein, dass es je nach Zellsystem auch Unterschiede in den Ablaufen der
Apoptose-Initiierung gibt und in einigen Zellen der Weg eher Richtung Zelltod gebahnt ist -
d.h. Bak und Bak dort auch ohne Bim und Bid aktiv sind.

2.5.3 Die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mit  ochondrium

Der entscheidende Schritt im intrinsischen Zelltodweg besteht in der Freisetzung von
apoptotischen Faktoren wie Cytochrom c¢ (Cyt ¢) aus dem Mitochondrium. Die genauen
Mechanismen der dabei ablaufenden Prozesse werden allerdings bis heute noch kontrovers
diskutiert. Es wurde urspriinglich vorgeschlagen, dass die Offnung der Megapore PTP
(permeability transition pore) an der inneren Membran ursachlich fir ein Ausschitten von Cyt
c ist (Kroemer and Reed, 2000; Marzo et al., 1998; Skulachev, 1996). Die PTP ist ein
Multiproteinkomplex aus verschiedenen Komponenten, der die &ufRRere und innere
Mitochondrienmembran durchspannt. Hauptbestandteile sind die Kandle VDAC (voltage-
dependent anion channel) in der au3eren und ANT (adenine-nucleotide translocator) in der
inneren Mitochondrienmembran sowie das Protein CypD (cyclophilin D), das in die Matrix
des Mitochondriums eingebettet ist (Green and Kroemer, 2004). Ein Offnen der PTP an der
inneren Membran fiihrt zu einem Anschwellen der Matrix, was in der Ruptur der &ul3eren
Membran und der Freisetzung von Proteinen mindet (Kinnally and Antonsson, 2007).
Obwohl gezeigt werden konnte, dass Bindung von Bax an ANT zur Offnung der PTP an der
inneren Mitochondrienmembran fihrt (Martinou et al., 2000), ist die primére Beteiligung am
mitochondrialen Zusammenbruch weiter umstritten, da kirzliche Untersuchungen die PTP in
direkten Zusammenhang mit Nekrose und nicht Apoptose brachten (Baines et al., 2005;
Nakagawa et al., 2005).

Neben der PTP gib es einen weiteren wichtigen Kanal in der &uf3eren Mitochondrien-
membran, den MAC (mitochondrial apoptosis-induced channel) (Pavlov et al., 2001). Der
Kanal kann aus Bax-Oligomeren allein (De Giorgi et al., 2002) oder mit tBid gebildet werden
(Chipuk et al., 2006; Kuwana et al., 2002) sowie aus Heterooligomeren mit Bak und Bax

(Chipuk et al., 2006; Wei et al., 2001). In normalen gesunden Zellen liegt Bax als monomeres
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Abbildung 2.8  Schematische Darstellung der Cytochrom c Freise  tzung aus dem Mito-
chondrium (modifiziert nach Rasola und Bernardi, 2007)

In normalen gesunden Zellen (A) liegt Bax inaktiv im Zytoplasma vor und phosphoryliertes Bad
wird durch 14-3-3 ebenfalls im Zytoplasma festgehalten. Bak in der mitochondrialen Membran
wird durch anti-apoptotische Bcl-2-Proteine gehemmt. Die PTP befindet sich in einem geschlos-
senen Zustand mit an VDAC gebundener Hexokinase (HK). Als Folge des Apoptose-signalings in
der Zelle (B) wird Bax aktiviert und kann zum Mitochondrium zur Porenbildung translozieren. Die
Hexokinase l6st sich vom VDAC ab und Bad sowie andere BH3-only Proteine kdnnen die
inhibierende Wirkung anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine auf Bak aufheben und somit ebenfalls zur
Porenbildung beitragen. Dadurch kommt es an der &uf3eren Mitochondrienmembran zur
Porenéffnung (rotes Oval) und Freisetzung von Proteinen wie Cyt ¢, AlF, DIABLO und EndoG.
Unterstiitzt wird dieser Prozess durch die Bindung von Bax an VDAC, was eine Offnung der PTP
(schwarzer Kasten) an der inneren mitochondrialen Membran zur Folge hat mit anschlieBender
Schwellung der Matrix und Ruptur der auf3eren Mitochondrienmembran.

Protein im Zytoplasma vor und besitzt keine kanalbildenden Eigenschaften (Hsu and Youle,
1998). Wird Bax zu Beginn der Apoptose jedoch aktiviert, transloziert es zum Mitochondrium,
insertiert dort in die auRere Mitochondrienmembran und oligomerisiert mit weiteren Bax- oder
Bak-Molekilen zu Kanalen (Antonsson et al., 2000), aus denen Proteine wie Cytochrom c,
AIF, Smac/DIABLO und EndoG freigesetzt werden.

Tiefergehende Untersuchungen zu der Frage, ob MAC der einzige Schlissel zur Cyt c-

Freisetzung ist oder ob PTP ebenfalls eine Rolle spielt, kamen kirzlich zu der These, dass
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MAC der prinzipielle Weg zur Apoptose ist und die Offnung der PTP iiber Bindung von Bax
an ANT eine Konsequenz der Apoptose, die eine vollstandige Exekutierung des Zelltods

sicherstellt (Kinnally and Antonsson, 2007).

2.6 Die Zellantwort nach ionisierender Strahlung

Durch Einwirken ionisierender Strahlung auf Zellen kommt es innerhalb der Zelle zum einen
Uber direkte Wechselwirkungen zu Strangbrichen der DNA, zum anderen indirekt tber
Bildung freier Radikale zu zahlreichen Beeintrachtigungen der DNA. Die Folge sind neben
Doppel- und Einzelstrangbriichen durch Spaltung der Phosphatesterbindungen oder Basen-
freisetzung bei Spaltung von Zucker-Basen-Bindungen auch zahlreiche Basendefekte wie
Desaminierung oder Oxidierung des Pyrimidinringes und Spaltung von Purinringen sowie
Kettenvernetzung Uber Bildung intra- und intermolekularer Bindungen (Steel, 1993).

Durch Doppelstrangbriiche werden die Kinasen ATM und ATR aktiviert (Ismail et al., 2005).
Diese Sensoren kdnnen Zellzyklusarrest und Reparaturmechanismen einleiten und falls die
Reparatur scheitert, auch Apoptose triggern (Roos and Kaina, 2006). So wird durch ATM-
abhangige Phosphorylierung des Checkpoint-Proteins Chk2, die Kinase cdc25 aktiviert, die
fur den S-Phase-Kontrollpunkt verantwortlich ist (Lavin et al., 2005). AuRerdem fuhrt Gber
ATM und ATR die Aktivierung der Checkpointkinasen Chkl und Chk2 zu einem Cdc2-
CyclinB1- oder cdc25-CDK1-vermittelten Zellzyklusarrest (Kastan and Bartek, 2004; Kastan
et al., 2000). Andererseits induzieren ATM und ATR auch die Phosphorylierung von H2AX zu
y-H2AX (Burma et al., 2001; Wang et al., 2005; Ward and Chen, 2001), wodurch Pattformen
fur zahlreiche weitere Proteine entstehen, die mit der DNA-Reparatur assoziiert sind (Paull et
al., 2000). Bei der Reparatur der Schaden selbst sind sowohl Mechanismen der Homologen
Rekombination (HR) als auch der Nicht-homologen Endverkniipfung (NHEJ) von Bedeutung
(Bernstein et al., 2002; Pastwa and Blasiak, 2003; Tuteja and Tuteja, 2001), wobei die NHEJ
fehlerhaft ist und daher ofters in Zusammenhang mit nachfolgender Apoptose steht
(Genovese et al.,, 2006; Roos and Kaina, 2006). SchlieB3lich wird Uber ATM und ATR
ebenfalls das Protein p53 angesteuert, das als zentraler Regulator zum einen den Arrest
Uber transkriptionelle Induktion von p21 verstarken, zum anderen aber auch Apoptose
einleiten kann (Gudkov and Komarova, 2003). In letzterem Fall kann p53 die Transkription
der pro-apoptotischen Proteine Bax, Puma und Noxa hochregulieren sowie die Translokation
von Bax zum Mitochondrium positiv beeinflussen (Lane, 1992; Schuler and Green, 2001,
Vousden and Lu, 2002). Zusétzlich zu der p53-vermittelten Apoptose nach Strahlenschaden,

gibt es auch einen p53-unabhangigen Weg Uber das Protein p73. Dabei konnte gezeigt



Einleitung 23

werden, dass p73 ebenfalls die Proteine Bax, Puma und Noxa transkriptionell aktiviert sowie
die Translokation von Bax zum Mitochondrium induziert (Flinterman et al., 2005; Melino et
al., 2004).
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Abbildung 2.9 Zellantwort nach Bestrahlung (modifiziert nach Gudkov, 2003)

Strahleninduzierte DNA-Schéaden flhren zur Induktion von DNA-Reparatur verbunden mit einem
Kurzzeit-Arrest der Zelle in G2/M. Bei erfolgreicher Reparatur proliferiert die Zelle weiter, bei
fehlerhafter Reparatur endet die Zelle in permanentem Arrest oder nach mitotischer Katastrophe
im Zelltod. Parallel zu den Reparaturmechanismen wird tUber Checkpoint-Kinasen (CP-Kinasen)
auch p53 aktiviert, das je nach Schadensausmal? an der DNA die Reparatur weiter fordert und die
Zelle arretiert oder direkt Apoptose auslésen kann. Letzteres geschieht durch Induktion von Bax,
Puma und Noxa hauptsachlich Gber den intrinsischen Apoptoseweg, aber auch der extrinsische
Weg kann tber Hochregulation von CD95 getriggert werden.

Als zusatzlicher Weg wird Uber freie Radikale das Enzym saure Sphingomyelinase aktiviert, das
die Umsetzung von Spingomyelin aus der Membran zu Ceramid induziert und auf diese Weise
intrinsische und extrinsische Apoptosewege fordert.

Eine weitere Strahlenantwort der Zellen wird v.a. durch Radikalbildung verursacht. Dabei
kommt es zur Aktivierung des Enzyms saure Sphingomyelinase (ASM), das die Freisetzung
von Ceramid aus Sphingomyelin der Zellmembran triggert (Haimovitz-Friedman et al., 1994;
Kolesnick and Fuks, 2003). Ceramid selbst kann wiederum Apoptose induzieren. Zum einen
hemmt es die anti-apoptotische Kinase PKB/Akt (Zhou et al., 1998), zum anderen triggert es
den Einbau von Bax in die duRRere Mitochondrienmembran mit anschlielender Cytochrom c-
Freisetzung und Aktivierung der Caspasen-Kaskade (Liao et al., 1999; von Haefen et al.,
2002). AuBerdem kann SAPK/IJNK zum Mitochondrium translozieren und dort Bcl-x,
phosphorylieren, was von essentieller Bedeutung fur die Ceramid- sowie SAPK/JNK-
vermittelte Apoptose ist (Kharbanda et al., 2000; Verheij et al., 1996).

Die Strahlenantwort der Zelle in ihrer Gesamtheit ist in Abbildung 2.9 schematisch

zusammengefasst.
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2.7 Der PI3K/Akt-Weg: Gegenspieler von Bestrahlun g und Apoptose

Der Phosphatidylinositol 3’-kinase (PI3K)/Akt Signalweg wird als einer der Hauptuberlebens-
wege in der Zelle angesehen. Er wird aktiviert durch zahlreiche Stimuli wie verschiedene
Hormone einschliellich Insulin, Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF oder PDGF, durch
verschiedene Formen zellularen Stresses oder durch Aktivierung von Ras (Vivanco and
Sawyers, 2002). Uber den PI3K/Akt-Weg werden grundlegende zellulare Funktionen wie
Proliferation, Translation, Zellzyklusvorgange, ZellgroRe, Glucosemetabolismus, Genomsta-
bilitat, Angiogenese und das Uberleben der Zelle reguliert (Bellacosa et al., 2005; Cantley,
2002). In Tumorzellen finden sich haufig Deregulationen im PI3K/Akt-Weg, was mit Tumor-
wachstum und verschlechtertem Ansprechen des Tumors auf Therapien einhergeht (Vivanco
and Sawyers, 2002).

Die PI3K wird tUiber Rezeptortyrosinkinasen von Wachstumsfaktor- oder Integrin-Rezeptoren
aktiviert. Dabei wird die regulatorische p85-UE des Enzyms Uber die SH2-Domane (Src
homology 2 domain) an Phosphotyrosin-Reste innerhalb des Rezeptors rekrutiert, wo die
Aktivierung erfolgt. Daraufhin kann die katalytische p110-UE der PISK an der Membran PIP,
(Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat) zu PIP; phosphorylieren, welches dazu dient, Proteine
mit Phospholipid-bindenden Doméanen an die Membran zu rekrutieren (Dillon et al., 2007).
Insbesondere werden die Proteine PKB/Akt und PDK1 (phosphoinositid-dependent kinase 1)
Uber ihre PH(pleckstrin homology)-Domane an die Membran rekrutiert, wobei PDK1 das Akt-
Protein in der Kinase-Doméane an Thr308 phosphoryliert (Chan et al., 1999; Franke et al.,
1995). Zur vollen Aktivierung von Akt ist jedoch noch eine weitere Phosphorylierung in der
regulatorischen UE des Proteins an Ser473 notwendig. Diese erfolgt hauptséchlich tber
einen Enzymkomplex aus den Proteinen mTOR (mammalian target of rapamycin), GRL (G-
protein beta-subunit-like) und rictor (Sarbassov et al., 2005). Zusatzlich kénnten die Kinasen
ILK-1 (integrin-linked kinase), PDK1, Akt selbst, sowie DNA-PKcs das Potential haben, Akt
an Ser473 zu phosphorylieren (Chan and Tsichlis, 2001; Dong and Liu, 2005). Nach seiner
Aktivierung wandert Akt in Zytoplasma und Zellkern, wo es eine Vielfalt an nachgeschalteten
Effektorproteinen phosphoryliert und dabei aktiviert oder inhibiert (Dillon et al., 2007). Die
Aktivitat von PI3K wird gehemmt von der Lipidposphatase PTEN (phophatase and tensin
homolog deleted on chromosome 10), die das 3'-Phosphat von PIP; entfernt und so tber
Regenerierung von PIP, das Downstreamsignaling der PI3K deutlich abschwécht (Dillon et
al., 2007).

Durch Phosphorylierung an Ser473 und Thr308 aktiviertes PKB/Akt reguliert den Zellzyklus
Uber Phosphorylierung von p21 und p27. Die beiden Zellzyklusregulatoren werden daraufhin
im Zytoplasma zurlickgehalten bzw. aktiv aus dem Kern transportiert, was deren

zellzyklushemmende Funktionen aufhebt (Viglietto et al., 2002; Zhou et al., 2001). Au3erdem
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kurbelt P-Akt den Zellzyklus Uber verstarkte Translation sowie Stabilisierung von Cyclin D1
an, was ein Voranschreiten des Zellzyklus am G1/S Ubergang begiinstigt (Diehl et al., 1998).
Zudem spielt P-Akt eine Rolle im Metabolismus durch Inaktivierung der GSK (glycogen
synthase kinase) sowie Aktivierung von Glykolyse und Glucose-Transport (Cross et al.,
1995; Deprez et al., 1997; Kohn et al., 1996). Das Uberleben der Zelle wird (iber eine
Vielzahl an Effektorproteinen durch PKB/Akt beeinflusst. Zum einen inhibiert Akt das BH3-
only Protein Bad durch Phosphorylierung an Serl36 (Datta et al., 1997), zum anderen
verhindert es Uber Phosphorylierung und somit Hemmung des Transkriptionsfaktors FKHRL1
die Aktivierung Apoptose-relevanter Gene wie FasL, Bim, Noxa und Puma (Brunet et al.,
1999; del Peso et al., 1997; You et al., 2006). Akt phosphoryliert auRerdem Caspase 9 an

Serl96, was Konformationsdnderungen in der Caspase bewirkt und damit ihre Inaktivitét zur
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Abbildung 2.10 Der PI3K/Akt Signalweg (madifiziert nach Dillon, 2007)

Aktivierung der PI3K Uber Rezeptortyrosinkinasen vermittelt die Phosphorylierung von PIP2 zu
PIP3 und dadurch die Rekrutierung von PKB/Akt und PDK1 zur Zellmembran. PKB/Akt wird
daraufhin Gber Phosphorylierung an Ser473 (durch mTOR/rictor) und Thr308 (durch PDK1)
aktiviert, woraufhin es Uber Phosphorylierung seiner Downstreamtargets verschiedene zellulare
Prozesse wie Replikation, Wachstum, Angiogenese, Migration und Apoptose reguliert.

Folge hat (Cardone et al, 1998). Des weiteren fuhrt Akt einerseits indirekt Uber
Phosphorylierung der IKK (IkB Kinase), die den Abbau des NFkB-Inhibitors IKB triggert,
andererseits direkt tUber Aktivierung der transkriptionellen Aktivitat von NFKB (nuclear factor
KB) zu einer verstarkten Expression von Uberlebensgenen wie Bcl-x,, Bcl-2, c-IAPs und c-
FLIP (Catz and Johnson, 2001; Lee et al., 1999; Romashkova and Makarov, 1999). Die

Expression der Uberlebensproteine Bcl-2, Mcl-1 und Akt selbst wird auBerdem durch die Akt-
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vermittelte Phosphorylierung von CREB (cyclic AMP-response-element-binding protein)
unterstiitzt (Pugazhenthi et al., 2000; Wang et al., 1999). Uber Phosphorylierung der
Ubiquitinligase mdm2 vermittelt Akt die Translokation von mdmz2 in den Kern, wo mdmz2 pro-
apoptotisches p53 ubiquityliert und dadurch dem Abbau zufiihrt (Mayo and Donner, 2001).
SchlieBBlich reguliert Akt Uber mTOR Faktoren wie ZellgréRe, Zellwachstum und
Translationsvorgdnge in der Zelle (Li et al., 2004) und ermdglicht Uber Forderung der
Sekretion von MMPs (matrix metalloproteinases) Tumorinvasion und Metastasierung von
Zellen (Thant et al., 2000).

2.8 Zellzyklusregulationen:

Rb — zwischen Leben, Tod und Differenzieru ng

pRb gehdrt mit p130 und p107 zur Familie der Pocketproteine. Rb ist ein Regulator am G1/S
Restriktionspunkt des Zellzyklus und spielt eine kritische Rolle bei der Differenzierung,
Chromosomenstabilitat und dem Uberleben der Zelle (Harbour and Dean, 2000b; Knudsen
et al., 1999; Zhang et al., 2000; Zheng and Lee, 2002). Die Pocketproteine regulieren tber
Kontrolle der E2Fs jedoch ein viel groReres Netzwerk an Genen, als fir S-Phase und
Zellzyklusprogression von Noten ist. So werden auf3erdem der Eintritt in und das
Fortschreiten der Mitose kontrolliert, diese Zellzyklusprogramme mit Checkpointkontrollen
koordiniert, regulierend in die Antwort der Zelle auf DNA-Schaden eingegriffen und
aulRerdem Apoptose, Differenzierung und Entwicklung beeinflusst (Dimova et al.,, 2003;
Ishida et al., 2001; Muller et al., 2001; Polager et al., 2002; Ren et al., 2002; Weinmann et
al., 2002). Studien an Rb-defizienten Zellen zeigten, dass Rb fur die Zellzyklusregulationen
in proliferierenden Zellen austauschbar, aber essentiell fir drei Hauptfunktionen ist: Dem
Austritt aus dem Zellzyklus, der zu Seneszenz oder Differenzierung fuhrt, chromosomaler
Stabilitat wahrend der Zellteilung und schlieRlich Schutz vor Apoptose wahrend der
Zellteilung (Halaban et al., 1998; Sage et al., 2000). Rb kontrolliert diese verschiedensten
Vorgange, indem es an Proteine der E2F-Familie von Transkriptionsfaktoren bindet und
diese dadurch inhibiert (Lees et al., 1993).

Dabei bindet Rb an andere E2Fs als die Ubrigen Pocketproteine und ist somit fur die
Regulation distinkter E2F-Targetgene zustandig (Abbildung 2.11) (Cobrinik, 2005).

Rb reprimiert die Transkription Uber zwei Hauptmechanismen. Zum einen bindet es an die
E2F-Transaktivierungsdoméane und blockiert diese dadurch (Flemington et al., 1993; Helin et
al.,, 1993), zum anderen reprimiert es die Transkription aktiv durch Rekrutierung von

Chromatin-Remodeling Enzymen zum Promotor, welche die lokale Chromatinstruktur
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Abbildung 2.11 Interaktionen zwischen Pocketproteinen und E2Fs
(nach Cobrinik, 2005)

Die E2F-Transkriptionsfaktoren werden in zwei Subgruppen unterteilt, die Aktivator-E2Fs (E2F1-
3) und Repressor-E2Fs (E2F3-7). Die Hauptfunktion der Aktivator-E2Fs liegt in der Transkription
und somit Aktivierung bestimmter Gene, wahrend die Aufgabe der Repressor-E2Fs im Verbund
mit den Pocketproteinen priméar in der Reprimierung diverser Gene liegt. Das Pocketprotein Rb
bindet hauptsachlich an die Aktivator-E2Fs und an E2F3b, welches als Repressor fungieren
konnte, wéhrend p107 und p130 fir die Bindung an E2F4 und E2F5 zustandig sind. Somit sind Rb
und die Gbrigen Pocketproteine fir die Regulation distinkter E2F-Targetgene verantwortlich.

E2F6 und E2F7 bilden zwar transkriptionelle Repressorkomplexe binden aber nicht an
Pocketproteine.

verandern und so den Zugang der Transkriptionsmaschinerie inhibieren (Frolov and Dyson,
2004; Harbour and Dean, 2000) (Abbildung 2.12). Damit Rb die Inhibierung der E2Fs
entsprechend ausiiben kann, muss es in hypophosphoryliertem Zustand vorliegen, um voll
aktiv zu sein (Delston and William Harbour, 2006). Fiur die Inaktivierung von Rb wiederum
sind mehrere Phosphorylierungsschritte durch cdk/Cyclin-Komplexe notwendig (Abbildung
2.12), die das Protein von einem hypophosphorylierten in einen hyperphosphorylierten
Zustand Uberfiihren (Lundberg and Weinberg, 1998). In diesem |6st sich das Protein von
E2F und die Targetgene kénnen abgelesen werden.

Rb ist auBerdem ein Substrat von Caspasen und kann im Zuge der Apoptose von diesen
gespalten werden (Boutillier et al., 2000; Janicke et al., 1996; Tan et al., 1997; Tan and
Wang, 1998). Bei der Spaltung entsteht eine unstabile Form des Rb, die rapide durch andere
Proteasen abgebaut wird (Janicke et al.,, 1996; Tan et al., 1997). Diese Mechanismen
kénnen die Apoptose weiter verstarken, wobei eine Deregulation der E2F-Transkriptions-
faktoren der entscheidende Schritt flr die Apoptose-Induktion zu sein scheint (Tsai et al.,
1998; Ziebold et al., 2001). Passend dazu wiesen Mause mit einer Rb-Mutation an der
Caspasenschnittstelle eine Resistenz gegeniiber Endotoxin-induzierter Apoptose im
Intestinum auf (Borges et al., 2005).
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Abbildung 2.12 Reprimierung der E2F-vermittelten Transkription durch Rb
(modifiziert nach Bell und Ryan, 2004)

Rb bindet in der GO/G1-Phase des Zellzyklus an E2F-DP-Komplexe, was zur Reprimierung der
E2F-abhangigen Transkription fihrt. Rb inhibiert den transkriptionsférdernden Komplex zum einen
passiv Uber Bindung an dessen Transaktivierungsdoméne und zum anderen aktiv Uber
Rekrutierung von Faktoren wie HDAC, die die Histonschwanze modifizieren und dadurch eine
dichtere Packung der Nukleosomen erleichtern. Cdk4/6-cycD und Cdk2-cycE phosphorylieren Rb
and mehreren Stellen und verursachen so eine Freisetzung von E2F, was zur Aktivierung der
E2F-abhangigen Targetgene fihrt.

2.9 Die Alkylphosphocholine ErPC und ErPC3

Die Geschichte der synthetischen Phospholipide begann in den frihen 1970ern mit der
Synthese von Alkyllysophospholipiden (ALP) als immunmodulierende Substanzen (Munder
et al, 1979). ALPs zeichnen sich durch ein Glycerin-Rickgrat aus, an das durch
Etherbindungen jeweils eine lange und eine sehr kurze aliphatische Seitenkette verknlpft
sind. Wahrend dem Findungsprozess biologisch stabiler Analoga wurde die anti-
proliferierende Eigenschaft der ALPs in Tumorzellen entdeckt (Runge et al., 1980). Nur
wenig spater wurde die Anti-Tumor-Wirkung des ALPs ET-18-OCH3 (Edelfosine) in Ratten
nachgewiesen (Berger et al., 1984; Scherf et al.,, 1987), was Anlass zu nachfolgenden
klinischen Studien gab und zur Entwicklung zahlreicher ALP-Derivate beitrug. Dabei
entstanden auch die ALP-Abkdmmlinge der Alkylphosphocholine (APC), denen das Glyerin-
Ruckgrat fehlt (Hilgard et al., 1993). Sie stellen das minimale Wirkprinzip der ALPs dar, d.h.
den auf ein Minimum reduzierten Anteil, der dennoch die Eigenschaft der Anti-Tumor-
Wirkung aufweist (Eibl and Unger, 1990). HePC (Hexadecylphosphocholin) war das erste
APC-Derivat, das in die Klinik eingefiihrt wurde. Es loste jedoch hamolytische
Nebenwirkungen aus und kann daher in geeigneten Anti-Tumor-Konzentrationen nur oral

gegeben werden (Impavido™) oder kutan als Palliativbehandlung fiir Hautmetastasen bei
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Mammakarzinom bzw. bei malignen Hautlymphomen (Miltex ™) (Clive et al., 1999; Dummer
et al., 1993; Leonard et al., 2001; Smorenburg et al., 2000; Unger et al., 1992). Aber auch
die orale Gabe war wegen gastrointestinaler Toxizitdt von HePC nur begrenzt méglich und
so konnte die Substanz oral zwar nicht in der Tumortherapie eingesetzt werden, dafir aber
bei viszeraler Leishmaniasis (Sundar et al., 2002). Ferner wurde mittlerweile das APC
Perifosine (Octadecyl-(N,N-dimethyl-piperidinium-4-yl)-phosphat in der klinischen Anwendung
gestestet. Dabei wurden in verschiedenen Phase | und pharmakokinetischen Studien v.a.
gastro-intestinale Nebenwirkungen beobachtet, die ebenso wie bei HePC dosislimitierend
sind (Crul et al., 2002; Van Ummersen et al., 2004). Da das Hauptproblem also darin
bestand, dass die APCs wegen hamolytischer Effekte nur oral appliziert werden konnten,
hierbei allerdings wegen gastrointestinaler Toxizitdt eine Dosislimitierung gegeben war,
entstand die zweite Generation an APCs, die eine Doppelbindung im Zentrum ihres Akylrests
tragen. Mit Erucylphosphocholin (ErPC) (Abbildung 2.13A) - einem APC mit einer aus 22
Kohlenstoffatomen bestehenden Alkylkette und der Doppelbindung an cis-13,14 - war das
erste APC-Derivat geschaffen, das intravends verabreicht werden kann (Berger et al., 1998).
Sein Nachfolger ErPC3 (Erucylphosphohomocholin, Erufosine”) (Abbildung 2.13B)
unterscheidet sich von ErPC lediglich um eine zusatzliche CH,-Gruppe im Verbindungsglied
von Ammoniumfunktion und Phosphorsaurerest. Im Gegensatz zu Standardchemothera-
peutika zeichnen sich APCs allgemein dadurch aus, dass sie ihre Wirkung in der Zelle ohne
direkte Interaktion mit der DNA entfalten (Noseda et al., 1989). Sie wechselwirken primar mit
Membranpermeabilitdt und -fluiditat, der Lipidzusammensetzung in der Membran sowie dem
Phospholipidmetabolismus, wobei Vorgange wie Zellproliferation, Zellzyklusprogression,
Differenzierung und Angiogenese beeinflusst werden (Jendrossek and Handrick, 2003;
Ruiter et al., 2001).

Pharmakokinetische Untersuchungen zu ErPC in gesunden Ratten ergaben, dass die
Substanz Blut-Hirn-Schranken-gangig ist und sich bei wiederholter intravendser Gabe u.a. im
Gehirngewebe anreichert, ohne bei den eingesetzten Konzentrationen toxische Neben-
wirkungen zu erzeugen (Erdlenbruch et al., 1999). AuRerdem konnte eine Akkumulation von
ErPC im Tumorgewebe von Ratten mit Gliomen nachgewiesen werden (Erdlenbruch et al.,
2002). Obwohl sich die beiden Substanzen ErPC und ErPC3 strukturell nur wenig
voneinander unterscheiden, weist ErPC3 eine deutlich bessere Ldslichkeit in wassrigen
Losungen auf, was wegen vereinfachter intravendser Applikation einen erheblichen Vorteil
fur eine zuklnftige klinische Anwendung mit sich bringen wirde.

Hinsichtlich des potentiellen Wirkmechanismus konnte fir ErPC gezeigt werden, dass seine
zytotoxische Wirksamkeit pro-apoptotische Effekte einschliel3t. Dabei war die Effizienz der

Substanz unabhangig vom extrinsischen Zelltodweg und wurde dafiir in Abhéngigkeit von
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Caspase 9, Apaf-1 und Caspase 3 sowie durch Bcl-2 Uberexpression signifikant reduziert
(Jendrossek et al.,, 2003; Kugler et al.,, 2005). Bezlglich letzterem scheint auch die
subzelluldre Lokalisation von Bcl-2 an den Membranen von ER und Mitochondrium eine

Voraussetzung fur den Schutz vor ErPC-induzierter Apoptose zu sein (Handrick et al., 2005).
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Abbildung 2.13  Strukturformeln von ErPC und ErPC3

(A) Das APC-Derivat ErPC ist ein cis-13-14 ungesattigt alkyliertes Phosphat mit einem Ethyl-
trimethyl-ammonium-Zweitsubstituenten

(B) ErPC3 st ein Strukturanalogon von ErPC, das sich lediglich um eine zusatzliche Methylen-
gruppe am Zweitsubtituenten (rot markiert) unterscheidet.

Ferner wurde beobachtet, dass ErPC stressinduziertes JNK aktiviert und anti-apoptotisches
ERK-Signaling in Gliomzellen inhibiert (Kugler et al., 2004). Da ErPC-induzierte Apoptose in
Gliomzellen Uberdies unabhéngig von wt-p53 ablaufen kann (Jendrossek et al., 2001), stellt
es ein vielversprechendes Agens zur Behandlung von wenig strahlensensitiven Tumoren dar
und bietet sich auRBerdem fir kombinierte Behandlungsanséatze mit ionisierender Strahlung

an.

2.10 TRAIL und ETR-2

TRAIL, der natirliche Ligand der TRAIL-Rezeptoren, weist an seinem C-terminalen Ende
eine 23%ige Homologie mit CD95-L sowie eine 19%ige Homologie mit TNF auf (Pitti et al.,
1996) und wird auf Chromosom 3 an der Position 3926 kodiert (Wiley et al., 1995). Es ist ein
33-35kD Typ II Membranprotein, liegt jedoch neben der membrangebundenen Form nativ
auch als losliche Form vor (Liabakk et al., 2002; Mariani and Krammer, 1998). Da eine
Expression von TRAIL in beinahe allen humanen Geweben (Thymus, Milz, Lymphozyten,
Intestinum, Lunge, Plazenta, Ovar und Prostata) auf3er Leber und Gehirn nachgewiesen

wurde, liegt die Vermutung nahe, dass TRAIL eine physiologische Rolle Gbernimmt (Pitti et
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al., 1996; Suda et al., 1993). Untersuchungen an TRAIL-Knockout-Mausen ergaben zwar
zunachst keinen sichtbaren Phéanotyp, aber die M&use hatten nach Injektion syngener
Tumorzellen erhebliche Probleme in der Abwehr dieser Zellen (Cretney et al., 2002; Takeda
et al., 2002), was TRAIL eine potentielle Rolle in der Uberwachung und Immunabwehr von
Tumorzellen zukommen l&asst.

Da TRAIL Apoptose in Tumorzellen auslést und in Nacktmdusen einen Rickgang von
Tumoren verursacht, aber bisher im Gegensatz zu TNF-a und CD95-L keine Normalgewebs-
toxizitat in murinen Xenografts und Primaten aufweist (Ashkenazi et al., 1999; Gazitt, 1999;
Walczak et al., 1999), scheint mit dem Liganden TRAIL ein idealer und vielversprechender
Kandidat fur zukiinftige Tumortherapien gefunden.

Die aktive Form von TRAIL ist ein Trimer, wobei ein Zink-lon, das Uber einen einzelnen
Cystein-Rest an Position 230 in jedem Monomer koordiniert wird, entscheidend fir die
Aktivitdt von TRAIL ist (Bodmer et al., 2000; Hymowitz et al., 2000).

Bisher sind funf verschiedene TRAIL-Rezeptoren identifiziert, die unter Kapitel 2.3.2 bereits
beschriebenen TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 sowie die sogenannten Decoy-Rezeptoren 1 und 2
(DcR1und DcR2) und Osteoprotegerin (OPG) (Bouralexis et al., 2005; Kimberley and
Screaton, 2004). Allerdings verfigen nur TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (ber eine vollstandige
zytoplasmatische Todesdoméne, weswegen sie als einzige der TRAIL-Rezeptoren Apoptose
auslosen kénnen und zu den Todesrezeptoren gezahlt werden. DcR1und DcR2 werden den
Decoy-Rezeptoren zugeordnet, da sie aufgrund fehlender (DcR1) oder unvollstandiger
(DcR2) zytoplasmatischer Domane keine Apoptose vermitteln kdnnen (Bouralexis et al.,
2005). Die Decoy-Rezeptoren koénnen dariber hinaus die Apoptose-Induktion durch
Kompetition mit TRAIL-R1 und TRAIL-R2 um die Bindung von TRAIL inhibieren. Nach
weiteren Theorien koénnte aul’erdem die Bildung gemischter Rezeptorkomplexe
(Heterotrimerisierung aus TRAIL- und Decoy-Rezeptoren) das apoptotische Signaling
blockieren oder ein Rezeptortrimer aus DcR2 anti-apoptotisches NFkB-Signaling aktivieren
(Kimberley and Screaton, 2004). Die Tatsache, dass nur gesundes Gewebe Uber Decoy
Rezeptoren verfugt, wahrend die Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 zusatzlich zu
normalen Geweben auch in vielen Tumorarten exprimiert werden, kénnte ein Grund fiir die
spezifische Anti-Tumor-Wirkung von TRAIL sein und zumindest teilweise die fehlende
Toxizitat in Normalgeweben erklaren (Ashkenazi et al., 1999). Im Normalgewebe kann die
TRAIL-Wirkung Uber Decoy-Rezeptoren abgefangen werden, im Tumor nicht. Berichte Uber
eine Apoptose-Induktion durch TRAIL in humanen Leberzellen (Jo et al., 2000) dampften
zwar vortibergehend die Begeisterung gegentber TRAIL, letztlich stellte sich jedoch heraus,

dass die Toxizitat auf die biochemische Praparation der verwendeten TRAIL-Formen
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zurtickzufuihren war und durch den Einsatz geeigneter Praparate vermieden werden kann
(Lawrence et al., 2001).

Die Rolle des geldsten OPG als Rezeptor fur TRAIL ist bisher noch sehr unklar, v.a. da unter
physiologischen Temperaturen die Affinitdt zu TRAIL sehr gering ist (Kimberley and
Screaton, 2004).

agonistischer

TRAIL Abbildung 2.14 Das TRAIL-Rezeptor-System

V (modifiziert nach Ashkenazi, 2002)
Der Apoptose-Signalweg nach Aktivierung der TRAIL-
Rezeptoren ist dem des in Kapitel 2.3.2 beschriebenen
TRAL-R1 CD95-Wegs sehr ahnlich, mit dem Unterschied, dass im
oder Falle des TRAIL-Systems mindestens vier verschiedene
TRAIL-R2 TRAIL-Rezeptoren identifiziert wurden (siehe Text).
Dabei kdnnen die aktivierenden Zelltodrezeptoren TRAIL-
OO0 R1 bzw. TRAIL-R2 sowohl Uber den Liganden TRAIL als
m %%)%2 auch_. Uber einen gegen den. Rezeptor gerlch'gef[en
6 ¢ spezifischen agonistischen Antikorper (AK) aktiviert
% werden. Nach Bindung von TRAIL oder dem agonistischen
AK an seinen Rezeptor wird eine Trimerisierung der
Rezeptoren ausgel6st und tber die DD (death domain) das
L L L A Adaptormolekil FADD rekrutiert. Dabei entsteht der sog.
Death inducing signaling complex (DISC). Mittels der DED
. Domane von FADD zieht DISC Proteine der Pro-Caspase
=1 B2 =2 8 oder 10 an den Rezeptorkomplex heran, die nach dem
o L ]| Prinzip der induzierten Proximitat aktiviert werden. Aktive
Caspase 8 bzw. 10 initiert durch Prozessierung der
\4 / Caspase 3 anschlieBend die klassische Caspasen-
Kaskade und somit Apoptose.
Caspase- 8 Die Aktivierung der Caspase 8 bzw.10 am DISC kann Uber
Caspase-10 die Decoy-Rezeptoren inhibiert werden. Dies geschieht
entweder Uber Kompetition um die Liganden oder tUber die
l Bildung gemischter Rezeptortrimere, die die Signalweiter-
leitung blocken.

£

Im Allgemeinen kann eine Aktivierung der Zelltodrezeptoren durch Bindung eines
spezifischen Liganden erreicht werden oder alternativ Uber rezeptorspezifische Antikorper.
ETR-1 und ETR-2 sind rekombinante, humane monoklonale agonistische 1gG,y Antikorper
gegen die Zelltodrezeptoren TRAIL-R1 (ETR-1) und TRAIL-R2 (ETR-2) (Alderson et al.,
2003; Pukac et al., 2005; Salcedo et al., 2002). Klinische Phase | Studien an Patienten mit
fortgeschrittenen unheilbaren soliden Tumoren und mit Non-Hodgkin-Lymphomen ergaben
Hinweise fir die biologische Aktivitat der Antikdrper (Attard et al., 2005; de Bono et al., 2004;
Sarantopoulos et al., 2005). Aul3erdem wurden die Antikdrper im allgemeinen gut vertragen

und es wurde keine Lebertoxizitat beobachtet.
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Aufgrund der Beobachtung, dass Zelltodrezeptoren und ionisierende Strahlung bzw.
klassische Chemotherapeutika Uber distinkte Wege zur Apoptose fiihren, bietet sich eine
kombinierte Behandlung aus TRAIL mit Bestrahlung oder Chemotherapie an.
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen in vitro als auch im Xenograftmodell zeigten
eine verbesserte Antitumorwirkung nach einer Kombination aus TRAIL und Bestrahlung bzw.
ETR-1/ETR-2 und Bestrahlung (Belka et al., 2001; Marini et al., 2006; Marini et al., 2005)
sowie nach Kombination verschiedener Chemotherapeutika mit TRAIL (Clayer et al., 2001;
Naka et al., 2002; Pollack et al., 2001).

2.11 Zielsetzung

Die moderne Strahlentherapie ist ein wesentlicher Bestandteil kurativer Behandlungs-
verfahren in der Therapie maligner Tumore. Allerdings zeigen einige Tumore - wie das
Glioblastom - eine geringere Strahlensensibilitat und sprechen kaum auf die Behandlung an.
Ursache hierfiir sind u.a. Mutationen in Apoptose- und Uberlebenssignalwegen, die wéahrend
der Tumorentwicklung entstanden sind und zur Apoptose-Resistenz der Tumorzellen flhren
konnen. Daher ist es essentiell mit neuen, auf fehlregulierte Apoptose- und
Uberlebenssignalwege zielgerichteten Substanzen die Resistenz der Zellen gegeniiber
strahleninduzierter Apoptose zu durchbrechen und so das Ansprechen auf die Behandlung
zu verbessern.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einen, die Effizienz einer kombinierten Behandlung
aus Bestrahlung und ErPC bzw. dem klinisch fortgeschritteneren ErPC3 in schwer
therapierbaren malignen Gliomen zu beurteilen. Des weiteren sollte der molekulare
Mechanismus der erhdhten Zytotoxizitdt nach kombinierter Behandlung im Gliomzellmodell
sowie im Jurkat-T-Lymphomzellmodell analysiert werden.

Zum anderen sollten weitere Details zum Wirkmechanismus der Kombinationsbehandlung
aus Bestrahlung und TRAIL bzw. ETR-2, deren Effizienz bereits nachgewiesen wurde (Belka
et al., 2001; Marini et al., 2005), im Jurkat-T-Lymphomzellmodell untersucht werden.
Abschlieend sollte an Lymphomzellen getestet werden, ob eine Dreifachkombination aus
Bestrahlung, ErPC3 und TRAIL einen zuséatzlichen Benefit zur Doppelbehandlung in der

Therapie von Tumorzellen erzielen kann.



Material

34

3. Material

3.1 Chemikalien und Reagenzien
2-Mercaptoethanol

Acrylamid

Agarose

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Bak siRNA

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)

CCCP

Coomassie Blue

DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTP Mix

DTT (1,4-Dithiothreitol)

ECL Western blotting detection reagent | + Il
EDTA (Ethylendiamin-tetraacetat)
Ethanol

FA (Formaldehyd)

Gel 30 (30%-ige AA/BisAA-Losung, 37,5:1)
Glycerin

Glycin

H,O bidest

HCI (Salzsaure)

Hoechst 33342

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)
Methanol

MgCl, (Magnesiumchlorid)

Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat)
Natriumcitrat x 2 H,O

NaCl (Natriumchlorid)

NaOH (Natriumhydroxid)

non targeting siRNA

PFA (Paraformaldehyd)

Propidium lodid

Sigma
Roth
Sigma
Roth
Dharmacon
Sigma
New England Biolabs
Sigma
Merck

Roth
Roche
Sigma

GE Healthcare
Roth

Merck
Merck

Roth
Merck
Roth

Roth

Merck
Calbiochem
Merck
Merck
Merck
Sigma
Serva
Sigma
Merck
Merck
Dharmacon
Merck

Calbiochem
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QIA Amp DNA Mini Kit

Rotiphorese 10x SDS-Page

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Tag-DNA-Polymerase

TEMED (N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin)
TMRE

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tris-HCI

Triton-X 100

Trizma Base

Tween 20

zVAD-FMK

3.2 Medien, Puffer und Losungen
3.2.1 Zellkultur

PBS : 8,0 g/l NaCl
1,5 g/l NazHPO,4 x H,0
0,2 g/l KCI
0,2 g/l KH,PO,
pH 7,4-7,6

DMSO (fur Zellkultur)

Fetales Kélberserum (FCS)

Ficoll (Biocoll), d=1,077 g/l

RPMI 1640 (Nahrmedium)

RPMI ohne Phenolrot

AGM Astrozyten Medium

Single Quots (Nahrzusatze Astrozytenmedium)
Reagent Pack (Subkultivierung Astrozyten)
Trypan Blau Lésung

0,05% Trypsin/EDTA

3.2.2 Immunfluoreszenz

Qiagen

Roth

Fluka

PeglLab
Sigma-Aldrich
Molecular Probes, Mobitech
Roth

Fluka

Sigma

Sigma

Roth

Calbiochem

Sigma

Gibco, Life Technologies
Biochrom-Seromed
Gibco, Life Technologies
Gibco, Life Technologies
Cambrex / Lonza
Cambrex / Lonza
Cambrex / Lonza

Sigma

Gibco
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PBS : 8,0 g/l NaCl
1,5 g/| NazHPO4 X H20
0,2 g/l KCI
0,2 g/| KH2P04
pH 7,4-7,6

4% PFA in PBS
0,2% Triton-X 100 in PBS
5% FCS in PBS
2% FCS in PBS

Fluoromount-G Southern Biotech, Birmingham
Nagellack, Quick Dry Manhattan

3.2.3 FACS

Nicoletti-L6sung 0,1% NacCitrat

0,1% TritonX100
50 pg/ml Propidium lodid

TMRE 25 nM TMRE in Medium

Pl-Exclusion 5 ug/ml Pl in PBS

Bax-Aktivierung 0,1% Triton-X 100 in PBS
10% FCS in PBS

Rezeptorexpression 0,5% FCS in PBS

fur die FACS-Routine FACS Flow BD Biosciences
FACS Clean BD Biosciences
FACS Rinse BD Biosciences

3.2.4 Kaoloniebildung

3,7% Formaldehyd

70% Ethanol

Farbeldsung: 20% Methanol
7,5% Essigséaure

0,05% Coomassie Blue

3.2.5 SDS-PAGE und WB



Material 37

Sammelgelpuffer 60,6 g/l Tris
0,4% (w/v) SDS
auf pH 6,8 mit HCI einstellen

Trenngelpuffer 18,17 g/l Tris
0,4% (w/v) SDS
auf pH 8,8 mit HCI einstellen

APS 10 % Ammoniumpersulfat in H,O
TBS 150 mM NaCl

10 mMTris

ad 1000 ml dest. Wasser

pH 8,0
TBS-Tween TBS + 0,05% (v/v) Tween
Blocking-Puffer 5 % Milchpulver in TBS-Tween
Transfer Puffer 192 mM Glycin

25 mM Tris

0,1% (w/v) SDS
10% (v/v) Methanol
pH 8,3

CST-Lysepuffer 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerol
50 mM DTT
0,01% (w/v) Bromphenolblau

Stripping-Puffer 62.5 mM Tris pH 6.2

2% SDS
100 mM 3-Mercaptoethanol

3.3 Antikorper, Liganden und small molecules

3.3.1 Antikdrper zur Analyse im Western Blot

Primarantikorper

mouse - anti - GAPDH 1:3000 Abcam
rabbit - anti - PARP 1:1000 Cell Signaling
mouse - anti - Caspase 9 1:1000 Upstate
mouse - anti - Caspase 8 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - Caspase 3 1:1000 Cell Signaling

rabbit - anti - Bim 1:1000 Cell Signaling
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rabbit - anti - Puma 1:1000 Cell Signaling
mouse- anti - Noxa 1:500 Calbiochem
mouse - anti - Bcl-2 1:2000 Santa Cruz
rabbit - anti - Bcl-x. 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - Akt 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-Akt S473 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-Akt T308 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - FKHRL1 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-FKHR/FKHRL1 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - Bak 1:1000 Upstate
rabbit - anti - Bax 1:1000 Cell Signaling
mouse - anti - B-actin 1:20000 Sigma
rabbit - anti - cleaved Caspase 3 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - Bad 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-Bad S136 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - H2AX 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-H2AX 1:1000 Cell Signaling
mouse - anti - Rb 1:2000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-Rb S795 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-Rb S807/811 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - Mcl-1 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - Bid 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - mTOR 1:1000 Cell Signaling
rabbit - anti - P-mTOR 1:1000 Cell Signaling
mouse - anti - p53 1:1000 Cell Signaling

Sekundarantikdrper

anti-mouse, HRP-konjugiert

anti-rabbit, HRP-konjugiert

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

3.3.2 Antikdrper zur Immunfluoreszenz
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(Detektion im FACS oder Fluoreszenzmikroskop)

Primarantikorper

rabbit - anti - Bax NT Upstate

rabbit - anti - P-H2AX Cell Signaling
anti - Phycoerythrin IgG R&D Systems
anti - Phycoerythrin TRAIL-R1 R&D Systems
anti - Phycoerythrin TRAIL-R2 R&D Systems

Sekundarantikorper

Alexa Fluor 488 anti - rabbit polyclonal Molecular Probes, Mobitech
Cy3 goat - anti — rabbit Amersham
Cy3 goat - anti — mouse Amersham

3.3.3 Antikdérper und Liganden zur Stimulation von Zellen

rhTrail R&D Systems
HGS-ETR-2, Lexatumumab, anti-TRAIL-R2 Human Genome Sciences

3.3.4 Small molecules und Chemotherapeutika zur S timulation von Zellen

ErPC H. Eibl, MPI Géttingen
ErPC3 H. Eibl, MPI Géttingen
Etoposid Alexis
Doxorubicin/Adriblastin® Pharmacia&Upjohn
5-Fluorouracil/Fluoroblastin® Pharmacia&Upjohn

3.4 Zelllinien

T98G humane Glioblastom Zelllinie, ATCC, Bethesda, USA
Al72 humane Astrozytom Zelllinie, ATCC, Bethesda, USA
Uus87MG humane Glioblastom Zelllinie, ATCC, Bethesda, USA
NHA Normale humane Astrozyten, Cambrex / Lonza

JCAM 1.6 humane Jurkat Zelllinie, JCAM Bak-positiv
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ATCC, Bethesda, USA

JCAM 1.6 humane Jurkat Zelllinie, JCAM Bak-negativ
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von A. Weiss,
University of California, San Francisco, USA

Jurkat Bcl-2

Jurkat vector

stabil Bcl-2-Uberexprimierende humane Jurkat-Zelllinie,
(Rudner et al., 2001)

stabil vector-transfizierte humane Jurkat-Zelllinie, Kontrolle zu Bcl-2-

Uberexprimierenden Zellen (Rudner et al., 2001)

3.5 GrolRenstandards

1 kb DNA-Marker
Proteinmarker Prestained Protein Ladder

Proteinmarker Unstained Protein Ladder

3.6 Verbrauchsmaterial

Einfrierréhrchen

1,5/ 2 ml-Reaktionsgefalie

15 / 50 ml-Zentrifugenréhrchen
FACS-Rohrchen
6-/12-/24-well-Platten

100 x 20 mm Gewebekulturschalen
25/ 75/ 175 cm? Zellkultur-Flaschen
5/10/25 /50 ml Plastik-Einmalpipetten
Einmalpipetten (steril) fur Klvetten

4 mm Elektroporationskiivetten
Deckglaser 20 x 20 mm
Objekttrager

PE-Folienschlauch

Filterpapier Whatman 3 MM
PVDF-Membran

Hyperfilm ECL

New England Biolabs #N3232

Fermentas #SM0671
Fermentas #5M0661

Greiner

Eppendorf

Sarstedt

BD Falcon

Falcon, BD Labware
Sarstedt

Sarstedt

Corning Incorporated, NY
Peqglab

Bio-Rad

Marienfeld GmbH&Co0.KG
R. Langenbrinck, Emmendingen
NeolLab

Schleicher & Schuell

Roth

Amersham GE Healthcare
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3.7 Gerate

Bestrahlungsgerat:
LINAC 6 MeV
LINAC SL 25

Brutschranke: Hera Cell 240

Cell Counter AC-8

Elektroporator EPI 2500

Entwicklungsgerét Hyperfilme

FACS Calibur Durchflusszytometer

Filmkassetten

Folienschweil3gerat

Magnetruhrer MR3001

Mikroskope:
inverses Durchlichtmikroskop
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 25
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Konfokales Laser Scan Mikroskop
Binokular Stemi 2000

Neubauer Zahlkammer Tiefe 0.1mm

PCR Mastercycler

pH-Meter 761 Calimatic

Pipetboy

Pipetten

Schittler WT 17

SDS-Gelelektrophoresekammer

Spannungsgerate

Sterilbdnke

Hera Safe

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH

Thermomixer

Transferkammern WB:Trans Blot Cell 36S
Vortex Mixer

Waage

Wasserbad

Elekta

Phillips

Hereaus

Karl Hecht KG, Sondheim
Dr. L. Fischer, Heidelberg
Classic E.O.S., AGFA
Becton Dickinson

Dr. Goos-Suprema GmbH
Impulse Sealer, TEW
Heidolph

WILL, Wilovert S

Zeiss

Zeiss

Leica TCS NT

Zeiss

NeoLab

Eppendorf

Knick

Integra Biosciences
Eppendorf

Biometra

Biometra

Power Pac 200, Bio-Rad
Power Pac 300, Bio-Rad

Power Pack P25, Biometra

Hereaus

Eppendorf
Bio-Rad
NeolLab
Kern
HAAKE p21
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Zellzahler

Zentrifugen
Tischzentrifuge 5417R
Rotanta RPC Laborzentrifuge
Laborzentrifuge 5804R

A. Hartenstein

Eppendorf
Hettich
Eppendorf
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4. Methoden

4.1 Zellkultur (ZK)

4.1.1 Kultivierung der Zellen

Die Glioblastomzelllinien T98G, Al172, U87MG sowie die verschiedenen Jurkat-Zelllinien
wurden in RPMI Vollmedium mit 10%FCS kultiviert. Die Normalgewebsastrozyten wurden in
Spezialmedium fir Astrozyten (Cambrex/Lonza) kultiviert.

Alle Zellen wurden in einem Heraeus-Brutschrank bei 37C, 5% CO , Atmosphare inkubiert.
Die Zellkulturarbeit wurde an einer sterilen Arbeitsbank (Heraeus, BDK) durchgefihrt.

Um einen Wachstumsstopp durch Kontaktinhibition zu vermeiden wurden die Zellen in
Abhéangigkeit von ihrem Wachstumsverhalten verdinnt und neu ausgesat.

Sofern nicht anders angegeben wurden die Jurkat-Zelllinien alle 3-4 Tage im Verhaltnis 1:10
bis 1:15 neu ausplattiert. Zum Ablésen der adhéarenten Glioblastomzellen wurde der
Zelliberstand abgesaugt, die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und mit 0,05%
Trypsin/EDTA abgeldst. Nach vollstandigem Abldsen der Zellen wurde Medium zugegeben
und der enzymatische Vorgang (Proteaseaktivitat) durch im Serum des Mediums enthaltene
Trypsininhibitoren inaktiviert. Danach wurde die Zellsuspension fir 4 min bei 1200 rpm
zentrifugiert, das Pellet in frisches Medium aufgenommen und die Zellen wurden im

Verhéltnis 1:6 bis 1:10 neu ausplattiert.

4.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Das Einfrieren von eukaryotischen Zellen ermdglicht die Lagerung der Zellen Uber einen
langen Zeitraum. Durch Verwendung von DMSO (Dimethylsulfoxid) im Medium wird dabei
die Bildung von Eiskristallen verhindert. 1-2 x 10° Zellen wurden pelletiert (1200 rpm, 4 min,
Raumtemperatur (RT)), in 1 ml Einfriermedium (Vollmedium mit 20% FCS und 10% DMSO)
resuspendiert und in Einfrierrdhrchen Uberfihrt. Das Einfrieren der Zellen erfolgte Uber
mehrere Stufen. Dazu wurden die Einfrierréhrchen zunéchst fir 1 h in =20 T eingefroren
und anschlieRend tber Nacht bei —80C gelagert. Dan ach wurden die Zellen dauerhaft in
Flussigstickstoff aufbewahrt.

Wahrend beim Einfriervorgang die Zellen schrittweise heruntergekiihlt werden sollten, ist
beim Auftauen zigig zu arbeiten, um Zellschddigungen durch das zytotoxische DMSO zu
verhindern. Direkt nach Entnahme aus dem Stickstofftank wurden die Zellen im 37C
Wasserbad aufgetaut, die Zellsuspension in ein mit 10ml Vollmedium gefilltes Falkon-
Rohrchen dberfiihrt und zentrifugiert (1200 rpm, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in 14 ml

frisches Vollmedium aufgenommen und in eine 75 cm? Zellkulturflasche ausplattiert.
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24 h nach dem Auftauen wurde bei den adharenten Zellen ein Mediumwechsel vorgenom-
men, um abgestorbene Zellen zu entfernen.

Bei Suspensionszellen wurde 2-3 Tage nach dem Auftauen eine Aufreinigung mit Ficoll
durchgefiihrt, um die abgestorbenen Zellen und Zelltrimmer zu entfernen.

Dazu wurden 5 ml Biocoll-Losung mit 5 ml Zellsuspension Uberschichtet. Anschlielend
wurden die Zellen 20 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Zwischen beiden Phasen bildet sich
dabei ein deutlicher Interphasenring aus, in dem sich die gesunden Zellen befinden.
Zelltritmmer sowie abgestorbene Zellen befinden als Pellet am Boden. Der Interphasenring
wurde vorsichtig abgesaugt und in frisches Medium tberfihrt.

Erst ca. zwei Wochen nach dem Auftauen nach mindestens 4-5 Passagen wurden die Zellen

fur Versuche eingesetzt.

4.1.3 Mycoplasmen PCR

Routinemalig wurde nach dem Auftauen von Zellen ein PCR-Test auf Mycoplasmen
durchgefuhrt und nur mycoplasmen-negative Zellen fir Versuche eingesetzt.

Fur den Test wurde der QIA Amp DNA Mini Kit (Qiagen Cat.Nr. 51304) verwendet, bei der
Tag-Polymerase handelt es sich um die SAWADY Tag-DNA-Polymerase von PegLab.

Fir den Test wurden 5 x 10° Zellen pelletiert und die DNA mittels QIA Amp DNA Mini Kits
prapariert. Die DNA wurde in 100-150 pl Puffer AE eluiert und je 1 pl DNA-L6sung zur PCR
eingesetzt.

Zunéchst wird ein Mastermix pipettiert fir ein PCR-Volumen von 50 pl mit 1 pl DNA:

5 ul 10 x PCR Puffer S (+KClI)

10 pl 5 x Enhancer Solution

2 pl 25mM MgClI2

8 ul dNTP Mix

1 pl Primer P1 (~ 300 ng/ul)

1 pl Primer P4 (~300 ng/ul)

1,25 U Taqg Polymerase (= 0,25 pl)

21,75 pl H,O
PCR Bedingungen : r 95 <
r 60 T
15 72 <

24 Zyklen
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Kontrollen: 1. jede DNA mit GAPDH-Primern (human/mouse)
2. positive Kontrolle: DNA aus mycoplasmen-positiven Zellen
3. negative Kontrolle: DNA aus mycoplasmen-negativen Zellen
4. Master Mix ohne DNA (mit H,O)

Je 15 ul des PCR-Ansatzes wurden auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Das erwartete

Fragment flr die Positivkontrolle liegt bei ca. 900 bp.

4.1.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter Verwendung folgender
Formel ermittelt:

Zellen [mI™*] = (Zellzahl/zahl der gez&hlten GroRquadrate) x 10.000

Um abgestorbene Zellen von intakten zu unterscheiden wurde der Farbstoff Trypanblau
verwendet, der Zellen mit geschadigter Zellmembran anféarbt. Der Verdinnungsfaktor bei

Verwendung von Trypanblau ging entsprechend in die Berechnung der Zellzahl ein.

4.2 Behandlung der Zellen

4.2.1 Bestrahlung der Zellen

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit 6 MV-Photonen bei RT an einem Philipps oder Elekta
Linearbeschleuniger mit einer Dosisleistung von 4 Gy/min. Je nach Versuch betrug die
Gesamtdosis an Strahlung 2.5 Gy, 5 Gy oder 10 Gy. Um dem Aufbaueffekt entgegen-
zuwirken und eine homogene Strahlendosis sicherzustellen wurden die Zellen auf einen 10
cm dicken Plexiglasblock gestellt und mit einer 1.5 cm dicken Platte bedeckt. Die genauen
Bestrahlungsparameter (Blendendffnungen, FeldgréRen, Fokusabstand etc.) wurden in

einem speziell fur die Bestrahlung von Zellen entwickeltem Programm angepasst.

4.2.2 Stimulation der Zellen mit ErPC oder ErPC3

ErPC und ErPC3 wurden von H. Eibl am Max Planck Institut fir Biophysikalische Chemie in
Gottingen synthetisiert und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Fur die in vitro
Experimente wurde ErPC in 200 ul Ethanol geldst und mit RPMI-Vollmedium (inkl. 10% FCS)

auf eine Konzentration von 10 mM eingestellt. ErPC3 wurde direkt in RPMI-Vollmedium
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geldst ohne vorheriges Auflésen in Ethanol. Die Endkonzentration des Stocks betrug
ebenfalls 10 mM.
Die Stimulation der Zellen erfolgte mit Konzentrationen von 12.5 bis 100 uM, je nach Zelltyp

und Versuchsansatz.

4.2.3 Stimulation der Zellen mit TRAIL oder ETR-2

Der verwendete TRAIL-R-Ligand stammt von R&D Systems. Bei den Versuchsreihen
wurden zwei verschiedene Chargen verwendet, die sich in ihrer Wirkeffizienz deutlich
unterschieden. Daher kamen Konzentrationen von 10 ng/ml bei der schlechter wirksamen
Charge zum Einsatz und Konzentrationen von 1 ng/ml bei der besser wirksamen Charge.
Beide Konzentrationen liefern &quivalente Effekte in den Zellen.

Der stimulierende Antikérper ETR-2 gegen den TRAIL-Rezeptor-2 wurde von Human
Genome Sciences zur Verfigung gestellt. FUr die Versuche wurde er in einer Endkonzen-

tration von 1 pg/ml eingesetzt.

4.2.4 Kombinierte Behandlungsansatze

Bei Kombinationsbehandlungen mit Bestrahlung (IR) und ErPC bzw. ErPC3 wurde das
Alkylphosphocholine direkt im Anschluss an die Bestrahlung - d.h. ca. 5 min nach Beenden
des Bestrahlungsvorgangs - auf die Zellen gegeben.

Ebenso wurden bei kombinierter Behandlung aus IR und TRAIL bzw. IR und ETR-2 der
Ligand bzw. der stimulierende AK simultan (5 min nach Bestrahlungsende) auf die Zellen
gegeben.

Fir die Versuche zu den Dreifachkombinationen (Tripel) aus IR, TRAIL und ErPC3 wurde die
Dosis an TRAIL auf 0.6 ng/ml herabgesetzt und die des ErPC3 auf 18 uM reduziert, um
einen Kombinationseffekt im Tripel zu ermdglichen. Im zeitlichen Ablauf erfolgte wiederum
zunachst die Bestrahlung der Zellen, 5 min spater die zeitgleiche Stimulation der Zellen mit
TRAIL und ErPC3.

4.3 Immunfluoreszenz
4.3.1 Hoechst/PIl-Farbung

Die Hoechst/Pl-Farbung dient der Quantifizierung apoptotischer und nekrotischer Zellen.

Dabei interkaliert der membrangangige Farbstoff Hoechst 33342 in die DNA aller Zellen,
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wodurch diese nach Anregung im DAPI-Filter blau erscheint. Die DNA gesunder Zellen ist
somit als normaler blauer Kern zu sehen, wahrend apoptotische Zellen durch Kondensation
oder fragmentierte DNA-Verdichtungen charakterisiert sind. Im Gegensatz zu Hoechst ist PI
nicht membrangangig und farbt daher nur Zellen an, deren Barrierefunktion (Semipermea-
bilitat) zerstort ist. Dies trifft fir spate Apoptosen und Nekrosen zu, weshalb Nekrosen als
pink gefarbte Zellkerne erscheinen und spate Apoptosen zusatzlich zur pinken Farbung
kondensierte Kernfragmente aufweisen.

Fur die Versuche wurde Hoechst 33342 in einer Endkonzentration von 1.5 uM sowie PI in
einer Endkonzentration von 2.5 pg/ml eingesetzt und die Zellen 10 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurde die Zellkernmorphologie im Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 200
beurteilt und die Anzahl apoptotischer und nekrotischer Zellen mit Hilfe eines Cell-Counters
ausgezahlt. Dabei wurden die Farbstoffe mit einer Quecksilberlampe unter Benutzung eines
G365/FT395/LP420 Filtersets angeregt.

Die Zellen wurden mit 40x Vergrof3erung analysiert und mit einer CCD-Kamera (Zeiss

Axiocam MR) dokumentiert.

4.3.2 H2AX-Focibildung

Bei der Immunfluoreszenzfarbung werden Proteine in der Zelle angefarbt, um z.B. deren
Lokalisation sichtbar zu machen. Dabei bindet bei der Farbung der priméare Antikdrper (AK)
spezifisch an das Zielprotein. Uber einen sekundaren AK, der mit einem Fluorochrom
gekoppelt ist und gegen den priméren AK gerichtet ist, kann man das gewiinschte Zielprotein
nachweisen. Regt man das Fluorochrom des Zweit-AK mit den entsprechenden
Fluoreszenzfiltern im Fluoreszenzmikroskop an, kann das spezifische Signal detektiert
werden. Mittlerweile gibt es auch immer mehr direkt markierte Erst-AK, wodurch man sich
die Farbung mit dem Zweit-AK erspart und das Protokoll deutlich kirzer und weniger
hintergrundbehaftet (durch unspezifische Bindungen des Sekundar-AK) wird.

Fur den Versuch wurden T98G Zellen auf Deckglaschen in 6-well-Platten ausgeséat und nach
dem Anwachsen durch Behandlung mit ionisierender Strahlung, ErPC3 oder der
Kombination aus beiden stimuliert. 3, 6 bzw. 24 h nach Behandlung wurde das Medium von
den Zellen abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 10 min bei RT mit 4% PFA
fixiert. Nach anschlieRendem Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 5 min auf Eis mit 0,2%
Triton-X 100 permeabilisiert und erneut 2x mit PBS gewaschen. Das Blocken erfolgte fir 30
min in 5% FCS/PBS bei RT. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und bei 4<C fur
45 min mit dem Erst-AK inkubiert: Dazu wurden 50 ul AK-Lésung (P-H2AX, 1:100 in 2%
FCS/PBS) auf Parafilm getropft und das Deckglas mit den Zellen nach unten auf die AK-
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Lésung gelegt. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen aquivalent mit dem
Zweit-AK inkubiert (Cy3 goat anti-rabbit, 1:50 in 2% FCS/PBS). Im Anschluss wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann zum Anfarben der Zellkerne fir 10 min mit
Hoechst 33342 bei RT inkubiert (Hoechst 33342, 1.5 uM in PBS). Schlie3lich werden die
Zellen noch einmal mit PBS gewaschen und anschlieend in Fluoromount-G mounting
solution auf Objekttrager aufgebracht. Nach ca. 10-15 min werden die Deckglaser luftdicht
mit Nagellack umschlossen.

Die Analyse erfolgte im Konfokalen Laser Scan Mikroskop (Leica TCS NT).

4.4 Koloniebildung

Im Klinisch relevanten Koloniebildungstest (Kobi) wird untersucht, welcher Anteil an Zellen
nach Behandlung noch in der Lage ist Kolonien zu bilden (surviving fraction). Dabei wird eine
Kolonie als Zellhaufen aus mindestens 50 Zellen definiert.

Fur den Kobi wurden exponentiell wachsende Zellen geerntet und in 6-well-Platten oder 25
cm? bzw. 75 cm? Flaschen in einer Zelldichte von 50 bis 128000 Zellen ausgesét. Die
Zellzahl war hierbei abhangig von der nachfolgenden IR- bzw. ErPC/ErPC3-Dosis. Um zu
gewahrleisten, dass die Zellen als einzelne Zellen anwachsen und keine initialen Zellhaufen
bilden kdnnen, mussten fir grolRere Anfangseinsaaten entsprechend grofRere ZK-Gefalle
verwendet werden.

Als Kontrollen wurden unbehandelte Zellen in entsprechend hoher Verdiinnung ausgesat,
insgesamt wurden daflir zwei verschiedene Zellzahlen in jeweils 12-facher Ausfertigung
eingesetzt. Die Behandlungen erfolgten ebenfalls immer in mehrfacher Zellverdiinnung,
wobei fir jede Zellverdiinnung im 6-well sechs Replikate und fir jede Aussaat in Flaschen
drei Replikate einbezogen wurden.

24 h nach der Einsaat wurden die Zellen bestrahlt (2.5 Gy, 5 Gy oder 10 Gy), mit ErPC (5
UM, 12.5 uM, 16 uM, 20 uM, 25 uM) bzw. ErPC3 (5 uM, 12.5 uM, 16 uM) stimuliert oder der
kombinierten Behandlung unterzogen. Anschliel3end wurden sie je nach Behandlung bis zu 6
Wochen unter Standardbedingungen kultiviert.

Ab 5 Tagen nach Behandlung wurden alle Anséatze taglich kontrolliert und ,abgeschlossene*
Proben wurden abgestoppt. Dabei wurde ein Ansatz als abgeschlossen interpretiert, sobald
die einzelnen Kolonien in ausreichendem Mafie gewachsen waren (> 50 Zellen/Kolonie) aber
gleichzeitig die Wells bzw. Flaschen noch nicht tUberwuchert waren, so dass man die

einzelnen Kolonien noch deutlich voneinander abgrenzen konnte.
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Zum Abstoppen des Wachstums und Anfarben der Kolonien wurde zunéchst das Medium
abgesaugt, dann die Zellen fur 10 min bei RT in 3,7% Formaldehyd fixiert. AnschlieRend
werden die Zellen fur 10 min bei RT in 70% Ethanol inkubiert und danach mit H,0
gewaschen. Dann wurden die Zellen fiir ca. 30-40 min bei RT mit 0.05% Coomassie-Lésung
angefarbt und abschlieRend erneut mit H,0 gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die
Koloniebildung unter jeder Behandlung mit Hilfe eines Binoculars (Stemi 2000, Zeiss)

ausgezahlt und die Ergebnisse ausgewertet.

4.5 Isobologramm-Analysen

Die Effizienz der kombinierten Behandlungsansatze aus ErPC und IR bzw. ErPC3 und IR
wurde durch Isobologramm-Analysen bewertet. Ausgehend von den gemessenen Werten fir
die Einzelbehandlungen werden daraus Daten fur die kombinierte Behandlung extrapoliert
(Berenbaum, 1978). Die so erhaltenen Daten definieren einen geometrischen Bereich, der
als ,Envelope of additivity“ bezeichnet wird. Die tatsachlich aus der kombinierten Behandlung
erhaltenen Ergebnisse werden nun mit den kalkulierten Daten verglichen: Liegen die Werte
unterhalb des ,Envelope of additivity* kann man von Synergismus sprechen, befinden sie
sich innerhalb liegt Additivitat der Einzelbehandlungen vor. Wenn die erhaltenen Ergebnisse
oberhalb des ,Envelope of additivity® liegen, muss man von inhibierenden Effekten
ausgehen.

70

60 ~Envelope of additivity*

50 -
40 -
30 -

20 ~

Behandlung 2

10

0 50 100 150
Behandlung 1

Abbildung 4.1 Diagramm einer typischen Isobologramm-Analyse

An den beiden Koordinaten-Achsen werden die jeweiligen Behandlungen abgetragen. Der rot
markierte Bereich entspricht dem ,Envelope of additivity® und kennzeichnet das Areal, in dem
Werte der Kombinationsbehandlung fur additive Wirkeffekte liegen wirden. Der eingezeichnete
schwarze Punkt zeigt den tatsédchlich gemessenen Wert unter Kombination XY an. Aus der
Relation des Punktes zur roten Flache Iasst sich dann die Effektivitat der Behandlung (Additivitat,
Synergismus oder Inhibierung) ableiten.
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4.6 FACS-Analysen

Die Durchflusszytometrie, alternativ beim Sortieren von Zellen auch als FACS (Fluorescence-
-Activated Cell Sorting) bezeichnet, erméglicht die Analyse einzelner Zellen oder Zellkerne,
die an einem Flussigkeitsstrom durch einen Lichtstrahl treten. Bei der Messung werden die
Zellen vom Durchflusszytometer (Abbildung 4.2) mit Uberdruck durch eine Messkapillare
gesaugt und beschleunigt, wobei ein gleichméaRiger Strom aus einzeln hintereinander
gereihten Zellen entsteht. Dieser wird an einem Argonlaser der Wellenlange 488 nm
vorbeigeleitet, dessen Strahl durch die Zellen abgelenkt wird. Dabei wird das Ausmald der
Lichtstreuung durch Photodetektoren erfasst. Die Streuung des Lichts erfolgt zum Grof3teil in
Vorwartsrichtung (FSC: Forward light Scatter) und ist ein Maf fur die Grol3e der Zellen. Ein
weiterer Anteil wird im rechten Winkel zum einfallenden Laserstrahl gestreut (Seitwartsstreu-
licht, SSC: Side Scatter) und dient als Maf fur die Morphologie und intrazelluldare Granularitét

der Zelle.

Figure adapted from
“Flow Cytometry” by
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Abbildung 4.2 Aufbau eines FACS-Gerates, schematische Darstellung

Die Zellen kénnen zusétzlich mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern markiert werden. Die
Fluorochrome werden durch den Laser angeregt und emittieren Licht spezifischer Wellen-
lange (je nach Fluoreszenzfarbstoff), die von Photodetektoren gemessen werden. Durch die
Verwendung von Bandpass-Filtern besteht die Mdglichkeit die Fluoreszenz in drei verschie-
denen Kanélen zu detektieren (FL1 = 537 nm, FL2 = 597 nm, FL3 = 650 nm): Diese filtern
unpolarisiertes Licht heraus und ermdglichen damit die selektive Messung bei den
entsprechenden Wellenlangen. Fur die Auswertung kénnen die Daten im Punktwolkendia-

gramm (Dot Plots) oder im Histogramm dargestellt werden. In einem Histogramm werden die
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Haufigkeitsverteilungen der Fluoreszenzen aufgetragen, wobei auf der x-Achse die
Lichtintensitat abgetragen ist und auf der y-Achse die Zellzahl. Im Dot-Plot wird jedes
gemessene Ereignis durch einen Punkt représentiert und die Lichtintensitaten zweier

beliebiger Parameter in einem x/y-Diagramm dargestellt.

4.6.1 Viabilitat (PI1-Exclusion)

Zur Bestimmung der Viabilitat von Jurkat-Zellen wurden diese in FACS-Réhrchen Uberfiihrt
und fiir 3 min bei 1000 rpm pelletiert. Nach Absaugen des Uberstands wurden die Zellen in
5 pg/ml Propidiumiodid in PBS resuspendiert und fiir 30 min bei 37<C im Brutschrank
inkubiert. AnschlieRend wurden im FACS die FSC/SSC-Charakteristika der Proben sowie die
Propidiumiodid-Fluoreszenzintensitat im Fluoreszenzkanal FL-2 gemessen.

Da gesunde Zellen eine intakte Membran besitzen kann das nicht membrangangige PI nicht
in die Zelle aufgenommen werden und somit nicht in die DNA interkalieren. Zellen mit einer
beschadigten Membran (tote Zellen) nehmen den Farbstoff auf und kénnen dadurch
angefarbt werden. Solche Zellen weisen eine erhéhte PI-Fluoreszenz auf, die sich im

Diagramm durch eine Rechtsverschiebung der Kurve aul3ert.

4.6.2 Mitochondriales Membranpotential (TMRE)

In jeder intakten Zelle besteht aufgrund der mitochondrialen Energieproduktion ein
Transmembranpotential (Aym) tber der inneren Mitochondrienmembran (Murphy and Brand,
1988). Polare Farbstoffe wie das kationische lipophile TMRE (Tetramethylrhodaminethylester)
reichern sich an der inneren Membran (innen negatives elektrisches Potential) von Mitochon-
drien mit intaktem Membranpotential an (Scaduto and Grotyohann, 1999). Hierfir muss
jedoch der Protonengradient Uber der inneren Membran des Mitochondriums erhalten sein.
Daher zeigen gesunde Zellen eine Anfarbung mit TMRE, die im FL-2 Kanal des FACS
erfasst werden kann, wahrend apoptotische Zellen, deren Aym abféllt, sich nicht mehr
anfarben lassen. Im Histogramm stellt sich der Verlust an Aym als Linksverschiebung der
Kurve dar.

Zur Messung von Aym werden die Zellen geerntet, in ein FACS-Rd6hrchen tberfihrt und bei
1000 rpm fur 3 min pelletiert. Die Zellen werden in TMRE-LO6sung (25 nM TMRE in Medium)
aufgenommen, far 30 min bei 37C im Brutschrank ink ubiert und anschliel3end direkt im

FACS gemessen.
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4.6.3 Apoptose und Zellzyklus (Nicoletti)

Die Apoptoserate sowie die Verteilung der Zellen im Zellzyklus nach Stimulation mit
verschiedenen Therapeutika bzw. IR wurde nach Nicoletti (Nicoletti et al., 1991) bestimmt.
Dazu wurden die Zellen pelletiert (1000 rpm, 3 min) und der Uberstand verworfen.
Anschlieend wurde das Pellet in hypotonen Puffer mit 5 ug/ml Pl und 0.1% Triton X-100
aufgenommen und die Zellen fir 60 min bei RT angeféarbt. Direkt im Anschluss wurden die
Proben im Fluoreszenzkanal FI-2H vermessen. Durch die Behandlung entstandener
Zelldebris wurde durch entsprechendes Einstellen eines Schwellenwertes fur die ZellgroRe
bzw. durch Verwendung von Gates aus der Auswertung ausgeschlossen.

Bei der Messung ergibt sich folgendes Bild: Apoptosen sind gekennzeichnet durch
Fragmentierung chromosomaler DNA in kleine Bruchstiicke (180 Basenpaare oder ein
vielfaches davon), die durch enzymatischen Verdau der DNA zwischen Histonproteinen
entstehen. Durch die Fragmentierung des Zellkerns beobachtet man bei der DNA-Farbung
apoptotischer Zellen einen niedrigeren DNA-Gehalt als bei normalen Zellen in der G1-Phase
weswegen man von ,sub-G1“ spricht.

Durch Verwendung von Triton und hypotonem Puffer wird auch die Membran von gesunden
Zellen durchlassig fur P, so dass in allen Zellen die Phasen des Zellzyklus sichtbar werden.
Bei gesunden Zellen kann man einen Peak fiur diploide (GO/G1) und einen fur tetraploide
DNA (G2/M : Zellen, die kurz vor der Teilung stehen und somit vierfachen Chromosomensatz
besitzen) detektieren. Dazwischen befindet sich ein Tal, in dem die Zellen der S-Phase
angezeigt werden. Die DNA-Fragmente, die bei Apoptose entstehen, werden aus dem Kern
und der Zelle ausgeschwemmt, weswegen sich der reduzierte DNA-Gehalt apoptotischer

Zellen als hypodiploider Gipfel darstellt (sub G1).

GO/G1

Zellzahl

sub G1

—_— G2/M

S

Abbildung 4.3 Grafische Darstellung des Zellzyklus nach Nicole  tti-Messung

Auf der X-Koordinate wird der DNA-Gehalt der Zellen abgetragen, auf der Y-Koordinate die
gemessenen Ereignisse mit entsprechendem DNA-Gehalt, also hier die Anzahl der Zellen. In
GO0/G1 besitzen die Zellen normalen diploiden Chromosomensatz, im Verlauf der S-Phase steigt
der DNA-Gehalt durch Neu-Synthese an, was durch eine Rechtsverschiebung der Events sichtbar
wird. Als G2/M-Peak erscheinen die Zellen mit tetraploidem Chromosomensatz, die ihre DNA
bereits dupliziert, die Mitose jedoch noch nicht vollendet haben.
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4.6.4 Bax-Aktivierung

Das proapoptotische Protein Bax liegt inaktiv im Zytoplamsa vor. Die Aktivierung von Bax
erfordert Konformationsanderungen im Protein, wodurch die Translokation zum Mitochon-
drium ermdglicht wird sowie seine Insertion in die &ul3ere Mitochondrienmembran (Dejean et
al., 2005).

Um zu analysieren, ob Behandlung mit IR, ErPC3 oder der Kombination aus beiden zu einer
verstarkten Konformationsdnderung und somit Aktivierung von Bax fuhrt, wurde diese mittels
eines aktivierungsspezifischen Antikérpers im FACS untersucht.

Dazu wurden T98G-Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und anschlieend in 200 pl 0,1%
Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 15 min
mit Blocking-Puffer (10% FCS in PBS) inkubiert. Danach wurde 0,1 pg Priméarantikbrper
(anti-Bax-NT, upstate) in 10% FCS/PBS auf 1 x 10° Zellen gegeben und diese fiir 30 min bei
4T im Dunkeln inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit Blocking-Puffer erfolgte die
Inkubation mit dem Zweitantikbrper (FITC goat anti-rabbit, dianova) fur 30 min im Dunkeln
bei 4C. Dazu wurden ebenfalls 0,1 pg AK in 10% FCS/PBS auf 1 x 10° Zellen eingesetzt.
Schliel3lich wurden die Zellen mit PBS gewaschen, das Pellet in PBS resuspendiert und die
Fluoreszenz im FACS auf dem Kanal FL-1 detektiert. Der gemessene Fluoreszenzshift

wurde Uber den sogenannten ,geo mean* quantifiziert.

4.6.5 Oberflachenrezeptor-Expression von ETR-1un d ETR-2

Zur Bestimmung der TRAIL-R1/R2-Oberflachenexpression werden die Zellen mit einem
Antikérper markiert, der gegen die TRAIL-Rezeptoren R1/R2 gerichtet ist und direkt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin gekoppelt ist.

Dazu wurden von jeder Zelllinie vier Proben mit ca. 250.000 Zellen pelletiert (3min, 1000
rom). Nach Verwerfen des Uberstands wurden die Proben 2x mit 5% FCS in PBS
gewaschen und dann in 100 pl 5% FCS/PBS aufgenommen. Im Anschluss daran erfolgte die
Inkubation mit den Antikérpern: Die erste Probe jeder Zelllinie blieb als Kontrolle unmarkiert.
Eine weitere Kontrolle wurde durch Markierung mit Phycoerythrin-gelabeltem humanem IgG
erzielt, das im Verhdltnis 1:20 zugegeben wurde. Zu den beiden verbleibenden Proben
wurde jeweils der entsprechende TRAIL-Rezeptor-AK in der Verdiinnung 1:20 zugegeben.
Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 4C im Dun keln wurden die Proben 2x mit 5%
FCS/PBS gewaschen und anschlie3end in 250 pul FACS-Flow aufgenommen. Die Messung

der Proben erfolgte direkt im Anschluss im Fluoreszenzkanal FL-2.
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4.7 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurde in Analogie zu den DNA- und RNA-
Nachweisverfahren (Southern- und Northern-Blot) die Methode des Western Blot entwickelt
(Burnette, 1981). Hierbei werden die Proteine zunachst Uber eine Gelelektrophorese nach
der GroRRe aufgetrennt und anschlieend im elektrischen Feld vom Gel auf eine Membran
Ubertragen. Die auf der Membran immobilisierten Proteine werden dann mit einem
spezifischen Antikorper inkubiert, der gegen das nachzuweisende Protein gerichtet ist.

Diesen Antikérper kann man Uber unterschiedliche Methoden nachweisen, durchgesetzt
haben sich hauptsachlich nicht-radioaktive Methoden, bei denen ein sekundarer Antikorper
gegen den Fc-Teil des primaren Antikdrpers eingesetzt wird. Dieser ist mit einem Enzym

gekoppelt, das eine Reaktion katalysiert, die sich mit einfachen Mitteln nachweisen lasst.

4.7.1 Herstellen von Zelllysaten

Zur Herstellung der Ganzzelllysate wurden die Zellen zu entsprechenden Zeitpunkten nach
Behandlung geerntet, wobei die adh&renten Glioblastomzelllinien mit 0,05% Trypsin/EDTA
abgeltst wurden. Anschlie3end wurden die Zellen in ein 15 ml Falconréhrchen tberfuhrt und
fur 4 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen und die
Zellen in ein Eppendorf-Cup Uberfuhrt. Von der Zellsuspension wurden 10 ul zur Bestimmung
der Zellzahl entnommen, der Rest wurde bei 1000 rpm flr 4 min bei 4C in der
Tischzentrifuge pelletiert. Zwischenzeitlich wurde die Zellzahl der Proben bestimmt und das
Pellet in 100 ul CST-Puffer je 1x10° Zellen aufgenommen. Danach wurden die Proben fiir 10
min bei 99T aufgekocht und anschlieend bis zum Auftragen der Gele bei —20C

eingefroren.

4.7.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt durch SDS-Polyacrylgelelektrophorese (Laemmli,
1970) unter denaturierenden Bedingungen. SDS denaturiert Proteine und geht nicht-
kovalente Wechselwirkungen mit hydrophoben Bereichen ein. Dabei ist das Verhéltnis von
SDS-Molekulen pro Aminosaure annéhernd konstant. Durch die komplette Entfaltung und
den Besatz mit SDS werden Ladungsunterschiede zwischen den einzelnen Proteinen
ausgeglichen. Alle Proteine sind nun negativ geladen und wandern im elektrischen Feld zur
Anode. Die Wanderung der Proteine hangt hierbei neben der Durchlassigkeit der Matrix noch

vom Molekulargewicht der Proteine ab. Dabei wandern kleine Proteine schneller als gréR3ere.
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Als Matrix dienen vertikale Gele aus mit Bisacrylamid vernetztem Acrylamid, die aus einem
niedrigprozentigen Sammelgel und einem 8 bis 14%igem Trenngel bestehen - je nach
erwiinschtem Auftrennungsgrad bzw. nach der GroRe des zu detektierenden Proteins. Die
Pufferbedingung im Sammelgel gewahrleistet das Entstehen einer einheitlichen Proteinfront,
diejenige im Trenngel sorgt fur eine optimale Auftrennung der Proteine.

Die Polymerisation des Acrylamids ist eine Radikalkettenreaktion, die durch den Zerfall von
Peroxidsulfationen (APS 10%) eingeleitet wird. Die Radikale aktivieren in einem zweiten
Schritt Tetramethylethyldiaminmolekile (TEMED 0,08%), deren Radikale die eigentlichen
Initiatoren der Radikalkettenpolymerisation sind.

Vor dem GielRen des Gels wurden die Glasplatten mit Ethanol gereinigt.

Damit sich eine glatte Lauffront ausbildet und das Gel nicht austrocknet, wurde das Trenngel
wahrend der Polymerisation mit 70% EtOH Uberschichtet. Nach dessen Entfernen wurde das
polymerisierte Trenngel mit dem Sammelgel tiberschichtet.

Als Pufferlésung wurde 1x SDS-Laufpuffer eingesetzt.

Bedingungen fir den Gellauf: Die Proben wurden im Sammelgel zuné&chst bei 60 V fir ca. 45
min einlaufen gelassen, bis die Lauffront das Trenngel erreichte. Der restliche Gellauf
erfolgte bei 160 V.

Zusammensetzung der Gele:
Fur den Nachweis von Noxa im Western Blot wurde ein 14%iges Gel verwendet, fur die

Uberprifung der restlichen Proteine standardmaRig ein 12%iges Gel eingesetzt.

Trenngel Sammelgel
12% 14% 6%
Wasser 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
Trennpuffer 5,25 ml 4,25ml
Sammelpuffer - 1,75 mi
Gel 30 6 ml 7mil 1,5ml
10% APS 75 ul 75 W 704l
Temed 75u 75 7
20 % SDS 75yl 75 ul

4.7.3 Transfer
Die Uuber die SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nach dem
Tankblotverfahren auf eine PVDF-Membran tbertragen. Dazu wurde die Membran zuné&chst

fur 1 min in 100% Methanol vorinkubiert und anschlie3end in Transferpuffer ohne Methanol
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gelegt. Dann wurden die Gele abgebaut und in Transferpuffer ohne Methanol gelegt.
AnschlieRend wurde das Sandwich in einem Plastikrahmen wie folgt fur den Transfer

aufgebaut:

g Kathodenseite

Lochplatte schwarz

Gel

Laufrichtung Proteine

Lochplatte weif3

v @ Anodenseite

Abbildung 4.4 Schichtung des Sandwichs beim Transfer

Bei der Schichtung der einzelnen Lagen wurde bei jedem Schritt auf die Vermeidung bzw.
Entfernung von Luftblasen geachtet. Nach dem Aufbau wurde der Rahmen geschlossen und
in einer Blotkammer mit Transferpuffer fixiert. Der Transfer erfolgte bei 80 V fur 60 min im
Kihlraum bei 4.

4.7.4 Entwicklung

Nach dem Transfer wurde die Membran zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der
Antikérper fur 60 min bei RT in 5 % Milch in TBS-Tween auf einem Schiittler geblockt.
AnschlieRend wurde der Erstantikérper in entsprechender Verdinnung in 5% BSA in TBS-
Tween (vgl. 3.3.1) zugegeben und die Membran Uber Nacht bei 4T inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Membran zweimal fir 5 min und zweimal fir 10 min mit TBS-Tween
gewaschen und dann fir 1-2 h in mit einem sekundaren HRP-gekoppelten Antikérper in 5%
Milch/TBS-Tween (Verdinnung 1:2000) bei RT inkubiert. Es folgte erneutes Waschen,
zweimal fur 5 min und zweimal fir 10 min in TBS-Tween. Anschlielend wurden die zu
detektierenden Proteinbanden mit dem ECL Western Blotting Detection System (Amersham)
nachgewiesen.

Das enhanced-chemiluminescence (ECL) System ist eine nicht-radioaktive Methode zur
Detektion von Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP), die an den
Zweitantikdrper gebunden ist. Die HRP oxidiert das organische Substrat Diacylhydrazid

Luminol, das sich dann in einem angeregten Zustand befindet. Aus diesem kehrt es unter
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Lichtemission in seinen Grundzustand zuriick, wobei die Emission des Lichts durch
Belichtung eines Rontgenfilms sichtbar gemacht wird. Dadurch wird die Position des
spezifisch gebundenen Antigens auf der Membran nachgewiesen. Die Schwarzung des
Films ist - in gewissen Grenzen - der Menge an gebundenem Antikdrper und somit an

nachzuweisendem Protein proportional.

4.7.5 Strippen und Reproben eines Western Blots

Um auf einer Membran nach der Detektion mit den Antikorpern weitere Proteine nachzuwei-
sen, kénnen die gebundenen Antikdrper-Konjugate durch ein Strippen der Membran entfernt
und neue Antikérper aufgebracht werden.

Dazu wurde die Membran nach der Entwicklung kurz mit TBS-Tween gewaschen und
anschliel3end fur 30 min in Stripping-Puffer bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Danach wurde
die Membran 2 x fur 10 min in TBS-Tween gewaschen und fir 1 h mit 5% Milchpulver in

TBS-Tween geblockt. Nun erfolgte die Entwicklung mit AntikGrpern wie oben beschrieben.

4.8 Transfektion eukaryotischer Zellen mit sSiRNA

Small interfering RNAs (siRNAs) sind 21-28 Nukleotide lange RNAs. Sie entstehen entweder
auf naturliche Weise im Zytoplasma beim Zerschneiden einer langeren dsRNA durch das
Enzym Dicer oder werden von aulen kinstlich in die Zelle zum Stillegen von Genen
eingebracht. Der antisense-Strang des kleinen RNA-Fragments wird anschlieRend in den
Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) eingebaut, wo er tGber Basenpaar-
bindung an die entsprechende mRNA bindet. Dadurch gelangt der RISC-Komplex mit seinen
RNA-Helicase- und Endonuklease-Aktivitaten in rdumliche Néhe zur mRNA, was ihre
Entwindung und ihren Abbau zur Folge hat (Abbildung 4.5).

Fur die Versuche wurde Bak siRNA der Firma Dharmacon eingesetzt. Um sicherzustellen,
dass der beobachtete Effekt nicht auf die Transfektion an sich zuriickzufihren war oder auf
unspezifisches Gensilencing, wurden im Versuch weitere Kontrollen mitgeflihrt. Zum einen
wurden Zellen mock-transfiziert, d.h. ohne Zugabe von siRNA der Transfektionsprozedur
unterzogen. Zum anderen wurden Transfektionen mit einer nicht funktionellen siRNA (non-
targeting) durchgefiihrt. Sie wurde ebenfalls von Dharmacon bezogen.

In der Woche vor der Transfektion wurde streng darauf geachtet, dass die Zellen nicht
dichter wuchsen als 300.000 pro ml, damit die Zellen in exponentieller Wachstumsphase

blieben und die Bedingungen fur die Transfektion optimal sind.
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Abbildung 4.5 Modell der RNA-Interferenz

MaRgeschneiderte ds-RNA von 18-21 bp Lange werden mittels Elektroporation oder Lipofektion
ins Zytoplasma der Zelle eingebracht und in die Enzym-Komplexe Dicer bzw. RISC eingebaut. Im
RISC wird jedoch nur der antisense-Strang gebunden, der komplementér an die entsprechende
MRNA bindet, die dann durch die Enzyme des RISC abgebaut werden kann.

Fur die Transfektion wurden die Bak-positiven JCAM-Zellen einmal mit PBS durch
Zentrifugation Uber 5 min bei 1200 rpm bei RT gewaschen. Durch Zugabe von RPMI
Volimedium ohne Phenolrot wurde eine Zelldichte von 1 x 10’ Zellen/ml eingestellt. 200 pl
dieser Zellsuspension - entsprechend 2 x 10° Zellen - wurden fiir die Transfektion eingesetzt.
Diese erfolgte Uber Elektroporation mit einem Rechteckpulse erzeugenden Elektroporator
(EPI 2500 von Dr. L. Fischer) in 4 mm-Elektroporationskivetten bei 400 V fir 10 ms. Dabei
wurden jeweils 1 uM Bak siRNA bzw. non-targeting siRNA eingesetzt. Direkt nach der
Elektroporation wurden die Ansatze in RPMI-Vollmedium ohne Phenolrot tberflhrt und auf
eine Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml eingestellt sowie 24 h nach der Transfektion 6 ml RPMI-
Vollmedium je Transfektionsansatz zugegeben. Nach weiteren 24 h wurden die Ansétze
ausgezahlt und fur weitere Versuche ausgesat:

2 x 10° Zellen wurden eingesetzt fiir Viabilitats-Messungen im FACS, um zu iiberpriifen, wie
viele Zellen bei der Transfektionsprozedur abgestorben sind.

3 x 10° Zellen je Ansatz wurden fir Versuche ausgesét, in denen die Zellen mit 10 Gy
bestrahlt, mit 25 pM ErPC3 oder 1 ng/ml TRAIL behandelt wurden bzw. den jeweiligen
Kombinationsbehandlungen aus IR und Wirkstoff unterzogen wurden. 24h nach der
Stimulation wurde im FACS die Apoptoserate Uber Nicoletti bestimmt sowie der Status des
mitochondrialen Membranpotentials mittels TMRE gemessen.

Der verbleibende Teil der Zellen wurde fir Lysate eingesetzt, um im WB die Effizienz und

Spezifitét des Silencing zu Uberprifen.



Ergebnisse 59

5. Ergebnisse
5.1 Die Alkylphosphocholine  ErPC sowie ErPC3 und ihre Wirkung auf

Glioblastom- / Astrozytomzellen nach Kombinationsbehandlung mit
Bestrahlung (IR)

5.1.1 ErPC und ErPC3 induzieren Apoptose in human en Gliomzellen

Bereits in friheren Untersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass die
antineoplastische Aktivitat von ErPC auf Apoptose-Induktion zurtickzufiihren ist (Jendrossek
et al., 1999; Jendrossek et al., 2001; Jendrossek et al., 2003). Hierbei spielen vor allem
Signalwege des intrinsischen Apoptosesignalwegs eine entscheidende Rolle. Um frihere
Ergebnisse beziglich der Bedeutung von Apoptose fir den zytotoxischen Effekt des
Alkylphosphocholins ErPC zu vertiefen, wurden Dosis-Wirkungs-Analysen sowie Zeitverlaufs-
Studien fur die Substanz in verschiedenen Gliomzellen durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen
dabei die Glioblastomzelllinien T98G und U87MG sowie die Astrozytomzelllinie A172. Fur die
Zelllinie T98G wurden aul3erdem Dosis-Wirkungs-Untersuchungen mit dem fur Klinische
Studien geeigneteren ErPC-Derivat ErPC3 durchgefiihrt.

Im folgenden wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen (12,5 - 100 uM) an
ErPC bzw. ErPC3 behandelt und die Zelltodrate mittels Hoechst/PI-Farbung im Fluoreszenz-
mikroskop bestimmt. Der membrangéangige Farbstoff Hoechst interkaliert in die DNA aller
Zellen, wodurch sich diese nach Anregung im Fluoreszenzmikroskop blau darstellen lassen.
Im Gegensatz zu Hoechst ist Pl nicht membrangangig, weshalb man nekrotische von
apoptotischen Zellen leicht abgrenzen kann.

Bereits am morphologischen Erscheinungsbild der Zellen konnte man in allen Gliomzelllinien
eine deutliche Hemmung des Zellwachstums feststellen, die mit der Dosis an ErPC bzw.
ErPC3 korrelierte (Abbildung 5.1). Bei T98G trat dieser Effekt bereits ab 12.5 uM ErPC und
deutlich verstarkt bei 12.5 puM ErPC3 auf, wohingegen A172 eine Wachstumsinhibierung erst
ab 25uM ErPC und U87MG erst ab 50 uM zeigten (Abbildung 5.1).

Neben dem Erscheinungsbild des Wachstumsstopps, das im Fluoreszenzmikroskop lediglich
qualitativ beurteilt wurde, konnte mit steigender Dosis an ErPC bzw. ErPC3 aber auch ein
zunehmendes Zellsterben (Apoptose und Nekrose) beobachtet werden, das aul3er einer
qualitativen Begutachtung auch quantitativ ber Zellz&hlung bestimmt wurde (Abbildung 5.2).
In Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe (Jendrossek et al.,
2001) waren Konzentrationen von 25 bis 50 uM ErPC ausreichend, um Apoptose in T98G

und A172 Zellen auszulésen (Abbildung 5.2). Bei U87MG waren héhere Konzentrationen ab
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Abbildung 5.1  Wachstumsinhibierung und Apoptose- Induktion in humanen Gliomzellen
nach Behandlung mit ErPC bzw. ErPC3

Dargestellt ist die Kernmorphologie von T98G, A172 und U87MG nach Hoechst/PI-Farbung im
Fluoreszenzmikroskop 48h nach Behandlung der Zellen mit 12,5 -100 uM ErPC bzw. ErPC3. (Die
Fotos zeigen je ein représentatives Beispiel aus drei unabhangigen Versuchen.) Mit steigender
Dosis an ErPC bzw. ErPC3 konnten ein zunehmender Wachstumsstopp der Zellen sowie erhdhte
Apoptose-Raten beobachtet werden.

50 uM bis 100 uM nétig, um vergleichbare Effekte zu erzielen. Im Vergleich der beiden
Alkylphosphocholine war ErPC3 in T98G insgesamt etwas wirksamer als ErPC (Abbildung
5.2, Aund B).

Bei allen drei Zelllinien lieRen sich auferdem deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen fir
ErPC nachweisen: Mit steigender Konzentration an ErPC sank die Zahl lebender Zellen
kontinuierlich (Abbildung 5.2, B,C,D). Dabei zeigte sich in T98G bereits bei Dosen ab 25 uM
ErPC eine ausgepragte Zeitabhangigkeit der zytotoxischen Wirkung, wahrend bei A172 erst
ab 50 uM ErPC eine deutliche Verbesserung der Sterberate Uiber die Zeit beobachtet werden
konnte. In U87MG wurde eine erhdhte Absterberate der Zellen im Zeitverlauf erst ab Dosen
von 100 puM ErPC festgestellt.
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Abbildung 5.2  Zelltod-Induktion in Gliomzellen durch ErPC und ErPC3

Verschiedene Gliomzelllinien wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an ErPC bzw. ErPC3
stimuliert und die Zelltodinduktion im Fluoreszenzmikroskop mittels Hoechst/PI-Farbung analysiert.
[A] Dosisabhangigkeit von ErPC3 in T98G zum Zeitpunkt 48h nach Stimulation, dargestellt durch
den Verlust lebender Zellen.

[B,C,D] Dosisabhéangigkeit von ErPC sowie die Zeitkinetiken der Wirkung in T98G, A172 und
U87MG, angezeigt durch eine gesteigerte Abnahme an lebenden Zellen.

Der prozentuale Anteil lebender Zellen wurde dabei wie folgt berechnet:

lebende Zellen [%] = 100% - (Apoptose [%] + Nekrose [%0])

Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten mit entsprechender
Standardabweichung.

5.1.2 Die malignen Gliomzelllinien T98G, A172 und U87MG sind resistent
gegenuber strahleninduzierter Apoptose

Intrinsische Resistenz von malignen Gliomzellen gegeniiber ionisierender Strahlung fihrt zu
mangelndem Ansprechen der Therapie und zu Resistenzen innerhalb des Tumors. Um zu
untersuchen wie strahlenresistent die vorliegenden Gliomzellen gegenuber strahleninduzier-
ter Apoptose sind, wurden in T98G, A172 sowie U87MG Dosis-Wirkungs-Untersuchungen
und Zeitverlaufsstudien fir strahleninduzierte Apoptose durchgefiihrt. Dazu wurden die
Zellen mit Einzeldosen von 2.5, 5 oder 10 Gy bestrahlt und die Zelltodrate (Apoptose und
Nekrose) Uber Hoechst/PI-Farbung nach 24, 48 und 72 h ermittelt. Im Gegensatz zur
Behandlung mit ErPC oder ErPC3 zeigten sich die Zellen resistent gegeniber strahlenindu-

ziertem Zelltod (Apoptose oder Nekrose) (Abbildung 5.3). Sogar 72 h nach der hdchsten
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Einzeldosis von 10 Gy vermochte Bestrahlung kaum relevante Apoptose oder Nekrose zu

induzieren mit maximalen Zelltodraten unter 15% (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3 Resistenz d er humanen malignen Gliomzellen T98G, A172 und U87TM G
gegentber strahleninduziertem Zelltod

Die Zellen wurden mit einer Einmaldosis von 10 Gy bestrahlt und 24 h, 48 h sowie 72 h nach
Bestrahlung wurde der Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen mittels Hoechst/Pl-Farbung
im Fluoreszenzmikroskop bestimmt und von der Gesamtzellzahl subtrahiert (ergibt die Zahl
lebender Zellen in Prozent). Die Daten zeigen den Mittelwert dreier unabhéngiger Experimente mit
dazugehdriger Standardabweichung.

5.1.3 ErPC und ErPC3 steigern die zytotoxische Wi  rkung ionisierender Strah-
lung auf maligne Gliomzellen

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass ionisierende Strahlung (IR) gleichfalls wie ErPC
Apoptose Uber den intrinsischen mitochondrialen Zelltodweg auslésen kann. Abgesehen von
dieser Ahnlichkeit in Bezug auf die Ausfilhrungswege der Apoptose, konnte ErPC jedoch
Apoptose und Nekrose in Gliomzellen auslosen, die resistent gegentber strahleninduziertem
Zelltod sind (vgl. Abbildungen 5.2 und 5.3). Diese Beobachtung fiihrte zu der Uberlegung, ob
eine kombinierte Behandlung aus ErPC bzw. ErPC3 und IR die Strahlenwirkung verbessert.
Daher wurden die Zelllinien T98G, A172 und U87MG mit verschiedenen IR-Dosen von 2.5-
10 Gy bestrahlt und im Anschluss daran mit Konzentrationen an ErPC von 12.5-100 pM
behandelt. 24 bis 72 h nach Behandlung wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop nach
Hoechst/PI-Farbung analysiert und die Induktion von Apoptose und Nekrose durch
Zellzéhlung bestimmt. Ebenso wurde die Kombinationswirkung aus ErPC3 und IR nach 48 h
in T98G Zellen untersucht.

Abbildung 5.4 A zeigt die Kernmorphologie von T98G Zellen 48h nach Behandlung mit 10
Gy, 50 uM ErPC oder der Kombination aus beiden und erlaubt eine qualitative Aussage Uber
die Wirksamkeit der Behandlungen. Dabei ist deutlich erkennbar, dass Bestrahlung allein
zwar einen starken Wachstumsstop aber kaum Zelltod hervorrief. Stimulation mit ErPC allein

erzeugte hingegen neben einem Arrest auch eine starke Induktion des Zelltods.
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Abbildung 5.4 ErPC erhoht strahleninduzierten Zelltod in T98G —-0uM ErPC
L . . _ . —8— 125 M ErPC
T98G wurden mit einer Einmaldosis von 2.5, 5 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im 25 u'\llll Erprc

Anschluss mit ErPC in Konzentrationen von 12.5, 25 oder 50 uM ErPC (wie ange-
zeigt) stimuliert. Die Induktion von Apoptose und Nekrose wurde 24, 48 oder 72 h
nach Behandlung im Fluoreszenzmikroskop nach Hoechst/Pl-Farbung ermittelt. Der prozentuale
Anteil lebender Zellen wurde entsprechend Abbildung 5.2 ermittelt. Teil A zeigt ein reprasentatives
Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen, in B, C und D sind die Mittelwerte mit Standardab-
weichung aus drei unabhangigen Versuchen aufgetragen.

[A] Kernmorphologie von T98G 48h nach Behandlung mit Medium (control), 10 Gy, 50 uM ErPC
oder kombinierter Behandlung aus IR und ErPC.

[B, C, D] Zeitverlaufe und Abhangigkeit der kombinierten Wirkung von der ErPC-Dosis

—e— 50 uM ErPC

Bei der kombinierten Behandlung aus IR und ErPC hingegen liel3 sich ein Kombinationseffekt
beobachten mit deutlich erhdhten Zelltodraten im Vergleich zu den Einzelbehandlungen. Die
gquantitative Auswertung der Ergebnisse ist in den Diagrammen B, C und D der Abbildung
5.4 dargestellt. Bei allen getesteten Strahlendosen war die Effizienz der kombinierten
Behandlung abhéngig von der Konzentration an ErPC und der Behandlungsdauer: Mit
steigenden Dosen an ErPC sowie mit zunehmender Inkubationszeit sank der prozentuale
Anteil lebender Zellen deutlich ab und erreichte bei 10 Gy und 50 pM ErPC zum Zeitpunkt 72
h einen minimalen Wert von 13.5 % (Abb. 5.4D).

Ahnlich den Ergebnissen fiir T98G konnte man auch bei A172 sensitivierende Effekte des
ErPC bezlglich strahlendinduzierten Zelltods nachweisen (Abb. 5.5). Wie Abbildung 5.5 A
qualitativ verdeutlicht, fihrte Bestrahlung mit 10 Gy lediglich zu starkem Wachstumsarrest

der Zellen ohne Apoptose-Induktion. Im Gegensatz dazu zeigten sich nach Stimulation mit 50



Ergebnisse 64

25Gy
= 100 - —2
= = &
= 80- i
g 60 -
N 40 A
&
2 20 A
2 0 . . ;
0 24 48 72 Zeit [h]
C
5 Gy D 10 Gy
3 100 1 n:!:i glOO ] !:?i:
; 80 1 & E 80 1 » I
< 60 1 9 60
L 407 2 40
c c
® 201 8 201
[ [
- 0 T T T - O T T T
0 24 48 72 Zeit [h] 0 24 48 72 Zeit [h]

Abbildung 5.5 ErPC erhoht die Zytotoxizitat der Bestrahlungi  n A172 —— 0 UM ErPC

Die Zellen wurden mit einer Dosis von 2.5, 5 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im  —®— 12.5uM ErPC
Anschluss mit ErPC der Konzentration von 12.5, 25 oder 50uM ErPC (wie ange- 25 M ErPC
zeigt) behandelt. Die Induktion des Zelltods (Apoptose + Nekrose) wurde 24,48 ~* SOWMEPC
oder 72 h nach Behandlung im Fluoreszenzmikroskop tber Hoechst/Pl-Farbung bestimmt. Der
Anteil lebender Zellen wurde entsprechend Abbildung 5.2 ermittelt. Teil A zeigt ein reprasentatives
Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen, in B, C und D sind die Mittelwerte mit Standardab-
weichung aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt.

[A] Kernmorphologie von A172 48h nach Behandlung mit Medium (control), 10 Gy, 50 uM ErPC
oder kombinierter Behandlung aus IR und ErPC.

[B, C, D] Zeitverlaufe sowie Abhangigkeit der Kombination von der ErPC-Dosis

UM ErPC die flr Apoptose bzw. Nekrose typischen morphologischen Kernveranderungen,
die bei der Kombinationsbehandlung aus IR und ErPC deutlich vermehrt auftraten. Die
erhohte Zytotoxizitdt der Kombination war dabei wiederum abhangig von der jeweiligen
Dosis an IR bzw. ErPC und der Behandlungsdauer (Abb. 5.5C-D). Wahrend die Kombination
aus IR und 12.5 uM ErPC bzw. 25 uM ErPC die zytotoxische Wirkung der ionisierenden
Strahlung nur maRig verstarkte, war die Kombination mit 50 uM ErPC effektiver mit
maximalen Zelltodraten von 80 bis 90 % nach 72h (Abb. 5.5C-D). Auffallend im Vergleich zu
T98G ist die geringe Effizienz niedriger ErPC-Dosen (12.5 und 25 pM), bei Konzentrationen
von 50 pM ErPC stimmen die Kurvenverlaufe jedoch wieder sehr gut mit denen von T98G
uberein (Abb. 5.4D und 5.5D).

Wie bereits unter Absatz 5.1.1 beschrieben waren in U87MG Konzentrationen von 75 und

100 uM ErPC nétig, um signifikante Level an Wachstumsstop und Apoptose zu erzeugen
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(Abb. 5.2D). Daher wurden fir die Kombinationsversuche mit Bestrahlung Konzentrationen
an ErPC von 50, 75 und 100 pM eingesetzt. In Abbildung 5.6A sind die Veranderungen der
Kernmorphologien von U87MG nach Behandlung mit 10 Gy, 75 yuM ErPC und der
Kombination abgebildet: Bestrahlung der Zellen mit 10 Gy erzeugte einen Wachstumsarrest
sowie eine geringe Induktion von Apoptose, wahrend die Stimulation mit 75 uM ErPC hohe
Raten an Apoptose und Arrest auslosen konnte. Die kombinierte Behandlung aus IR und
ErPC resultierte in einem weiteren Anstieg der Zelltodraten.

Ahnlich zu den fir T98G und A172 erhaltenen Ergebnissen war die Effizienz der kombinier-
ten Wirkung abhangig von der Strahlendosis sowie der eingesetzten ErPC-Konzentration
und stand in direkter Relation zur Behandlungszeit (Abb. 5.6). In Ubereinstimmung mit der
geringeren Sensitivitdt von U87MG gegentber ErPC allein waren auch in den kombinierten
Behandlungsansatzen Konzentrationen von 100 uM ErPC notig, um Zelltodraten von utber
90% zu bewirken (Abb. 5.6B-D).
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Abbildung 5.6  Erhohte Zytotoxizitat der IR durch ErPC in US7TM G —— 0 UM ErPC

Die Zellen wurden mit einer Dosis von 2.5, 5 oder 10 Gy bestrahlt und —®— 50 uM ErPC
im Anschluss mit 50, 75 oder 100 uM ErPC behandelt. Die Induktion 75 UM ErPC
des Zelltods (Apoptose + Nekrose) wurde ber Hoechst/Pl-Farbung 24, ~® 100 pm ErPC

48 oder 72 h nach Behandlung im Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Der prozentuale Anteil
lebender Zellen wurde gemafR Abbildung 5.2 ermittelt. Die Daten zeigen reprasentative
Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen (A) oder Mittelwerte mit Standardabweichung, n=3
(B, C und D).

[A] Kernmorphologie von U87MG 48h nach Behandlung mit Medium (control), 10 Gy, 75 uM
ErPC oder kombinierter Behandlung aus IR und ErPC.

[B, C, D] Zeitverlaufe sowie Abhangigkeit der Kombination von der ErPC-Dosis
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Insgesamt fallt bei allen drei Zelllinien auf, dass bei Kombinationsbehandlung die hichste
Dosis an ErPC bei der Verstarkung des strahleninduzierten Zelltods fast tberall unabhangig
von der Strahlendosis gleich effektiv wirkte. So wurde z.B. bei 50 uM ErPC und 2.5 Gy nach
72h im Prinzip derselbe Wert erreicht wie fir 50 uM ErPC und 10 Gy (Abb. 5.4-6.6 B+D).
Man muss dabei jedoch im Auge behalten, dass es sich hierbei um die Effekte des
strahleninduzierten Zelltods innerhalb relativ kurzer Zeitrdume (bis zu 72h) handelt. Erst im
Langzeitversuch konnen evtl. auftretende weitere Differenzierungen der verschiedenen
Dosen genauer untersucht werden.

Ebenso wie bei ErPC-Behandlung induzierte auch das Derivat ErPC3 in T98G Zellen Arrest
und Zelltod (Abbildung 5.7 A). Auch in der Kombinationsbehandlung zeigte sich eine
deutliche Wirkungssteigerung gegentber Einzelbehandlungen aus Bestrahlung oder ErPC3
(Abbildung 5.7 A). Dabei war die Kombinationswirkung abhé&ngig von der Strahlendosis und
der Konzentration an ErPC3.

ErPC3 wirkt in der Kombinationswirkung insgesamt sogar noch etwas effizienter als ErPC,
da z.B. unter 10 Gy und 12.5 uM ErPC3 nach 48 h bereits ebenso viel Zelltod erreicht wurde
wie mit 10 Gy und 12.5 uM ErPC in T98G nach 72 h (Abb. 5.4.D und 5.7.B). Vergleichbares

galt auch fur andere Kombinationen mit ErPC3 nach 48 h versus ErPC nach 72 h.
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Abbildung 5.7 ErPC3 verstarkt den strahleninduzierten Zelltod inT98G . UM ErPC3
T98G wurden mit einer Einmaldosis von 2.5, 5 oder 10 Gy bestrahlt und im H 12,5uM EPC3
Anschluss mit 12.5, 25 oder 50 uM ErPC3 (wie dargestellt) behandelt. Die 1 25puM ErPC3
Induktion des Zelltods (Apoptose + Nekrose) wurde 48 h nach Behandlung i 50 pMm ErPC3

im Fluoreszenzmikroskop durch Hoechst/Pl-Farbung detektiert und der prozentuale Anteil leben-
der Zellen entsprechend Abbildung 5.2 ermittelt.

[A] Fotografie der Kernmophologie von T98G nach Behandlung mit Medium (control), 10 Gy, 50
UM ErPC oder kombinierter Behandlung aus IR und ErPC3 (reprasentatives Ergebnis aus drei
unabhéngigen Versuchen)

[B] Dosisabhéangigkeit der Kombination von IR-Dosis und ErPC3-Konzentration (Mittelwerte mit
Standardabweichung aus drei unabhéngigen Versuchen)

Interessanterweise scheint mit 25 uM ErPC3 in der Kombinationsbehandlung mit IR bereits
ein Maximum an Effizienz erreicht, zumindest hinsichtlich des strahleninduzierten Zelltods im

kurzfristigen Bereich innerhalb 48 h (Abb. 5.7B). Wéahrend mit 50 pM ErPC3 allein noch ein
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Benefit gegentber 25 puM ErPC3 allein erzielt wurde, konnte in der Kombination mit

Bestrahlung kein weiterer Unterschied mehr beobachtet werden.

A T98G B Al72
Zeit IR [Gy] ErPC [uM] Effekt Zeit IR [Gy] ErPC [uM] Effekt
2.5 12.5 additiv 25 12.5 < additiv
2.5 25 5 50
25 50 25 50 additiv
5 12.5 10 12.5
24h 5 25 24h 25 25
5 50 synergistisch 5 12.5
10 12.5 5 25 synergistisch
10 25 10 25
10 50 10 50
25 12.5 2.5 12.5
25 25 2.5 25
25 50 2.5 50
5 12.5 5 12.5
48h 5 25 synergistisch 48h 5 25 synergistisch
5 50 5 50
10 12.5 10 12.5
10 25 10 25
10 50 10 50
2.5 12.5 < additiv 5 25 < additiv
25 25 2.5 50
2.5 50 5 50
5 12.5 10 12.5 additiv
72h 5 25 synergistisch 72h 10 25
5 50 10 50
10 12.5 25 12.5
10 25 25 25 synergistisch
10 50 5 12.5
C Uu87MG D T98G
Zeit IR [Gy] ErPC [uM] Effekt Zeit IR [Gy] ErPC3 [uM] Effekt
2.5 100 < additiv 2.5 50 additiv
5 50 10 50
5 100 25 12.5
10 100 additiv 25 25
24h 10 50 48h 5 12.5
2.5 50 5 25 synergistisch
25 75 synergistisch 5 50
5 75 10 12.5
10 75 10 25
25 50
5 50 < additiv
10 50
2.5 IS Abbildung 5.8
48h 25 100
5 75 additiv Ergebnisse der aus den Hoechst/
150 17050 PI-Experimenten erstellten Isobolo-
10 100 gramm-Analysen nach allen Kom-
255 gg < additiv binationsbehandlungen in den Zell-
10 50 linien T98G, A172 und U87TMG
10 75
72h 25 75
25 100
5 75 additiv
5 100
10 100
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5.1.4 Isobologramm-Analysen zur Beurteilung de r Effizienz kombinierter Be-

handlungsansatze
Um festzustellen, inwieweit die Interaktionen zwischen Bestrahlung und ErPC bzw. ErPC3 in
humanen Gliomzellen sub-additiv, additiv oder sogar synergistisch sind, wurden
Isobologramm-Analysen (Berenbaum, 1978) durchgefiihrt. Bei dieser biomathematischen
Evaluation werden ausgehend von den gemessenen Werten fur die Einzelbehandlungen
Daten fur die kombinierte Behandlung extrapoliert. Die auf diese Weise erhaltenen Daten
definieren einen geometrischen Bereich, den ,envelope of additivity”. Liegen nun die
tatsachlich erhaltenen Werte aus der Kombinationsbehandlung unterhalb dieses ,envelope
of additivity kann man von Synergismus sprechen, befinden sie sich innerhalb liegt
Additivitat vor. Wenn die erhaltenen Ergebnisse oberhalb des ,Envelope of additivity” liegen,

muss man von weniger als additiven Effekten ausgehen.
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Abbildung 5.9 Ausgewdhlte Isobologramm- Analysen humaner maligner Gliomzellen nach
Kombinationsbehandlung aus IR und ErPC bzw. IR und ErPC3

Die biomathematische Evaluation potentieller additiver oder synergistischer Effekte der
Kombinationsbehandlung erfolgte Uber Isobologramm-Analysen (Berenbaum, 1978). Die
zugrunde liegenden Daten der Zelltodinduktion wurden aus Hoechst/Pl-Experimenten durch
Analyse der Kernmorphologie im Fluoreszenzmikroskop gewonnen. Dabei wurden die Zellen mit
drei verschiedenen Dosen bestrahlt, mit drei unterschiedlichen Konzentrationen an ErPC bzw.
ErPC3 stimuliert und allen Kombinationsbehandlungen unterzogen. Die Abbildungen zeigen
reprasentative Daten fir T98G (A und D), A172 (B) sowie U87MG (C) mit den angezeigten
Behandlungen.

Erscheint der schwarze Punkt der jeweiligen Behandlung innerhalb des griinen ,envelope of
additivity“ spricht man von additiven Effekten, liegt er unterhalb, handelt es sich um einen
Synergismus. Wirde der Punkt oberhalb dieser griinen Flache liegen, dann wére die Effizienz der
kombinierten Behandlung weniger als additiv.
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Generell war die Sensitivitat der malignen Gliomzelllinien gegeniiber der Kombinations-
behandlung abhéngig von der Strahlendosis, der ErPC- bzw. ErPC3-Konzentration sowie der
Behandlungsdauer. Die Ergebnisse aller Analysen fir jede Kombinationsbehandlung sind in
der Tabelle der Abbildung 5.8 zusammengefasst und repréasentative Einzel-Analysen fur die
Kombinationsbehandlungen sind in der Abbildung 5.9 dargestellt. Insgesamt waren T98G am
sensitivsten hinsichtlich der kombinierten Behandlungsanséatze mit beinahe ausschlieflich
synergistischen Kurzzeiteffekten 24, 48 und 72 h nach Behandlung (Abbildungen 5.8 A+D
und 5.9 A+D). In A172 konnten nach 24 h und 72 h sub-additive bis synergistische Effekte je
nach eingesetzter Kombination beobachtet werden, nach 48 h traten ausschliel3lich
Synergismen auf (Abbildungen 5.8 B und 5.9 B). Mit sub-additiven bis additiven Effekten
nach 48 h und 72 h sowie weniger als additiver bis synergistischer Wirkung nach 24 h
zeigten UB7MG insgesamt etwas geringeres Ansprechen auf die Kombination im Vergleich
zu T98G und A172 (Abbildungen 5.8 C und 5.9 C).

5.1.5 Die Kombinationswirkung aus IR und ErPC bz  w. IR und ErPC3 im Kolo-
niebildungstest (Kobi)
Bisher konnte gezeigt werden, dass ErPC und ErPC3 den strahleninduzierten Zelltod
verstarken. Mit dem Koloniebildungstest steht nun ein Langzeit-Assay zur Verfigung anhand
dessen man die zytotoxische Effizienz von ErPC, ErPC3 bzw. der Kombinationsbehand-
lungen mit Bestrahlung auf klinisch relevanter Basis Uberprifen kann. Dazu werden die
Zellen vereinzelt ausgesat und nach ihrem Anwachsen auf der Patte oder Flasche erfolgt die
jeweilige Behandlung. Anschlielend wird beobachtet, wie viele der einzelnen Zellen zu
Kolonien aus mind. 50 Zellen heranwachsen und die Anzahl der Kolonien pro Behandlung
bestimmt. Diese setzt man in Relation mit der Anzahl an Kolonien auf der unbehandelten
Platte/Flasche. Wie Abbildung 5.10 A+B verdeutlicht, konnte ErPC allein das klonogene
Uberleben von T98G ab Konzentrationen von 16 pM reduzieren, ErPC3 ab Konzentrationen
von 12.5 uM. ErPC3 ist auch insgesamt etwas potenter in der Zerstérung klonogener
Tumorzellen: Wo 16 uM ErPC3 ausreichen, um 90 % aller klonogegen Zellen auszuléschen,
werden 20 uM ErPC bendttigt (Abbildung 5.10 A+B).
Obwohl sich die T98G Zellen in den vorangegangenen Zelltod-Untersuchungen resistent
gegenlber strahleninduzierter Apoptose zeigten, konnte die Bestrahlung im Langzeitversuch
das klonogene Uberleben der Zellen sehr deutlich und in Abhangigkeit von der eingesetzten
Strahlendosis reduzieren (Abbildung 5.10 C+D).
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Die Kombination aus Bestrahlung mit ErPC bzw. ErPC3 flihrte zu einem weiteren deutlichen
Abfall des klonogenen Uberlebens in Abhangigkeit von der eingesetzten ErPC bzw. ErPC3-
Dosis (Abbildung 5.10 C+D). Auch in der Kombination mit IR war ErPC3 wieder etwas
effizienter als ErPC: So l6schte die Kombination aus 10 Gy und 16 uM ErPC3 fast ebenso
viele Zellen aus wie 10 Gy mit 25 uM ErPC. Eine Kombination aus 10 Gy mit 20 uM oder 25
UM ErPC3 konnte nicht ausgewertet werden, da sie so effektiv war, dass keine einzige

Kolonie mehr Gbrig blieb.
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Abbildung 5.10 Koloniebildungstests in T98G nach ErPC, ErPC3 u  nd den Kombinations-
behandlungen

24h nach der Aussaat wurden die Zellen bestrahlt, mit ErPC bzw. ErPC3 stimuliert oder der
kombinierten  Behandlung  unterzogen.  Anschlie@end wurden die Zellen unter
Standardbedingungen je nach Wachstumsverhalten bis zu 4 Wochen kultiviert. Wenn die
einzelnen Zellkolonien eine ausreichende Grof3e erreicht hatten, wurden die Zellen fixiert und mit
Coomassie angefarbt. Kolonien, die aus mind. 50 Zellen bestanden wurden gezahit.

(A) Ergebnisse des Kobis nach ErPC-Behandlung

(B) Daten des Kobis nach ErPC3-Behandlung

(C) Darstellung der Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen mit ErPC

(D) Grafische Auswertung der Kombinationsbehandlungen mit ErPC3

Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus jeweils drei unabhanigen Versuchen mit Standard-
abweichung.

Insgesamt bestatigte sich also auch im klinisch relevanten Langzeitversuch das gute

Ergebnis der Kombinationswirkung aus den vorangegangenen Hoechst/Pl-Untersuchungen:
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Das Banding der Kurven fir die einzelnen Kombinationen mit ErPC bzw. ErPC3 spricht fur

mindestens additive Effekte der Kombinationen.

5.1.6. Normalgewebstoxizitat von ErPC und ErPC3

In den vorausgegangenen Kurz- und Langzeitversuchen zur zytotoxischen Wirkung von
ErPC und ErPC3 allein und in Kombination mit Bestrahlung zeigten beide Substanzen sehr
gute Effizienz in den verschiedenen Gliomzelllininen. Allerdings wurde eine mogliche
Normalgewebstoxizitat der Substanzen bisher nicht in die Untersuchungen einbezogen. Um
herauszufinden, wie die Auswirkungen von ErPC bzw. ErPC3 auf Normalgewebe sind,
wurden normale humane Astrozyten (NHA) jeweils mit 25 uM ErPC bzw. ErPC3 behandelt
(Abbildung 5.11 A und B) und auftretende Schadigungen der Zellen anschlie3end tber

Hoechst/PI-Farbung im Fluoreszenzmikroskop begutachtet.
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Abbildung 5.11 Normalgewebstoxizitat von ErPC und ErPC3

Zur Feststellung der Normalgewebstoxizitat von ErPC und ErPC3 wurden NHA Zellen (normale
humane Astrozyten) fir 24 h mit 25 uM ErPC bzw. ErPC3 behandelt. Um Vergleichswerte zu
erhalten wurden die NHA mit verschiedenen anderen Chemotherapeutika fiir 24 h wie angezeigt
behandelt. Als weiteres Normalgewebe wurden humane Fibroblasten HSF-7 mit 25 oder 50 uM
ErPC bzw. ErPC3 allein sowie in Kombination mit 10 Gy behandelt. Die Zelltoxizitat wurde Uber
Hoechst/PI-Farbung im Fluoreszenzmikroskop ermittelt. Die Daten zeigen reprasentative
Egebnisse aus mehreren Versuchen 24 h nach Behandlung.
(A) Immunfluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie der einzelnen Behandlungen in NHA
(B) Lebende NHA Zellen nach 3 pug/ml Etoposid, 5 pg/ml Doxorubicin, 10 pg/ml 5-FU,

100 ng/ml TRAIL sowie 25 uM ErPC bzw. ErPC3
(C) Lebende HSF-7 Fibroblasten nach 0, 25 oder 50 uM ErPC bzw. ErPC3
(D) Lebende HSF-7 Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy bzw. Kombinationsbhandlung

aus 10 Gy mit 25 uM ErPC oder ErPC3
(E) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der HSF-7 Fibroblasten nach Behandlung

mit 10 Gy sowie 25 oder 50 uM ErPC bzw. ErPC3

Leider wirkten unter den gegebenen in vitro Bedingungen beide Substanzen &auferst
zytotoxisch auf die Zellen und I6sten Apoptose aus. Um auszuschlie3en, dass es sich um
einen generellen, von den Substanzen unabhéngigen Effekt handelt, da die NHA auf in vitro-
Kultivierung empfindlich reagieren kdnnen, wurden die Zellen aufRerdem mit weiteren
Chemotherapeutika behandelt. Nach Gabe von 3 pg/ml Etoposid, 5 pg/ml Doxorubicin, 10
pg/ml 5-FU sowie 100 ng/ml TRAIL konnte jedoch keine Apoptose detektiert werden
(Abbildung 5.11B). Als zweites Normalgewebe wurde auferdem die aus humanen
Hautfibroblasten bestehende Zelllinie HSF-7 fur Untersuchungen herangezogen. Hier traten
im Gegensatz zu den NHA kaum Schadigungen auf und erst ab Konzentrationen von 50 uM
ErPC3 waren wenige Apoptosen nachweisbar, deren Anteil sich auch durch Kombination mit

Bestrahlung nur unwesentlich erhdhte (Abbildung 5.11 C+E).

5.2 Untersuchungen zum Wirkmechanismus der Kombi nationsbehand-

lung im Glioblastommodell

5.2.1 Genauere Differenzierung des Zelltods nach kombinierter Behandlung
mit IR und ErPC/ErPC3

In der Absicht die Bedeutung der Apoptose fur die additiv bis synergistische Zelltod-

induktion nach kombinierter Behandlung detaillierter zu untersuchen, wurde zunachst der

vorliegende Zelltodmechanismus hinterfragt. Wie in Abbildung 5.12 A fur die einzelnen

Kombinationen mit 10 Gy verdeutlicht, war ErPC3 in der Kombinationswirkung noch um

einiges potenter als ErPC. So stieg die Kurve des Gesamtzelltods fir ErPC3 in der
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Kombination mit 10 Gy bis 25 pM steil an und erreichte dann einen Sattigungswert. Die
Kurve fur ErPC hingegen wuchs etwas flacher aber dafir stetig bis 50 uM und erreichte dann
denselben Wert wie die Kurve fir ErC3 (Abbildung 5.12A). Differenzierte man nun die beiden
Gesamtzelltodkurven hinsichtlich Apoptose und Nekrose, was durch die Kernmorphologie im
Fluoreszenzmikroskop moglich war, ergab sich folgendes Bild: Bei ErPC bestand der
Uberwiegende Anteil des Zelltods bis zu Kombinationen mit 25 uM ErPC aus Apoptose, bei
héheren Konzentrationen kam ein Uberschuss an nekrotischen Zellen ins Spiel (Abbildung
5.12B). Bei ErPC3 jedoch konnte von Anfang an ein deutliches Ubermal? apoptotischer
Zellen beobachtet werden und selbst bei der Kombination aus 50 uM ErPC mit 10Gy war
noch ein Gleichgewicht an Apoptose und Nekrose gegeben (Abbildung 5.12C).
Interessanterweise induzierten beide Substanzen bei 12.5 und 25 uM gleiche Mengen an
Nekrose, wahrend ErPC3 die strahleninduzierte Apoptose im Vergleich zu ErPC deutlich
effizienter steigerte. Somit lag bei ErPC3 in der Kombination mit Bestrahlung das fur eine
klinische Weiterentwicklung gtinstigere Verhaltnis aus Apoptose und Nekrose vor, da ein zu

hoher Anteil nekrotischer Zellen zu unerwiinschten Immunreaktionen fihrt.
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Abbildung 5.12 Zelltod nach 10 Gy in Kombination mit verschiede = nen Konzentrationen an
ErPC/ErPC3

Die Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 12.5, 25 oder 50 uM ErPC bzw.
ErPC3 stimuliert. 48 h nach Behandlung wurden die Zellkerne mit Hoechst/PI gefarbt und die
Zellen anhand ihrer Kernmorphologie im Fluoreszenzmikroskop typisiert.

(A) Dosisabhangiger Anstieg des Zelltods nach Kombinationsbehandlung (10 Gy + ErPC/ErPC3)
(B) Differenzierung des dosis-abhangigen Zelltods nach 10 Gy mit ErPC in Apoptose und Nekrose
(C) Differenzierung des dosis-abhangigen Zelltods in Apoptose und Nekrose nach 10 Gy + ErPC3
Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit entsprechender Standardab-
weichung.




Ergebnisse 74

5.2.2 Caspasen-Aktivierung und PARP-Spaltung nac  h IR und ErPC

Da der Hauptanteil des Zelltods nach der kombinierten Behandlung mit Bestrahlung und
ErPC bzw. ErPC3 aus Apoptose bestand, sollte die Bedeutung der Apoptose fir die
Kombinationsbehandlung anhand weiterer Untersuchungen hervorgehoben werden. Als
Hauptexekutoren des apoptotischen Zelltods gelten spezielle Proteasen, die Caspasen
(Riedl and Shi, 2004). Western Blot-Analysen sollten daher klaren, ob die Effektor-Caspasen
nach kombinierter Behandlung aus IR und ErPC entsprechend vermehrt aktiviert werden und
ihr Substrat PARP, ein nukledres Protein, das an der DNA-Reparatur beteiligt ist,
vergleichbar gespalten wird. Wegen der ansteigenden Level an Nekrose ab Konzentrationen
von 50 uM ErPC wurden fur die folgenden Versuche zur Aufklarung des Wirkmechanismus
nur Konzentrationen bis 25 uM eingesetzt. Wie in Abbildung 5.13 A verdeutlicht fuhrte die
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Abbildung 5.13 Caspasen-Aktivierung und PARP-Spaltung nach Kombi  nationsbehand-
lung mit IR und ErPC

T98G Zellen wurden mit 0, 5 oder 10 Gy bestrahlt und im Anschluss mit 0, 12.5, 25 oder 50 pM
ErPC behandelt.

(A) 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und die Caspase-Aktivierung im Western Blot
Uberprift. Gezeigt wird ein reprasentatives Experiment.

(B) Inhibierung der Capsase-Aktvierung durch zVAD verhindert die Apoptose-Induktion nach IR,
ErPC und kombinierter Behandlung aus beiden Stimuli. (T98G wurden dabei vorbehandelt mit
Medium oder 20 uM zVAD-fmk und 30 min spater bestrahlt, mit ErPC stimuliert oder der
kombinierten Behandlung unterzogen.) Die Apoptoseraten zeigen Mittelwerte mit Standard-
abweichung aus drei unabhé&ngigen Versuchen.
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Bestrahlung mit 5 oder 10 Gy zu keiner nennenswerten Aktivierung der Caspasen: weder
erfolgte eine Spaltung der Caspasen noch zeigte sich eine deutliche Spaltung des Caspase-
3-Substrates PARP. Im Gegensatz dazu triggerte Stimulation mit ErPC sowohl die
Aktivierung der Caspasen 3 und 9 als auch PARP-Spaltung (Abbildung 5.13 A). Unter
Kombinationsbehandlung wurden diese Effekte weiter verstarkt mit einer besonders
deutlichen Auspragung bei 5 Gy mit 25 uM ErPC. Bei 10 Gy mit 25 uM ErPC sind Caspasen-
Aktivierung und PARP-Spaltung vergleichsweise etwas rtcklaufig, was wahrscheinlich daran
liegt, dass das Maximum der pro-apoptotischen Wirkung dieser Kombination bereits zu
einem friheren Zeitpunkt stattgefunden hat.

Um nun die funktionelle Relevanz der Caspasen-Aktivierung fur die erhthte Apoptose-
Induktion unter kombinierter Behandlung zu evaluieren, wurde untersucht, wie sich eine
Vorbehandlung der Zellen mit dem Pan-Caspasen-Inhibitor zVAD-fmk auf die Apoptoseraten
der Behandlungen auswirkt. Wahrend 25 pM ErPC allein oder die Kombination mit 5 Gy
nach 48 h effizient Apoptose auslosen konnte, war diese jedoch nach Vorbehandlung der
Zellen mit zVAD-fmk vollsténdig geblockt (Abbildung 5.13 B). Dies zeigt, dass die Aktivierung
von Caspasen essentiell fir die zytotoxische Wirkung der von ErPC bzw. der Kombinations-

behandlung ist.

5.2.3 Rolle des Mitochondriums fiir die erhdhte Ef  fizienz der Kombination
Frihere Untersuchungen bezlglich der Wirkung von ErPC in Jurkat Lymphomzellen hatten
ergeben, dass ErPC einen Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
inklusive Cytochrom c-Freisetzung herbeiftihrt (Jendrossek et al., 2003). Um die Bedeutung
des Mitochondriums fiir die Kombinationswirkung aus IR und ErPC in den Glioblastomzellen
T98G zu durchleuchten wurde der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
nach kombinierter Behandlung im FACS gemessen. Dabei erhohte ErPC den Zusammen-
bruch des mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung in Abhangigkeit von der
Dosis (Abbildung 5.14 A,B). Diese Ergebnisse deuten auf ein Zusammenwirken beider
Substanzen auf dem Level des Mitochondriums hin. Man kénnte daher die Hypothese
aufstellen, dass beide Apoptosewege der Einzelbehandlungen auf der Ebene des
Mitochondriums oder sogar oberhalb des Mitochondriums zusammenlaufen und so den
Apoptosemechanismus verstarken.

Mittlerweile ist weitreichend akzeptiert, dass pro- und anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie wichtige Regulatoren des mitochondrialen Zelltods darstellen (Leber et al.,

2007; van Delft and Huang, 2006). Dabei konnte eine verminderte Expression anti-
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apoptotischer Proteine wie z.B. Bcl-2 und Bcl-x, sowie eine verstarkte Expression pro-
apoptotischer Proteine (z.B. Bax, Bak) von Bedeutung sein. Abgesehen von Anderungen im
Verhéaltnis pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine zueinander kann auch vermehrte
Aktivierung von pro-apoptischem Bax zu erh6htem mitochondrialen Schaden fuhren (Dejean
et al., 2005). Dabei durchlauft das im Zytoplasma zurlickgehaltene Bax eine

Konformationsénderung mit anschlieBender Translokation zum Mitochondrium und Insertion
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Abbildung 5.14 Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenti als nach

Kombinationsbehandlung mit IR und ErPC

T98G wurden mit 0, 5, 7.5 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0, 12.5 oder 25 uM
ErPC stimuliert. Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials wurde 48 h nach
Behandlung im FACS Uber TMRE-Farbung bestimmt.

(A) Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhéngigen Versuchen

(B) Originalhistogramme einer reprasentativen Messung

in die aulere Mitochondrienmembran. Um zu analysieren, ob die unter kombinierter
Behandlung vermehrt auftretenden mitochondrialen Schaden auf eine erhdhte Aktivierung
von Bax durch effizientere Konformationsédnderung zurtickzufiihren sind, wurden FACS-
Analysen mit einem Bax-aktivierungsspezifischen Antikérper durchgefiihrt. Wahrend
Bestrahlung keine signifikante Aktivierung von Bax im Vergleich zu unbehandelten Zellen
induzieren konnte, erhdhte Stimulation mit ErPC die durch Konformationsdnderung bedingte

Aktivierung von Bax deutlich (Abbildung 5.15). Bedeutenderweise konnte die Kombination
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aus ErPC und Bestrahlung einen weiteren Anstieg der Bax-Aktivierung bewirken, was

wiederum auf die Gewichtung des mitochondrialen Zelltodwegs fur die kombinierte Behand-

lung hinweist.
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Abbildung 5.15 Bax-Aktivierung durch Konformationsdnderung

T98G wurden mit 5 Gy bestrahlt, 25 uM ErPC stimuliert oder der kombinierten Behandlung
unterzogen. Die Bax-Aktivierung durch Konformationsanderung wurde 48 h nach Behandlung im
FACS mittels eines aktivierungsspezifischen Antikérpers bestimmt.

(A) Originalhistogramme einer reprasentativen Messung

(B) Geo Mean-Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhéangigen Versuchen

Um herauszufinden, inwieweit Verdnderungen im Expressionsgleichgewicht pro- und anti-
apoptotischer Proteine bei der kombinierten Wirkung aus IR und ErPC eine Rolle spielen,
wurden 48h nach Bestrahlung, Stimulation mit ErPC oder kombinierter Behandlung Western
Blot Analysen durchgefiihrt. Allerdings wurden keine signifikanten Anderungen in den
Expressionsleveln der anti-apoptotischen Proteine Bcl-x,, Bcl-2 und Mcl-1 festgestellt
(Abbildung 5.16). Interessanterweise konnte jedoch ein Anstieg von Bcl-x in allen Lysaten
nach Behandlung mit ErPC oder der Kombination mit IR beobachtet werden. Bcl-xs ist eine
SpleiBvariante von Bcl-x,, die in pro-apoptotischen Zusammenhang gebracht wird (Boise et
al.,, 1993; Ealovega et al.,, 1996). Bisher liegen jedoch noch keine Daten funktioneller
Relevanz fir Bcl-xs beziglich ErPC-induzierter Apoptose in Gliomzellen vor. In den pro-

apoptotischen Proteinen Bax, Bak oder Bad wurde keine Veranderung im Expressionsstatus
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nach kombinierter Behandlung mit IR und ErPC detektiert (Abbildung 5.16). Allerdings
konnte eine leichte Zunahme sowie deutliche Dephosphorylierung von P-Bad an Serin 136
nach Stimulation mit ErPC bzw. kombinierter Behandlung beobachtet werden. Da Dephos-
phorylierung von P-Bad zur Aktivierung des Proteins fuhrt, konnte sie essentiell fur die pro-
apoptotische Wirkung von ErPC und der Kombinationsbehandlung sein. Zusatzlich dazu
nahmen nach Bestrahlung sowie kombinierter Behandlung die Expressionsraten an pro-
apoptotischem Puma sowie nach ErPC, IR und verstarkt in der Kombinationstherapie die

Level an pro-apoptotischem Noxa zu (Abbildung 5.16).

5.2.4 Modogliche Regulatoren oberhalb des Mitochond  riums
Nachdem alle Daten direkt auf eine Bedeutung des mitochondrialen Zelltodwegs fir die
kombinierte Behandlung hinwiesen, stellte sich die Frage, welche Proteine oberhalb des

Mitochondriums regulierend ins Geschehen eingreifen kénnten.
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Maligne Gliomzellen sind nicht nur durch teils defekte Apoptosesignalwege gekennzeichnet,
sondern auch durch Hochregulation der Aktivitat des Uberlebenssignalproteins PKB/Akt.
Daher wurde der Expressionsstatus von PKB/Akt in den Gliomzelllinien T98G und A172
untersucht. Um auf3erdem herauszufinden, ob ErPC bzw. ErPC3 inhibierende Effekte auf
das PKB/Akt-vermittelte Uberlebenssignaling ausiiben, was urséchlich fur eine verbesserte
pro-apoptotische Wirkung der kombinierten Behandlung sein kdnnte, wurde der Phosphory-
lierungs- und damit Aktivitatsstatus von Akt nach IR, ErPC bzw. kombinierter Behandlung im
Western Blot analysiert.

Unbehandelte T98G und A172 Zellen exprimierten hohe Level an aktivem PKB/Akt, wie durch
die starken Phoshorylierungsraten an Serin 473 (S473) und Threonin 308 (T308) angezeigt
(Abbildung 5.17A). Wahrend Bestrahlung keinen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus
von PKB/Akt hatte, fihrte Behandlung mit ErPC allein bereits nach 3 h zu einer massiven
Dephosphorylierung von P-PKB/Akt an T308 und nach 6 h zu einer Abnahme von P-Akt
S473, die sich im Zeitverlauf weiter verstarkte (Abbildung 5.17B). Kombinierte Behandlung
fuhrte ebenfalls zu einer massiven Abnahme beider Phosphorylierungsformen ab 3 h nach
Behandlung, die sich mit der Zeit bis 24 h weiter intensivierte und fir die Phosphorylierungs-
stelle an S473 auch deutlich ausgepragter war als bei Einzelbehandlung (Abbildung 5.17B).
Aktives PBK/Akt kann die Apoptosesignalwege an unterschiedlichen Ebenen Uber
Phosphorylierung apoptoserelevanter Targetproteine negativ beeinflussen. Zum einen kann
es direkt das proapoptotische Bad durch Phosphorylierung inaktivieren (Datta et al., 1997).
Eine Hemmung von PKB/Akt durch Dephosphorylierung kénnte daher zu einer verminderten
Phosphorylierung von Bad und somit zu dessen Aktivierung fuhren. Die einer steigenden
Dephosphorylierung von PKB/Akt im Dosisverlauf (Abbildung 5.17C) entsprechende
verminderte Phosphorylierung von Bad konnte bereits beobachtet werden (vgl. Abbildung
5.15). Ein weiteres Zielprotein von Akt im Apoptosesignaling stellt der Transkriptionsfaktor
FKHR dar. Er liegt in seiner durch Akt phosphorylierten Form inaktiv im Zytoplasma vor.
Durch Dephosphorylierung gelangt FKHR in den Kern, wo er u.a. als Transkriptionsfaktor fir
pro-apoptotische Proteine wie Bim, Puma oder Noxa fungiert (Dijkers et al., 2002; Obexer et
al., 2007; You et al., 2006). In Ubereinstimmung mit der beobachteten dosisabh&ngigen
Dephosphorylierung von P-Akt S473 48 h nach Behandlung (Abbildung 5.17C) nahm auch
die Phosphorylierung von P-FKHR massiv ab (Abbildung 5.17C). FKHR kann somit in den
Kern gelangen und die Transkription pro-apoptotischer Proteine vorantreiben. Bereits in
Abbildung 5.15 wurde dargelegt, dass die Expression von Bim und Noxa, beides Targets

von FKHR, nach ErPC und kombinierter Behandlung hochreguliert wurde.
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Abbildung 5.17 Phosphorylierungsstatus von Akt und FKHR nach | R, ErPC und

kombinierter Behandlung

T98G wurden mit 0, 5 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0 oder 25 uM ErPC

stimuliert. Die Aktivierung von PKB/Akt sowie seinem Downstream-Target FKHR wurde im

Western Blot mit spezifischen Antikdrpern analysiert.

(A) Expressionsstatus von Akt und P-Akt in unbehandelten A172 und T98G

(B) Zeitabhangige Dephosphorylierung von P-Akt nach ErPC oder der Kombination

(C) Dosisverlaufe 48 h nach Behandlung: die Dephosphorylierung von PKB/Akt ist assoziiert mit
verminderten Phosphorylierungs-Leveln an P-FKHR

Die Daten zeigen reprasentative Blots.

5.2.5 ErPC und die kombinierte Behandlung beeinf  lussen Zellzyklusproteine

Bestrahlung von Zellen fuhrt u.a. zu DNA-Schaden in der Zelle, was je nach Ausmald der
Schaden zum Arrest der Zellen in G1 und G2 fiihrt oder direkt in Apoptose miindet (Gudkov
and Komarova, 2003; Kastan and Bartek, 2004). Desgleichen wurde gezeigt, dass
Behandlung von Zellen mit ErPC neben Apoptose auch einen Arrest der Zellen in G2/M
auslésen kann (Jendrossek et al., 2001). An der Schaltstelle zwischen Apoptose und Arrest
steht p53 als zentrales Regulatorprotein, das je nach Schadensmald Reparaturprozesse
unter Zellarrest initiiert oder Zelltodwege ansteuert (Gudkov and Komarova, 2003). Neben
p53 greift aber auch Rb an der Schnittstelle zwischen Leben, Tod und Differenzierung
regulierend ins Geschehen ein, was v.a. in den p53-negativen T98G Zellen von Bedeutung
sein kbnnte. So ist seit lAngerem bekannt, dass die Zellzyklus-Proteine Rb und p27 eine
wesentliche Rolle im G1-Arrest spielen und es gibt Hinweise darauf, dass auch ein

dauerhafter G2-Arrest durch Abhangigkeit von Rb gepragt ist (Wang et al., 2001). Uber den
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Transkriptionsfaktor E2F1 kann Rb auf3erdem indirekt durch fehlende Inhibierung von E2F1
die Expression pro-apoptotischer Proteine wie Puma, Noxa, Bim und einiger Caspasen
bewirken (Hershko and Ginsberg, 2004). Um zu eruieren, ob die kombinierte Behandlung
aus Bestrahlung und ErPC in T98G die Proteine Rb und p27 beeinflusst, wurde ihr Status im
Western Blot untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Phosphorylierung von Rb an S795 und
S807/811 nach Bestrahlung leicht und nach Stimulation mit ErPC etwas starker abnahm
(Abbildung 5.18A). Kombinierte Behandlung fiihrte jedoch zu einer deutlich verstarkten
Reduktion des Phosphorylierungsstatus an den beiden untersuchten Phosphorylierungs-
stellen im Protein. Interessanterweise kam es allerdings nach Stimulation mit ErPC oder

A 0 0 5 5 10 10 IR[Gy]
0 25 0 25 0 25 EPC[uM]

Abbildung 5.18 Status  der

Rb| ™= s s s | 110 kDa Zellzyklusproteine Rb und p27
nach IR, ErPC und kombinierter
P-Rb S795| == == ww — 110 kDa Behandlung

T98G wurden mit 0, 5 oder 10 Gy
P_Rb 5807/811 e e — 110 kDa bestrahlt und direkt im Anschluss mit
0 oder 25 pM ErPC stimuliert. Die
: Expressionslevel von Rb und p27
B-Aktin | S ——— . 0 sovr\)/ie ihr Phosphorylierungsstsrt)tus

wurden im Western Blot mit spezifi-
schen Antikérpern Gberprift.

0 0 5 5 IR[GY] (A) Expressionsstatus und Phospho-
B 0 25 0 25 EPC[M]| rylierungsformen von Rb 48 h nach
Behandlung

P27 |wmm == s e | 27 kDa (B) Veranderungen bei p27 und P-p27
zum Zeitpunkt 24 h nach Stimulation
P-p27 | W S 27 kba Die Daten zeigen reprasentative
Blots. Als Ladekontrolle wurde @3-

R-AKLN | e e 41> Dy Aktin verwendet.

kombinierter Behandlung aul3erdem zu einer deutlichen Abnahme des Levels an
unphosphoryliertem Rb.

Bei p27 zeigten sich hingegen kaum nennenswerte Verdnderungen nach Behandlung,
lediglich nach kombinierter Behandlung nahm die Phosphorylierung an T157 ab (Abbildung
5.18B).

5.2.6 ErPC3 verstarkt die strahleninduzierte Foc  i-Bildung von y-H2AX
Nach Einwirkung ionisierender Strahlung auf Zellen kommt es unter anderem zur Bildung
freier Radikale, die neben weiteren Reaktionen auch Doppelstrangbriiche (DS-Briiche) in der

DNA verursachen. Diese fuhren zur Bildung von y-H2AX, der phosphorylierten Form der
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Histonvariante H2A (Rogakou et al., 1998). Dabei werden die DS-Bruche durch spezielle
Kinasen (ATM, ATR, DNA-PK) erkannt, die auch fir die Phosphorylierung von H2AX
verantwortlich sind (Burma et al., 2001; Stiff et al., 2004). y-H2AX lagert sich an die offenen

Immunfluoreszenz Durchlicht

Zoom 5 Gy

unbehandelt

nur 2. AK

5Gy

Zoom 25 pM ErPC3

25UM ErPC3

Kombi

Zoom Kombi

Abbildung 5.19  y-H2AX-Focibildung nach IR, ErPC3 und Kombinationsbe  handlung

T98G wurden mit 0 oder 5 Gy bestrahlt und anschlieBend mit 0 oder 25 uM ErPC stimuliert. 40
min nach Behandlung wurden die Zellen in 4% PFA fixiert und dann mit 0.2 % Triton
permeabilisiert. Anschlieend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem Primarantikarper y-H2AX
und dem fluoreszenzmarkierten Zweitantikérper. Die griin umrandeten Zellen sind rechts mit
Zoom 4 vergroRRert abgebildet.

Die Daten zeigen reprasentative Aufnahmen mit einem Laserscanmikroskop. Verwendet wurde
ein 40er Objektiv und die Fotos links wurden mit einen Zoom von 1.5 aufgenommen.

Als Negativkontrolle und zum Ausschliel3en von unspezifischer Hintergrundfarbung wurden die
Zellen nur mit Zweitantikdrper inkubiert.
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DS-Briche an und bildet dort die sogenannten Foci, die man Uber Immunfluoreszenz
nachweisen kann. Daher eignen sich diese Foci gut als Nachweis von DNA-Schaden in
Form von DS-Briichen. Allerdings kommt es in geringerem Anteil auch in der S-Phase des
Zellzyklus unbehandelter Zellen vortbergehend zur Bildung von y-H2AX, da wahrend der
Replikation kurzfristig offene DNA-Enden vorhanden sind.

Als ein weiterer moglicher Verstarkermechanismus der strahleninduzierten Apoptose durch
kombinierte Behandlung mit ErPC/ErPC3 kame auch eine erhohte Induktion von DNA-
Schaden in Frage. Deshalb wurde Uber Immunfluoreszenz mit y-H2AX-spezifischen
Antikdrpern die Focibildung nach 5 Gy, 25 pM ErPC3 und kombinierter Behandlung
untersucht. In unbehandelten Zellen war keine wesentliche Anfarbung von y-H2AX
nachweisbar (Abbildung 5.19). Teilweise war jedoch auch in manchen unbehandelten Zellen
ein schwaches Fluoreszenzsignal nachzuweisen, was daran lag, dass sich ein Teil der
Zellen in der S-Phase befand, wo im Zuge der Replikation offene Doppelstrange der DNA
entstehen, an denen sich y-H2AX anlagert. Bestrahlung mit 5 Gy fuhrte zu einem deutlichen
Anstieg der H2AX-Phosphorylierung in allen Zellen mit gleichmafiger Verteilung der Foci im
gesamten Zellkern (Abbildung 5.19). Interessanterweise induzierte auch Stimulation mit 25
uM ErPC3 die Focibildung, wobei diese jedoch vereinzelter auftraten, dafir aber von
starkerer Auspragung waren. Nach kombinierter Behandlung konnte jedoch im Vergleich zu
den Einzelbehandlungen eine eindeutige Zunahme der Focibildung beobachtet werden mit
gleichmaRiger Verteilung im Zellkern und von grol3erem Volumen als die Foci nach
Bestrahlung allein (Abbildung 5.19).

Um die Uber die Immunfluoreszenz erhaltenen Ergebnisse weiter zu bekréftigen, wurde der
Status von H2AX nach Behandlung im Western Blot mittels phosphorylierungsspezfischem
Antikdrper untersucht. Wie zu erwarten blieben die Expressionslevel an H2AX unbeeinflusst
von jeglicher Behandlung (Abbildung 5.20). Der Phosphorylierungsstatus von H2AX anderte

0 0 5 5 10 10 IR[Gy]
0 25 0 25 0 25 ErPC[uM]

H2AX | w— e . #N o @ | 15 (D

P-H2AX e e M| 15 KDa

GAPDH | s e a— 40 kDa

Abbildung 5.20 Phosphorylierungsstatus von H2AX nach IR, ErPC o der Kombina-
tionsbehandlung

T98G wurden mit 0, 5 oder 10 Gy bestrahlt und anschlieBend mit 0 oder 25 uM ErPC stimuliert.
48 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der Status von H2AX im Western Blot
untersucht.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.
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sich jedoch entsprechend der zuvor durch Immunfluoreszenz gewonnenen Daten: Nach
Behandlung mit ErPC und nach Bestrahlung wurde y-H2AX induziert. Dabei waren die Level
nach 25 uM ErPC und 5 Gy vergleichbar, nach 10 Gy erwartungsgemaf etwas hoher, da die
Anzahl an DS-Briichen mit der Strahlendosis ansteigt. Nach Behandlung aus IR und ErPC
konnte ein deutlicher Kombinationseffekt beobachtet werden, der sich in einem massiven
Anstieg der Phosphorylierungsraten auf3erte (Abbildung 5.20). Dabei erschien interessanter-

weise die Kombination aus ErPC mit 5 Gy noch effizienter als ErPC mit 10 Gy.

5.3 ErPC3 und Bestrahlung im Jurkat-Lymphoma-Mod  ell

Anhand der verschiedenen Experimente zum Wirkmechanismus der kombinierten
Behandlung aus IR und ErPC bzw. ErPC3 in T98G lie3 sich eine klare Beteilung des
mitochondrialen Zelltodwegs ableiten. Um nun herauszufinden, ob dieser Weg ibers
Mitochondrium essentiell fir die kombinierte Behandlung ist oder durch weitere Mechanis-
men kompensiert werden kann, wurden zusatzliche funktionelle Analysen dazu im Jurkat
Modell durchgefuhrt. Mit dem Jurkat Modell stehen verschiedene Zellvarianten mit
unterschiedlichen Defekten zur Verfiigung wie z.B. solchen im mitochondrialen Zelltodweg.
Fur die folgenden Untersuchungen zur kombinierten Wirkung aus Bestrahlung und ErPC3
wurde auf zwei verschiedene Jurkat-T-Lymphomzellpaare zurtickgegriffen. Zum einen
wurden Jurkat vector und Jurkat Bcl-2 Zellen verwendet, zum anderen JCAM Bak-positive
und JCAM Bak-negative Zellen eingesetzt. Die Jurkat vector Zellen sind mit einer leeren
Vector-Kontrolle transfiziert und dienen somit als Kontrolle zu den Jurkat Bcl-2, die mit einem
Vector transfiziert sind, der Bcl-2 enthélt, das dauerhaft in den Zellen Gberexprimiert wird.
Somit hat man bei diesem Zellpaar die Moglichkeit, Gber eine massive Hochregulation des
anti-apoptotischen Bcl-2 die mitochondriale Apoptose stark zu hemmen. Mit dem zweiten
Zellpaar hingegen kann man die Apoptosewege, die Uber das Mitochondrium laufen,
komplett ausschalten: Dadurch, dass Jurkat Zellen kein Bax exprimieren, haben die Bak-
negativen JCAM keine Alternative in der mitochondrialen Apoptose, wahrend bei den Bak-
positiven Zellen die Rolle von Bax durch Bak kompensiert werden kann. Diese werden daher

als Kontrollzellen verwendet.

5.3.1 Verifizierung der Zellsysteme im Western B lot
Vorab wurde der Expressionsstatus von Bcl-2 der Jurkat-Zellen sowie der Expressionsstatus

von Bak der JCAM-Zellen im Western Blot Uberprift. AuRerdem wurden alle Zellen auf ihre
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zuvor beschriebene p53-Negativitat und Bax-Negativitat (Brimmell et al., 1998; Cheng and

Haas, 1990) getestet.

Bcl-2

GAPDH

Bak

GAPDH

vec bcl-2

Bak

pos neg

28 kDa

40 kDa

30 kDa

40 kDa

p53

GAPDH

D

Bax

GAPDH

Bak

vec bcl HCT

pos neg

'y
.

Bak

pos neg vec bcl HCT

o arEs A

53 kDa

40 kDa

20 kDa

40 kDa

Abbildung 5.21 Expressionsstatus von Bcl-2, Bak, p53 und Bax in

Unbehandelte Jurkat vector und Bcl-2 Zellen sowie Bak-positive und Bak-negative JCAM wurden
lysiert und anschlieRend im Western Blot zur Verifizierung des Expressionsstatus analysiert. Als
Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.

(A) Bcl-2 Expression in Jurkat vector und Jurkat Bcl-2 Zellen
(B) Bak Expression in Bak-positiven und Bak-negativen JCAM

(C) p53-Negativitat der Jurkat vector und Bcl-2 Zellen sowie der JCAM-Zellen

(Verwendung von HCT-116 wt Zellen als Positivkontrolle fir p53)

(D) Bax Expressionslevel der Zellen mit HCT-116 wt als Positivkontrolle

Jurkat-Zellen

Wie in Abbildung 5.21A verdeutlicht, zeigten die Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat Bcl-2

Zellen eine deutliche Expression an Bcl-2 wahrend die Jurkat vector Zellen kaum Bcl-2

exprimierten. Bei den Bak-positiven Zellen ergab sich ein klares Signal fir Bak, wahrend die

Bak-negativen Zellen kein Bak exprimierten (Abbildung 5.21B). AuRerdem wiesen alle Zellen

die in der Literatur beschriebene p53-Negativitat auf (Abbildung 5.21C). Bei der Uberprifung

des Bax-Status wiesen manche Zellen eine ganz schwache Hintergrund-Expression des

Proteins auf (Abbildung 5.21 D). Allerdings zeigt sich das Phanomen nicht in den Bak-

defizienten Zellen, so dass diese auf jeden Fall keine Moglichkeit haben, Apoptose Uber das

Mitochondrium auszufuhren. Alle Zellen erfillen also in vollem Umfang ihre Funktionalitét

und konnen fir die weiteren Versuche eingesetzt werden.

5.3.2 ErPC3 und kombinierte Behandlung induziere

in Jurkat vector Zellen

n hocheffizient Apoptose

Zunachst sollte in einem erstem Versuch geklart werden, ob ErPC/ErPC3 bzw. die

kombinierte Behandlung mit Bestrahlung auch im Jurkat-Zellsystem effizient Apoptose
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auslosen. Dazu wurden die Zellen bestrahlt, direkt im Anschluss mit ErPC3 behandelt und

die Apoptoseraten tber Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt.

Abbildung 5.22 Apoptose- Induktion nach
IR, ErPC3 und kombinierter Behandlung
in Jurkat vector Zellen

Jurkat vector Zellen wurden mit 0 oder 10 Gy
bestrahlt und direkt im Anschluss mit O oder
25 puM ErPC3 behandelt. 6 bzw. 12 h nach

1007 ™ 6h T
W 12h

®
i

Apoptose [%)]
(o))
o

401 Behandlung wurden die Apoptoseraten Uber
Nicoletti-Farbung im FACS ermittelt.

207 - Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit Standardab-
weichung.

control 10Gy 25uME3 Kombi

Wie in Abbildung 5.22 verdeutlicht, induzierte Bestrahlung im Untersuhungszeitraum noch
keine Apoptose. Stimulation mit ErPC3 fuhrte jedoch in Abh&ngigkeit vom Behandlungs-
zeitraum zu massiver Apoptose, die durch kombinierte Behandlung mit Bestrahlung weiter
gesteigert wurde (Abbildung 5.22).

5.3.3 Bcl-2-Uberexpression kann die Wirkung der  kombinierten Behandlung
hemmen aber nicht vollstandig blocken
5.3.3.1 Der Einfluss einer Bcl-2-Uberexpression  auf den Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials
Nachdem der Beweis erbracht war, dass das System ErPC3 und Bestrahlung mindestens
ebenso effizient Apoptose in Jurkat Zellen ausléste wie in T98G, konnten die
Untersuchungen zur Abhéangigkeit der kombinierten Wirkung vom mitochondrialen
Zelltodweg durchgefihrt werden. Zunéchst wurde geprift, ob eine Verschiebung des
Gleichgewichts pro- und anti-apoptotischer Proteine zugunsten des Uberlebens ausreicht,
um die kombinierte Wirkung zu blocken. Dazu wurden Jurkat vector und Jurkat Bcl-2 Zellen
bestrahlt, mit ErPC3 stimuliert und als Endpunkt nach Behandlung der Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials Uber TMRE-Farbung im FACS analysiert.
Wahrend Jurkat vector Zellen erst nach 24 h auf Bestrahlung allein reagierten, konnten nach
Stimulation mit ErPC bzw. der kombinierten Behandlung bereits nach 6-12 h deutliche
Apoptose-induzierende Effekte beobachtet werden (Abbildung 5.23A). Fur ErPC3 sowie die
kombinierte Behandlung ergab sich aulerdem eine Dosis- und Zeitabhéangigkeit im
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (Abbildung 5.23A). In der

Dosiskinetik scheint es jedoch zwischen 12.5 und 25 pM irgendwo einen drastischen Sprung
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in der Wirksamkeit zu geben, denn trotz der sehr guten Kombinationswirkung aus 12.5 pM
ErPC3 und 10 Gy wirkte 25 uM ErPC3 allein besser. Durch Uberexpression von Bcl-2 wurde
zum Zeitpunkt 6 h die Apoptose-Induktion bei allen Behandlungen vollstandig geblockt
(Abbildung 5.23B). Nach 12h war ein leichter Anstieg an Zellen mit zusammengebrochenem
mitochondrialen Membranpotential nach 25 uM ErPC3 sowie der Kombination aus 10 Gy mit
25 uM ErPC3 zu erkennen, wahrend die Ubrigen Behandlungen weiter geblockt waren.
Bestrahlung mit 10 Gy sowie Stimulation mit 12.5 uM ErPC allein konnte Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum durch Bcl-2-Uberexpression vollstandig blockiert werden (Abbildung
5.23B). Die Inhibierung beider Kombinationsbehandlungen sowie der Stimulation mit ErPC3
allein war nach 24 h jedoch ineffektiv und die Zahl an Zellen mit geringem Ay, stieg rapide
an (Abbildung 5.23B).

Zusammenfassend kann man daher feststellen, dass Uberexpression von Bcl-2 die

kombinierte Behandlung zwar kurzfristig hemmen aber nicht blocken kann.
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Abbildung 5.23 Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentia Is nach IR, ErPC3

(E3) und kombinierter Behandlung @ 10Gy+25uM E3

Jurkat vector Zellen wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im —K—25uM E3
Anschluss mit 0, 12.5 oder 25 uM ErPC3 behandelt. 6, 12 oder 24 h X—10Gy+12.5uM E3
nach Behandlung wurde der Zusammenbruch des mitochondrialen 12.5uM E3

Membranpotentials iber TMRE-Farbung im FACS bestimmt.
Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
entsprechender Standardabweichung.

-8 10Gy
—&— control

5.3.3.2 Der Einfluss einer Bcl-2-Uberexpression  auf die Caspasen-Aktivierung

Nachdem ersichtlich war, dass Bcl-2-Uberexpression den Zusammenbruch des mitochon-
drialen Membranpotentials zwar hemmen und zeitverzdgern, aber nicht vollstédndig
blockieren kann, sollten die Ergebnisse im Western Blot durch Analysen der Caspasen-

aktivierung verifiziert werden.
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Die Aktivierung der Caspasen wurde durch Bcl-2-Uberexpression zwar deutlich verzogert,
aber wie auch nach den Messungen zum Membranpotential zu erwarten war, nicht
vollstandig geblockt (Abbildung 5.24). Wahrend in Jurkat vector Zellen bereits nach 6 h eine
deutliche Spaltung der Caspasen 9, 3 und 8 zu beobachten war (Abbildung 5.24A), erfolgte
dies in Jurkat Bcl-2 Zellen erst nach 12 h und war auch sichtbar vermindert (Abbildung
5.24B). Entsprechend wurde auch PARP in den vector-Zellen nach kombinierter Behandlung
ab 12 h vollstandig durchgespalten, was indikativ flr aktive Caspasen ist. Im Gegensatz
dazu waren in den Bcl-2 Uberexprimierenden Zellen selbst nach 24 h noch ungespaltene
Reste an PARP ubrig.
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Abbildung 5.24 Caspasen-Aktivierung in Abhangigkeit der Bcl-2-Ub  erexpression

Jurkat vector und Bcl-2 Zellen wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 6, 12 oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und die
Caspasen-Aktivierung sowie PARP-Spaltung im Western Blot untersucht.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.

(A) Jurkat vector Zellen

(B) Jurkat Bcl-2 Zellen

5.3.4 Veranderungen pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine nach Kombi-
nationsbehandlung in Jurkat vector und Bcl-2 Zellen
Da sich herausgestellt hatte, dass Bcl-2-Uberexpression einen Zusammenbruch des

mitochondrialen Membranpotentials und Caspasenaktivierung hemmt, stellte sich die Frage,
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inwiefern die Kombinationsbehandlung das Gleichgewicht pro- und anti-apoptotischer

Proteine am Mitochondrium beeinflussen kann.

Dazu wurde in Jurkat vector und Bcl-2 Zellen der Zustand verschiedener pro- und anti-

apoptotischer Bcl-2-Proteine im Western Blot nach Bestrahlung, Stimulation mit ErPC3 oder

kombinierter Behandlung analysiert.
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Abbildung 5.25
Abhangigkeit der Bcl-2-Uberexpression

(A) Jurkat vector Zellen
(B) Jurkat Bcl-2 Zellen

Anderungen verschiedener pro- und anti-apopto

Jurkat vector und Bcl-2 Zellen wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 6, 12 oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der
Status verschiedener pro- und anti-apoptotischer Proteine im Western Blot analysiert.
Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde der Level an GAPDH bestimmt.

tischer Bcl-2- Proteine in

In Ubereinstimmung mit den fiir T98G erhaltenen Daten ergaben sich keine Veranderungen

der Proteinlevel fur Bad und Bcl-x, nach IR, ErPC3 oder kombinierter Behandlung (Abbildung

5.25A). Dies anderte sich auch nicht bei Uberexpression von Bcl-2 (Abbildung 5.25B).

Durch Bestrahlung, Gabe von ErPC3 sowie nach Kombination aus beidem konnte die bereits

fur T98G beobachtete Zunahme an Noxa in Jurkat vector bestéatigt werden (Abbildung

5.25A). Uberexpression von Bcl-2 schien diese Zunahme an Noxa weiter zu verstarken

(Abbildung 5.25B).

Die fur T98G erfasste Induktion von Bim nach kombinierter Behandlung konnte in den Jurkat

vector Zellen nicht gefunden werden, tauchte jedoch in Jurkat Bcl-2 Zellen wieder auf.

Interessanterweise bewirkte jedoch Bestrahlung allein in beiden Jurkat-Zelllinien eine

deutliche Induktion von Bim.
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Obwohl unverandert in T98G wurde Mcl-1 in Jurkat vector Zellen nach ErPC und
kombinierter Behandlung abgebaut und Bcl-2 Uberexpression verzogerte diesen Abbau und
schwachte ihn ab (Abbildung 5.25A und B).

Uberraschenderweise wurden die Proteinlevel von Puma nicht wie in T98G gesteigert
sondern 12 und 24 h nach Behandlung reduziert. Dieser Vorgang war in den Bcl-2 Zellen

ebenfalls verlangsamt.

5.3.5 Veranderungen oberhalb des Mitochondriu ms durch Uberexpression
von Bcl-2

In T98G wurde festgestellt, dass ErPC und die kombinierte Behandlung die Aktivitat von Akt

negativ beeinflussen und auf diese Weise die Uberlebenssignaliibertragung in den Zellen

inhibieren kénnten. Um festzustellen, ob in Jurkat Zellen die Hemmung von Akt ebenfalls

einen Beitrag zur ausgezeichneten Wirkung der Kombination leisten kdnnte, wurde der

Status von Akt und seinem Downstream-Target FKHR nach IR, ErPC3 oder kombinierter

Behandlung im Western Blot Uberprift.

A B
6h 12h 24h 6h 12h 24h
+ -+ -+ - 4+ -+ -+ IR T T
+ 0+ - -+ 4+ - -+ o+ EfPC3 - - + + - - 4+ + - - + +
- e . = Akt R e TR )
P-Akt -
- ee 0 s473 | "= - - -ee P60
— e e S S . e S w— wm— | e ————— p97
.—-q-_-_—_—' — FKHRL1 E-__!l“_-_—-_-“—"___'- p82
- _ - L P-FKHRL] L E B ¥ N F TR = pg?
- - = - T24/T32 . - -— _— — p82
S e e e s e ™ " | GAPDH | " wo an ap o e a» an an o - p40

Abbildung 5.26 Phosphorylierungsstatus von Akt und FKHR in Ab hangigkeit der Bcl-2-
Uberexpression

Jurkat vector und Bcl-2 Zellen wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 6, 12 oder 24 h nach Behandlung wurde die Aktivierung von
PKB/Akt und FKHR im Western Blot analysiert.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle diente der Level an GAPDH.

(A) Jurkat vector Zellen

(B) Jurkat Bcl-2 Zellen

Aquivalent zu den in T98G gemachten Beobachtungen wurde P-Akt S473 nach 25 pM
ErPC3 sowie kombinierter Behandlung dephosphoryliert (Abbildung 5.26A). Die Dephospho-
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rylierung setzte bereits nach 6 h ein und fiihrte zu einer kompletten Dephosphorylierung des
Proteins. Dieser massive Aktivitatsverlust Gbertrug sich vergleichbar auf Phospho-FKHRL1
an T24/T32, welches nun in entsprechendem MalRe nicht mehr phosphoryliert werden konnte
(Abbildung 5.26A). Interessanterweise kam es nach 12 und 24 h durch ErPC3 und
kombinierte Behandlung in Jurkat vector Zellen zu einem Abbau von unphosphoryliertem
Akt, der in Bcl-2 Zellen nicht zu beobachten war.

Eigentlich sollte man durch Hemmung der frihen Apoptose am Mitochondrium durch
Uberexpression von Bcl-2 keine Beeinflussung von Proteinen aus Signalwegen oberhalb des
Mitochondriums erwarten. Allerdings war in den Bcl-2 Zellen die Dephosphorylierung von Akt
nicht so vollstandig wie in den vector Zellen und es war deutlich mehr phosphoryliertes
FKHR vorhanden (Abbildung 5.26B). Des weiteren blieb der Level an unphosphoryliertem
Akt konstant und es wurde nicht abgebaut. Dies deutet darauf hin, dass Akt und dadurch
auch FKHRL1 als Downstream-Targets von Bcl-2 Uber einen bislang unbekannten Weg

reguliert werden kdnnten.

5.3.6 Der Einfluss einer Uberexpression an Bcl-2  auf Rb und den Zellzyklus

Bei Behandlung von T98G mit ErPC sowie ErPC + IR wurden Veranderungen im
Phosphorylierungsstatus von Rb sowie in der Menge an vorhandenem Protein festgestellt.
Daher sollte auch in den Jurkat Zellen abgeklart werden, ob Umgestaltungen bezlglich Rb
nach kombinierter Behandlung auftreten und ob diese durch Uberexpression von Bcl-2
beeinflusst werden. Dazu wurden zum einen Western Blot Analysen zum Rb-Status
durchgefuhrt, zum anderen in FACS-Versuchen uber Nicoletti-Farbung Zellzyklusveran-
derungen untersucht.

Im Western Blot zeigten Jurkat vector Zellen &hnliche Reaktionen bezlglich Rb wie T98G,
nur deutlich verstarkt: Stimulation mit ErPC3 sowie kombinierte Behandlung fiihrte zu einem
massiven Abbau an Rb nach 12 und 24 h (Abbildung 5.27A). 24 h nach kombinierter
Behandlung war kein Rb mehr nachweisbar. Im selben Mal3e wie Rb abnahm war auch eine
verminderte Phosphorylierung des Proteins an S795 sowie S807/811 zu erkennen
(Abbildung 5.27A). Im Gegensatz zu den vector Zellen trat in den Bcl-2 Zellen keinerlei
Abbau des RbDb-Proteins auf. Interessanterweise waren auch keine Verénderungen im
Phosphorylierungsstatus von Rb erkennbar (Abbildung 5.27B).

Die FACS-Versuche in Jurkat vector und Bcl-2 Zellen sollten zur Klarung beitragen, ob die im
Western Blot detektierte Dephosphorylierung von Rb mit einem klassischen Zellzyklusarrest

Uber Blockade von Promotorregionen durch Rb einhergeht.
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Abbildung 5.27 Status des Zellzyklusproteins Rb in Abhangigkeit der Bcl-2- Uberexpression

Jurkat vector und Bcl-2 Zellen wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 6, 12 oder 24 h nach Behandlung wurde der Status von Rb sowie
die Phosphorylierungszustande im Western Blot untersucht.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.

(A) Jurkat vector Zellen

(B) Jurkat Bcl-2 Zellen

Dabei konnte beobachtet werden, dass Bestrahlung von Jurkat vector und Bcl-2 Zellen einen
in beiden Zelllinien identischen G2/M Arrest hervorrief, der sich mit der Zeit weiter verstérkte
(Abbildung 5.28 A). Stimulation der Zellen mit 12.5 oder 25 puM ErPC3 fuhrte hingegen in
keiner der beiden Zelllinien zu einem Arrest in G2/M (Abbildung 5.28 A).

Deutliche Unterschiede im Arrestverhalten der Zelllinien zeigten sich erst nach kombinierter
Behandlung. In der Kombination mit 12,5 uM ErPC3 arretierten Jurkat Bcl-2 in vergleichba-
rem Ausmald wie nach Bestrahlung allein, wahrend der Arrest in den Jurkat vector Zellen
deutlich geringer ausfiel (Abbildung 5.28 A). Dies ging einher mit einer entsprechend
vermehrten Apoptoserate in den Jurkat vector Zellen (Abbildung 5.28 B). In der Kombination
mit 25 uM ErPC3 war dann auch in den Jurkat Bcl-2 Zellen der strahleninduzierte Arrest
deutlich reduziert, da die Zellen in Abhangigkeit von der Zeit in die Apoptose gingen
(Abbildung 5.28 A und B). Jurkat vector Zellen hingegen zeigten nach dieser Kombination
keinen Arrest mehr, vielmehr befanden sich nach 12 h so gut wie keine Zellen mehr in der
G2/M-Phase des Zellzyklus, was auf die fast 100%ige Zelltodrate der Kombination
(Abbildung 5.28 B) zurtickzufiihren war.

AbschlieBend kann man aus diesen Ergebnissen folgern, dass ErPC3 in geeigneter
Konzentration die Zellen aus dem Arrest holen und in die Apoptose fihren kann. Dies wird

durch Bcl-2 inhibiert, aber nur bis zu Konzentrationen von einschief3lich12.5 pM ErPC3.
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Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit entsprechender Standard-
abweichung.
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5.3.7 ErPC3 und kombinierte Behandlung induziere  n hocheffizient Apoptose

in Bak-positiven JCAM
Eine partielle Ausschaltung des mitochondrialen Zelltodwegs durch Bcl-2-Uberexpression
konnte die Apoptose-Induktion durch ErPC3 sowie kombinierte Behandlung zwar hemmen,
aber nach einer gewissen Zeitverzégerung nicht mehr aufhalten. Es blieb nun zu klaren, wie
die Umsténde aussehen, wenn der Apoptoseweg Ubers Mitochondrium durch eine Fehlen

von Bax und Bak vollstandig geblockt wird.

100 2 ]2-31?1 _ Abbildung 5.29 Apoptose- Induktion nach
i IR, ErPC3 und kombinierter Behandlung
¥ 80 in Bak-positiven JCAM
° 60 Bak-positive JCAM Zgllen _Wurden mit O o<_jer
8 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0
o oder 25 pM ErPC3 behandelt. 6 bzw. 12 h
;:o)_ 40 1 nach Behandlung wurden die Apoptoseraten

Uber Nicoletti-Farbung im FACS ermittelt.

Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unab-
hangigen Versuchen mit Standardabwei-
chung.
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o
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Zunéchst wurde untersucht, ob ErPC3 effizient Apoptose in JCAM auslosen kann und die
Wirkung von Strahlung entsprechend verstéarkt. Dazu wurden Bak-positive JCAM mit 10 Gy
bestrahlt, 25 puM ErPC3 stimuliert oder der kombinierten Behandlung unterzogen.
AnschlieRend wurde die Apoptoserate 12 und 24 h nach Behandlung liber Nicoletti-Farbung
im FACS bestimmt. Im Gegensatz zu den Jurkat vector Zellen zeigten sich die Bak-positiven
Zellen keineswegs resistent gegentber strahleninduzierter Apoptose, sondern sprachen
bereits innerhalb von 12 h auf die Bestrahlung mit 10 Gy an (Abbildung 5.29). Des weiteren
waren die Zellen sehr sensitiv gegentiber ErPC3 und der kombinierten Behandlung. Nach 12
h war der Kombinationseffekt sehr ausgepragt und der erhaltene Wert fur die Apoptose-
Induktion Uberragte eine Aufsummation der prozentualen Werte beider Einzelbehandlungen
(Abbildung 5.29). 24 h nach kombinierter Behandlung war dieser Effekt aufgrund des
Uberaus guten Ansprechens beider Einzelbehandlungen praktisch nicht mehr zu
beobachten.
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5.3.8 Das Fehlen von Bax und Bak blockt die Wirk  ung der Kombinationsbe-
handlung fast vollstandig
5.3.8.1 Der Einfluss des defekten mitochondrialen Zelltodwe gs auf die Apopto-
se-Induktion nach Stimulation mit ErPC3 oder kombinierter Behandlung
Nachdem auch im Zellsystem der JCAM erfolgreich Apoptose nach ErPC3 induziert werden
konnte und auf3erdem ein sehr guter Kombinationseffekt von Bestrahlung und ErPC3 zu
beobachten war, wurde im folgenden untersucht, was das Ausschalten des mitochondrialen
Zelltodwegs in den Bak-negativen Zellen fir die kombinierte Behandlung mit sich bringt.
Daher wurden Bak-positive und Bak-negative Zellen bestrahlt, mit ErPC3 stimuliert oder
kombiniert behandelt. Nach 12 und 24 h wurde die Apoptoserate Uber Nicoletti-Farbung im
FACS bestimmt.
Aus Abbildung 5.30 geht klar hervor, dass die durch Bestrahlung, ErPC3 oder kombinierte
Behandlung in Bak-positiven JCAM ausgeldste Apoptose in den Bak-defizienten JCAM fast
komplett verhindert wurde. Selbst zum Zeitpunkt 24 h wurden nach kombinierter Behandlung
aus 10 Gy und 25 yM ErPC3 maximale Apoptoseraten von lediglich ca. 10% erreicht
(Abbildung 5.30). Die Ausfihrung des mitochondrialen Zelltodwegs scheint damit
unabdingbar zu sein fur die Exekution der Apoptose nach Bestrahlung, ErPC3 und
kombinierter Behandlung, zumindest in diesem Zellsystem.
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3 60 2 60
5 5
O 407 407
e <
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01 0-
control 10Gy 25uM E3  Kombi control 10Gy 25uM E3 Kombi
Abbildung 5.30 Apoptose nach IR, ErPC3 und kombinierter B JCAM Bak-positiv
Behandlung in Abhangigkeit vom mitochondrialen Zell todweg B JCAM Bak-negativ

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit O oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 12 oder 24 h nach Behandlung wurde der Anteil apoptotischer
Zellen Uber Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt.

Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhdngigen Versuchen mit entsprechender
Standardabweichung.
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5.3.8.2 Das Fehlen von Bax und Bak und der damit  verbundene Einfluss auf
die Caspasen-Aktivierung

Die Ergebnisse der aus der FACS-Analyse gewonnenen Daten wurden durch Uberpriifung
der Caspasen-Aktivierung im Western Blot kontrolliert.

Bestrahlung, Stimulation mit ErPC3 sowie kombinierte Behandlung induzierte die Spaltung
der Caspasen 9, 8 und 3 sowie des DNA-Reparaturenzyms PARP in den Bak-positiven
JCAM (Abbildung 5.31A). Dabei konnte durch GberméaRige Aktivierung der Caspasen sowie
vollstdndig durchgespaltenes PARP (nach 24 h) ein deutlicher Kombinationseffekt aus IR
und ErPC3 beobachtet werden. In den Bak-negativen Zellen wurden jedoch nach keiner der
Behandlungen Caspasen aktiviert oder PARP gespalten (Abbildung 5.31B). Die Zellen
zeigten sich also auch hinsichtlich der Caspasen-Aktivierung vollig resistent gegenitber

jeglicher Behandlung.
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Abbildung 5.31 Caspasen-Aktivierung und PARP- Spaltung nach IR, ErPC3 und
kombinierter Behandlung in Abhangigkeit vom mitocho ndrialen Zelltodweg

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 12 oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der
Status der Caspasen sowie die PARP-Spaltung im WB untersucht.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde GAPDH eingesetzt.

(A) Bak-positive JCAM

(B) Bak-negative JCAM
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5.3.9 Verénderungen pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine nach Kombi-
nationsbehandlung in Bak-positiven und Bak-negativen JCAM

Mit den vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in den Bak-
negativen JCAM durch den Ausfall des Mitochondriums die Apoptose-Induktion nach
kombinierter Behandlung vollstandig geblockt werden konnte, was mit einer fehlenden
Aktivierung der Caspasen einherging. Offen bleibt jedoch die Frage, ob durch die Bax-Bak-
Defizienz auch Signalwege oberhalb des Mitochondriums beeinflusst werden kénnten. In den
Jurkat Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass Uberexpression von Bcl-2 die
Expressionslevel bzw. Abbauraten mancher Bcl-2-Proteine verdnderte. Daher war es von
Interesse, den Status verschiedener pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine in den Bak-

negativen und Bak-positiven JCAM nach kombinierter Behandlung im Western Blot zu

vergleichen.
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Abbildung 5.32  Anderungen verschiedener pro- und anti-apoptot  ischer Bcl-2- Proteine in
Abhé&ngigkeit der Bax-Bak-Defizienz

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0
oder 25 pM ErPC3 stimuliert. 12 oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der
Status verschiedener pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine im WB untersucht.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde GAPDH eingesetzt.

(A) Bak-positive JCAM

(B) Bak-negative JCAM

Die fur die Bak-positiven JCAM erhaltenen Daten stimmten insgesamt sehr gut mit den
Daten der Jurkat vector Zellen Uberein. Wahrend Bad unverandert blieb, nahm Bim nach

Bestrahlung und kombinierter Behandlung zu (Abbildung 5.32A). Puma und Mcl-1 nahmen
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nach Bestrahlung, ErPC3 und Kombinationsbehandlung zunehmend ab, wahrend Noxa
ebenso wie Bim nach IR und kombinierter Behandlung deutlich induziert wurde (Abbildung
5.32A). AuRerdem wurde Bid nach 12 h bei kombinierter Behandlung sowie nach 24h durch
IR, ErPC3 und die Kombinationsbehandlung gespalten. Die Bak-negativen JCAM zeigten
sich identisch mit den Bak-positiven JCAM was die Proteinlevel von Bad, Bim, Puma und
Noxa betrifft. Allerdings wurden weder Bid gespalten noch Mcl-1 reduziert (Abbildung 5.32B).
Dies spricht sehr dafur, dass Bid in den Bak-positiven Zellen durch einen Verstarkerloop
Uber das Mitochondrium (Uber retrograde Spaltung von Caspase 8 durch Caspase 3) und
nicht mittels direkter Caspase 8-Aktivierung gespalten wird.

Caspase 8 war in den Bak-negativen Zellen nicht aktiv. Erstaunlich war auch, dass Mcl-1 als
Doppelbande erscheint, was auf eine mogliche Phosphorylierung des Proteins hindeutet.

Die Beobachtung, dass Bid und Mcl-1 nur in Bak-positiven JCAM gespalten werden, deutet
auf einen Caspasen-vermittelten Effekt hin. Von Mcl-1 ist au3erdem bekannt, dass es durch
Caspasen gespalten werden kann.

Um Klarheit zu erhalten, ob es sich bei Mcl-1 um einen Caspasen-vermittelten Abbau und
bei Bid um eine retrograd vermittelte Spaltung handelt, wurden Bak-positive JCAM 45 min
vor Behandlung mit dem Pan-Caspasen-Inhibitor zZVAD vorinkubiert und der Status der

Proteine 12 und 24 h nach Behandlung im Western Blot analysiert.
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Abbildung 5.33  Status von Bid und Mcl-

aktiver Caspasen

Bak-positive JCAM wurden mit 20 pM zVAD-fmk Pan-Caspasen-Inhibitor inkubiert und 45 min
spater mit 10 Gy bestrahlt, 25 uM ErPC3 stimuliert oder kombinierter Behandlung unterzogen. 12
oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der Status von Caspase 3, Bid und Mcl-

1 im WB untersucht.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde GAPDH eingesetzt.

1 nach kombinierter Behandlung in Abh&angigkeit




Ergebnisse 99

Als Kontrolle im Western Blot fir die Funktionsfahigkeit des Caspasen-Inhibitors wurde die
Spaltung der Caspase 3 untersucht. Nach Behandlung mit IR, ErP3 oder der Kombination
aus beiden wurde lediglich das unvollstandig prozessierte inaktive p20-Fragment gebildet
(Abbildung 5.33). Wie aus Abbildung 5.33 klar hervorgeht, wurde die Spaltung von Bid
tatsachlich nur durch Caspasen bedingt, da sie hach Hemmung der Caspasen vollstandig
unterbunden wurde. Uberraschenderweise war Mcl-1 auch nach Hemmung der Caspasen
weiter ricklaufig, was bedeutet, dass der Riickgang von Mcl-1 nicht auf eine Spaltung durch

Caspasen zuriickzufiuihren ist (Abbildung 5.33).

5.3.10 Puma wird sehr friih nach Behandlung induzi  ert und spéater abgebaut
Aufgrund der Beobachtung dass Puma durch ErPC und kombinierte Behandlung in T98G
Zellen induziert wurde, war es sehr Uberraschend, dass in den Jurkat und JCAM Zellen
durchweg ein Rickgang des Proteins nach Behandlung zu beobachten war. Da die Jurkat-T-
Lymhpomzellen aber insgesamt viel schneller auf den Wirkstoff reagierten, kam die
Vermutung auf, dass Puma evtl. sehr viel friher hochreguliert werden kénnte und nach
entfalteter Wirkung schnell wieder abgebaut wird. Daher wurden nun Lysate zu friheren
Zeitpunkten (3 und 6 h) nach 10 Gy, 25 uM ErPC3 oder kombinierter Behandlung
durchgefihrt.
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Abbildung 5.34 Status von Puma n ach IR, ErPC3 und Kombinationsbehandlung zu sehr
frihen Zeitpunkten nach Stimulation

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 3 oder 6 h nach Behandlung wurde der Zustand von Puma im
Western Blot analysiert.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle diente der Level an GAPDH.

(A) Bak-positive JCAM

(B) Bak-negative JCAM

Interessanterweise wurde Puma tatséchlich in beiden Zelllinien zu frihen Zeitpunkten (3 h)
nach Bestrahlung und kombinierter Behandlung induziert (Abbildung 5.34). Bereits nach 6 h
war dieser Effekt jedoch wieder ricklaufig und in den Bak-positiven JCAM wurde Puma

sogar schon abgebaut.
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5.3.11 Veréanderungen oberhalb des Mitochondriums

Uberraschenderweise hatten sich in den Jurkat vector und Bcl-2 Zellen Unterschiede im
PKB/Akt-Weg oberhalb des Mitochondriums ergeben. Bei Bcl-2-Uberexpression wurden die
Dephosphorylierung von P-Akt und P-FKHRL1 sowie der Abbau von unphosphoryliertem Akt
gehemmt. Deshalb sollte nun untersucht werden ob sich das unterschiedliche Verhalten der
Zellen auch in den Bak-positiven und Bak-negativen Zellen fortsetzt und damit abhangig von
einem funktionellen Mitochondrium ist. Dazu wurde der Phosphorylierungsstatus der
Proteine Akt und FKHR im Western Blot untersucht.
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Abbildung 5.35 Phosphorylierungsstatus von Akt und FKHR nach IR, ErPC3 und
Kombinationsbehandlung in Bak-positiven und -negati ven JCAM

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit O oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 12 oder 24 h nach Behandlung wurde die Aktivierung von PKB/Akt
und FKHR im Western Blot analysiert.

Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle diente der Level an GAPDH.

(A) Bak-positive JCAM

(B) Bak-negative JCAM

Vergleichbar mit den fir Jurkat vector erhaltenen Daten nahm in den Bak-positiven JCAM
die Expression an unphosphoryliertem Akt nach Behandlung mit 10 Gy, 25 pM ErPC3 oder
der Kombination aus beiden ab (Abbildung 5.35A). Des weiteren wurde das Protein nach
Bestrahlung mit 10 Gy leicht sowie nach Simulation mit ErPC3 und Kombinationsbehandlung
fast vollstandig an S473 dephosphoryliert. Wahrend die Expression von FKHRL1 unter
Behandlung nicht beeinflusst wurde, nahm die an T24/T32 phosphorylierte Form des
Proteins nach Einzelbehandlung mit IR oder ErPC3 leicht und nach Kombinationsbehand-
lung sehr stark ab (Abbildung 5.35A). In den Bak-negativen JCAM wurde P-Akt an S473
genauso nach ErPC3 und kombinierter Behandlung dephosphoryliert wie in Bak-positiven
Zellen, allerdings blieb der Expressionslevel von Akt selbst voéllig unbeeinflusst von der
Stimulation der Zellen (Abbildung 5.35B). FKHR blieb unverandert und die Phosphorylierung
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an T24/T32 sank vergleichbar mit den Bak-positiven Zellen nach Behandlung ab.

Aus diesen Ergebnissen erschlief3t sich die Vermutung, dass der Akt-Abbau von einem
intakten Mitochondrium abhangt, wahrend die Dephosphorylierung von P-Akt und P-FKHRL1
unabhangig von der Funktion des Mitochondriums an sich zu sein scheint, aber -wie bereits

unter 5.3.5 gemutmal3t- regulatorisch Bcl-2 unterstellt sein kénnte.

5.3.12 Bax-Bak-Defizienz und ihr Einfluss auf den Z  ellzyklus

Die Zellzyklusuntersuchungen in den Jurkat vector und Bcl-2 Zellen ergaben eine
Abhéangigkeit des Zellzyklus von der Bcl-2 Expression: Wéhrend die Level an Rb und beider
phosphorylierten Formen des Proteins in vector Zellen abnahmen, blieben sie bei Bcl-2-
Uberexpression unbeeinflusst (vgl. Abbildung 5.27). Des weiteren ergaben sich Unterschiede
beziglich des Arrestverhaltens der Zellen in G2/M nach Bestrahlung und kombinierter
Behandlung. Daher war von Interesse, herauszufinden, ob sich diese Unterschiede auch
zwischen Bak-positiven und Bak-negativen JCAM ergeben. Dazu wurden Bak-positive und
Bak-negative JCAM bestrahlt, mit ErPC3 stimuliert oder kombiniert behandelt. Nach 12 oder
24 h wurden die Zellen entweder lysiert und der Status von Rb im Western Blot bestimmt
oder der Anteil an Zellen in G2/M Uber Nicoletti-Farbung im FACS ermittelt.

In den Bak-positiven JCAM nahm der Level an Rb und der phosphorylierten Form P-Rb
S795 nach ErPC und kombinierter Behandlung ab (Abbildung 5.36A), wahrend in den Bak-
negativen Zellen keine nennenswerten Veranderungen beobachtet werden konnten
(Abbildung 5.36B). Durch Bestrahlung mit 10 Gy arretierten die Bak-positiven und Bak-
negativen JCAM in der G2/M-Phase des Zellzyklus, wobei der Arrest in den Bak-negativen
Zellen deutlich héher ausfiel und sich im Gegensatz zu den Bak-positiven Zellen auch mit
der Zeit weiter massiv verstarkte (Abbildung 5.36C). Stimulation mit 25 uM ErPC3 erzeugte
in keiner der beiden Zelllinien einen Arrest. Kombinierte Behandlung aus IR und ErPC3
hingegen fihrte zu keinem Arrest der Bak-positiven Zellen, wahrend bei den Bak-negativen
Zellen ein G2/M-Arrest ausgeldost wurde, der mit der Zeit auch weiter zunahm (Abbildung
5.36C). Insgesamt stimmen die Daten also recht gut mit den Ergebnissen aus den Jurkat-
Versuchen uberein, mit dem Unterschied, dass die Bak-Bax-defizienten Zellen auch 24 h

nach kombinierter Behandlung nicht mehr aus dem Arrest heraus in die Apoptose gingen.
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Abbildung 5.36 Status des Zellzyklusproteins Rb sowie G2/ M-Arrest nach IR, ErPC3
und kombinierter Behandlung in Bak-positiven und -n egativen JCAM

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit 0
oder 25 uM ErPC3 stimuliert. 12 oder 24 h nach Behandlung wurde der Status von Rb im Western
Blot untersucht sowie der Anteil an Zellen in G2/M (ber Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt.

Die Daten zeigen reprasentative Blots mit GAPDH als Ladekontrolle (A und B) oder Mittelwerte
aus drei unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung (C).

(A) Western Blots zum Rb-Status in Bak-positiven JCAM B JCAM Bak-positiv

(B) Western Blots zum Rb-Status in Bak-negativen JCAM _ ;

(C) G2/M Arrest nach Nicoletti-Farbung im FACS 1 JCAM Bak-negativ

5.3.13 Verifizieren des JCAM-Zellsystems durch s  iRNA-Versuche

Die bisherigen Versuche in den JCAM indizierten, dass Bak in Zellen ohne Bax fir die
Apoptose nach kombinierter Behandlung aus Bestrahlung und ErPC3 essentiell ist.
Allerdings waren die Bak-positiven und Bak-negativen JCAM Zellen unabhangig voneinander
entstanden und nicht durch Retransfektion des Bak-negativen Klons mit Bak. Um
nachzuweisen, dass die in den JCAM-Bak-negativen Zellen aufgetretenen Unterschiede zu
den Bak-positiven Zellen tatsachlich auf das Fehlen von Bak zurlickzufiihren sind und nicht
durch eventuelle andere in der Zelllinie entstandene Mutationen, wurde Bak durch siRNA in
den Bak-positiven Zellen stillgelegt und die Effekte auf Apoptose und mitochondriales

Membranpotential nach kombinierter Behandlung tberpruft.
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Dazu wurden die Zellen mit 1000 nM Bak-siRNA uber Elektroporation transfiziert. Als
Kontrolle wurden parallel Zellen mit non targeting siRNA transfiziert sowie ohne siRNA dem
Elektroporationsprozedere unterzogen. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen
aufgeteilt und mit O oder 10 Gy bestrahlt sowie 0 und 25 uM ErPC3 stimuliert. AuRerdem
wurde ein Teil der Zellen lysiert, um die Bak-Expression im Western Blot und somit die
Wirkung der siRNA zu Uberprifen. Ein weiterer Teil der Zellen wurde mit PI-Lésung
angefarbt und im FACS auf Viabilitdt Gberprift, um den Anteil der Zellen zu ermitteln, die
durch die Elektroporation geschadigt wurden. Mit den behandelten Zellen wurden 24 h nach
Bestrahlung, ErPC3-Gabe oder kombinierter Behandlung Messungen zur Apoptose
(Nicoletti-Farbung) und zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
(TMRE-Farbung) im FACS durchgefihrt.

Die Bak-Expression wurde nicht durch das Elektroporationsgeschehen oder durch die non
targeting siRNA beeinflusst (Abbildung 5.37A).
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Abbildung 5.37 Bak- Expression nach Transfektion mit sSiRNA und ,basaler Zelltod" im
Versuch

Bak-positive JCAM wurden leer (mock-transfiziert), mit non targeting siRNA oder Bak siRNA
elektroporiert. 48 h nach Elektroporation wurde ein Teil der Zellen lysiert und die Expression von
Bak im Western Blot untersucht. Mit einem weiteren Teil der Zellen wurde Uber PI-Farbung im
FACS der Anteil toter Zellen vor eigentlichem Versuchsbeginn bestimmt.

Die Daten zeigen reprasentative Blots mit GAPDH als Ladekontrolle (A) oder Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen mit Standardabweichung (B).

(A) Western Blots zur Bak-Expression 48 und 72 h nach Elektroporation

(B) Tote Zellen 48 h nach Elektroporation

Transfektion der Zellen mit Bak siRNA hingegen fihrte zu einer effizienten Herunter-
regulation der Bak-Expression nach 48 h. Daher wurde dieser Zeitpunkt fur die Behandlung
der Zellen ausgewahlt. Nach 72 h, dem Zeitpunkt der FACS-Messungen nach Behandlung,

stieg die Bak-Expression wieder etwas an, war aber im Vergleich zu den Kontrollen immer
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noch deutlich reprimiert (Abbildung 5.37A). Abbildung 5.37B zeigt den Anteil toter Zellen, die
durch die Elektroporation und damit verbundene Versuchsablaufe entstanden sind. Dabei
wurden jeweils zwischen 12-17% Zellen verloren. Die Tatsache, dass auch in den nicht

elektroporierten Zellen ein Verlust von 6.5% Zellen aufgetreten ist, kdnnte daran liegen, dass

A 100 1

o]
o

60 |

40 7

20

AW¥Ym-Zusammenbruch [%]

o

R =
ErPC3 [——H

IR
IR + ErPC3

ErPC3

IR

ErPC3

IR + ErPC3
IR

ErPC3

Kontrolle B
IR + ErPC3
Kontrolle =
Kontrolle =
IR+ ErPC3
Kontrolle &

mock non targeting

unbehandelt transfiziert siRNA

Bak siRNA

B 100 7

o]
o
L

Apoptose [%]
3
H
’_1

IR
IR

ErPC3
ErPC3

ErPC3
ErPC3 [

o B &
IR
R
IR + ErPC3 -

Kontrolle [}
Kontrolle [
Kontrolle @

IR + ErPC3

IR + ErPC3

IR + ErPC3
Kontrolle |

mock non targeting

unbehandelt transfiziert siRNA

Bak siRNA

Abbildung 5.38 Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpoten tials und Apoptose-
Induktion durch IR, ErPC3 und kombinierte Behandlun g in Bak- positiven JCAM nach
Transfektion mit Bak siRNA

Bak-positive JCAM wurden leer (mock-transfiziert), mit non targeting siRNA oder Bak siRNA
elektroporiert. 48 h nach Elektroporation wurden die Zellen mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und
anschlieRend mit O oder 25 pM ErPC3 stimuliert. 24 h spater wurde der Anteil an Zellen mit A,-
Zusammenbruch (A) Uber TRME-Farbung sowie die Apoptoserate (B) tber Nicoletti-Farbung im
FACS ermittelt. Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
entsprechender Standardabweichung.
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diese Zellen wahrend des gesamten Transfektionsablaufs denselben Bedingungen
unterlagen wie die transfizierten (ca. 1h bei RT, starke Ankonzentrierung der Zellen).

Wie aus Abbildung 5.38 hervorgeht, beeinflusste die Elektroporation an sich (mock
transfiziert) sowie Transfektion mit non targeting siRNA den Zusammenbruch des mitochon-
drialen Membranpotentials und die Apoptose-Induktion nach IR, ErPC3 oder kombinierter
Behandlung nicht. In beiden Fallen wurde nach jeder Behandlung genauso viel Agy-
Zusammenbruch bzw. Apoptose induziert wie in der untransfizierten Kontrolle. Die
Transfektion mit der Bak-siRNA inhibierte jedoch den Ay,-Zusammenbruch und die
Apoptose-Induktion massiv (Abbildung 5.38 A und B). Die Einzelwirkungen von Bestrahlung
und ErPC3 konnten fast vollstandig geblockt werden, bei kombinierter Behandlung konnte
die Effizienz um immerhin ca. 50% gesenkt werden. Ein vollstdandiges Blockieren der
kombinierten Wirkung aus ErPC3 und IR ware aufgrund der ausgezeichneten Effizienz der
Behandlung nur bei einem 100%igen Silencen von Bak moglich, was aber durch die siRNA-
Technologie nahezu nie erreicht werden kann. Damit ist klar, dass die in Bak-positiven und
Bak-negativen beobachteten Unterschiede nach kombinierter Behandlung tatsachlich durch

Abhangigkeit von Bak bedingt sind.

5.4 Kombinationseffekte von TRAIL und Bestrahlung in Jurkat -Lymphom -

zellen

In den vergangenen Kapiteln konnte die beachtliche Kombinationswirkung von ionisierender
Strahlung und den Alkylphosphocholinen ErPC bzw. ErPC3 aufgezeigt werden. Dabei ist von
besonderer Bedeutung, dass mit ErPC bzw. ErPC3 eine Substanzklasse zur Verfliigung
steht, die den mitochondrialen Zelltodweg unabhé&ngig von p53 aktivieren kann. Somit steht
ein optimaler Erganzungspartner fur ionisierende Strahlung in Zellsystemen zur Verfigung,
die durch verschiedene Mutationen (wie u.a. in p53) gegen strahleninduzierte Apoptose
resistent sind (z.B. T98G oder Jurkat vector Zellen). Allerdings scheitern ErPC und ErPC3
sobald der mitochondriale Zelltodweg vollsténdig blockiert wird, wie z.B. durch Fehlen von
Bak und Bax. Hier wird eine Substanz benétigt, die unabhéngig vom mitochondrialen
Zelltodweg wirkt und ihren Effekt z.B. allein Uber den extrinsischen Todesrezeptorweg
ausubt. Als geeignete Kandidaten hierfir kommen der Zelltodrezeptorligand TRAIL (TNF-
related apoptosis inducing ligand) sowie der gegen den Zelltodrezeptor 2 gerichtete agonis-

tische Antikdrper ETR-2 in Frage. Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen in vitro als
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auch im Xenograftmodell zeigten eine verbesserte Antitumorwirkung der Kombination aus
TRAIL bzw. ETR-2 und Bestrahlung (Belka et al., 2001; Marini et al., 2006; Marini et al.,
2003). Der Kombinationseffekt war dabei abhéngig von einem intakten Todesrezeptor-
Apoptosesignalweg. Weiterhin wurde eine komplexe Abhangigkeit der TRAIL-Wirkung von
Proteinen der Bcl-2 Familie mit regulatorischer Wirkung auf den mitochondrialen
Apoptosesignalweg (Bcl-2, Bax) beschrieben. Dabei wurde kontrovers diskutiert, ob der
Verstarkerloop, der am Mitochondrium durch das Protein Bid eingeleitet wird, fur die TRAIL-
vermittelte Apoptose bendétigt wird oder nicht, da in einigen Fallen Bcl-2 Uberexpression die
TRAIL-induzierte Apoptose verhinderte (Fulda et al., 2002; Munshi et al., 2001; Rokhlin et
al., 2001) und in anderen Fallen wiederum nicht beeinflusste (Rudner et al., 2001b; Walczak
et al., 2000). Um zum einen mehr Uber diese potentielle Abhéngigkeit vom mitochondrialen
Weg zu erfahren und zum anderen weitere Details Uber die kombinierte Wirkung von TRAIL
und Bestrahlung zu erhalten, wurde am Jurkat-Lymphomzell-Modell die Bedeutung von
proapoptotischen Bak fur die Wirksamkeit der Kombination aus TRAIL und ionisierender
Strahlung untersucht. Dazu wurde erneut das Zellpaar aus Bak-positiven und Bak-negativen
JCAM eingesetzt.

5.4.1 TRAIL und ETR-2 induzieren effizientund scheinbar unabhéngig vom
mitochondrialen Zelltodweg Apoptose in Bak-positiven und -negativen
JCAM
Bevor mit den eigentlichen Versuchen begonnen wurde, musste zunachst der
Expressionsstatus des TRAIL-Rezeptor 1 (TR1) und TRAIL-Rezeptor 2 (TR2) Uberpruft
werden. Dazu wurden zum einen die Gesamtexpression der Rezeptoren Uber Lysate im
Western Blot bestimmt und zum anderen tGber FACS-Analysen die Oberflachenexpression
beider Rezeptoren ermittelt. Fur die FACS-Versuche wurden unbehandelte Bak-positive und
Bak-negative JCAM sowie HCT-116 wt Zellen, von denen bekannt ist, dass sie sowohl TR1
als auch TR2 an der Oberflache exponieren, mit Phycoerythrin-gelabelten TR1- und TR2-
Antikérpern markiert und die Fluoreszenzintensitat im FL2H-Kanal gemessen. Als Negativ-
Isotypenkontrolle wurden die Zellen mit Phycoerythrin-markiertem IgG inkubiert.
Bei allen drei verwendeten Zelllinien lag die Kurve der Isotypenkontrolle exakt tber der
Kurve der ungefarbten Zellen (control) (Abbildung 5.39 A-C). In der Positivkontrolle HCT-116
wt war ein deutlicher Rechtsshift fur beide Rezeptoren erkennbar, indikativ fir ihre
Expression an der Zelloberflache (Abbildung 5.39C). Sowohl in Bak-positiven als auch Bak-

negativen JCAM wurde kein TR1 an der Zelloberflache exponiert, die erhaltene Kurve lag
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direkt Uber der unbehandelter Zellen bzw. der Isotypenkontrolle (Abbildung 5.39 A und B).

Allerdings besalRen beide Zelllinien TR2 an ihrer Oberflache, wobei die Verteilung - angezeigt
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Abbildung 5.39 TRAIL-Rezeptor- Oberflachen-

co TRAIL ETR co TRAIL ETR

T B L expression und TRAIL-Rezeptor -Gesamtex-

TRAIL-R1 e ' € pression in Bak-positiven und Bak-  negativen
— JCAM

TRAIL-R2 S e Bak-positive und -negative JCAM wurden auf

ihre Oberflachenexpression des TRAIL-R1 und 2
sowie auf die zellulare Expression der Rezeptoren untersucht. Fir ersteres wurden
unbehandelte Zellen mit rezeptorspezifischen Phycoerythrin-markierten Antikdrpern gefarbt und
danach im FACS analysiert. Fir die zellularen Expressionsraten wurden unbehandelte sowie mit
10 ng/ml TRAIL oder 1 pg/ml ETR-2 stimulierte Zellen lysiert und mit rezeptorspezifischen
Antikoérpern wurde der Status des TRAIL-R1 und 2 im Western Blot analysiert. Die Daten zeigen
reprasentative Originaldiagramme (A, B und C) der FACS-Analysen von drei unabhé&ngigen
Versuchen oder représentative Blots (D).

(A) Oberflachenexpression des TRAIL-R1 und 2 auf Bak-positiven JCAM

(B) Oberflachenexpression des TRAIL-R1 und 2 auf Bak-negativen JCAM

(C) Oberflachenexpression auf HCT-116 wt Zellen als Positivkontrolle

(D) Gesamtexpression des TRAIL-R1 und 2 in Bak-positiven und -negativen JCAM

durch einen flacheren aber breiteren Peak im FACS - in den Bak-negativen Zellen pro Zelle
insgesamt inhomogener war.

Um zu Uberprifen, ob die JCAM tatsachlich keinen TR1 besitzen oder ihn nur nicht
permanent an ihrer Oberflache exponiert haben, wurden aufRerdem von unbehandelten
sowie mit 10 ng/ml TRAIL oder 1 pg/ml ETR-2 stimulierten Bak-positiven und -negativen
JCAM Zelllysate hergestellt und die Gesamtexpression des TR1 und TR2 im Western Blot
analysiert. In Ubereinstimmung mit den FACS-Analysen erhielt man deutliche Signale fir
den TR2, allerdings konnte im WB auch der TR1 nachgewiesen werden (Abbildung 5.39D).
Nachdem nun feststand, dass die Zellen die theoretischen Voraussetzungen fir eine
erfolgreiche Behandlung mit TRAIL und ETR-2 mitbringen, wurde das Ansprechen der Bak-
positiven und -negativen JCAM auf Bestrahlung und Stimulation mit TRAIL und ETR-2
unersucht. Dazu wurden die Zellen mit 10 Gy bestrahlt, 10 ng/ml TRAIL oder 1pg/ml ETR-2

stimuliert. Nach 24 h wurde die Apoptose-Induktion durch Behandlung Uber Nicoletti-
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Farbung im FACS bestimmt. Bestrahlung mit 10 Gy fuhrte in ca. 50% der Bak-positiven
Zellen zur Apoptose, wahrend diese in den Bak-negativen Zellen aufgrund des blockierten
mitochondrialen Zelltodwegs vollstéandig inhibiert wurde (Abbildung 5.40). Stimulation mit
TRAIL hingegen loste unabhéangig vom Mitochondrium ca. 50-60% Apoptose aus, wobei in
den Bak-negativen Zellen sogar etwas mehr Zelltod ausgeldst wurde. Beide Zelllinien
sprachen ebenfalls auf die Behandlung mit ETR-2 an, Uberraschenderweise jedoch die Bak-
negativen mit 41% deutlich besser als die Bak-positven JCAM mit nur 15 % Apoptose-
Induktion (Abbildung 5.40).

1004 24h g\bblldung 5.40 Apoptose-Induk tion
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) 80 1 in Bak-positiven und Bak- negativen
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S oder 1 pg/ml ETR-2 stimuliert. 24 h nach
< 20 1 Behandlung wurde die Apoptose-Induk-
0 e tion Uber Nicoletti-Farbung im FACS
control 100Gy TRALL ETR-2 ermittelt. Die Daten zeigen Mittelwerte
aus drei unabhangigen Versuchen mit

O JCAM Bak-positiv Standardabweichung.

0 JCAM Bak-negativ

5.4.2 Die kombinierte Wirkung aus IR und TRAIL b  zw. IR und ETR-2 ist zumin-
dest teilweise abhangig vom Mitochondri  um

In der Einzelbehandlung der JCAM Zellen mit TRAIL und ETR-2 schien die Wirkung vdllig
unabhangig von der Funktionsfahigkeit des mitochondrialen Zelltodwegs zu sein.
Bestrahlung hingegen war vollstandig auf einen intakten intrinsischen Zelltodweg
angewiesen. Um herauszufinden, inwieweit der Kombinationseffekt aus beiden Behand-
lungen davon abhé&ngig ist, wurden Bak-positive und -negative JCAM mit O oder 10 Gy
bestrahlt und direkt mit Anschluss mit O oder 1 ng/ml TRAIL bzw. O oder 1 pg/ml ETR-2
stimuliert. Nach 24 h wurden Uber Zellzyklus-Analysen im FACS (Nicoletti-Farbung) die
Apoptoseraten und der G2/M-Arrest nach den verschiedenen Behandlungen ermittelt. In
beiden Zelllinien konnte ein Kombinationseffekt nach Bestrahlung plus Stimulation mit TRAIL
oder ETR-2 nachgewiesen werden (Abbildung 5.41A). Aufgrund der sehr guten
Einzelwirkung von TRAIL und Bestrahlung in den Bak-positiven JCAM konnte in der
Kombination jedoch kein Apoptosewert erreicht werden, der einer Aufsummation beider
Einzeleffekte gleich kame. Da ETR-2 im Vergleich zu TRAIL in diesen Zellen deutlich
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schlechter wirkt, konnte hier in der Kombinationswirkung mit 66% Apoptose ein héherer Wert
als durch Aufsummation der Einzeleffekte erzielt werden (Abbildung 5.41A). In den Bak-
negativen Zellen wurde in beiden Kombinationsfallen ein um 5-10% héherer Apoptoselevel

gemessen, als durch reine Addition der Einzelbehandlungen erzielt werden wirde. Allerdings
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Abbildung 5.41 Apoptose-Induktion und G2/M-Arrest nach IR, TRAI L, ETR-2 und
kombinierter Behandlung aus IR + TRAIL bzw. IR + ET R-2

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit 10 Gy bestrahlt, 1 ng/ml TRAIL oder 1 pg/ml ETR-2
stimuliert oder der Kombination aus Bestrahlung und TRAIL sowie Bestrahlung und ETR-2
unterzogen. Nach 24 h wurden die Apoptose-Induktion (A) sowie der Anteil an Zellen in G2/M (B)
Uber Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt. Die Daten zeigen Mittewerte aus drei unabhéngigen
Versuchen mit Standardabweichung.

unterschied sich die Gewichtung der Einzelanteile des Kombinationseffekts bei beiden
Zelllinien: Wahrend in den Bak-positiven Zellen die kombinierte Wirkung aus Bestrahlung
und TRAIL annéhernd zu gleichen Teilen aus beiden Einzelbehandlungen stammte, wurde
sie in den Bak-negativen JCAM fast ausschlieBlich durch den TRAIL-Anteil getragen
(Abbildung 5.41A). Durch die nach 24 h fast fehlende Wirkung der Bestrahlung in den Bak-
negativen JCAM ergab sich trotz besseren Ansprechens von TRAIL und ETR-2 in der

Kombinationsbehandlung ein geringerer Apoptosewert als fir die Bak-positiven Zellen.
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Wirft man einen Blick auf die weitere Zellzyklusverteilung, so war in beiden Zelllinien nach
Bestrahlung mit 10 Gy ein Arrest in G2/M beobachten, der in den Bak-positiven Zellen nur
leicht, in den Bak-negativen jedoch massiv erhdht war (Abbildung 5.41B). Nach Stimulation

mit TRAIL oder ETR-2 wurde in keiner der Zelllinien ein Arrest erzeugt.
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Abbildung 5.42 Apoptose-Induktion und G2/M-Arr  est nach Bestrahlung und kombinierter
Behandlung aus IR + TRAIL bzw. IR + ETR-2

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit 10 Gy bestrahlt oder der Kombination aus
Bestrahlung und 1 ng/ml TRAIL sowie Bestrahlung und 1 pg/ml ETR-2 unterzogen. Nach 24, 48
und 72 h wurde die Apoptose-Induktion (linke Seite) sowie der Anteil an Zellen in G2/M (rechte
Seite) Uber Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt. Die Daten zeigen Mittewerte aus drei
unabhéangigen Versuchen mit Standardabweichung.
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Kombinierte Behandlung aus IR plus TRAIL induzierte einen leichten G2/M-Arrest in den
Bak-negativen Zellen, jedoch keinen in den Bak-positiven JCAM. Nach Kombinationsbe-
handlung mit ETR-2 wurde ein schwacher Arrest in den Bak-positiven JCAM ausgel6st und
ein etwas starkerer in den Bak-negativen (Abbildung 5.41B).

Insgesamt war die kombinierte Wirkung nach 24 h also insofern abhéngig vom intrinsischen
Zelltodweg, als dass die Bak-negativen Zellen noch teilweise in G2/M arretieren wahrend die
Bak-positiven Zellen in Apoptose gehen. Um zu Uberprifen, ob dieser Arrest Uber die Zeit
Bestand hat, oder die Bak-negativen Zellen zu spateren Zeitpunkten effizienter auf die
kombinierte Behandlung reagieren, wurden die obigen Versuche auf spatere Zeitwerte (48
h und 72 h) ausgedehnt. Die anfangliche komplette Resistenz der Bak-negativen Zellen
gegen strahleninduzierten Zelltod wurde mit der Zeit etwas relativiert, nach 48 h erreichten
die Zellen ca. 11% Apoptose und nach 72 h immerhin 40% (Abbildung 5.42). Dennoch blieb
zwischen Bak-positiven und Bak-negativen JCAM ein deutlicher Unterschied nach
Bestrahlung zugunsten der Bak-positiven Zellen bestehen, der auch nach 72 h noch 33%
betrug. Neben der Apoptoserate &nderten sich auch die erhaltene Arrestdaten der Zellen: In
gleichem Mal3 wie die Zelltodrate in den Bak-negativen Zellen nach 10 Gy anstieqg, fiel der
Anteil an Zellen in G2/M ab (Abbildung 5.42 rechte Spalte).

Auch das Gesamtbild der kombinierten Behandlungen anderte sich im zeitlichen Verlauf.
Wahrend nach 24 h die Bak-positiven Zellen noch besser auf die kombinierte Behandlung
aus IR plus TRAIL bzw. IR plus ETR-2 ansprachen, zeigte sich nach 48 h und 72 h jedoch
ein umgekehrtes Bild und die Apoptoseraten der Bak-negativen Zellen lagen Gber denen der
Bak-positiven (Abbildung 5.42). Dabei blieb jedoch in den Bak-positiven Zellen die
Zelltodraten im gesamten Zeitverlauf Gber konstant, wahrend die der Bak-negativen Zellen
weiter anstiegen und somit die Bak-positiven Zellen Uberragten. Einhergehend mit den
ansteigenden Apoptosewerten der Bak-positiven JCAM fiel der prozentuale Anteil an Zellen
in G2/M ab (Abbildung 5.42).

5.4.3 Die Caspasen-Aktivierung nach IR, TRAIL, E TR-2 und den kombinierten
Behandlungen in Abhangigkeit des intrin  sischen Zelltodweges

Da Bak anscheinend nicht absolut essentiell fir die Zelltodindukion nach TRAIL, ETR-2 und

kombinierter Behandlung ist, wurde der Caspasen-Status sowie PARP-Spaltung nach

Bestrahlung, Stimulation mit TRAIL oder ETR-2 und den kombinierten Behandlungen

untersucht. Dazu wurden Bak-positive und Bak-negative Zellen mit 0 oder 10 Gy bestrahlt

und im Anschluss mit 0 oder 1 ng/ml TRAIL bzw. 0 oder 1 pg/ml ETR-2 stimuliert. Nach 24 h
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wurden die Zellen lysiert und

Spaltung getestet.

im Western Blot auf Caspasen-Aktivierung sowie PARP-
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Abbildung 5.43 Caspasen-Aktivierung nach IR, TRAIL, ETR-2 und den Kombi-

nationsbehandlungen in Abhangigkeit des intrinsisch en Zelltodwegs

Bak-positive und -negative JCAM wurden mit O oder 10 Gy bestrahlt und direkt im Anschluss mit O
oder 1 ng/ml TRAIL bzw. 0 oder 1 pg/ml ETR-2 stimuliert. 24 h nach Behandlung wurden die
Zellen lysiert und der Status der Caspasen und des Reparaturenzyms PARP im Western Blot
analysiert. Die Daten zeigen reprasentative Blots. Als Ladekontrolle wurde der Level an GAPDH

bestimmt.
(A) Bak-positive JCAM
(B) Bak-negative JCAM

Bei Aktivierung der Caspase 8 entsteht ein gespaltenes Zwischenprodukt der Grdl3en

p41/p43 sowie das aktive pl8 Fragment.

In Bak-positiven Zellen konnte man das

Intermediarprodukt p41/p43 nach allen Behandlungen deutlich nachweisen, allerdings war

das Signal nach Stimulation mit ETR-2 etwas schwéacher, was mit der geringeren Aktivitat bei

den FACS-Analysen ubereinstimmt (Abbildung 5.43A). Auf3erdem wurde das p18-Fragment

nach Bestrahlung und ETR-Stimulation leicht sowie nach TRAIL und den Kombinationsbe-

handlungen stérker detektiert. Insgesamt war im Prozessierungsverhalten der Caspase 8 ein

deutlicher Kombinationseffekt zu beobachten. Man muss dabei jedoch beachten, dass die



Ergebnisse 113

Aktivierung der Caspase 8 nach Bestrahlung nicht Gber den extrinsischen Rezeptorweg
erfolgt, sondern retrograd Uber Caspase 3. Vergleichbar zur Caspase 8 wurden auch
Caspase 9 und 3 in den Bak-positiven Zellen prozessiert. Bei Caspase 9 wurde zum einen
das durch autokatalytische Spaltung gebildete p35-Fragment nachgewiesen, sowie das
retrograd durch Caspase 3 gespaltene p37-Fragment (Abbildung 5.43A). Auch hier war die
Aktivierung nach ETR-2 etwas geringer als nach IR oder TRAIL. AulRerdem war nach
kombinierter Behandlung aus IR und TRAIL oder ETR-2 ein deutlicher Kombinationseffekt zu
beobachten (Abbildung 5.43A). Die Caspase 3-Aktivierung verlief mit der Bildung der aktiven
p19 und pl7-Fragmente in Starke und Verlauf aquivalent zur Caspase 9-Prozessierung und
auch in der Spaltung des Reparaturenzyms PARP konnte ein der Caspasen-Aktivierung
entsprechender Kombinationseffekt festgestellt werden (Abbildung 5.43A).

In Bak-negativen Zellen wurde nach Bestrahlung keine Caspasen-Aktivierung und auch
keine PARP-Spaltung detektiert (Abbildung 5.43B). Nach Stimulation mit TRAIL oder ETR-2
sowie nach den kombinierten Behandlungen wurde jedoch sowohl Caspasen-Aktivierung als
auch effizientes PARP-Cleavage beobachtet (Abbildung 5.43B). Allerdings wurde kein
Kombinationseffekt festgestellt, was auf die fehlende Caspasen-Aktivierung nach Bestrah-
lung zuriickzufuhren war. Es bleibt zu erwéhnen, dass bei der Caspase 9 fast ausschlief3lich
das p37-Spaltprodukt nachweisbar war, welches nicht im Apoptosom sondern Uber
retrograde Spaltung durch Caspase 3 entsteht, und somit das vollstidndige Fehlen einer
Aktivierung des intrinsischen Zelltodweges bestatigt (Abbildung 5.43B). Des weiteren war die
Caspase 3 nicht vollstandig zu den Fragmenten pl7 und pl9 prozessiert sondern vielmehr
zu dem Vorlauferfragment p20 und dem durch Caspase 3 selbst prozessierten p19. Dennoch
war die PARP-Spaltung vollstandig und vergleichbar mit der in Bak-positiven JCAM
(Abbildung 5.43 A+B).

5.4.4 Die Induktion des Zelltods nach Hemmung vo  n Bak in den Bak-positiven
JCAM

Die bisherigen anhand des JCAM-Zellpaares gewonnenen Ergebnisse sprechen flr eine
Beteiligung des mitochondrialen Zelltodwegs an der kombinierten Wirkung zu frihen
Zeitpunkten. Zu spateren Zeitpunkten verliert der mitochondriale Zelltodweg an Bedeutung,
da auch in Bak-negativen JCAM Apoptose auftritt.

Fur die Einzelkomponenten TRAIL und ETR-2 scheint der mitochondriale Weg zumindest bei
den eingesetzten Konzentrationen auch zu frlhen Zeitpunkten wenig essentiell zu sein,

weswegen es sich bei den JCAM moglicherweise um Zellen vom Typ | handelt.
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Um die Bedeutung von Bak funktionell abzusichern, wurde das Protein in den Bak-positiven
Zellen durch siRNA stillgelegt und die Effekte auf die Apoptose nach Behandlung gemessen.
Zunachst wurden Bak-positive JCAM mit 1000 nM Bak-siRNA Uber Elektroporation transfi-
ziert und parallel dazu wurden als Kontrolle Zellen mit non targeting siRNA transfiziert sowie
ohne siRNA der Elektroporation unterzogen. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen
aufgeteilt und mit O oder 10 Gy bestrahlt sowie 0 oder 1 ng/ml TRAIL stimuliert. Ein weiterer
Teil der Zellen wurde nicht behandelt sondern lysiert, um die Bak-Expression im Western
Blot und somit die Effizienz der siRNA-Transfektion zu tberprufen. Ferner wurde ein Teil der
Zellen mit PIl-Losung angefarbt und im FACS auf Viabilitat Gberpruft, um den Anteil der
Zellen zu ermitteln, die durch die Elektroporation geschadigt wurden. In den behandelten
Zellen wurde 24 h nach Bestrahlung, Stimulation mit TRAIL oder kombinierter Behandlung
die Apoptose-Induktion tber Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt.

Da die siRNA-Versuche parallel und mit denselben Ausgangsproben durchgefiihrt wurden
wie die Experimente mit ErPC3 und Bestrahlung, gelten fir das Bak-Silencing sowie die
basalen Zelltodraten nach Transfektion und vor Behandlung die Ergebnisse aus Abbildung
5.37. Nach der Elektroporation wurden die transfizierten Proben aufgeteilt und ein Teil fur
die ErPC3-Versuche, der andere fir die TRAIL-Versuche verwendet. Die Bak-Expression
wurde weder durch die Elektroporation an sich noch durch die non targeting SiRNA
beeinflusst (Abbildung 5.37A). Die Transfekion der Bak-positiven JCAM mit Bak siRNA flihrte
nach 48 h zu einem effizienten Silencing der Bak-Expression, die zwar nach 72 h wieder
etwas anstieg aber im Vergleich zu den Kontrollen immer noch deutlich reprimiert war
(Abbildung 5.37A). In Abbildung 5.37B ist der Anteil toter Zellen dargestellt, die durch die
Elektroporation und damit verbundene Versuchsablaufe entstanden sind. Es handelte sich
dabei um 12-17% der Zellen.

Elektroporation an sich (mock transfiziert) sowie Transfektion mit non targeting SiRNA
beeinflusste die Apoptose-Induktion nach IR, TRAIL oder kombinierter Behandlung nicht
bzw. nur unwesentlich. Durch die Elektroporation an sich waren lediglich leicht erhdhte
Apoptoseraten festzustellen (Abbildung 5.44).

Die Transfektion mit der Bak-siRNA inhibierte jedoch Uberraschenderweise die Apoptose-
Induktion nicht nur nach Bestrahlung sondern auch nach Stimulation mit TRAIL oder
kombinierter Behandlung (Abbildung 5.44). Dies steht im Gegensatz zu den bisherigen
Versuchen aus den Bak-positiven und Bak-negativen JCAM und deutet darauf hin, dass in
Zellen mit defektem Mitochondrium andere Mechanismen zur Zelltod-Induktion greifen, als in

Zellen mit funktionsfahigem Mitochondrium.
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Abbildung 5.44 Apoptose-Induktion durch IR, TRAIL und kombin  ierte Behand lung in
Bak-positiven JCAM nach Transfektion mit Bak siRNA

Bak-positive JCAM wurden leer (mock transfiziert), mit non targeting siRNA oder Bak siRNA
elektroporiert. 48 h nach Elektroporation wurden die Zellen mit 0 oder 10 Gy bestrahlt und
anschlieBend mit 0 oder 1ng/ml TRAIL stimuliert. Nach 24 h wurde die Apoptose-Induktion tber
Nicoletti-Farbung im FACS bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte aus drei unabhéngigen
Versuchen mit entsprechender Standardabweichung.

5.5 Steigerung der Wirkeffizienz durch kombinierte Behandlungsansatze
aus IR, TRAIL und ErPC3

—in vitro Untersuchungen an Jurkat-Lymphomzellen

Wie in den bisherigen Kapiteln der Arbeit gezeigt werden konnte, stellen die
Kombinationsbehandlungen aus Bestrahlung und ErPC oder ErPC3 sowie Bestrahlung und
TRAIL oder ETR-2 effiziente Werkzeuge zur Vernichtung verschiedener Tumorzellen mit
unterschiedlichen Effekten in der Apoptose-Induktion dar. Die Effizienz kombinierter
Behandlungsansatze kann zum einen darauf beruhen, dass durch die kombinierte
Stimulation eventuelle Resistenzmechanismen der Zelle gegen Einzelbehandlung
Uberwunden werden. Eine weitere Méglichkeit, die vor allem in der medizinischen Praxis von
Bedeutung sein kann, ist die Tatsache, dass ein Tumor aus verschieden heterogen
gearteten Zellen besteht und die einzelnen Substanzen der kombinierten Behandlungs-

ansatze verschiedene Zellen des Tumors als Ziel haben. Da man also mit IR und ErPC3
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sowie IR und TRAIL zwei hoch wirksame Kombinationen gefunden hat, sollte zuletzt auch
die Dreifachkombination aus Bestrahlung, ErPC3 und TRAIL getestet werden. Dazu wurden
Bak-positive JCAM Zellen mit 10 Gy bestrahlt, 0.6 ng/ml TRAIL behandelt oder 18 uM ErPC3
stimuliert sowie allen Doppelkombinationen und der Dreifachbehandlung unterzogen. Die
Dosisreduktion von TRAIL und ErPC3 war aufgrund der sehr guten Einzelwirkung beider
Substanzen erforderlich, da man sonst den Kombinationseffekt im Kurzzeitversuch nicht
mehr hatte auswerten konnen. 12 h nach Behandlung wurden die Apoptose-Induktion tber
Nicoletti-Féarbung sowie der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials Ctber
TMRE-Farbung im FACS ermittelt.
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Abbildung 5.45 Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentia Is und Apoptose-
Induktion nach kombinierter Behandlung mit IR, TRAI L und ErPC3

Bak-positive JCAM wurden mit 10 Gy bestrahlt, 0,6 ng/ml TRAIL stimuliert oder 18 uM ErPC3
behandelt sowie allen Doppelkombinationen und der Dreifachbehandlung unterzogen. Nach 12h
wurden Apoptose-Induktion Uber Nicoletti-Farbung sowie Ay,-Zusammenbruch tber TMRE-

Farbung im FACS bestimmt. Die Daten zeigen Mittewerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
Standardabweichung.

(A) Ay,-Zusammenbruch 12 h nach Behandlung
(B) Apoptose-Induktion 12 h nach Behandlung
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Der Anteil an Zellen mit Ay,-Zusammenbruch war abgesehen von der Kombination aus
IR+ErPC3 sowie der Dreifachbehandlung in allen anderen Behandlungen leicht héher als die
Apoptoseraten (Abbildung 5.45). Das mag zum groten Teil daher herriihren, dass der
Apoptose ein Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials vorausgeht, es kann
aber auch sein, dass ein kleiner Teil des Zelltods dort nicht lber Apoptose sondern Nekrose
eingeleitet wird, die auch in einem Ayy,-Zusammenbruch resultiert, nicht aber in Caspase-
vermittelter DNA-Fragmentierung. Bestrahlung sowie Stimulation mit TRAIL oder ErPC3
allein fuhrte zu Apoptoseraten von jeweils ca. 17-20% und mit den Doppelbehandlungen
erreichte man zwischen 50% und 60% Apoptose-Induktion (Abbildung 5.45B). Bei der
Dreifachbehandlung jedoch konnten ca. 90% Apoptose und damit ein eindeutiger
Kombinationseffekt erzielt werden: Weder durch Aufsummation der Apoptosewerte fir die
drei Einzelbehandlungen noch durch Addition der Werte fur jede Doppelbehandlung plus

passende Einzelbehandlung kann der Apoptosewert der Tripelbehandlung erreicht werden.
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6. Diskussion

6.1 ErPC und ErPC3 in kombinierter Wirkung mit B estrahlung
In der Annahme, dass die synthetischen Alkyllysophospholipide ErPC sowie ErPC3 und

ionisierende Strahlung den intrinsischen Apoptoseweg Uber verschiedene Schnittstellen
triggern, wurde die Effizienz einer Behandlung aus beiden Stimuli in malignen Gliomzelllinien
untersucht. Dabei konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass die APC-Derivate
ErPC und ErPC3 die Strahlenantwort in den untersuchten humanen malignen Gliomazellen
T98G, A172 und U87MG erhdhen. In Kurzzeitversuchen von 24 bis 72 h erhéhten ErPC und
ErPC3 die Sensitivitdt der hdchst resistenten Zellen gegeniber strahleninduziertem Zelltod.
Hierbei war jede Kombinationsbehandlung effektiver als die respektiven Einzelbehand-
lungen. In Abhéangigkeit von Dosis und Behandlungsdauer ergaben sich fur T98G
hauptsachlich synergistische, fir A172 hauptsichlich additive bis synergistische und fir
U87MG vor allem additive Kombinationseffekte. Teilweise und vornehmlich in U87MG
kamen sub-additive Effekte vor. Insgesamt erschien ErPC3 noch potenter in der kombinier-
ten Wirkung als ErPC. Nach den vielversprechenden Ergebnissen der Kurzzeitversuche
wurde die Wirkung der kombinierten Behandlung aus ErPC und Bestrahlung bzw. ErPC3
und Bestrahlung mit den klinisch relevanten Koloniebildungstests auch im Langzeitversuch
Uberprift. Dabei ergab sich eine effektive Ausléschung klonogener Tumorzellen nach
kombinierter Behandlung in zumindest additiver Weise. Wiederum war ErPC3 effektiver als
ErPC.

Dass die kombinierte Behandlung aus Bestrahlung und ErPC bzw. ErPC3 auch bei anderen
Tumoren erfolgreich sein kdnnte, zeigen die in vitro Daten aus den Jurkat und JCAM T-
Lymphomzelllinien. Auch hier war nach der Kombinationsbehandlung eine deutliche
Steigerung des strahleninduzierten Zelltods respektive der strahleninduzierten Apoptose
beobachtet worden.

Bisher wurde die kombinierte Wirkung aus synthetischen Phospholipid-Analogen mit
Bestrahlung erst in wenigen in vitro Studien untersucht. Das erste Alkyllysophospholipid, fur
das radiosensitivierende Eigenschaften gezeigt werden konnten, war der APC-Prototyp
Miltefosine (HePC, Hexadecylphosphocholin) (Bruyneel et al., 1993). Allerdings war dieser
Effekt limitiert auf Zellen, die aktiviertes Ras-Onkogen exprimierten. Fur die Alkylphospho-
choline Edelfosine (1-O-Octadecyl-2-O-metyl-rac-glycero-3-phosphocholin, Et-18-OCH3),
Miltefosine und Perifosine (Octa-decyl-(N,N-dimethyl-piperidinium-4-yl)-phosphat) konnte
nachgewiesen werden, dass sie die strahleninduzierte Apoptose in humanen Leuk&miezellen

verstarken (Ruiter et al., 1999).
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Passend zu den Beobachtungen nach Bestrahlung und ErPC bzw. ErPC3 konnten Berkovic
und Mitarbeiter in Langzeitexperimenten zeigen, dass kombinierte Behandlung humaner
epithelialer Tumorzelllinien (HTB 43 and KB Zellen) mit HePC und Bestrahlung sowie
Edelfosine und Bestrahlung zu einer verstarkten Ausldschung klonogener Tumorzellen im
Koloniebildungstest flhrt (Berkovic et al., 1997). Fir Perifosine konnte kirzlich in KB Zellen
ebenfalls eine Erhéhung der strahleninduzierten Zytotoxizitat durch vermindertes klonogenes
Uberleben im Koloniebildungstest nachgewiesen werden.

Des weiteren gibt es erste Hinweise auf komplette Tumorregression nach Kombina-
tionsbehandlung aus Perifosine und Bestrahlung in KB-Zell-Xenografts (Vink et al., 2006a).
Diese scheint jedoch abhéngig vom Tumorzelltyp zu sein, denn in U251-Gliomzell-
Xenografts konnte Perifosine die Radiosensitivitét nicht verstarken (de la Pena et al., 2006).
Bei der Analyse der Normalgewebstoxizitdt von ErPC und ErPC3 hatte sich bereits bei
ErPC-Konzentrationen, die auch fir die in vitro Tumorversuche eingesetzt wurden, eine
starke Zytotoxizitat auf normale humane Astrozyten ergeben. Andere Normalgewebszellen
wie die humanen Hautfibroblasten hingegen wurden selbst nach Kombinationsbehandlung
nicht geschadigt. Man konnte die empfindliche Reaktion der Astrozyten auf die Substanzen
zwar als kritisch fur eine weitere klinische Entwicklung insbesondere in Hinblick auf die
Hirntumortherapie einstufen, allerdings erzeugte die Akkumulation der Substanz im Hirn von
Mausen oder Ratten keine nennenswerten Nebenwirkungen (Erdlenbruch et al., 1999)
(Henke, personliche Mitteilung). Weiter gilt es zu beachten, dass im Tumor aufgrund von
Stérungen der Blut-Hirn-Schranke deutlich mehr der Substanzen akkumulieren kann, als im
umgebenden Nativgewebe. Schliel3lich sind die Astrozyten in ihrer Normalumgebung im
Zellverband des Gewebes auch deutlich besser vor schadigenden Einflissen geschitzt als
unter den in vitro Bedingungen der Kultivierung unter denen sie ohnehin sehr anfallig sind.
Insgesamt fehlen bisher jedoch eindeutige Daten zur tumorspezifischen Wirkung der
Alkylphosphocholine. In vitro Studien an unterschiedlichen Tumorzellen zeigten, dass Zellen,
die resistent gegentber APCs sind, oft eine reduzierte Akkumulation der Substanzen
aufweisen (Berkovic et al., 1996; Fleer et al., 1996; van der Luit et al., 2002). Aul3erdem
korrelierte die selektive Zytotoxizitat von Edelfosine gegentber Leukdmiezellen im Vergleich
zu normalen Zellen mit der Aufnahme der Substanz in die Zellen (Mollinedo et al., 1997).
Daher konnte man die tumorspezifische Wirkung der Alkylphosphocholine zumindest
teilweise durch selektive Substanzakkumulation erklaren. Zusammenfassend bleibt zu
sagen, dass weiterreichende Untersuchungen noétig waren, um eine tumorspezifische
Wirkung der Substanzen eindeutig zu klaren. Die Tatsache, dass nicht alle getesteten
Normalgewebszellen mit einer Schadigung auf ErPC und ErPC3 reagiert haben und

aufBerdem in den in vivo Untersuchungen zur Pharmakokinetik in Mausen die Substanz
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akkumuliert im Hirn nachgewiesen wurde, ohne dort Schaden verursacht zu haben, Iasst die
Substanzen ErPC und ErPC3 jedoch weiter als vielversprechende Kombinatoren mit

Bestrahlung erscheinen.

6.2 Zum Wirkmechanismus der kombinierten Therapi e

6.2.1 Die Bedeutung der Apoptose fiur die kombini  erte Wirkung aus IR und
ErPC bzw. ErPC3

Die Untersuchungen zum Wirkmechanismus der Kombinationstherapie aus Bestrahlung und
ErPC/ErPC3 zeigten einen wesentlichen Anteil Apoptose am Gesamtzelltod (Abbildung
5.12).

Weiterfuhrende Untersuchungen zu ErPC/ErPC3 bestétigten dann, dass die erhéhte
Zytotoxizitat der kombinierten Wirkung mit einem verstarkten Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials sowie vermehrter Aktivierung der Caspasen und damit
Spaltung des Reparaturenzyms PARP einhergeht. Des weiteren lie3 sich die Apoptose-
Induktion nach Kombinationsbehandlung komplett durch Vorinkubation mit dem Pan-
Caspaseninhibitor zZVAD blocken. Da die Substanzkonzentrationen, die im Kurzzeitversuch
erfolgreich Apoptose induzierten auch im Langzeit-Koloniebildungstest effizient Tumorzellen
ausloschten, liegt die Vermutung nahe, dass die Apoptose auch zum klonogenen Zelltod
einen wesentlichen Beitrag leistet.

Dies bestatigt Untersuchungen von Ruiter und Mitarbeitern zur Bedeutung der Alkylphospho-
choline Edelfosine, Miltefosine und Perifosine fiir die strahleninduzierte Apoptose (Ruiter et
al., 1999).

Mit Konzentrationen ab 50 uM ErPC bzw. ErPC3 schwand der Apoptose-Anteil am Zelltod
zugunsten nekrotischer Zellen, wobei ErPC3 im Vergleich zu ErPC das glnstigere Verhaltnis
aus Apoptose versus Nekrose aufwies. Der zunehmende Anteil an Nekrose bei hoéheren
ErPC/ErPC3-Konzentrationen deutet darauf hin, dass die Substanzen detergenz-édhnlich
unspezifisch auf die Zellen zu wirken beginnen, eine Charakteristik aller Lysolipid-Strukturen
bei hoheren Konzentrationen. Fir die weiteren mechanistischen Untersuchungen wurde
daher 25 puM als ErPC bzw. ErPC3-Konzentration der Wahl eingesetzt. Bei diesen
Bedingungen ist im Kurzzeitverlauf nach ErPC3 und Bestrahlung Apoptose die
vorherrschende Zelltodform und man kann daher davon ausgehen, dass sie wesentlich zur

kombinierten Wirkung beitragt.
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6.2.2 Die Bedeutung des Mitochondriums fur die k  ombinierte Wirkung aus IR
und ErPC bzw. ErPC3
Prinzipiell verfigt eine Zelle zur Ausfihrung der Apoptose Uber verschiedene Wege der
Signalweiterleitung, von denen einige Ubers Mitochondrium zum Zelltod fihren, andere
jedoch unabhéngig davon tber Todesrezeptoren und Caspase 8 laufen. Somit gibt es auch
fur das Zusammenspiel aus Bestrahlung und ErPC/ErPC3 in der kombinierten Therapie
hinsichtlich der Apoptose verschiedene Ansatzpunkte.
Bestrahlung selbst wirkt zum einen uber die Bildung freier Radikale, die u.a. Schaden in der
DNA verursachen. Diese werden Uber Kinasen registriert und als Folge dessen wird u.a. p53
induziert. p53 wiederum fungiert als Transkriptionsfaktor fir Bax, Puma und Noxa (Fridman
and Lowe, 2003; Nakano and Vousden, 2001; Oda et al., 2000; Vousden and Lu, 2002) und
beeinflusst auRerdem die Lokalisation von Bax und Bak am Mitochondrium. Neben diesen
Regulationen, den mitochondriellen Weg betreffend, kann p53 jedoch auch die Transkription
des TRAIL-Rezeptors aktivieren und so einen zusatzlichen Apoptoseweg antreiben, der als
Erganzung zum mitochondrialen Weg angesehen werden kann (Fulda et al., 1998; Reinke
and Lozano, 1997). Als Alternative zum klassischen p53-Weg nach Bestrahlung wird dem
Lipid-Signalmolekil Ceramid eine Bedeutung bei der strahleninduzierten Apoptose
zugeschrieben. Dabei triggert Bestrahlung die Aktivierung des Enzyms Saure Sphingo-
myelinase in der Zytoplasmamembran, welches dann Sphingomyelin zu Ceramid umsetzt
und dieses aus der Membran entlasst (Haimovitz-Friedman et al., 1994; Kolesnick and Fuks,
2003). Die Ceramidbildung fuhrt schlie3lich u.a. zur Integration von Bax in die aul3ere
Mitochondrienmembran, zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und zur
Aktivierung der Caspasen-Kaskade (Liao et al., 1999).
Fur die Alkylphosphocholine Edelfosine, Perifosine und Miltefosine wurde beschrieben, dass
sie Apoptose uber den stressinduzierten SAPK/JNK-Signalweg auslosen (Gajate et al.,
1998; Ruiter et al., 1999) und durch Inhibierung von PKB/Akt sowie des MAPK-Signalings
den Zelltod weiter verstarken kénnen (Ruiter et al., 2003; Zhou et al., 1996). Edelfosine und
Perifosine akkumulieren auf3erdem in den Lipid Rafts von Tumorzellen und verursachen
Umverteilungen in der Proteinzusammensetzung der Rafts, was zum Clustern und der
Aktivierung von CD95 fuhrt (Gajate et al., 2004; Gajate and Mollinedo, 2001; Gajate and
Mollinedo, 2007; Zaremberg et al., 2005). Des weiteren wurde tber eine Ceramid-vermittelte
Aktivierung von Bax berichtet (Wieder et al., 1998).
Es gibt also offensichtlich viele denkbare Moglichkeiten des Zusammenspiels aus
Bestrahlung und ErPC/ErPC3 am Mitochondrium. So kdnnte der klassische intrinsische
Apoptoseweg Ubers Mitochondrium nach Bestrahlung Uber stressinduziertes SAPK/JNK-

Signaling oder Inhibierung des Uberlebenssignalings nach ErPC/ErPC3 verstarkt werden.
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Alternativ kdnnte es zu einer gesteigerten Ceramidbildung kommen und somit ebenfalls zu
einer Verstarkung am mitochondrialen Zelltodweg. Ebenfalls denkbar ware aber auch ein
Zusammenwirken Uber den extrinsischen CD95-Weg oder Uiber ein Wechselspiel aus CD95-
Weg und mitochondrialem Weg. Zwar wurde fir die ErPC-Wirkung nach Einzelgabe gezeigt,
dass der CD95-Weg nicht zur Apoptose beitragt (Jendrossek et al., 2003), allerdings kénnte
durch die Bestrahlung eine Anderung in der Protein-Verteilung der Lipid-Rafts erzeugt
worden sein, die somit den CD95-Weg fur ErPC vorbahnen kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings fur die Gliomzellen T98G gezeigt werden, dass
im Gegensatz zu deutlicher Aktivierung der Caspasen 9 und 3 keine Caspase 8 gespalten
wurde. Der beobachtete Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, der
durch die kombinierte Behandlung entsprechend verstarkt wurde, war also nicht auf eine
Ruckkopplung des CD95-Wegs zuriickzufiihren, sondern rein intrinsisch aktiviert.

Um die essentielle Bedeutung des Mitochondriums weiter zu erharten und die
Untersuchungen auf3erdem auf weitere Zelltypen auszudehnen, wurde die Kombinationsbe-
handlung im Jurkat-Modell analysiert. In beiden Zelllinien konnte nach kombinierter
Behandlung eine hochst effiziente Apoptose-Induktion einschlief3lich Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials beobachtet werden. Uberexpression von Bcl-2 inhibierte
die Apoptose jedoch zunachst komplett auf Werte von unter 20%. Aufgrund der groRRen
Effizienz dieser Behandlung konnte die Apoptose durch Bcl-2 allerdings nicht vollstandig
geblockt werden und so stiegen nach 12 bzw. 24 h die Apoptoseraten auch in den Bcl-2
Uberexprimierenden Jurkats wieder an. Entsprechend zeitverzogert und abgeschwéacht
erfolgte in diesen Zellen daher auch die Aktivierung der Caspasen sowie die PARP-
Spaltung. Zusatzlich zeigten die Jurkat Zellen auch eine Caspase 8-Aktivierung, die jedoch
durch Bcl-2-Uberexpression deutlich abgeschwécht war und insofern eine retrograde
Spaltung durch Caspase 3 vermuten lasst. Caspase 3 kann die Caspase 8 in einer
Rickkopplungsschleife aktivieren, wodurch diese andererseits Uber Spaltung von Bid den
mitochondrialen Zelltodweg verstarken kann (Belka et al., 2000; Li et al., 1998; Slee et al.,
1999a). Durch Ausschalten des mitochondrialen Zelltodwegs in den Bak-negativen JCAM
wurde die exzellente Wirkung der Kombination in den Zellen vollstdndig und dauerhaft
geblockt ebenso wie die Aktivierung der Caspasen. Die Tatsache, dass auch die Caspase 8-
Spaltung komplett verhindert wurde, bestéatigt wiederum, dass es sich hier um eine
retrograde Spaltung durch Caspase 3 handeln muss und um keine Aktivierung des
Rezeptorwegs. Somit war die essentielle Bedeutung des intrinsischen Zelltodwegs auch fur
die kombinierte Behandlung nachgewiesen. Die Caspase 8-Aktivierung in den Jurkat Zellen
bedeutet, dass der Caspase 3 in diesem Zellsystem (im Gegensatz zu T98G) auch eine

Rolle oberhalb des Mitochondriums zugeschrieben werden kann. Die Bedeutung der
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Caspasen 3 und 7 fur den mitochondrialen Ay,-Zusammenbruch wurde kirzlich von Lakhani
und Mitarbeitern beschrieben (Lakhani et al., 2006). Es kdnnte daher sein, dass die noch
effizientere Wirkung der Kombination in T-Lymphomzellen im Vergleich zu T98G auf eine
Ruckkopplungsschleife am Mitochondrium zurlckzufuhren ist, die von Caspase 3 ausgehend
Uber Aktivierung der Caspase 8 zur Bid-Spaltung fuhrt und somit den mitochondrialen
Membranzusammenbruch weiter triggert (Slee et al., 1999). Passend zu dieser Theorie
wurde in den JCAM nach kombinierter Behandlung deutliche Bid-Spaltung im Western Blot
nachgewiesen, die in den Bak-negativen Zellen fehlte und aul3erdem in den Bak-positiven
JCAM durch Hemmung der Caspasen 3 und 9 mittels zVAD ebenso ausblieb. Fur das
Alkylphosphocholine Miltefosine konnte kirzlich ebenfalls eine Aktivierung der Caspase 8
uber den intrinsischen Weg gezeigt werden einhergehend mit der Spaltung von Bid (Paris et
al., 2007).

6.2.3 Die Bedeutung der Bcl-2 Familie fur die ko  mbinierte Wirkung aus IR und
ErPC bzw. ErPC3
Sowohl in den Gliomzellen als auch den beiden Jurkat-Modellen wird die Apoptose nach
kombinierter Behandlung tGber den intrinsischen Zelltodweg vermittelt, der durch die Bcl-2
Proteine am Mitochondrium reguliert wird. Daher wurden verschiedene Mitglieder der Bcl-2
Familie sowohl in T98G als auch den T-Lymphomzelllinien Jurkat vector und Bcl-2 sowie
JCAM Bak-positiv und -negativ untersucht. Dabei ergaben sich viele Gemeinsamkeiten aber
auch wenige Unterschiede, die wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren sind, dass die T-
Lymphomzellen negativ fir das Protein Bax sind.
In T98G konnte im FACS eine Zunahme der Bax-Aktivierung nach kombinierter Behandlung
beobachtet werden, die Expressionslevel an Bax und Bak im Western Blot blieben jedoch
unbeeinflusst. Die WB-Analysen der anti-apoptotischen Proteine Bcl-x,, Bcl-2 und Mcl-1
ergaben ebenfalls keine Veranderungen im Proteinstatus. Hingegen konnte eine deutliche
Zunahme nach Kombinationsbehandlung bei pro-apoptotischem Bcl-xs, Puma, Noxa und
Bimg. beobachtet werden. Interessanterweise war auch eine Abnahme der Bad-
Phosphorylierung an S136 zu erkennen sowie eine leichte Zunahme an unphosphoryliertem
Bad.
Fur das Zusammenspiel der Bcl-2-Familienmitglieder am Mitochondrium gibt es zwei
Hauptmodelle, das ,direct activation* Modell und das ,displacement” Modell (siehe Einleitung

unter 2.5.2 und Abbildung 2.7). Beiden gemeinsam ist die Theorie, dass Bax und Bak als
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Porenbildner essentiell fur die mitochondriale Schadigung sind und durch die anti-
apoptotischen Bcl-2 Proteine kontrolliert werden.

Die Modelle sind beide sehr schliissig und haben sich auch in verschiedenen Zellsystemen
belegen lassen. Allerdings unterscheiden sie sich auch in wesentlichen Zigen (sind Bak und
Bax prinzipiell aktiv oder bendtigen sie Aktivatoren?) und es ist schwer zu beurteilen, in
welches Modell sich unsere Zellen einordnen lassen. Rein spekulativ wéare auch eine
Vereinigung beider Entwuirfe denkbar, insofern, dass zwar Aktivatoren notwendig sind, um
Bak und Bax zu oligomerisieren, gleichzeitig konnten aber dennoch beide Proteine durch
anti-apoptotische sequestriert sein. Lasst man also Aspekte aus beiden Entwirfen zu,
ergeben sich aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit folgende Modelle fir T98G Zellen:
Nach Stimulation mit ErPC sowie kombinierter Behandlung wurde eine deutliche Aktivierung
von Bax durch Konformationsdnderung beobachtet. In diesem Zusammenhang wurde
beschrieben, dass die Aktivierung von Bax im Zytoplasma durch p53 induziert werden kann.
Zytoplasmatisches p53 liegt jedoch inaktiviert an Bcl-x. gebunden vor und muss erst von
diesem gelost werden, was z.B. durch Puma erfolgen kann (Chipuk et al., 2005). Passend
hierzu wurde in T98G Zellen eine Puma-Induktion nach kombinierter Behandlung
beobachtet. Allerdings weisen T98G mutiertes p53 auf (Ishii et al., 1999). Es existieren
jedoch Backup-Systeme in der Zelle und so kann z.B. p73 in diesem Fall die Funktion von
p53 Ubernehmen. Dabei wurde gezeigt, dass in der p73-vermittelten Apoptose Puma durch
p73 transkriptionell hochreguliert wird und dann die Translokation von Bax zum
Mitochondrium provoziert (Melino et al., 2004) (Abbildung 6.1).

Puma Abbildung 6.1 Modell fir die Wirkung von Puma

Puma wird durch p53 oder p73 transkriptionell hoch-
______ Bax reguliert und kann daraufhin die Translokation von Bax

Bax —p -k_ 1 zum Mitochondrium vermitteln (Melino et al., 2004).

In gesunden Zellen wird pro-apoptotisches Bak durch Mcl-1 und Bcl-x, gebunden und inaktiv
gehalten (Willis et al.,, 2005) und &hnliches wird fur aktiviertes in der mitochondrialen
Membran befindliches Bax angenommen. Noxa kann Bak aus der Bindung von Mcl-1
befreien (Gelinas and White, 2005) und dann in Abhangigkeit von der Mule E3 Ubiquitin
Ligase fur dessen Abbau im Proteasom sorgen (Warr et al., 2005; Zhong et al., 2005). Durch
Bindung von Bad an Bcl-x, wird dieses in die Mitochondrienmembran eingebunden und
dadurch inaktiviert. Erst wenn beide anti-apoptotischen BH3-Proteine inaktiviert und aus der
Bindung von Bax bzw. Bak gel6st sind, kann Apoptose stattfinden (Willis et al., 2005).

Passend zu dieser Theorie geht aus den Western Blot Analysen fur T98G zum einen eine
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verstarkte Bad-Aktivierung durch Dephosphorylierung hervor, auf3erdem konnte eine erhdhte
Expression von Noxa beobachtet werden.

Uberraschend ist jedoch die Tatsache, dass Mcl-1 nicht abgebaut wird. Wahrend die anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-x. allein durch Bindungen zu BH3-only Proteinen
inaktiviert werden, wird Mcl-1 durch Bindung an Noxa abgebaut (Leber et al., 2007). Eine
Bindung von Bim oder Puma an Mcl-1 wirde den Abbau zwar herauszégern (Mei et al.,
2005), aber letztlich doch nicht vollig verhindern. Daher ist es wahrscheinlicher, dass Mcl-1 in
diesem Zellsystem eine eher untergeordnete Rolle spielt und die Gegenseite der Apoptose

hauptsachlich Uber Bcl-2 und Bcl-x, reguliert wird (Abbildung 6.2).

< Bim
< Puma < Bad
Becl-x /> Bax/ Bcl-x  /
Bax/ s.Bax/
Bcl2 - Bak Bek2 | Puma Bak PBak
Bcl-x /> Bax/
; Bcl2  Bak > oy
Belx ) Bax/ e
Bol2  Bad  /Belx [
Bcl-2 © Bak k. 2< Bim

Abbildung 6.2 Modell fur die Wirkung der BH3-only Proteine Ba  d, Bim und Puma in T98G

Nach der Theorie des ,displacement* Modell sind die pro-apooptotischen Proteine Bax und Bak
durch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-x, gebunden und dadurch inaktiv gehalten.
Die BH3-only Proteine Puma, Bim und Bad koénnen Uber Bindung an diese Bax und Bak
freisetzen. Dadurch wird die Oligomersisierung von Bax und Bak méglich und die Apoptose kann
stattfinden.

Nach dem ,direct activation® Modell sind die Aktivatoren Bim und Bid fur die
Oligomerisierung von Bax und Bak notwendig (Certo et al., 2006; Kim et al., 2006). Sie sind
jedoch im Normalzustand der Zelle an anti-apoptotische BH3 Proteine gebunden und
missen erst durch die Sensitizer-BH3s freigesetzt werden (Certo et al., 2006; Kim et al.,
2006; Letai et al., 2002). Als solches kdme neben Noxa und Bad auch Puma in Frage,
welches in T98G ebenfalls nach Behandlung hochreguliert wurde. Kirzlich wurde auch ein
funktioneller Link zwischen Bim und Noxa festgestellt, bei dem eine erhdhte Noxa-Induktion
durch Bim exekutiert wird (Han et al., 2007). Noxa wirde also oberhalb von Bim stehen, was
zu dem Modell der Sensitizer passt (Abbildung 6.3).

Bei der in T98G ablaufenden Apoptose nach Kombinationsbehandlung gibt es also
verschiedene Moglichkeiten der exakten Funktionsweise von Puma, Noxa, Bim und Bad, die
jedoch alle zum selben Ereignis filhren, namlich einer Inaktivierung der Funktion der anti-

apoptotischen Bcl-2 Proteine.
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Manche der fur T98G beobachteten Ergebnisse zeigten auch in Jurkat T-Lymphomzellen

Gultigkeit. So blieben die Level an Bcl-x. unverandert und Noxa wurde nach kombinierter

<4 Noxa
< Bad

< Puma

Bel-x /
Beipd Puma

ax/
Bak
Bcl-x ,/
BC|—2I< Bad Bel-x | / @ a)|((/
-X Ba
‘< Noxa

Bcl-2

Abbildung 6.3 Modell fur die Wirkung der BH3-only Proteine Nox  a, Bad und Puma in T98G
Nach dem ,direct activation“ Modell bendtigen die Proteine Bax und Bak zur vollstandigen
Aktivierung die BH3-only Proteine Bid oder Bim. Bim ist jedoch durch Bindung an Bcl-2 oder Bcl-
X, inaktiv und muss erst losgeldst werden. Noxa, Puma oder Bad kénnen durch Bindung an Bcl-2
und Bcl-x, Bim freisetzen, das dann die Oligomerisierung von Bax bzw. Bak bewirken kann.

Behandlung induziert. In Abweichung zu T98G wurde jedoch Mcl-1 abgebaut und Puma
lediglich nach 3h induziert, wahrend es danach parallel zu Mcl-1 im WB verschwand.
AufBerdem wurde Bim in den Jurkat vector Zellen nach kombinierter Behandlung nicht
induziert und in JCAM nur zu frihen Zeitpunkten. In den JCAM Zellen wurde zusatzlich der
Status von Bid untersucht und die Aktivierung des Proteins durch Spaltung nachgewiesen.
Der Abbau von Mcl-1 lasst vermuten, dass dieses anti-apoptotische Bcl-2 Protein in den
Bax-freien Jurkat-Zellen bei der Hemmung von Bak von wesentlicher Bedeutung ist.
Weiterfuhrende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe enthillten Mcl-1 als zentralen
Uberlebensfaktor im Jurkat-Modell, da allein die Hemmung des Proteins mit Mcl-1 siRNA
ausreichte, um Apoptose auszuldsen (Elsasser und Rudner, persoénliche Mitteilung).

Nach Ubiquitinierung durch die E3-Ligase Mule wird Mcl-1 Uber Degradation im Proteasom
inaktiviert (Zhong et al., 2005). Daneben kann Mcl-1 in sterbenden Zellen alternativ auch
durch Caspasen gespalten werden, wobei ein pro-apoptotisches Spaltprodukt erzeugt wird
(Michels et al., 2004). Die Beobachtung, dass der Abbau von Mcl-1 nach kombinierter
Behandlung aus IR und ErPC3 durch Bcl-2 Uberexpression gehemmt und in Bak-negativen
JCAM vollig inhibiert wurde, sprach zunéchst eher fiir eine Caspase-vermittelte Spaltung des
Mcl-1. Allerdings konnten im Western Blot keine typischen pro-apoptotischen Spaltfragmente

nachgewiesen werden. Auf3erdem wurde Mcl-1 in Bak-positiven Zellen auch nach Hemmung
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der Caspasen durch zVAD unvermindert gespalten. Daher scheidet eine Caspase-vermittelte
Spaltung von Mcl-1 zur Erzeugung Apoptose-fordernder Spaltfragmente aus.

Da der Abbau von Mcl-1 also vermutlich auf eine Inaktivierung im Proteasom zurtickzufiihren
ist, kommt dem Protein Noxa wahrscheinlich als Hauptfunktion die Vermittlung des Mcl-1
Abbaus mit Hilfe von Mule zu (Abbildung 6.4). Dies scheint gleichzeitig der Hauptmechanis-
mus zu sein, Uber den die Zellen im Jurkat-Zellsystem Apoptose einleiten.

Die Hemmung des Mcl-1 Abbaus bei Bcl-2 Uberexpression kénnte dadurch zustande
kommen, dass wegen des Ubergewichts an anti-apoptotischem Bcl-2 Noxa verstarkt an
dieses gebunden ist und deshalb den Mule-vermittelten Abbau von Noxa nur entsprechend
vermindert einleiten kann. Dazu passt auch, dass Noxa deutlich starker induziert ist als in
den Jurkat vector Zellen mit normalem Bcl-2 Gehalt. Es muss entsprechend mehr Noxa
vorhanden sein, damit Mcl-1 schlieBlich doch abgebaut werden kann und somit Bak
freigesetzt wird und die Apoptose stattfindet. Auch die Induktion von Bim nach kombinierter
Behandlung, die lediglich nach Bcl-2 Uberexpression auftritt, lieBe sich so erklaren: Bim
konnte Noxa aus der inhibierenden Bindung von Bcl-2 loslésen, wodurch es fir den Mcl-1
Abbau ebenfalls wieder zur Verfugung steht (Abbildung 6.4).

Ahnliches konnte in den JCAM Zellen fiir das Fehlen von Bak zutreffen. In diesem Fall fehlen
die Multidoman-proapoptotischen Proteine und alle anti-apoptotischen Proteine kdénnen die

BH3-onlys besetzen.

<4 Bim
Belx /.
¥ Bcl-2< Bim
Bel-x / Mcl-1 Mule Abbau im
Bcl-2< Noxa ’ ’ ~ Noxa Proteasom
< Noxa ¢
Apoptose

Abbildung 6.4 Modell zur Wirkung der Proteine Bim, Noxa und M cl-1 im Jurkat-
Lymphomzellimodell

Im Jurkat-Zellsystem scheint ein Abbau von Mcl-1 der entscheidende Faktor fiir die Apoptose-
Induktion zu sein. Dazu muss jedoch Noxa an Mcl-1 gebunden sein, das den Abbau von Mcl-1 mit
Hilfe des BH3-only Proteins Mule vermittelt. Eine wesentliche Funktion von Bim in diesem
Zusammenhang ware die Freisetzung von Noxa aus der inhibierenden Bindung zu Bcl-2 bzw. Bcl-
X.. Freies Noxa kann dann an Mcl-1 binden und dessen Abbau im Proteasom bewirken.

Allerdings wurde in den Bak-negativen Zellen auch eine Doppelbande fir Mcl-1 beobachtet,
was auf eine Phosphorylierung des Proteins hinweist. Es wurde beschrieben, dass Mcl-1 u.a.
nach oxidativem Stress durch JNK an S121 und Thrl63 phosphoryliert wird, was zu einem

Verlust seiner Uberlebensfunktion fiihrt (Inoshita et al., 2002). Andererseits kann Mcl-1 durch
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ERK ebenfalls an Thr163 phosphoryliert werden, was den Proteinumsatz von Mcl-1 deutlich
herabsetzt (Domina et al., 2004). Letzteres wirde gut zu der Beobachtung passen, dass Mcl-
1 wahrend des untersuchten Zeitraums bis 24 h nach Behandlung tUberhaupt nicht abgebaut
wurde.

Die Abnahme von Bid in Bak-positiven JCAM nach kombinierter Behandlung mit IR und
ErPC3 ist, wie bereits unter 6.2.2 diskutiert, auf eine Rickkopplungsschleife zuriickzufihren,
bei der Caspase 8 retrograd Uber Caspase 3 aktiviert wird und infolge dessen es zur
Spaltung von Bid in tBid kommt. Die tBid-vermittelte Apoptose ist nicht notwendigerweise
vom klassischen Weg Uber Bax-Aktivierung abhangig (Kim et al., 2000). So kann tBid zum
einen Bak direkt aktivieren, zum anderen Bak aus der inhibierenden Bindung an Mcl-1 durch
Verdrangung freisetzen (Clohessy et al., 2006).

Die Bedeutung von Puma Ilasst sich im Jurkat-Zellsystem nur schwer zuordnen.
Klassischerweise wird Puma durch p53 induziert, das in Jurkat Zellen jedoch fehlt. Die
beobachtete friihe Induktion von Puma kann aber auch durch das Protein p73 verursacht
worden sein, das als Backupsystem redundant fur die meisten Funktionen von p53 wirkt. p73
konnte evtl. auch -wie fur p53 beschrieben- am Mitochondrium mit Bak interagieren und
dessen Oligomerisierung bewirken (Leu et al., 2004). Die mdgliche Funktion von Puma in
diesem Modell wéare dann eine Freisetzung von p73 ahnlich der von Chipuk beschriebenen
Befreiung des p53 von Bcl-x. (Chipuk et al., 2005).

Auf der anderen Seite verschwindet Puma parallel zu Mcl-1. Bisher wurde zwar nur
beschrieben, dass Noxa den Abbau von Mcl-1 mit Hilfe des BH3-only Proteins Mule
vermitteln kann (Warr et al.,, 2005; Zhong et al., 2005), aber letztlich ist nicht vollig
auszuschlie3en, dass Puma evtl. zusammen mit Mcl-1 degradiert wird oder parallel dazu,

damit es zu keiner gegenseitigen Stabilisierung der Proteine kommt.

6.2.4 Regulationsmechanismen oberhalb des Mitoc  hondriums: Die Bedeu-
tung von PKB/Akt

Nachdem die Datenlage eindeutig zeigte, dass die kombinierte Behandlung aus Bestrahlung
und ErPC/ErPC3 ihre Wirkung Ubers Mitochondrium entfaltet, wurde untersucht, welcher
Trigger oberhalb des Mitochondriums regulierend ins Geschehen eingreifen kénnte. In
diesem Zusammenhang wurde der Status des Uberlebensproteins PKB/Akt durchleuchtet,
das in den letzten Jahren als Zielprotein anderer Alkylphospholipide wie Edelfosine,
Miltefosine oder Perifosine identifiziert wurde (Hideshima et al.,, 2006; Kondapaka et al.,
2003; Ruiter et al., 2003).
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Nach Stimulation von T98G mit ErPC bzw. ErPC3 sowie nach kombinierter Behandlung
konnte eine deutliche Inhibierung der Akt-Posphorylierung an Serin 473 und Threonin 308
aufgezeigt werden. In Jurkat vector und Bak-positiven JCAM Zellen wurde neben der
Dephosphorylierung von Akt tUberraschenderweise auch ein Rickgang der Akt-Level an sich
beobachtet. Die Aktivitat des Proteins wird jedoch - soweit bisher bekannt - Uber
Phosphorylierung reguliert. Dabei fiuhrt eine Phosphorylierung an T308 nur zu partieller
Aktivitat des Proteins und eine Phosphorylierung an beiden Stellen ist erforderlich, damit
PKB/Akt seine volle Aktivitdt erreichen kann (Song et al., 2005). Entsprechend fihrt eine
Dephosphorylierung des Proteins zum Funktionsverlust und somit zur Inhibierung der von
PBK/Akt geforderten Uberlebenssignaliibertragung.

Es ist daher unklar, warum Akt zusatzlich zur Dephosphorylierung weiter abgebaut wird. Die
Annahme, es konnte sich dabei um allgemeinen Poteinabbau handeln, wie er zur Spatphase
der Apoptose vorkommt, scheitert an der Tatsache, dass GAPDH von einem solchen
ebenfalls betroffen sein misste, was aber nicht der Fall war. Allerdings wurde kurzlich fur
das Alkylphosphocholine Perifosine ebenfalls ein Rickgang der totalen Akt-Level nach
Behandlung erfasst (Elrod et al., 2007).

Interessanterweise wird durch Bcl-2 Uberexpression in den Jurkat Bcl-2 Zellen der Abbau
von Akt vollstandig geblockt und die Dephosphorylierung von P-Akt verlduft im Vergleich zu
Jurkat vector Zellen deutlich abgeschwacht. Das Fehlen von Bak in den Bak-negativen
JCAM hingegen verhinderte lediglich den Akt-Abbau, beeinflusste aber nicht die
Dephosphorylierung von P-Akt. Diese Ergebnisse deuten auf verschiedene Mechanismen
bezlglich des Akt-Abbaus und der Dephosphorylierung hin. So scheint die Dephosphory-
lierung von P-Akt lediglich durch Bcl-2 Uberexpession beeinflusst zu werden, wahrend der
Abbau von PKB/Akt in Verbindung mit einem intakten mitochondrialen Zelltodweg steht. Es
kénnte daher sein, dass aktive Caspasen ursachlich fur die sinkenden Akt-Level sind, denn
deren Aktivitat wird sowohl durch Bcl-2 Uberexpression als auch durch fehlendes Bak
negativ reguliert. Alternativ kann PKB/Akt jedoch auch durch eine/mehrere der zahlreichen
Proteasen abgebaut werden, die im Laufe der Apoptose aktiv werden und den
Proteindurchsatz unspezifisch hochfahren. Interessanterweise konnte jedoch in zVAD-
vorbehandelten Zellen weder nach IR, ErPC3 oder Kombinationsbehandlung ein Akt-Abbau
beobachtet werden (Abbildung Z.1 der zusétzlichen Abbildungen, Kapitel 9). Daher ist die
Degradation von PKB/Akt eindeutig auf aktive Caspasen und nicht auf unspezifischen Abbau
durch andere Proteasen zuriickzufihren.

Aufgrund der Tatsache, dass die Dephosphorylierung von P-Akt bei Uberexpression von Bcl-

2 gehemmt wurde, aber durch Fehlen von Bak und Bax nicht beeintrachtigt war, scheint es
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eine vom Mitochondrium unabhéngige Ruckkopplung zu geben, bei der Bcl-2 in die
Dephosphorylierung des PKB/Akt hemmend eingreift.

Passend zur zunehmenden Deaktivierung von Akt konnte in allen verwendeten Zelllinien im
Western Blot auch eine Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors FKHRL1 beobachtet
werden. Dieser wird durch PKB/Akt negativ Uber Phosphorylierung reguliert (Brunet et al.,
1999). Phosphoryliertes FKHR im Kern wird von 14-3-3 gebunden, wodurch die Bindung zur
DNA inhibiert wird (Brunet et al., 2002; Cahill et al., 2001). Der Komplex aus 14-3-3 und P-
FKHR wird dann durch die intrinsische NES-Sequenz des Transkriptionsfaktors ins
Zytoplasma transportiert, wo er inaktiv verweilt (Birkenkamp and Coffer, 2003). Eine
verminderte Phosphorylierung von FKHRL1 infolge der Akt-Inhibierung bedeutet damit, dass
der Transkriptionsfaktor nicht aus dem Kern exportiert wird, sondern die Expression seiner
Target-Proteine bewirken kann, wozu u.a. pro-apoptotisches Bim (Dijkers et al., 2002;
Dijkers et al., 2000a; Urbich et al., 2005), Puma (You et al., 2006) und Noxa (Obexer et al.,
2007) z&hlen. Passend hierzu wurde in T98G parallel zur FKHRL1-Dephosphorylierung auch
die Induktion von Bim, Puma und Noxa im Western Blot festgestellt.

Durch Bcl-2 Uberexpression in den Jurkat Bcl-2 Zellen wurde die Dephosphorylierung von P-
FKHRL1 abgeschwécht, das Fehlen von Bak und Bax in den Bak-negativen JCAM hingegen
beeinflusste die Dephosphorylierung von P-FKHRL1 nicht. Da FKHRL1 ein Downstream-
target von PKB/AKkt ist, entsprach dies aufgrund der Beobachtungen fir P-Akt auch den
Erwartungen.

Neben einer Hemmung von FKHR kann PKB/Akt die Apoptose noch Uber weitere Wege
negativ beeinflussen. So kann z.B. Caspase 9 an Serl96 durch PKB/Akt phosphoryliert
werden, was zu einer Abschwachung ihrer pro-apoptotischen Aktivitat fuhrt (Cardone et al.,
1998). AuRRerdem kommt es durch Akt zur Phosphorylierung von Bad an Serl36, was mit
einer Inaktivierung der pro-apoptotischen Aktivitat von Bad einhergeht (Datta et al., 1997; del
Peso et al., 1997). Die Phosphorylierung von Bad fuhrt zu einer Freisetzung des Proteins
aus den Komplexen mit anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen am Mitochondrium und mindet in
der Sequestrierung des Proteins durch 14-3-3 im Zytoplasma, was die Funktionslosigkeit von
Bad zur Folge hat (Datta et al., 1999; Zha et al, 1996). Eine zunehmende
Dephosphorylierung von P-Bad an Serl36 - wie sie in T98G im Western Blot beobachtet
werden konnte - parallel zur Akt-Inhibierung durch Dephosphorylierung kénnte somit eine
gesteigerte pro-apoptotische Aktivitat des Proteins bedeuten.

Die Hemmung von Akt resultiert also Uber fehlende Inhibierung von Caspase 9, gesteigerter
Bad- sowie FKHR-Aktivierung und infolgedessen einer erhéhten Bim-, Puma- und Noxa-
Expression in einer Verstarkung pro-apoptotischer Signale. Somit wird als Folge der Akt-

Inhibierung die Induktion der Apoptose deutlich beglinstigt (Abbildung 6.5).
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Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass neben der Akt-Inhibierung durch
Dephosphorylierung noch weitere Mechanismen fir die Einleitung der Apoptose nach
ErPC/ErPC3 bzw. kombinierter Behandlung von Bedeutung sind.

Um die funktionelle Bedeutung der Akt-Inhibierung fur die pro-apoptotische Wirkung letztlich
nachzuweisen, mussten weiterfiihrende Untersuchungen durchgefuhrt werden, in denen z.B.
getestet wird, ob konstitutiv aktives PKB/Akt bei Uberexpression die Effizienz der Wirkung
blocken oder zumindest dramatisch reduzieren kann. Nur wenn dies der Fall ist, kann man
von davon ausgehen, dass die Hemmung der PKB/Akt-Aktivitat auch hauptsachlich
urséchlich far die Wirkung von ErPC/ErPC3 bzw. der Kombination ist. Fir Perifosine
zumindest konnte kiirzlich gezeigt werden, dass Uberexpression einer konstitutiv aktiven
Form von PKB/Akt den Zelltod drastisch inhibiert (Elrod et al., 2007).

IR + ErPC/ErPC3

e

FKHR Bad Casp-9

/ 4\

AW

Apoptose

Abbildung 6.5 Verstarkung des pro- apoptotischen Signals durch Hemmung von Akt nach
kombinierter Behandlung

P-Akt hemmt die meisten seiner nachgeschalteten Effektorproteine iber Phosphorylierung. Dazu
zéhlen zum einen die pro-apoptotischen Proteine Bad und Caspase 9. Aulerdem hemmt es den
Transkriptionsfaktor FKHRL1, der die Apoptose Uber transkriptionelle Hochregulation von Bim,
Puma und Noxa fordert. Nach kombinierter Behandlung aus Bestrahlung und ErPC/ErPC3 wird P-
Akt dephosphoryliert, wodurch der hemmende Einfluss auf die nachgeschalteten Effektorproteine
entsprechend vermindert und die Induktion der Apoptose deutlich begunstigt wird.

Darliber hinaus kdnnten weitere bisher nicht untersuchte Wege fiir die Apoptose-Induktion
nach ErPC/ErPC3 und Bestrahlung von Bedeutung sein. Dafur kame z.B. der SAPK/JNK-
Weg in Frage, der Uber den mitochondrialen Zelltodweg in die Apoptose mindet (Aoki et al.,
2002; Kharbanda et al., 2000) (Abbildung 6.6). Hideshima und Mitarbeiter konnten kuirzlich

zeigen, dass bei Inhibierung von JNK mit einem spezifischen Inhibitor die Perifosine-
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induzierte Zytotoxizitat aufgehoben wird (Hideshima et al., 2006). Da der stressinduzierte
SAPK/INK-Weg auRerdem auch eine Rolle bei der strahleninduzierten Apoptose bernimmt
(Kharbanda et al., 2000; Verheij et al., 1998), ware dieser Pathway als weiterer Weg nach
Kombinationstherapie zusatzlich zur PKB/Akt-Inhibierung durchaus denkbar. Eine Rolle
dieses Weges bei der Verstarkung der strahleninduzierten Apoptose durch die
Alkylphosphocholine HePC und Perifosine konnte bereits nachgewiesen werden, da
dominant-negatives c-Jun zu einem deutlichen Abfall der Apoptose-Induktion nach
kombinierter Behandlung fuhrte (Ruiter et al., 1999).

Eine weitere Alternative wurde vor kurzem mit der Biosynthese des Phosphatidylcholin in
Zusammenhang gebracht (van der Luit et al.,, 2007). Dabei wurde u.a. fur die
Alkylphosphocholine Edelfosine und ErPC gezeigt, dass sie zumindest in S49 Lymphom-
zellen die Phosphatidylcholinsynthese hemmen und dartiber Apoptose auslésen kdnnen.

In der Annahme, dass die Hemmung des PKB/Akt-Wegs von Bedeutung fur die kombinierte
Behandlung nach ErPC/ErPC3 und Bestrahlung ist, bleibt die Frage nach dem fehlenden
Bindeglied zwischen ErPC/ErPC3 und Akt bzw. Bestrahlung und Akt. Zum einen kdnnte eine
Verbindung Uber die kirzlich festgestellte Hemmung der Phosphatidylcholinsynthese nach
Edelfosine und ErPC bestehen (van der Luit et al., 2007). In diesem Zusammenhang konnte
nachgewiesen werden, dass Inhibierung der Phosphatidylcholinsynthese die Inhibierung von
PKB/Akt vorantreibt (Kawada et al., 2002). Dies konnte dann urséchlich fur die beobachtete
Akt-Hemmung in den verschiedensten Zelltypen sein (Hideshima et al., 2006; Kondapaka et
al., 2003; Ruiter et al., 2003).

Eine weitere - und im Fall des ErPC/ErPC3 auch wahrscheinlichere Mdglichkeit - liegt in der
Bildung von Ceramid, die sowohl durch ionisierende Strahlung als auch durch
Alkylphosphocholine gefordert werden kann. Nach Bestrahlung wird durch das Enzym Saure
Sphingomyelinase Ceramid aus Sphingomyelin der Zellmembranen gebildet, welches dann
Uber den mitochondrialem Zelltodweg Apoptose einleitet (Haimovitz-Friedman et al., 1994;
Kolesnick and Fuks, 2003).

Hara und Mitarbeiter fanden auf3erdem heraus, dass Ceramid vor allem in Zellen ohne
funktionellem p53 bei der Caspasen-Aktivierung nach Bestrahlung eine besondere Rolle
spielt (Hara et al., 2004). Da die von uns untersuchten T98G und T-Lymphomzellen ebenfalls
kein funktionelles bzw. kein p53 besitzen, kénnte der Ceramid-Weg auch in diesen Zellen
von Bedeutung sein.

Bei Behandlung humaner Zellen mit dem Alkylphosphocholin HePC wurde ebenfalls eine
Beteiligung des Ceramid-Wegs an der Apoptose in humanen Zellen nachgewiesen (Wieder
et al., 1998) und Untersuchungen an C6 Gliomen von Ratten deuten auf eine Bedeutung der

Ceramid-induzierten Apoptose nach ErPC-Stimulation hin (Jendrossek and Handrick, 2003).
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Abbildung 6.6 Die Wirkung von IR plus ErPC/ErPC3: Regulations mechanismen oberhalb
des Mitochondriums

Neben dem ,klassischen” Zelltodweg tiber p53/73 vermittelt IR auch Ceramid-induzierte Apoptose
Uber Aktivierung des Enzyms saure Spingomyelinase (ASM), das Ceramid aus Sphingolipiden der
Zellmembran generiert. Diese Ceramidfreisetzung aus Membranlipiden kénnte auch durch
ErPC/ErPC3 begiinstigt werden, was zu einem Kombinationseffekt beider Stimuli beitragen
konnte. Ceramid fordert zum einen die Translokation von Bax zum Mitochondrium und wird
andererseits mit einer Dephosphorylierung von P-Akt in Zusammenhang gebracht. Des weiteren
scheint eine Verbindung von Ceramid zum pro-apoptotischen JNK-Pathway zu bestehen. Die
Hemmung von PKB/Akt sowie eine potentielle Aktivierung von JNK kdnnte allerdings auch direkt
durch ErPC/ErPC3 ohne den Vermittler Ceramid erfolgen. Die Wege aus IR und ErPC/ErPC3
minden gemeinsam im mitochondrialen Zelltodweg, tiber den die kombinierte Wirkung ausgefuhrt
wird.
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Da Ceramid also sowohl bei der Apoptose nach Bestrahlung als auch nach ErPC/ErPC3 von
Bedeutung sein konnte, ware es ein ideales Bindeglied zwischen ,Ursache* und PKB/Akt-
Inhibierung (Abbildung 6.6).

Passend zu dieser Theorie wurde in T98G eine Bax-Aktivierung gefunden, wie sie auch bei
Ceramid-induzierter Apoptose beschrieben wurde (von Haefen et al., 2002). Des weiteren
wurde die durch Ceramid vermittelte Apoptose mit einer Dephosphorylierung von P-Akt
ser473, P-FKHR sowie P-Bad serl36 assoziiert (Basu et al., 1998; Schubert et al., 2000;
Stoica et al., 2003; Zhou et al., 1998), Erscheinungen, die ebenfalls nach kombinierter
Behandlung mit ErPC/ErPC3 und IR in T98G und T-Lymphomzellen beobachtet wurden.
Interessanterweise wird die pro-apoptotische SpleiRvariante Bcl-xs mit einer Induktion durch
Ceramid in Zusammenhang gebracht (Chalfant et al., 2002), was die starke Zunahme an
Bcl-xs in T98G nach ErPC bzw. Kombinationsbehandlung erklaren konnte. Schlielich
konnten Raisova und Mitarbeiter an Melanomzellen und Keratinozyten zeigen, dass Bcl-2
Uberexpression die durch Ceramidase-Inhibitoren ausgeléste Ceramid-vermittelte Apoptose

verhindern kann (Raisova et al., 2002).

6.2.5 Einflisse auf den Zellzyklus nach kombinie  rter Behandlung

I. Rb —an der Schnittstelle zwischen Zellzyklus u  nd Apoptose

In T98G Gliomazellen sowie den T-Lymphomzellen Jurkat vector und JCAM Bak-positiv
wurde nach Stimulation mit ErPC3 sowie nach Kombinationsbehandlung aus IR + ErPC3 ein
deutlicher Rickgang des Rb-Proteins sowie seiner Phosphorylierung an Ser795 und
Ser807/811 detektiert. Aus der Abnahme der Rb-Phosphorylierung kdnnte man prinzipiell
einen verstarkten Arrest der Zellen in G2/M ableiten, wie er nach strahleninduzierter
Schadigung der DNA beschrieben wurde (Genovese et al., 2006). Im Zuge der Schaden wird
ein G2/M-Arrest eingeleitet, der Uber Dephosphorylierung von Rb aufrechterhalten wird
(Naderi et al., 2002).

Allerdings zeigten FACS-Analysen in Jurkat vector und Bak-positiven JCAM Zellen, dass
weder nach Stimulation mit ErPC3 noch nach kombinierter Behandlung aus Bestrahlung und
ErPC3 ein solcher Arrest vorhanden war. Daher sind die verminderten Phospho-Rb-Level
vermutlich auf das beobachtete Verschwinden des Rb-Proteins zuriickzufihren. Denn wird
dieses abgebaut oder runterreguliert, muss entsprechend auch der Anteil an
phosphoryliertem Rb sinken.

Durch verschiedene Arbeitsgruppen wurde gezeigt, dass Rb von Caspasen gespalten
werden kann (Boutillier et al., 2000; Tan and Wang, 1998). Dabei entsteht ein instabiles Rb-



Diskussion 135

Produkt, das zigig und vollstandig durch andere Proteasen abgebaut wird (Janicke et al.,
1996; Tan et al., 1997). Nach Stimulation mit ErPC3 oder Kombinationsbehandlung wurde
zwar kein Spaltprodukt von Rb detektiert, aber aufgrund der beschriebenen raschen
vollstdndigen Rb-Degradation durch Proteasen, muss ein solches Intermediarprodukt auch
nicht unbedingt nachweisbar sein. Passend zu der Hypothese, dass Rb im Zuge der
Apoptose durch Caspasen abgebaut wird, blieben in behandelten Zellen bei Bcl-2
Uberexpression oder Fehlen von Bak und Bax die Level an unphosphoryliertem sowie
phosphoryliertem Rb unveréndert. Durch die Bcl-2 Uberexpression in den Jurkat Bcl-2 Zellen
wird die Apoptose namlich deutlich inhibiert, was eine Erklarung fir die unveréanderten Rb-
Level liefern kénnte. Gleiches passierte in den Bak-negativen JCAM Zellen. Auch hier wurde
die Apoptose geblockt und somit die Caspasen-Aktivierung inhibiert. Die Ergebnisse aus
beiden Jurkat Zelllinien sprechen somit fir eine Beteiligung der Caspasen an der Regulation
des Rb-Proteins. In der Tat konnte in den mit zVAD vorbehandelten Bak-positiven JCAM
Zellen weder nach IR, ErPC3 oder Kombinationsbehandlung ein Rickgang von Rb
beobachtet werden (Abbildung Z.2 der zusétzlichen Abbildungen, Kapitel 9). Daher ist die
Verminderung der Rb-Level auf einen Abbau des Proteins durch Caspasen zuriickzufihren.
Wahrend in Jurkat Bcl-2 Zellen die Apoptose durch Uberexpression von Bcl-2 gehemmt war,
wurde ein voriibergehender Arrest der Zellen in G2/M beobachtet. Die Uberwindung der
Apoptoseresistenz 24 h nach Kombinationsbehandlung spiegelt sich im Auflosen des
Arrestes wieder, aus dem die Zellen langsam beginnen in Apoptose Uberzugehen. Zu
diesem Zeitpunkt war allerdings noch kein Abbau von Rb sichtbar.

Offen bleibt jedoch die Frage, warum der G2/M-Arrest bei Bcl-2 Uberexpression nicht mit
einer Dephosphorylierung von Rb einhergeht, wie dies sonst z.B. nach strahleninduziertem
G2/M-Arrest der Fall ist (Genovese et al., 2006; Naderi et al.,, 2002). Da Rb nun dem
vorzeitigen Abbau durch Caspasen entgeht, kbnnte es im Zuge des Arrests dephosphoryliert
werden. Um der mdoglichen Erklarung naher zu kommen, muss man etwas tiefer in die
Ablaufe nach DNA-Schadigungen eindringen. Unmittelbar nach DNA-Schaden kann der
Transkriptionsfaktor E2F1 posttranslational modifiziert werden (Stevens and La Thangue,
2004). Vor allem Phosphorylierung an Ser3l durch ATM und ATR-Kinasen sowie
Phosphorylierung an Ser354 durch Chk2 erhtéhen die Stabilitat und modulieren die Aktivitat
von E2F1 (Lin et al., 2001; Stevens et al., 2003). Auf der anderen Seite fiuhrt die E2F1-
Stabilitat und -Uberexpression wiederum zu einer ATM-abh&ngigen Phosphorylierung und
Aktivierung von p53, was zur Apoptose-Induktion fihren kann (Powers et al., 2004; Rogoff et
al., 2004) (Abbildung 6.7). Neben dem Verlust von Rb (entweder durch Spaltung und Abbau
oder irreversibler Phosphorylierung an Ser567) scheint die Deregulation der E2F-

Transkriptionsfaktoren der entscheidende Schritt flir die Apoptose-Induktion zu sein (Tsai et
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al., 1998; Ziebold et al., 2001). Interessanterweise wird nach DNA-Schaden die Interaktion
von Rb ausschlief3lich zu E2F1 verstarkt, aber nicht die zu anderen E2Fs (Dick and Dyson,
2003). Andererseits wird jedoch die Reprimierung der Gene, die fur ein Vorankommen in der
G2/M-Phase wichtig sind, vor allem durch die Pocket-Proteine p130 und pl07 reguliert
(Jackson et al., 2005). Somit konnte es sein, dass Rb wahrend des G2/M-Arrests
hauptsachlich fir die Unterdriickung der Apoptose zustandig ist, um der Zelle die noétige Zeit
zur Reparatur der DNA-Schaden zu geben. Die Ubrigen Pocketproteine der Rb-Familie
hingegen konnten vor allem fur die Unterdriickung der Gene zustandig sein, die fur ein
Voranschreiten der Mitose benétigt werden. Sind die Schaden irreparabel, wird Uber p53 der
Weg in die Apoptose geebnet und im Zuge der Caspasen-Aktivierung kann Rb gespalten
und inaktiviert werden. Aus dieser Sichtweise ist eine Dephosphorylierung von Rb nur
sinnvoll, wenn die Apoptose unterdriickt werden soll. Es kdnnte nun aber sein, dass in den
Zellen die Schaden bereits so massiv sind, dass die Wege fir Apoptose langst gebahnt sind
und deshalb keine Indikation besteht, Rb aktiv zu halten. Also bleibt es phosphoryliert und
aufgrund der unzureichenden Caspasen-Aktivierung kann es auch nicht abgebaut werden.
Der Arrest bleibt jedoch wegen der Aktivitat der Ubrigen Pocketproteine aufrechterhalten bis
es der Zelle moéglich ist, die Resistenz der Apoptose zu Uberwinden und diese einzuleiten.

Die gleichen Uberlegungen konnten fir den Fall der Bak-Negativitat geltend gemacht
werden, mit dem einen Unterschied, dass durch die vollstandige Blockade des
Mitochondriums auch nach Kombinationsbehandlung keine Apoptose ausgeldst wird und die
Zellen weiter im Arrest verharren. Die Vorgadnge zwischen Rb und E2Fs im Zuge der
Zellzyklusregulationen sind jedoch hdchst komplex und man kennt bisher nur wenige Details.
Daher bleibt zu sagen, dass es sich bei obigen Uberlegungen um Hypothesen nach heutigem
Wissen handelt, die sich gut mit unseren Beobachtungen vereinbaren lassen. Passend dazu
sind auch Untersuchungen von Hao und Mitarbeitern, die kirzlich nachweisen konnten, dass
E2F1-induzierte Apoptose in Melanomzellen Uber Hochregulation von Puma und Bax-
Translokation zum Mitochondrium vermittelt wird (Hao et al., 2007). Neben diesen
Beobachtungen wurde bisher zusatzlich gezeigt, dass E2F1 die Expression von Mcl-1
hemmen kann (Croxton et al., 2002; Elliott et al., 2001) und die Expression von Puma, Noxa
und Bim sowie einigen Caspasen erhoht (Cao et al., 2004; Chau and Wang, 2003; Fortin et
al., 2004; Hershko and Ginsberg, 2004; Muller et al., 2001; Nahle et al., 2002; Young and
Longmore, 2004). Da wir in unseren Zellen nach kombinierter Behandlung ebenfalls eine
Induktion von Puma, Noxa und Bim feststellen konnten sowie in T98G auch eine verstarkte
Translokation von Bax zum Mitochondrium (festgestellt durch Konformationsédnderung des
Proteins), kdnnte dies bedeuten, dass durch Spaltung von Rb eine optimale Verstarkung der

Apoptose durch E2F1 stattfindet (Abbildung 6.7). Diese wirde den ,klassischen®
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intrinsischen Zelltodweg sicherlich deutlich unterstitzen. Aul3erdem konnte die starke
Abnahme von Mcl-1 nach Kombinationsbehandlung ebenfalls auf einem doppelten Effekt
beruhen, zum einen auf durch Noxa eingeleiteter Degradation im Proteasom, zum anderen

aber auf Herabregulation durch E2F1.

Abbildung 6.7 Abbau von Rb als

moglicher Verstarker der Apoptose
IR + ErPC3 nach kombinierter Behandlung
l Die nach DNA-Schaden aktivierten
Kinasen ATM und ATR kdnnen den

“ . Transkriptionsfaktors E2F1 stabilisieren

DNA-Schaden Caspasen-Aktivierung und seine Aktivitat fordern. E2F1

wiederum fiihrt zu einer ATM-abhangigen

Phosphorylierung und Aktivierung des

Proteins p53, das Apoptose induzieren

ATM/ATR Rb kann. Zusétzlich dazu kann E2F1 die

Expression des anti-apoptotischen Mcl-1

\ / hemmen und die Expression von Puma,

E2F1 X Noxa und Bim induzieren. Des weiteren

kann E2F1 die Translokation von Bax

\// X\A @@ zum Mitochondrium vermitteln. Diese

@ Apoptose-fordernden Eigenschaften von

@ E2F1 werden durch Rb gehemmt. Eine

pS3 zu Beginn der Apoptose auftretende

Caspasen-Aktivierung kann jedoch zur

Bax __= Bax Spaltung von Rb fuhren, das direkt Uber

%.f weitere Proteasen vollstandig degradiert

) wird. Dadurch entféllt sein inhibierender

Einfluss auf E2F1 und die Apoptose kann

durch einen zusatzlichen Mechanismus
weiter verstarkt werden.

1. p27ir

p27 ist ein Mitglied der Cip/Kip Familie von Cdk-Inhibitoren (Cyclin dependent kinsase
Inhibitoren) (Sherr and Roberts, 1999). Durch Binden an cdk2 und cdk4/6 Komplexe wird die
Kinaseaktivitat der cdks inhibiert und auf diese Weise ein Voranschreiten des Zellzyklus in
G1 gehemmt (Morgan, 1997). Damit der Zellzyklus weiterlaufen kann, muss also zunachst
p27 abgebaut werden. Tatsachlich ist p27 ein Protein von kurzer Lebensdauer und sein
Abbau erfolgt Uber das Ubiquitin-Proteasom-System (Pagano et al., 1995). Dabei wird p27
durch cdkl oder cdk2 an Thr187 phosphoryliert, wodurch es von der SCF3**? Ubiquitin-

Ligase erkannt und im Proteasom abgebaut wird (Bloom and Pagano, 2003).
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In Fallen eines G1-Arrestes wird p27 daher stabilisiert, was hauptséchlich tber zwei Proteine
geschieht. Zum einen fuhrt Uberexpression von FKHR zu einer transkriptionellen
Hochregulation und unmittelbar ansteigenden Proteinleveln an p27 (Dijkers et al., 2000b;
Medema et al., 2000), zum anderen ist Rb in der Lage, die Expression von p27 zu férdern
um so die cdk-Aktivitat zu hemmen (Alexander and Hinds, 2001; Ji et al., 2004). Zusatzlich
dazu kann Rb die SCF3? Ubiquitin-Ligase binden und somit durch Inhibierung der p27-
Ubiquitinierung die Stabilitdt von p27 erhéhen (Ji et al., 2004).

Als Gegenspieler zu FKHR und Rb kann PKB/Akt das Fortschreiten des Zellzyklus Uber
Inhibierung von p27 vorantreiben. Dazu phosphoryliert es p27 an Thrl57, einer Stelle die
direkt in der Kernlokalisierungssequenz liegt (Shin et al., 2002; Viglietto et al., 2002). Die
Phosphorylierung von p27 an Thrl57 hat zur Folge, dass p27 von 14-3-3 Proteinen
gebunden und aktiv aus dem Kern exportiert wird (Fujita et al., 2002). Im Zytoplasma wird
p27 unmittelbar sequestriert und abgebaut (Shin et al., 2002), wahrend sich im Kern Cyclin-
cdk-Komplexe ausbilden, die den Zellzyklus vorantreiben (Morgan, 1997).

In T98G war ein leichter Riickgang an p27 in behandelten Zellen zu erkennen, wobei jedoch
kein Kombinationseffekt zu beobachten war. Dieser leichte Riickgang an p27 passt zu der
Tatsache, dass die Zellen nicht in G1 arretieren und entspricht wohl dem p27-Turnover, der
stattfindet, wenn die Zellen nicht in G1 arretiert werden. Allerdings war nach kombinierter
Behandlung aus 5 Gy und 25 pM ErPC in T98G ein deutlicher Rickgang der
Phosphorylierung von p27 an Thrl57 zu beobachten. Das wiederum bedeutet, dass PKB/Akt
p27 an dieser Stelle weniger phosphorylieren kann, was auf den Rickgang seiner Aktivitat
durch kombinierte Behandlung zurtickzufiihren ist. Es handelt sich bei den Veranderungen
an p27 mit groRter Wahrscheinlichkeit also nur um einen Nebeneffekt, der mit verminderter

PKB/Akt-Aktivierung einhergeht und keine Auswirkungen auf den Zellzyklus hat.

6.2.6 yYH2AX - Kombinationseffekte der Focibildung nachl R und ErPC3

Durch Einwirkung ionisierender Strahlung auf Zellen werden u.a. Sauerstoff-Radikale
gebildet, die neben weiteren Reaktionen auch Doppelstrangbriiche (DSB) in der DNA
hervorrufen. Als Folge dessen kommt es innerhalb von Minuten zur Bildung von y-H2AX, der
phosphorylierten Form der Histonvariante H2A (Rogakou et al., 1998), die sich als
sogenannte Focis innerhalb eines Bereichs von jeweils einer Megabase zu jeder Seite des
DSB anlagern (Rogakou et al., 1999). Die Phosphorylierung von H2AX zu y-H2AX erfolgt
durch die Kinasen der PI-3-Kinasenfamilie ATM (Burma et al., 2001; Stiff et al., 2004; Wang
et al., 2005), ATR (Anderson et al., 2001; Ward and Chen, 2001) und DNA-PK (Park et al.,
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2003; Stiff et al., 2004; Wang et al., 2005). Diese Kinasen initiieren auch Signalkaskaden, die
die DNA-Reparatur aktivieren, den Zellzyklus bis zur Behebung der Schaden inhibieren oder
alternativ Apoptose einleiten, falls die Schéden irreparabel sein sollten. Die y-H2AX-Foci
hingegen dienen als Pattform fir zahlreiche weitere Proteine, die mit der DNA-Reparatur
assoziiert sind (Paull et al.,, 2000). So wurde berichtet, dass y-H2AX zahlreiche DSB-
Erkennungs- und Reparaturproteine einschlie3lich Chromatin-modifizierender Faktoren in die
unmittelbare Umgebung der Bruchstelle rekrutiert (Downs et al., 2004; Morrison et al., 2004;
van Attikum et al., 2004) sowie DNA-Checkpoint-Proteine (Fernandez-Capetillo et al., 2004,
Nakamura et al., 2004) und Cohesin (Bassing and Alt, 2004; Shroff et al., 2004; Unal et al.,
2004). Cohesin ist vor allem fiir die Homologe Rekombination (HR) zur Reparatur der DSB
von Bedeutung, bei der es auf die rdumliche Nahe der Schwester-Chromatiden ankommt.
Die Rekrutierung des Kohesionskomplexes durch y-H2AX ist daher fir die DSB-Reparatur
von elementarer Bedeutung (Strom et al., 2004; Xie et al., 2004). Kann die Reparatur
erfolgreich eingeleitet werden, erfolgt ein Ablésen der y-H2AX-Foci vom Chromatin mit
anschliel3ender Dephosphorylierung des Histons (Keogh et al., 2006). Sind die Einbuf3en an
der DNA jedoch so massiv, dass sie nicht mehr repariert werden kénnen, verbleiben die Foci
an der Bruchstelle und dienen so als Mal3 fur die Schwere der Schaden. Untersucht man
also Zellen nach Behandlung zu spéateren Zeitpunkten und findet immer noch verbleibende y-
H2AX-Foci, kann man vermutlich von einer Anhaufung unreparierter und evtl. irreparabler
Schaden ausgehen, was mit einem erhdhten Ansprechen auf die Behandlung einhergeht
(Kao et al., 2006). Ein Bestehen der Foci am Chromatin tber langere Zeitrdume (bis 24h)
konnte auch in Zellen beobachtet werden im Zusammenhang mit einem erhdhten
Ansprechen auf ionisierende Strahlung im Vergleich zu Zellen mit geringerer y-H2AX-Foci-
Bildung (Taneja et al., 2004).

Da als weiterer mdglicher Verstarkermechanismus flr die strahleninduzierte Apoptose nach
kombinierter Behandlung mit ErPC/ErPC3 auch eine erhdhte Induktion von DNA-Schaden in
Frage kommt, wurde als Mal3 hierfir die y-H2AX-Foci-Bildung nach 40 min immunfluores-
zenzmikroskopisch analysiert. Bestrahlung fiihrte in allen Zellen zu einem deutlichen Anstieg
der H2AX-Phosphorylierung mit gleichmagiger Verteilung der Foci im gesamten Zellkern.
Obwohl ALPs die DNA primar nicht beeinflussen, induzierte auch Stimulation mit ErPC3 die
Focibildung, wobei diese vereinzelter und von groRerer Auspragung auftraten. Nach
kombinierter Behandlung konnte jedoch im Vergleich zu den Einzelbehandlungen eine
eindeutige Zunahme der Focibildung beobachtet werden, was auf einen Kombinationseffekt
beider Behandlungen schlie3en lasst. Nun bleibt die Frage, woher die DNA-Sch&den nach
ErPC3 herruhren. Als mdgliche Erklarung hierfir kAme die Bildung von ROS in Frage, nach

der es zu verschiedensten Fehlern in der DNA kommen kann angefangen von
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Alkylierungsprodukten und Einzelstrang-Lasionen (Einzelstrangbriiche, Basenaustausche,
Oxidationsprodukte wie 8-Oxoguanin) bis hin zu DSB (Moller and Loft, 2004; Tanaka et al.,
2006; Vilenchik and Knudson, 2003). Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung von
ROS nach ErPC/ErPC3 zwar nicht untersucht, fir die Alkylphosphocholine Edelfosine und
Perifosine konnte jedoch bereits nachgewiesen werden, dass die Induktion von ROS am
Wirkmechanismus der Substanzen beteiligt ist (Gajate et al., 2000; Rahmani et al., 2005;
Renis et al., 2000; Vrablic et al., 2001; Zhang et al., 2007). Daher liegt die Vermutung nahe,
dass auch nach ErPC3 ROS entsteht und so die Lasionen in der DNA erzeugt. Unter 6.2.4
wurde bereits spekuliert, dass Ceramid das fehlende Bindeglied zwischen ErPC/ErPC3 und
Akt-Inaktivierung sein konnte. Von Ceramid ist aber ebenfalls bekannt, dass es am
Mitochondrium die ROS-Bildung férdern kann und nach Behandlung von Jurkat Leukamie-
Zellen mit Perifosine konnte eine Steigerung der Ceramidproduktion mit ROS-Bildung
beobachtet werden (Rahmani et al., 2005).

Die Ergebnisse der Kombinationsversuche in T98G zeigen also einen eindeutigen
Kombinationseffekt an DNA-Schaden, der vermutlich auf einem Zusammenwirken
endogener ROS-Bildung durch ErPC und exogen verursachter Strahlenschaden beruht. Dies
bedeutet initial allerdings lediglich, dass starke Schaden an der DNA entstehen, diese
konnten aber theoretisch immer noch grof3tenteils repariert werden. Um daher besser
bestimmen zu konnen, ob die DNA-Lasionen tatsachlich wesentlich zur kombinierten
Wirkung beitragen, ist es sinnvoll, den Zustand der y-H2AX-Foci zu einem spéateren Zeitpunkt
nach z.B. 24 h zu bestimmen (siehe oben). In der Tat waren die Foci noch 24 h nach
Behandlung vorhanden (Abbildung Z.3, Kapitel 9) und erschienen sogar deutlicher und
groRRer als initial nach 40 min. Dies spricht deutlich fir eine Akkumulation unreparierter DNA
und fir eine Beteiligung des Apoptosesignalings nach irreparablen DNA-Schaden am
Gesamtbetrag des Zelltods durch kombinierte Behandlung aus IR und ErPC/ErPC3.
Zusatzlich zu den Immunfluoreszenz-Analysen wurde der Status von H2AX auch im Western
Blot zu sehr spaten Zeiten, namlich 48 h nach Behandlung untersucht. Auch nach diesem
Zeitpunkt war die Phosphorylierung von H2AX massiv und vor allem die Kombinationswir-
kung im Vergleich zu den Einzelbehandlungen besonders offensichtlich. Nun gibt es
allerdings die These, dass im Zuge der Apoptose selbst y-H2AX-Foci entstehen (durch
Phosphorylierung tGber JNK-Kinase), die fir die durch Caspasen aktivierten CAD-Enzyme
von Bedeutung sind (Lu et al., 2006; Sluss and Davis, 2006) und es kénnte der Verdacht
entstehen, dass es sich nach 48 h nicht mehr um die durch Strahlung oder ROS
verursachten Schaden handelt sondern vielmehr um Effekte der Apoptose selbst. Zum
gleichen Zeitpunkt waren in T98G unter Kombinationsbehandlung mit 5 Gy und 25 uM ErPC

24% apoptotische Zellen nachweisbar, weswegen es schwer ist, den genauen Ursprung
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dieser H2AX-Phosphorylierung festzulegen. Dennoch kann man einen eindeutigen
Kombinationseffekt erkennen, egal ob man ihn aus einem potentiellen irreparablen DNA-
Schaden abliest (wie er sich bereits durch die Immunfluoreszenz-Analysen nach 24 h

andeutet) oder ob man von einer bereits eingeleiteten Apoptose ausgeht.

6.3 TRAIL und Bestrahlung

Mit diesem Versuchsteil sollte geklart werden, ob ein Kombinationseffekt aus Bestrahlung
und TRAIL bzw. ETR-2 von der mitochondrialen Rickkopplung tber Caspase 3 und tBid
abhangig ist. Dazu wurde das p53- und Bax-negative JCAM-Zellpaar verwendet, das sich
durch Bak-Positivitat bzw. Bak-Negativitat auszeichnet.

Bei dem an sich sehr klaren Versuchsansatz, von dem man eine einfache ,Ja-Nein-Antwort*
hatte erwarten kénnen, kamen jedoch einige interessante Ergebnisse zum Vorschein, die im
folgenden dargelegt und diskutiert werden sollen.

Einleitende Untersuchungen zur Einzelwirkung der Substanzen zeigten, dass es sich bei den
Bak-negativen JCAM um Jurkat Zellen vom Typ | handeln muss, da die initiale Aktivierung
der Caspase 8 ausreichend war, um Apoptose auszulésen. Bei Typ Il Zellen wére hingegen
ein Verstarkerloop lbers Mitochondrium notwendig, um ausreichende Caspase 3-Aktivierung
zu ermdoglichen (Scaffidi et al., 1998). Da dies in den Bak-negativen Zellen aber nicht
maoglich ist, kann man diese aufgrund ihres guten Ansprechens auf TRAIL und ETR-2 als
Typ | Zellen einordnen. Prinzipiell sollte man davon ausgehen kénnen, dass dann auch die
Bak-positiven JCAM Zellen vom Typ | sind. Die siRNA-Versuche zeigten jedoch, dass
Hemmung von Bak die apoptotische Antwort auf TRAIL deutlich hemmen kann, wodurch
man wenn zwar nicht unbedingt von einer Abhangigkeit, dann aber doch zumindest von
einem verstarkenden Effekt des Mitochondriums ausgehen muss.

Ebenso erstaunlich ist die Tatsache, dass TRAIL leicht besser und ETR-2 deutlich besser in
den Bak-negativen Zellen wirkt im Vergleich zu den Bak-positiven Zellen.

Erwartungsgemal konnte Strahlung allein nach 24 h keinen apoptotischen Zelltod in Bak-
negativen Zellen erzeugen, da ihre Wirkung auf einen intakten intrinsischen mitochondrialen
Zelltodweg angewiesen ist. Stattdessen arretierten die Zellen in G2/M. Umso
Uberraschender war, dass - nach relativ spaten Zeiten zwar - immerhin bis zu 40 % Zelltod
nach Bestrahlung eingeleitet wurde. Dementsprechend konnte man auch eine leichte
Wirkungsverschiebung der kombinierten Behandlung erkennen: Wahrend nach 24 h die
kombinierte Wirkung in Bak-positiven Zellen noch leicht Gberwiegte, so war die Effizienz der

Kombination nach 48 und 72 h in den Bak-negativen Zellen erhoht. Die zunehmende
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Apoptose-Induktion nach Bestrahlung allein sowie nach kombinierter Behandlung war
begleitet von einer Abnahme an Zellen in G2/M des Zellzyklus.

Diese Beobachtungen bedirfen nun einer genaueren Durchleuchtung.

Prinzipiell kbnnte man behaupten, die festgestellten unterschiedlichen Ergebnisse aus den
Versuchen mit Bak-negativen Zellen im Vergleich zu den Versuchen mit siRNA in Bak-
positiven Zellen rihre daher, dass die Zellpaare nicht aus demselben Klon entstanden sind.
Die Bak-negativen Zellen kénnten im Vergleich zu den Bak-positiven Zellen also noch eine
weitere bisher unbekannte Mutation besitzen, die fir die beobachteten Unterschiede
verantwortlich ist. Da sich aber wahrend der Versuchsreihen mit ErPC3 nie ein Unterschied
gezeigt hat, ist diese Theorie nicht unbedingt die wahrscheinlichste und man kénnte ebenso
einen anderen Mechanismus in Betracht ziehen, der die beobachteten Phanomene erklart.
Was hierfir jedoch in Frage kame liegt nur im Rahmen der Spekulation, da zu wenig bekannt
ist Uber alternative Todeswege nach Rezeptorstimulation und ihre Trigger. Mit dem, was
bisher bekannt ist, wird im Folgenden eine Hypothese aufgestellt, die alternativ zu der oben
genannten Moglichkeit der unterschiedlichen Zellklone die detektierten Ergebnisse erklaren
konnte: In dem vorhandenen JCAM-Zellsystem wird der Verstarkerloop tibers Mitochondrium
zur Verbesserung der Apoptose-Induktion genutzt. Erst bei 100%igem Ausfall durch Fehlen
von Bax und Bak greift ein alternatives Backup-System in der Zelle, das den Todesrezeptor-
weg unterstitzt und sich grundlegend von den klassischen Apoptosesystemen unterscheidet.
In diesem Zusammenhang kéame ein Lysosomen-vermittelter Zelltodweg in Frage. Dieser
wird z.B. auch an Zelltodrezeptoren Uber den Adapter RIP (receptor-interacting protein)
vermittelt (Kroemer and Martin, 2005). Nach Stimulierung der Zelltodrezeptoren kann es
auch zur RIP-Aktivierung kommen, wodurch - evtl. Uber JNK vermittelt - Cathepsine aus
Lysosomen freigesetzt werden. Meistens wird lysosomal eingeleiteter Zelltod mit Nekrose
oder CICD (Caspase-independend cell death) in Zusammenhang gebracht (Broker et al.,
2005; Kroemer and Matrtin, 2005). Andererseits wurde berichtet, dass lysosomale Proteasen
Caspasen direkt spalten und aktivieren kdénnen und damit zu einem friihen Ereignis der
Apoptose beitragen (Broker et al., 2005) (Abbildung 6.8).

Ausgehend von dieser Modellvorstellung wirden sich die beobachteten Ergebnisse aus den
JCAM-Versuchen folgendermal3en erklaren lassen:

Die Einzelwirkung von TRAIL war in den Bak-negativen Zellen leicht und die des ETR-2 stark
erhoht im Vergleich zu den Bak-positiven Zellen. Letzterer Unterschied kam dadurch
zustande, dass die Bak-positiven Zellen nur sehr schwach auf Einzelbehandlung mit ETR-2
reagierten im Vergleich zur Einzelbehandlung mit TRAIL. Der Rezeptorstatus des TRAIL-
Rezeptor 1 und 2 war allerdings in beiden Zelllinien identisch. Von Wendt und Mitarbeitern

wurde gezeigt, dass die Wirkung von TRAIL in den soliden Tumorzellen HCT-116 und Du
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145 streng abhangig ist vom Protein Bax und dieses nicht durch Bak ersetzbar ist (Wendt et
al., 2005). In unserem Zellsystem der JCAM scheint sich dies nur teilweise zu bestatigen und
zwar insofern, dass die Ruckkopplung Ubers Mitochondrium durch das Fehlen von Bax
abgeschwacht ausfallt, aber die Funktion von Bax durch Bak teilweise ersetzt werden kann.
Dabei scheint Bax fiir TRAIL kaum essentiell zu sein, fir ETR-2 jedoch bedeutend wichtiger.
Das ware eine Erklarung warum die Wirkung nach ETR-2 in den Bak-positiven Zellen
deutlich geringer ausféllt als diejenige nach TRAIL. Warum regieren aber nun Bak-negative
Zellen besser auf beide Stimuli? In einer Zelle laufen nach Stress - wie er durch Behandlung
induziert wird - immer die Zelltodwege ,erster Wahl* ab, sofern sie méglich sind. Im Fall der
Bak-positiven Zellen bleibt die mitochondriale Riickkopplung moglich, auch wenn durch das
Fehlen von Bax vielleicht beeintrachtigt. Also wird kein alternativer Weg zugeschaltet.
Ahnliches passiert bei Inhibierung von Bak mit siRNA. Durch die siRNA wird der Weg uibers
Mitochondrium gehemmt, aber nicht vollstdndig geblockt, da man mit der siRNA kein
100%iges Stilllegen von Bak erreicht. Also bleibt die Zelle bei dem géngigen Zelltodschema
und als Folge dessen wurde die Inhibierung der Apoptose nach siRNA beobachtet, obwohl
die Ergebnisse aus den Bak-negativen Zellen urspringlich das Gegenteil hatten vermuten
lassen.

In den Bak-negativen Zellen schaltet sich evtl. von vorne herein ein Zusatzmechanismus ein,
da der Stimulus sehr stark ist und die Zelle massiven Stress erfahrt (Abbildung 6.8). Uber
oben beschriebene These koénnte der klassische Typ I-Rezeptorweg also z.B. Uber
lysosomalen Zelltod verstarkt werden. Diese Art Trigger ware auch eine moégliche Erklarung
fur die spate Zelltod-Induktion nach Bestrahlung. 10 Gy bedeuten auch fur Jurkats massiven
zellularen Stress und so arretieren sie zunachst, da keine mitochondriale Apoptose mdglich
ist. Es konnte aber bereits gezeigt werden, dass nach Bestrahlung ein Clustern der CD95-
Rezeptoren induziert werden kann (Friesen et al., 1996; Fulda et al., 1998; Herr et al., 1997).
Was bei intaktem Mitochondrium mittlerweile lediglich als Nebeneffekt der Bestrahlung
angesehen wird, konnte im Fall der Bak-negativen JCAM aber schlie8lich zu spéten
Zeitpunkten den beobachteten Zelltod auslésen. Fir die kombinierte Behandlung wirde das
bedeuten, dass aufgrund der Bestrahlung zunéchst noch ein Teil der Zellen arretiert und der
Zelltod daher geringer ausféllt als in den Bak-positiven JCAM. Nach 48 h hat sich dieser
Arrest wieder relativiert und deshalb sterben die Zellen nun wieder besser im Vergleich zu
den Bak-positiven JCAM.

Es bleibt allerdings zu betonen, dass es sich lediglich um eine Theorie handelt, die nicht
durch weitere Untersuchungen abgesichert ist. Anhand der Western Blots konnte jedoch
sicher gezeigt werden, dass die Bak-positiven Zellen offenkundig auf den mitochondrialen

Verstarker zurickgreifen, wahrend die Bak-negativen ohne mitochondriale Beteiligung



Diskussion 144

Zelltodrezeptor

e T Yy
W~ OO0 RS K '*—"‘— PETATT fh*— .f_,_ L o0
LI ) e SR HEFERPCEHEOEECEERREEHS '-",-"::

oo Cathepsine

“ ~

EEENTTE  Ppro-
ENTTE Casp-3

e

Casp-8 :
I
ks Casp-3 ————»
I

Apoptose

Abbildung 6.8 Modell zur Verstarkung des extrinsischen Apopto sewegs Uber
einen lysosomalen Zelltodweg in Bak-negativen JCAM

Bei den Bak-negativen JCAM ist wegen des Fehlens von Bak und Bax kein Verstarker-
mechanismus der extrinsischen Apoptose bers Mitochondrium madglich. Es kann jedoch
sein, dass in diesem Zellsystem ein zusatzlicher Zelltodmechanismus der ,2. Wahl* zum
Tragen kommt. Dieser kénnte Uber das Protein RIP eingeleitet werden, das Uber den
Adapter TRADD an Zelltodrezeptoren rekrutiert und dann aktiviert wird. Aktives RIP kann
daraufhin - evtl. Uber JNK vermittelt - die Freisetzung von Cathepsinen aus Lysosomen
bewirken. Diese konnen Caspasen direkt spalten und so zur Apoptose beitragen.

auskommen. Denn in den Bak-positiven Zellen wurde nach Kombinationsbehandlung neben
PARP-Spaltung sowohl aktive Caspase 9 als auch aktive Caspase 3 nachgewiesen,
angezeigt durch die Anwesenheit beider Spaltfragmente der jeweiligen Caspasen (p37 und
p35 fur Caspase 9 sowie p19 und pl17 fur Caspase 3). Im Vergleich dazu wurde in den Bak-
negativen Zellen PARP nach Kombinationsbehandlung ebenfalls gespalten, aber die
Caspasen 9 und 3 waren nur partiell aktiviert. Bei Caspase 9 entsteht das p35-Fragment im
Apoptosom durch autokatalytische Spaltung, wahrend p37 bei retrograder Aktivierung durch

Caspase 3 gebildet wird (Cain et al., 2002; Zou et al., 2003). Das nach kombinierter



Diskussion 145

Behandlung detektierte Spaltfragment der Caspase 9 stammt also aus der Spaltung Uber
Caspase 3 und zeigt, dass keine Ruptur des Mitochondriums in Autonomie von Bak und Bax
einsetzt. Die initiale Spaltung der Caspase 3 durch Caspase 8 filhrt zur Generierung von
Fragmenten der Gré3e p20 und pl2. Das gréf3ere der Fragmente kann anschliel3end weiter
prozessiert werden. Dies geschieht zum einen durch die bereits aktive Caspase 3 selbst,
wobei das pl9-Fragment entsteht (Atkinson et al., 1998) oder durch Caspase-9, was zur
Bildung von pl7 fihrt (Slee et al., 1999). Auch hier bestatigt das Fehlen von pl7 die
fehlende Aktivitdt von Caspase 9. Allerdings reicht die Prozessierung von Caspase 3 durch
Caspase 8 mit anschliel3ender Selbstspaltung zu pl19 vollstandig aus, um die apoptotischen
Funktionen zu erfullen.

Zusammenfassend liegt also die Vermutung nahe, dass Zellen nach Stress durch starke
Stimuli auf die mitochondriale Ruckkopplung zurtickgreifen, wenn sie zur Verfigung steht,
anscheinend aber Moglichkeiten entwickeln kénnen, andere effektive Wege in den Zelltod zu

finden.

6.4 Die Dreifachbehandlung aus Bestrahlung, TRAI L und ErPC3
Mit Bestrahlung und ErPC/ErPC3 steht eine Kombination zur Verfligung, die auch in p53-

negativen Systemen effizient Apoptose in Tumorzellen mit intaktem mitochondrialen
Zelltodweg auslésen kann. Auf eine Kombinationstherapie aus Bestrahlung und TRAIL
sprechen sowohl Tumorzellen mit funktionsfahigem Mitochondrium an als auch solche, bei
denen keine intrinsische Apoptose mehr moglich ist. Ein Tumor wiederum zeichnet sich
dadurch aus, dass er aus einem inhomogenen Gemisch heterogener Tumorzellen besteht,
die Defekte in den verschiedensten Genen sowie epigenetische Veranderungen tragen und
somit aufgrund unterschiedlichster Ursachen resistent gegen die reguldren Selbstmordpro-
gramme einer Zelle geworden sind. Um mdglichst viele dieser Zellen therapeutisch zu
erreichen und eliminieren zu kodnnen, wirde daher eine kombinierte Therapie aus
Bestrahlung, ErPC3 und TRAIL durchaus Sinn machen. Zum einen kdnnte durch den Zusatz
von TRAIL Zellen mit Defekten in der Ausfilhrung der intrinsischen Apoptose entgegen-
getreten werden, zum anderen fihrt in Zellen mit Anhdufung zahlreicher Defekte erst das
Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwertes zum Eintritt in die Apoptose. Dieser wiirde
auch in Zellen mit moéglichem mitochondrialen Zelltodweg teilweise durchaus erst nach
Dreifachkombination erreicht.

Die Wirkung des Alkylphosphocholines Perifosine in Kombination mit TRAIL wurde kuirzlich

an A549, H460 und H157 Zellen untersucht, wobei in allen Zelllinien ein deutlicher
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Kombinationseffekt in der DNA-Fragmentierung beobachtet werden konnte (Elrod et al.,
2007). Weiterfuhrende Untersuchungen dazu wurden jedoch noch nicht durchgefuhrt. Eine
synergistische Kombinationswirkung aus TRAIL und Bestrahlung konnte ebenfalls bereits in
verschiedenen Tumorzelllinien (aus Mamma, Lunge, Colon, Kopf-Hals und Lymphomen)
nachgewiesen werden (Belka et al., 2001; Marini et al., 2005).

Die Apoptose-Induktion nach Dreifachkombination aus Bestrahlung, TRAIL und ErPC3
wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit anhand der Bak-positiven JCAM Zellen zum
ersten Mal untersucht. Dabei konnten ausgezeichnete Kombinationswirkungen beobachtet
werden, denn fur kombinierte Behandlung aus Bestrahlung mit 10 Gy, Stimulation mit 0.6
ng/ml TRAIL sowie 18 pg/ml ErPC3 wurde bereits nach 12 h eine Apoptose-Induktion von

Uber 90% nachgewiesen werden.

6.5 Ausblick

Trotz der vielversprechenden in vitro Ergebnisse von synthetischen Phospholipiden
bezuglich ihrer Anti-Tumor-Wirkung gelangten nur ein sehr geringer Teil der entwickelten
Substanzen tatsachlich in die Kklinische Anwendung. So war z.B. trotz der Erfolg
verheiRenden Versuche zu Edelfosine dessen antineoplastische in vivo Aktivitdt leider
aulRerst moderat. Dies war darauf zurtickzufiihren, dass Edelfosine nach systemischer Gabe
zigig verstoffwechselt wird und eine Anreicherung im Gewebe ausblieb (Magistrelli et al.,
1995). HePC, war das erste APC-Derivat, das in die Klinik eingefihrt wurde. Allerdings
verhindern h&molytische und gastro-intestinale Nebenwirkungen eine breite klinische
Anwendung. Auch das peroral applizierbare Perisfosine wird mittlerweile in der klinischen
Anwendung gestestet. In verschiedenen Phase | und pharmakokinetischen Studien wurden
neben Miudigkeit hauptsachlich gastro-intestinale Nebenwirkungen beobachtet, die
dosislimitierend sind (Crul et al., 2002; Van Ummersen et al., 2004). Allerdings konnte in
Phase Il Studien bei Patienten mit metastasierendem oder rezidivierendem Melanom (Ernst
et al., 2005) sowie in Patienten mit androgen-unabhéangigem Prostatakarzinom (Posadas et
al., 2005) nach alleiniger Gabe von Perifosine kein signifikantes Ansprechen festgestellt
werden. Eine erste Phase | Studie zur Evaluierung der Toxizitat einer kombinierten Therapie
aus Bestrahlung und Perisfosine zeigt, dass die Kombination beider Stimuli bei Patienten
moglich ist (Vink et al., 2006b) und lasst auf ein Ansprechen in der Kombinationstherapie
hoffen.

Im Gegensatz zu den oben genannten APC-Derivaten weisen ErPC und ErPC3 keine

hamolytischen Nebenwirkungen auf und eignen sich deshalb zur intravendsen Applikation.
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Nach wiederholter intraventser Gabe nichttoxischer Konzentrationen an ErPC bei Ratten
konnte eine Akkumulation der Substanz in verschiedenen Geweben einschliel3lich des
Gehirns festgestellt werden (Erdlenbruch et al., 1999). Somit kann die Substanz bei
intravendser Gabe auch die Blut-Hirn-Schranke dberwinden und sich im Hirntumor
anreichern, was eine Voraussetzung fir die klinische Therapie maligner Gliome darstellt.
ErPC3 war insgesamt die effizientere der beiden Substanzen, sowohl in der Einzelgabe als
auch nach kombinierter Behandlung der Zellen mit Bestrahlung. Dies gilt sowohl fir die
Steigerung der strahleninduzierten Apoptose als auch fir die erfolgreiche Ausléschung
klonogener Tumorzellen im Koloniebildungstest.

Als Konsequenz wurde 2006 eine klinische Phase | Studie unter Dr. L. H. Lindner in der
Inneren Medizin [l der Universitatsklinik GroRBhadern in Muinchen initiiert (Lindner,
personliche Mitteilung). Dabei wurde ErPC3 an austherapierte Patienten intravends uber
Infusion gegeben. Die urspringlich als maximale Dosisstufe eingeplante ErPC3-
Konzentration wurde so gut toleriert, dass die Studie um weitere Dosisstufen erweitert
wurde. Die maximal tolerierte Dosis ist noch nicht erreicht (Lindner, persdnliche Mitteilung).
Da bisher keine systemischen Nebenwirkungen auftraten, konnte mit ErPC3 das
dosislimitierende Problem friherer ALPs Uberwunden werden. Zusatzlich steht eine
Substanz zur Verfigung, die aufgrund der in vitro Ergebnisse ideal fir kombinierte

Therapieansatze mit Bestrahlung bzw. TRAIL geeignet ist.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl ErPC als auch ErPC3 die
Sensitivitdt maligner Gliomzellen (T98G, A172 und U87MG) gegeniiber strahleninduzierter
Apoptose steigern konnten. Dabei ergaben sich je nach eingesetzter Strahlendosis bzw.
ErPC/ErPC3-Konzentration sub-additive bis synergistische Kombinationseffekte. Die sehr
gute Kombinationswirkung konnte in T98G auch im Klinisch relevanten Koloniebildungstest
durch effiziente Reduktion der Koloniebildung bestétigt werden, was indikativ fur ein Abtéten
klonogener Tumorzellen ist.

Untersuchungen zur Differenzierung des Zelltods nach kombinierter Behandlung enthdillten
die Apoptose als wichtigen zytotoxischen Mechanismus, einhergehend mit Caspasen-
Aktivierung und PARP-Spaltung. Dabei war der mitochondriale Zelltodweg, der in Jurkat
Zellen mit einem zuséatzlichen Verstérkerloop retrograd tber Caspase 8 und Bid einherging,
entscheidend fiir die Apoptose-Induktion.

Als pro-apoptotische Effekte am Mitochondrium konnten eine zunehmende Aktivierung von
Bax sowie eine Hochregulation von pro-apoptotischen BH3-only Proteinen beobachtet
werden. Parallel zu diesen Ereignissen wurde oberhalb des Mitochondriums PKB/Akt
zunehmend durch Dephosphorylierung inaktiviert und so tber verminderte Phosphorylierung
die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors FKHRL1 entsprechend erhoht, der u.a. die
Transkription von Bim, Puma und Noxa induziert. Im T-Lymphomzellmodell verlangsamte die
Uberexpression von Bcl-2 die Effizienz der Behandlung, wahrend das Fehlen von Bax und
Bak zur vollstéandigen Blockade des Effekts fluhrte. Aul3erdem scheint die Abnahme an anti-
apoptotischem Mcl-1 fiir die pro-apoptotische Wirkung im Jurkat-Zellmodell essentiell zu sein.
In T98G konnte nach Kombinationsbehandlung aus Bestrahlung und ErPC3 eine verstéarkte
Induktion von Strahlenschaden Uber vermehrte y-H2AX-Foci-Bildung aufgezeigt werden.
Nach 24 h waren diese Foci immer noch deutlich vorhanden, was fir irreparable Schaden an
der DNA spricht und fir einen Beitrag von DNA-Schaden vermittelter Apoptose am
Gesamtzelltod bei Kombinationsbehandlung.

Des weiteren wurde das Zellzyklusprotein Rb durch aktivierte Caspasen abgebaut, wodurch
seine hemmende Wirkung auf den Transkriptionsfaktor E2F1 aufgehoben wird. Dadurch
kbnnten weitere Apoptose-fordernde Mechanismen in Gang gesetzt werden, die den
mitochondrialen Zelltodweg unterstitzen.

Die Kombination aus Bestrahlung und TRAIL war sowohl in Bak-positiven als auch in Bak-
negativen JCAM ein effizienter Ausloser von Apoptose. Nach Bestrahlung allein zeigten
jedoch Bak-negative Zellen gegeniber Bak-positiven Zellen zunachst einen massiv
verstarkten Arrest in G2/M mit verzdgerter Apoptose. In den Bak-positiven Zellen war der

Verstarkerloop Ubers Mitochondrium am Gesamitzelltod beteiligt, wéhrend in den Bak-
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negativen Zellen nur der extrinsische Zelltodweg aktiv war. Trotz der Abhangigkeit der
strahleninduzierten Apoptose vom Vorhandensein des mitochondrialen Zelltodwegs, war die
Kombination aus Bestrahlung und Stimulation mit TRAIL in Bak-negativen Zellen nicht
weniger effizient. Damit sind mit dieser Kombinationsbehandlung optimale Voraussetzungen
geschaffen, um Tumore mit schweren Defekten im mitochondrialen Zelltodweg effektiv in die
Apoptose zu treiben.

Die Dreifachbehandlung aus Bestrahlung, TRAIL und ErPC3 zeigte im getesteten Jurkat-
Modell ausgezeichnete Kombinationswirkungen: Trotz starker Dosisreduktion von TRAIL und
ErPC3 im Vergleich zur Zweifachkombination wurde bereits 12 h nach Dreifachbehandlung
eine Apoptose-Induktion von tGber 90% nachgewiesen.

Die in vitro erhobenen Daten zeugen von vielversprechenden Kombinationen aus
Bestrahlung mit ErPC/ErPC3, Bestrahlung mit TRAIL oder der Dreifachkombination aller
getesteten Stimuli und machen sie zu aussichtsreichen und hoffnungsvollen Ansétzen bei
der Therapie maligner Gliome und anderer solider Tumore mit ausgepragter Resistenz

gegeniber Bestrahlung und Chemotherapie.

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden unter folgenden Titeln veroffentlicht:

Rubel A *, Handrick R*, Lindner LH, Steiger M, Eibl H, Budach W, Belka C, Jendrossek V.
The membrane targeted apoptosis modulators erucylphosphocholine and erucylphosphohomocholine
increase the radiation response of human glioblastoma cell lines in vitro.

Radiat Oncol. 2006 Mar 29;1:6

Handrick R*, Rubel A *, Faltin H, Eibl H, Belka C, Jendrossek V.
Increased cytotoxicity of ionizing radiation in combination with membrane-targeted apoptosis
modulators involves downregulation of protein kinase B/Akt-mediated survival-signaling.

Radiother Oncol. 2006 Aug;80(2):199-206. Epub 2006 Aug 17
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Abbildung Z.1 Status von PKB/Akt nach kombinierter Behandlung in Abhangig keit aktiver

Caspasen

Bak-positive JCAM wurden fur 45 min mit 20 uM zVAD-fmk Pan-Caspasen-Inhibitor vorinkubiert
und anschlielend mit 10 Gy bestrahlt, 25 uM ErPC3 stimuliert oder kombinierter Behandlung
unterzogen. 12 oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der Status von PKB/Akt
im WB untersucht.

Als Ladekontrolle wurde der Level an GAPDH Uberprift.
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Abbildung Z.2 Status von Rb nach kombinierter Behandlung in Ab hangigkeit aktiver

Caspasen

Bak-positive JCAM wurden fur 45 min mit 20 uM zVAD-fmk Pan-Caspasen-Inhibitor vorinkubiert
und anschlielBend mit 10 Gy bestrahlt, 25 uM ErPC3 stimuliert oder kombinierter Behandlung
unterzogen. 12 oder 24 h nach Behandlung wurden die Zellen lysiert und der Status von Rb im

WB untersucht.
Als Ladekontrolle wurde der Level an GAPDH Uberpruft.
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Abbildung Z.3 y-H2AX-Foci nach IR, ErPC3 und
Kombinationsbehandlung

T98G wurden mit 0 oder 5 Gy bestrahlt und anschlieBend
mit O oder 25 uM ErPC stimuliert. 24 h spater wurden die
Zellen in 4% PFA fixiert und mit 0.2 % Triton
permeabilisiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der
Zellen mit dem Primarantikarper y-H2AX und dem
fluoreszenzmarkierten Zweitantikbrper. Die Daten zeigen
reprasentative Aufnahmen mit einem Laserscanmikroskop
(40er Obiektiv. Zoom 4).
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