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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ubersicht

Krebs zahlt mit 7,6 Millionen Toten im Jahre 2008 zu den Haupttodesursachen
weltweit (WHO, 2012). 1,6 Millionen Neuerkrankungen und ca. 580.000 Tote durch
Krebserkrankungen wurden im Jahre 2012 alleine in den Vereinigten Staaten von
Amerika erwartet (Siegel et al., 2012). Aus Pflanzen gewonnene Stoffe spielen als
Chemotherapeutika in der Therapie von Krebserkrankungen eine wichtige Rolle.
Zu diesen gehoren zum Beispiel Vincristin, Vinblastin, Paclitaxel, Docetaxel,
Etoposid und Teniposid (Herold, 2010).

Der Naturstoff Quercetin, ein Bioflavonoid, ist seit langem bekannt fur seine
antitumorale Wirkungsweise. Die genauen Mechanismen, die hinter dieser
Wirkungsweise stecken, blieben lange unklar. In der vorliegenden Arbeit konnte
wissenschaftlich belegt werden, dass die Inkubation der epithelialen
Tumorzelllinien HeLa und MCF7 mit Quercetin eine starke Vakuolenbildung
induzierte, die schlieBlich zur Apoptose der Tumorzellen flihrte. Diese Vakuolen
konnten durch Fluoreszenzfarbstoffe als Autolysosomen identifiziert werden,
welche im Prozess der Autophagie vorkommen. Bevor es zur Auslésung von
Autophagie in den mit Quercetin behandelten Tumorzellen kam, zeigte sich auf
molekularer Ebene eine Inhibition des Autophagie-kontrollierenden mTOR-
Signalweges. Dabei kam es zu einer Reduktion der Phosphorylierung der mTOR-
Substrate 4E-BP1 und p70S6-Kinase, zwei wichtige Faktoren fur die Initiation der

Translation.

Da der mTOR-Signalweg fur das Zellwachstum und die Zellproliferation eine
wichtige Rolle spielt, werden mTOR-Inhibitoren immer haufiger in der modernen
Krebstherapie eingesetzt. Damit kdnnte Quercetin als potentieller mTOR-Inhibitor

bei Tumorerkrankungen in Zukunft an Bedeutung gewinnen.
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1.2 Der Naturstoff Quercetin

Der Name Quercetin kommt vom lateinischen Wort quercus, was Eiche bedeutet.
Dies resultiert daher, dass Quercetin urspringlich insbesondere in Rotweinen
gefunden wurde, die langere Zeit in Eichenfassern lagerten. Dieses Polyphenol
gehort zur Klasse der Flavonoide, die ubiquitar in vielen Pflanzen und pflanzlichen
Nahrungsmitteln vorkommen (Lamson and Brignall, 2000, Croft, 1998). Flavonoide
lassen sich in sechs Subklassen einteilen. Zu diesen gehdéren Flavone, Flavonole,
Flavanone, Flavanole, Anthocyane und Isoflavonoide (siehe Tabelle 1). Quercetin
gehort zur Subklasse der Flavonole zu welcher z.B. auch Kampferol und Myricetin
gezahlt werden (Kelly, 2011, Watzl and Rechkemmer, 2001)

Flavone Apigenin, Luteolin

Flavonole Quercetin, Kdmpferol, Myricetin
Flavanone Naringenin, Hesperidin
Flavanole Catechin, Epicatechingallat
Anthocyane Malvidin, Cyanidin
Isoflavonoide Genistein, Daidzein

Tabelle 1: Die Flavonoide und ihre Subklassen mit Beispielen. Quelle (Kelly, 2011)

Flavonoide sind sekundare Pflanzenstoffe, die man als Farbstoffe in vielen
Pflanzenbestandteilen findet, jedoch dienen sie diesen auch zum Wachstum und
zur Entwicklung, zum Schutz vor Umwelteinflissen und als Antioxidantien (Hirpara

et al., 2009). Ahnlich wie dem Vitamin C werden den Flavonoiden schon lange ein
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fur den Menschen gesundheitlicher Nutzen zugeschrieben (Bischoff, 2008, Hirpara
et al., 2009).

Unter den Flavonoiden zahlt Quercetin zu dem weitverbreitetsten Flavonoid
unserer Nahrung. Schon seit mehreren Jahrzehnten wird Quercetin wegen seiner
positiven gesundheitlichen Effekte und flr die Pravention und Therapie von

Krebserkrankungen erforscht.

1.3 Chemische Eigenschaften und natiurliches Vorkommen von

Quercetin

Quercetin (3,3’,4°,5,7-Pentahydroxyflavon) hat eine hellgelbe Farbe und ist in
Wasser schwer, jedoch gut in Alkohol I6slich. Definitionsgemal’ handelt es sich bei
Quercetin um ein Aglykon, da kein Zucker an das Molekul gebunden ist. Chemisch
gesehen haben alle Flavonoide ein Grundgerust aus 3 Kohlenstoffringen mit 2
aromatischen Ringen (A und B) und einem O-heterozyklischen Ring C, wobei
strukturelle Unterschiede am C-Ring die einzelnen Subklassen voneinander

differenzieren (Watzl and Rechkemmer, 2001).

Quercetin ist ein Pentahydroxyflavon und lasst sich anhand der Lage der OH-
Gruppen von anderen Flavonolen unterscheiden. OH-Gruppen befinden sich, wie
der chemische Name schon sagt, an Position 3, 5, 7, 3’ und 4’. Im Unterschied zu
Quercetin fehlt Kdmpferol eine OH-Gruppe an Position 3’ und Myricetin hat eine
zusatzliche OH-Gruppe an Position 5’ (Kelly, 2011). Die chemische Struktur von

Quercetin ist zur besseren Veranschaulichung in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Chemische Struktur von Quercetin. Die Abbildung wurde modifiziert nach
(Briining, 2013).

Viele unserer Nahrungsmittel enthalten Quercetin. In diesen kommt es allerdings
selten in seiner aglykonen Form, sondern hauptsachlich als Flavonoidglykosid vor
(Croft, 1998, Watzl and Rechkemmer, 2001, Formica and Regelson, 1995). Meist
wird die OH-Gruppe an Position 3 durch eine Glykosylgruppe (z.B. Glukose,
Rhamnose, Rutinose) ersetzt (Kelly, 2011), wie zum Beispiel bei Rutin, Quercitrin
oder Isoquercetrin. Durch diese zusatzlichen Zuckermolekile erhdht sich die

Wasserldslichkeit von Quercetin (Murakami et al., 2008).

Hohe Konzentrationen an Quercetin finden sich in verschiedenen Obst- und
Gemiisesorten. Dazu gehdéren zum Beispiel Apfel, Weintrauben, Kapern, Zwiebeln
und Teeblatter (USDA, 2003). Die durchschnittliche tagliche Aufnahme von
Quercetin liegt bei 16 mg pro Tag und wird hauptsachlich durch den Konsum von
Apfeln, Zwiebeln und Tee aufgenommen (Boots et al., 2008, Hertog et al., 1993b).
Ausgewahlte Nahrungsmittel, die eine hohe Konzentration an Quercetin enthalten,
fasst Tabelle 2 zusammen. Nicht nur durch unsere Nahrung, sondern auch durch
das Angebot an diversen Nahrungserganzungsmitteln, die einen gesundheitlichen
Nutzen propagieren, kann Quercetin in verschiedenen Formen und

Konzentrationen zu sich genommen werden.

10
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rote Weintrauben 3.54
Apfel 4.42
Spinat 4.86
Zwiebeln 13.27
Kakaopulver 20.13
Preiselbeeren 21.00
Holunder 42.00
Liebstdckel 170.00
Kapern 180.77
getrocknete Teeblatter 204.66

Tabelle 2: Nahrungsmittel mit hohen Konzentrationen an Quercetin in aufsteigender
Reihenfolge. Quelle (USDA, 2003).

1.4 Medizinische Wirkungsweisen und klinischer Nutzen von

Quercetin

Durch epidemiologische Beobachtungen weil3 man, dass eine Ernahrung die viele
Flavonoide und somit Quercetin enthalt, positiv auf die Gesundheit wirkt und zum
Beispiel die Mortalitat durch koronare Herzerkrankungen senkt (Knekt et al., 2002,
Hertog et al., 1993a). Der positive gesundheitliche Nutzen von Quercetin ist sehr
vielseitig und wurde schon durch viele in-vitro- sowie in-vivo-Studien, aber auch
durch Kklinische Studien bestatigt. Im Folgenden werden einige wichtige

Wirkungsweisen von Quercetin beschrieben.

So zahlt vor allem die antioxidative Wirkungsweise von Quercetin nicht nur zu den
meisterforschten, sondern auch zur Hauptursache wodurch Quercetin positive
gesundheitliche Effekte, wie bei der Atherosklerose oder Ischamie, erzielt
(Bischoff, 2008, Boots et al., 2008, Kelly, 2011, Lakhanpal and Rai, 2007). Neben
der Funktion als Antioxidans wirkt Quercetin auch antiinflammatorisch
(Chirumbolo, 2010, Read, 1995), unter anderem durch die Inhibition von TNFa

11
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(Kumazawa et al., 2006), einem wichtigen Faktor bei der Pathogenese von
chronischen Entzindungen. Klinische Anwendung findet Quercetin, hauptsachlich
wegen seiner antiinflammatorischen Effekte, bei chronischer Prostatitis (Shoskes
and Nickel, 2011).

AulBerdem besitzt Quercetin antihypertensive (Larson et al, 2012) und
kardioprotektive (Chirumbolo, 2012) Mechanismen. So konnte in einer in-vivo-
Studie an spontan hypertensiven Ratten gezeigt werden, dass die tagliche orale
Gabe von Quercetin Uber fiunf Wochen hinweg den Blutdruck signifikant senkte
(Duarte et al., 2001). Eine weitere Studie an Patienten mit Hypertonie Grad 1, bei
denen der Blutdruck durch Quercetin signifikant gesenkt werden konnte, bestatigte
die antihypertensive Komponente von Quercetin am Menschen (Edwards et al.,
2007). Neben den genannten medizinischen Wirkungsweisen ist Quercetin auch
bekannt flr seine antiallergischen (Bischoff, 2008, Joskova et al., 2011, Kelly,
2011), antiviralen (Lu et al.,, 2012) und neuroprotektiven (Ossola et al., 2009)

Mechanismen.

1.5 Quercetin zur Pravention und Therapie von Krebs

Im Hinblick auf Krebs konnte die antitumorale Wirkungsweise von Quercetin durch
eine Vielzahl von Forschungsergebnissen bestatigt werden. Lange glaubte man,
dass die antitumoralen Eigenschaften von Quercetin hauptsachlich auf dessen
Fahigkeit beruhte reaktive Sauerstoffspezies zu inaktivieren (Boly et al., 2011,
Murakami et al.,, 2008). Neuere Erkenntnisse zeigten jedoch, dass die
antiproliferativen und proapoptotischen Mechanismen von Quercetin nicht alleine
auf dessen antioxidative Wirkungsweise zurlckzuflhren ist, sondern auch auf
dessen direkte Interaktion mit Zellrezeptoren und dessen Fahigkeit
Signaltransduktionswege zu beeinflussen (Murakami et al., 2008). Die meisten
Ergebnisse beruhen auf in-vitro-Studien von Quercetin an Tumorzelllinien und
wenigen in-vivo-Studien. Aus der Fllle von Studienergebnissen Uber die Effekte
von Quercetin auf Krebs werden einige Mechanismen im folgenden Abschnitt

genauer erlautert.

Mutationen des Tumorsuppressors p53 gehdren zu den weitverbreitetsten

genetischen Veranderungen in humanen Tumorzellen und spielen einen zentralen

12
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Faktor in der Entstehung von Tumoren (Nigro et al., 1989). Es konnte gezeigt
werden, dass Quercetin zu einer verminderten Expression von mutiertem p53 und
somit zum Zellzyklusarrest in Brustkrebszellen flihrte (Avila et al., 1994, Lamson
and Brignall, 2000). Der Zellzyklus stellt einen mdglichen Angriffspunkt fur die
antitumorale Wirkungsweise von Quercetin dar. Quercetin blockiert an
verschiedenen Stellen den Zellzyklus von Tumorzellen (Gibellini et al., 2011). In
humanen Brustkrebszellen fuhrte Quercetin sowohl zum Zellzyklusarrest in der
G2/M-Phase (Choi et al., 2001), als auch zu einer Inhibition des Zellzyklus in der
G1/S-Phase (Choi et al.,, 2008). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Quercetin  seine antiproliferativen  Effekte  Uber die Modulation des
Ostrogenrezeptors 11/Ostrogenrezeptors B (ERB) hervorruft (Scambia et al., 1991).
Quercetin ~ filhrte  zur Induktion der Ostrogenrezeptor-ll-Expression in
Hormonrezeptor-positiven und Hormonrezeptor-negativen Brustkrebszellen, was
Quercetin selbst wiederum eine starkere Wachstumshemmung der Tumorzellen
Uber die Bindung am Ostrogenrezeptor Il ermdglichte (Scambia et al., 1993).
Neuere Studien zeigten, dass Quercetin Uber die Aktivierung des ERB in ERB-1
transfizierten HelLa-Zelllinien und ERB-1 enthaltenden Kolonkarzinom-Zelllinien
p38 hochregulierte und damit zur Apoptose der Tumorzellen fuhrte (Bulzomi et al.,
2012). Auch die Modulation von verschiedenen Kinasen in
Signaltransduktionswegen sind Ziele der antitumoralen Wirkungsweise von
Quercetin. Tyrosinkinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Ubermittlung von
Wachstumssignalen zum Zellkern (Lamson and Brignall, 2000). Quercetin fuhrt zu
einer verminderten Expression von Her-2/neu, einer Transmembran-Tyrosinkinase,
die zur EGFR-Familie (epithelial growth factor receptor) gezahlt wird (Boly et al.,
2011, Jeong et al., 2008). In 25% der primaren Mammakarzinome findet man eine
Uberexpression der Rezeptortyrosinkinase Her-2/neu, die mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist (Kaufmann, 2006). Abhangig von Rezeptortyrosinkinasen
befindet sich der PI3K/Akt-Signalweg, der haufig in Tumoren Uberaktiviert ist. Der
PI3K/Akt-Signalweg ist wichtig fiir die Zellproliferation und das Uberleben von
Tumorzellen und inhibiert bei Aktivierung die Apoptose (van der Heijden and
Bernards, 2010). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Quercetin
ein potenter Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) ist (Gulati et al.,
2006, Matter et al., 1992) und somit das Uberleben der Tumorzellen verhindern

kann. Neben den genannten Kinasen inhibiert Quercetin auch eine Reihe andere

13



Einleitung

Kinasen, die an mitotischen Prozessen der Zelle beteiligt sind (Boly et al., 2011).
Aulerdem koénnte Quercetin als Chemosensitizer und zur Kombinationstherapie
mit Chemotherapeutika eine Rolle spielen. Eine in-vitro-Studie untersuchte die
Wirkungsweise von Quercetin auf Brustkrebszellen und gesunden Brustzellen in
Kombination mit Doxorubicin. Die Ergebnisse zeigten, dass Quercetin die
antitumoralen Effekte von Doxorubicin auf Brustkrebszellen verstarkte, aber
gleichzeitig gesunde Zellen vor den Auswirkungen von Doxorubicin schitzte
(Staedler et al., 2011). Eine weitere Studie bestatigte die gleichen Effekte von
Quercetin in Kombination mit Doxorubicin bei Leberkarzinomzellen und gesunden
Leberzellen (Wang et al., 2012). Des Weiteren besitzt Quercetin die Fahigkeit, das
Wiederansprechen von resistenten Tumorzellen auf Chemotherapeutika zu
ermdglichen und somit als Chemosensitizer zu wirken (Chen et al., 2010, Kim et
al., 1998).

Kohortenstudien und  Fall-Kontroll-Studien  haben den Bezug von
Flavonoidaufnahme und Krebserkrankungen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Aufnahme von Flavonoiden, insbesondere von Quercetin, zu einem geringeren
Lungenkrebsrisiko beitragen kann (Neuhouser, 2004, Hirvonen et al., 2001).
Weitere Studien bestatigen auch eine inverse Assoziation bei der Entstehung von
Pankreaskarzinomen und Flavonoidaufnahme bei mannlichen Rauchern (Bobe et
al., 2008), sowie eine inverse Korrelation von einem Kolonkarzinom-Auftreten und

der Aufnahme von Quercetin (Kyle et al., 2010).

Die komplexen Mechanismen mit denen Quercetin seine antitumoralen Aktivitaten
ausubt, sind bis heute noch nicht vollstandig verstanden. Die vorliegende Arbeit
soll zum weiteren Verstandnis der Wirkungsweise von Quercetin auf Krebszellen

beitragen.

1.6 Der mTOR-Signalweg

1.6.1 Begriffserklarung und Funktion

MmTOR (mammalian target of rapamycin), auch unter den Synonymen FRAP
(FKBP12-rapamycin-associated protein), RAFT1 (rapamycin and FKBP12 target),
RAPT1 (rapamycin target 1) oder SEP (sirolimus effector protein) bekannt, ist ein

zentraler Regulator von Zellwachstum, Zellmetabolismus, Zellproliferation und

14
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Zelliberleben. Das ,Target of Rapamycin“ wurde urspringlich in den 90er Jahren
in der Backhefe Saccharomyces cerevisiae entdeckt (Heitman et al., 1991). Es ist
ein Protein, das sich in allen eukaryotischen Zellen von den Hefen bis zu den
Saugetieren finden lasst. Das mTOR-Protein ist eine 289 kDa grole
Serin/Threoninkinase, die zur PI3K-verwandten Proteinkinasen-Familie (PIKK)
gezahlt wird, da ihr carboxyterminales Ende der katalytischen Domane der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) homolog ist (Populo et al., 2012, Keith and
Schreiber, 1995, Kunz et al., 1993). In der PI3K/Akt-Signalkaskade ist mTOR ein
dieser nachgeschalteter Faktor und dieser ist auch der Hauptsignalweg Uber den
mTOR aktiviert wird (siehe Abbildung 2). mTOR kommt in zwei verschiedenen
Komplexen vor, mTORC1, der auch als Rapamycin-empfindlicher Komplex
bezeichnet wird und mTORC2, der Rapamycin-unempfindliche Komplex (Loewith
et al., 2002). Der mTORC1-Komplex bestent aus mTOR, zwei positiv
regulierenden Faktoren und zwei negativ regulierenden Faktoren. Zu den positiv
regulierenden Faktoren gehdrt Raptor (regulatory associated protein of mTOR)
(Hara et al., 2002) und mLST8/GBL (mammalian lethal with SEC13 protein 8) (Kim
et al., 2003). Zu den negativ regulierenden Faktoren zahlt man PRAS40 (proline
rich Akt substrate 40 kDa) (Sancak et al., 2007) und Deptor (DEP domain-
containing mTOR-interacting protein) (Peterson et al., 2009). mTORC2 besteht aus
mTOR, Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSIN1 (mammalian
stress-activated protein kinase interacting protein 1), Protor (protein observed with
Rictor), mLST8 und Deptor, welcher bis heute der einzige bekannte endogene
negative Regulator von mTORC2 ist (Frias et al.,, 2006, Guertin et al., 2006,
Pearce et al., 2007, Peterson et al., 2009, Sarbassov et al., 2004). Obwohl beide
mTOR-Komplexe wichtig fur Zellwachstum, Zellproliferation und Zelliberleben
sind, ist die Rolle von mTORC1 wesentlich bekannter als die Rolle von mTORC2.
Der Rapamycin-empfindliche mTORC1-Komplex aktiviert die Translation Uber
seine Substrate 4E-BP1 (eucaryotic translation initiation factor 4E-binding protein
1) und S6K1 (p70 ribosomal protein S6-kinase 1), der Rapamycin-unempfindliche
mTORC2-Komplex aktiviert die Proteinkinase Akt und ist fur die Organisation des
Aktin-Zytoskeletts der Zelle zustandig (Populo et al., 2012, Sarbassov et al., 2004,
Sarbassov et al., 2005). Fir die vorliegende Arbeit ist der mTORC1-Komplex und
dessen Effekte von entscheidender Bedeutung. Deshalb wird im folgenden
Abschnitt die Rolle von mTORC1 genauer erklart.
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1.6.2 Die Regulierung des mTORC1-Signalweges und dessen Effekte

mTOR wird Uber vier Hauptsignale reguliert. Zu diesen gehoren
Wachstumsfaktoren, der Energiestatus der Zelle, das Vorhandensein von
Aminosauren und der Sauerstofflevel der Zelle (Laplante and Sabatini, 2009). Bei
positivem Energiestatus, ausreichend Sauerstoff und vorhandenen Aminosauren
wird der mTOR-Signalweg aktiviert, da mTOR flr anabole Prozesse wichtig ist.
Der Hauptsignalweg Uber den mTOR kontrolliert wird, ist der ihm vorgeschaltete
PI3K/Akt-Signalweg, der Uber Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone aktiviert
wird (siehe Abbildung 2).

Wachstumsfaktoren binden an Membranrezeptoren (Rezeptortyrosinkinasen), die
IRS1 (insulin receptor substrate 1) aktivieren und IRS1 daraufhin PI3K zum
Membranrezeptor rekrutiert. PI3K produziert den second messenger
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  (PIP3) aus Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2). PIP3 rekrutiert PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1),
die den zentralen Faktor Akt phosphoryliert und dadurch aktiviert (Hall, 2008,
Alessi et al., 1997). Der Gegenspieler von PI3K ist der Tumorsuppressor PTEN
(phosphatase and tensin homolog), ein negativer Regulator der Akt-Aktivierung, da
er PIP3 in seine inaktive PIP2 Form umwandelt und damit weniger Akt aktiviert
wird (Stambolic et al., 1998). Die Kinase Akt, auch als Proteinkinase B bekannt
(PKB), ist eine Serin/Threoninkinase, die einen wichtigen Bestandteil von
Signalwegen der Zelle darstellt sowie ein bedeutsamer Regulator von Apoptose ist.
Das aktivierte Akt phosphoryliert und inaktiviert zwei Proteine, die mTORC1
inhibieren (Hall, 2008). Zum einen den endogenen Faktor PRAS40, einen
negativen Regulator im mTORC1-Komplex (Sancak et al., 2007), zum anderen
den Tumorsuppressor TSC2 (Tuberin). Akt verhindert die Komplexbildung von
TSC2 mit TSC1 (Hamartin) (Inoki et al., 2002) und damit die Inhibierung des
positiven Regulators von mTORC1, das GTPase-Protein Rheb (Ras homolog
enriched in brain) (Inoki et al., 2003). Der aktive TSC1/TSC2-Komplex wandelt
Rheb in seine inaktive GDP-gebundene Form um (Inoki et al., 2003) und verhindert
die Aktivierung von mTOR. Somit fihrt die Hemmung von TSC2 durch Akt zur
Aktivierung von mTORC1 durch Rheb.
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Ein weiterer Upstream-Regulator von mTOR ist die AMP-aktivierte-Proteinkinase
(AMPK). AMPK wird uber den AMP/ATP-Spiegel der Zelle reguliert (Hall, 2008).
Bei negativer Energiebilanz, also bei einem hohen AMP-Spiegel, ist die AMPK
aktiviert und hemmt mTORC1 (Hall, 2008). Auch die Kinase LKB1 (liver kinase B1)
aktiviert und verstarkt die AMPK-Wirkung (Sebbagh et al., 2011). AMPK hemmt
mTORC1 Uber einen direkten und indirekten Weg. Direkt durch Phosphorylierung
und dadurch Inhibierung von Raptor, einem positiv regulierenden Partner von
MTOR im mTORC1-Komplex sowie indirekt durch die Aktivierung von TSC2, der
wiederum im Komplex mit TSC1 Rheb hemmt (Gwinn et al., 2008).

Da mTOR den anabolen Stoffwechsel fordert, bedarf es des Vorhandenseins von
Nahrstoffen. Wie bereits dargestellt, aktivieren Aminosauren den mTOR-
Signalweg. Lange war unklar, wie Aminosauren zur Aktivierung des mTOR-
Signalweges flhren. Neuere Studien zeigten, dass eine Familie von vier kleinen
GTPasen, sogenannte Rag-Proteine, in Anwesenheit von Aminosauren mTORC1
direkt aktivieren (Kim et al., 2008).

Der aktivierte mTORC1-Komplex phosphoryliert Substrate, die wichtig sind fir die
Translation und somit fur das Zellwachstum und die Zellproliferation. Die wohl
bekanntesten Substrate von mTOR sind S6K1 und 4E-BP1. mTOR phosphoryliert
und aktiviert die Serin-/Threoninkinase S6K1 an der Stelle Thr389, die wiederum
das ribosomale Protein S6 phosphoryliert (Dennis et al., 1996, Populo et al., 2012).
Das phosphorylierte und aktivierte ribosomale Protein S6 verstarkt die Translation
von 5’-terminal-oligopyrimidine mRNAs (5TOP mRNAs), die hauptsachlich fir
Komponenten des Translationsapparates wie z.B. ribosomale Proteine,
Elongationsfaktoren, Poly-A-Bindungsproteine und insulindhnliche
Wachstumsfaktoren (IGF) kodieren (Faivre et al., 2006, Ruvinsky and Meyuhas,
2006). Das andere wichtige Substrat von mTOR ist 4E-BP1. In seiner
unphosphorylierten Form ist 4E-BP1 an elF4E (eukaryotic translation initiation
factor 4E) gebunden und verhindert dadurch die Initiation der Translation (Pause et
al., 1994, Populo et al., 2012). Eukaryotische Ribosomen sind nicht fahig
selbstandig das 5-Ende der mRNA zu binden um die Translation einzuleiten. Sie
bendtigen einen Translations-Initiationskomplex, den sogenannten elF4F-Komplex,
welcher aus den Komponenten elF4E (CAP-bindendes Protein), elF4G
(Strukturprotein) und elF4A (RNA-Helikase) besteht. mTOR phosphoryliert 4E-BP1
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an verschiedenen Stellen und 16st dadurch die Bindung von 4E-BP1 mit dem
Initiationsfaktor elF4E (Populo et al., 2012, Pause et al., 1994). Das frei gewordene
elF4E kann daraufhin den Initiationskomplex elF4F bilden und somit die CAP-
abhangige Translation beginnen (Faivre et al., 2006). Diese Kaskade induziert die
Translation von mRNAs, welche regulierende Elemente in den 5-untranslated
terminal regions (5’-UTRs) haben, die fur Proteine kodieren, welche fir den G1/S-
Phasen Ubergang des Zellzyklus von Bedeutung sind (Faivre et al., 2006). Der
aktivierte mTORC1-Komplex und dessen Substrat S6K1 bilden einen negativen
Feedback-Loop zu IRS1 und hemmen dadurch die Aktivierung von PI3K/Akt
(Harrington et al., 2004, Harrington et al., 2005, Shah et al., 2004). Somit ist die
Aktivierung von mTORC1 auch selbstlimitierend. Abbildung 2 stellt vereinfacht die
Signalkaskade PI3K/Akt/mTOR und die in diesem Abschnitt beschriebenen Effekte

dar.

mTOR ist somit ein wichtiger zentraler Faktor, der Wachstumsfaktoren,
Vorhandensein von Nahrstoffen und den Energiestatus der Zelle mit Zelliberleben,

Wachstum und Proliferation verbindet.
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Abbildung 2: Der mTOR-Signalweg. mTOR ist ein zentraler Regulator von Zellwachstum und
Zellproliferation. Er wird durch Wachstumsfaktoren, Aminosauren, dem ATP- und
Sauerstofflevel der Zelle reguliert. Die Grafik wurde auf der Basis folgender Quellen erstelit
(Cell Signaling Technology, 2008, Hall, 2008, Laplante and Sabatini, 2009, Populo et al., 2012)
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1.6.3 Die Rolle von mTOR bei Krebs

Da mTOR eine Schlusselrolle in der Zellproliferation und dem Zellwachstum spielt,
ist es nicht verwunderlich, dass die Aktivitat des mTOR-Signalweges in vielen
Tumoren dereguliert ist. Dabei kdonnen viele Elemente in der Signalkaskade,
upstream und downstream von mTOR, verandert sein. Upstream von mTOR kann
der PI3K/Akt-Signalweg durch verschiedene Mechanismen Uberaktiviert werden.
Hierzu zahlt die Uberexpression von Rezeptortyrosinkinasen wie z.B. Her-2/neu,
aber auch Mutationen von PI3K oder Akt (Populo et al., 2012, Stemke-Hale et al.,
2008). Auch der Gegenspieler von PI3K, der Tumorsuppressor PTEN, ist in vielen
Tumoren herunterreguliert (Sansal and Sellers, 2004). Dieser Funktionsverlust
(Loss of function) fuhrt wiederum zur Hochregulierung von PI3K/Akt und damit
auch von mTOR. Auch die Hauptsubstrate von mTOR, 4E-BP1, S6K1 und elF4E
kénnen mitverantwortlich fur zelluldare Transformation sein und dessen
Uberexpression in Tumoren ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Armengol
et al., 2007, Barlund et al., 2000, De Benedetti and Graff, 2004). Die Dysregulation
von verschiedenen Elementen des mTOR-Signalweges konnte in Tumoren wie
z.B. Brustkrebs, Ovarialkarzinom, Kolonkarzinom und Prostatakarzinom gefunden
werden (Populo et al.,, 2012). Die besondere Rolle von mTOR in der
Zellproliferation und dem Zellwachstum, die in vielen Tumoren zur Entstehung und
Progression von Tumorzellen beitragt, hat mTOR zu einem wichtigen Angriffsziel
(sog. Target) in der modernen Krebstherapie gemacht. Dies hat die Entwicklung
von spezifischen mTOR-Inhibitoren fur die Therapie von Tumorerkrankungen
angestolden. Abbildung 3 stellt den mTOR-Signalweg in Tumorzellen dar und zeigt

beispielhaft welche Elemente in verschiedenen Tumoren dereguliert sein kdnnen.
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Protoonkogene, griine Molekiile Tumorsuppressoren da. Die Grafik wurde auf der Basis
folgender Quellen erstellt (Cell Signaling Technology, 2008, Hall, 2008, Laplante and
Sabatini, 2009, Populo et al., 2012)
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1.6.4 mTOR-Inhibitoren und deren Rolle in der modernen Krebstherapie

Die wichtigsten Erkenntnisse iber mTOR haben wir dessen direkten Inhibitor und
Namensgeber Rapamycin zu verdanken. Rapamycin ist ein Produkt des
Bakteriums Streptomyces hygroscopicus, das 1975 im Erdboden der Osterinsel
Rapa Nui entdeckt wurde (Vezina et al., 1975). Initial ist Rapamycin, dessen Name
von Rapa Nui abgeleitet wurde, als Antimykotikum gegen Candida albicans,
Cryptococcus neoformans und Aspergillus fumigatus eingesetzt worden (Faivre et
al.,, 2006, Vezina et al., 1975). Aufgrund seiner immunsuppressiven Wirkung
(Martel et al., 1977) wurde Rapamycin 1999 von der FDA (US Food and Drug
Administration) und 2001 in Europa von der EMA (European Medicines Agency)
zur Pravention von OrganabstoRungen nach Nierentransplantationen zugelassen.
Neben seinen immunsuppressiven Eigenschaften kann Rapamycin auch die
Restenoserate nach koronarer Stentimplantation senken (Gallo et al., 1999),
weshalb heutzutage mit Rapamycin (Sirolimus) beschichtete Stents (sog. Drug

eluting Stents) in der interventionellen Kardiologie erfolgreich Anwendung finden.

In den Achtziger Jahren wurden auch die antitumoralen Eigenschaften von
Rapamycin entdeckt (Eng et al., 1984). Viele Studien konnten die zytostatischen
und wachstumshemmenden Effekte von Rapamycin auf verschiedene
Tumorzelllinien, unter anderem auf Brustkrebszelllinien (Pang and Faber, 2001),
Prostatakarzinomzelllinien (van der Poel et al., 2003) und
Lungenkarzinomzelllinien (Seufferlein and Rozengurt, 1996) bestatigen. Aufgrund
der ungunstigen Wasserldslichkeit von Rapamycin wurden Analoga mit besserer
Pharmakokinetik und geringerer immunsuppressiver Wirkung far die
Tumortherapie entwickelt. Zu diesen Analoga, die auch als Rapaloge bezeichnet
werden, gehdren Temsirolimus (CCI-779, Torisel, Pfizer, New York, NY, USA),
Everolimus (RADOO1, Afinitor, Novartits, Basel, Schweiz) und
Ridaforolimus/Deforolimus (AP23573, ARIAD Pharmaceuticals, Cambridge, MA,
USA). Rapamycin und seine Rapaloge haben den gleichen Wirkungsmechanismus
und inhibieren sehr spezifisch mTORC1. Zuerst bilden diese einen Komplex mit
dem intrazellularen Rezeptor FKBP12 (12 kDA grolles FK506-bindendes Protein)
und inhibieren anschlieend mTOR indem sie an dessen FRB Domane (FKBP12-
Rapamycin-bindende Domane) binden (Dumont and Su, 1996). Die Rapaloge

Temsirolimus, Everolimus und Ridaforolimus werden derzeit in verschiedenen

22



Einleitung

Studien fur die Behandlung von Krebserkrankungen untersucht. Klinische Erfolge
in der Therapie des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms mit Temsirolimus
fuhrten zu dessen Zulassung durch die FDA und die EMA (EMA, 2007) im Jahre
2007. Everolimus ist neben der Therapie des fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinoms auch fir die Therapie von Neuroendokrinen Tumoren des
Pankreas und fur die Therapie des Subependymalen Riesenzellastrozytoms, das
mit Tuberdser Sklerose assoziiert ist, zugelassen (FDA, 2012, EMA, 2009). Im Juli
2012 wurde Everolimus aulRerdem flir die Behandlung von postmenopausalen
Frauen mit fortgeschrittenem Hormonrezeptor-positivem, HER-2/neu-negativem
Mammakarzinom in Kombination mit dem Aromatase-Inhibitor Exemestan
zugelassen (EMA, 2007, FDA, 2012), da die Gabe von Everolimus zusammen mit
Exemestan in klinischen Studien das progressionsfreie Uberleben signifikant

verlangern konnte.

Neben den Rapalogen wurde auch eine neue Generation an mTOR-Inhibitoren fur
die Tumortherapie entwickelt. Die spezifische Inhibition von mTORC1 durch die
Rapaloge kann in einigen Tumoren durch den vorhandenen mTOR-S6K1-IRS1-
negativen Feedback-Loop (siehe Abbildung 2) zur Hochregulation des PI3K/Akt-
Signalweges fuhren (O'Reilly et al., 2006). Die neuen mTOR-Inhibitoren, zu denen
die spezifischen mTORC1/2-Inhibitoren und die Dualen PI3K-mTOR-Inhibitoren
gezahlt werden, sind Kinase-Inhibitoren, die den Vorteil haben, neben mTORC1
auch mTORC2 und Akt zu inhibieren. Somit kann die Hochregulation von Akt
durch die neuen mTOR-Inhibitoren verhindert werden. Praklinische Studien
zeigten, dass mTORC1/2-Inhibitoren im Vergleich zu Rapamycin und seinen
Rapalogen eine starkere antitumorale Aktivitat aufweisen (Feldman et al., 2009,
Thoreen et al., 2009). Allerdings muss die Vertraglichkeit und Wirksamkeit der
neuen mTOR-Inhibitoren, die sich derzeit in Phase | und Il Studien befinden, noch

fur die Tumortherapie Uberpruft werden.

Verschiedene Studien zeigten auch, dass pflanzliche Stoffe, wie z.B. Curcumin,
Resveratrol und Genistein, den mTOR-Signalweg in Tumorzellen direkt oder
indirekt inhibieren kdnnen (Anastasius et al., 2009, Beevers et al., 2009, Jiang et
al., 2009). Damit kénnten auch pflanzliche Stoffe als mdgliche mTOR-Inhibitoren
fur die Tumortherapie Uberpruft oder weiterentwickelt werden. Die vorliegende

Arbeit zeigt die Inhibition des mTOR-Signalweges durch Quercetin. Die mogliche
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Anwendung von Quercetin als mTOR-Inhibitor in der Krebstherapie soll diskutiert

werden.

1.6.5 Die Beziehung von mTOR und Autophagie

Autophagie leitet sich aus dem Griechischen ab und bedeutet ,sich-selbst-fressen®.
Es ist ein in der Evolution konservierter zellularer Prozess, der fur die
Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase sehr wichtig ist. Bei dem Prozess der
Autophagie werden zelleigene Komponenten, wie z.B. langlebige und beschadigte
Proteine in ihr Grundgerust abgebaut und die Grundbausteine der Zelle wieder zur
Verfligung gestellt. Wahrend Zeiten von Nahrstoffmangel kénnen Zellen dadurch
ihr Uberleben sicherstellen. Allerdings fiihrt exzessive Autophagie auch zur
Apoptose. Autophagie ist ein wichtiger Prozess, der zwischen Uberleben und Tod
der Zelle steht.

Man unterscheidet drei verschiedene Arten von Autophagie: Makroautophagie,
Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie. Allen gemeinsam ist der
Abbau von zellularen Bestandteilen durch lysosomale Proteine. Am besten
erforscht ist die Makroautophagie, die im Allgemeinen in Zusammenhang mit dem
Begriff Autophagie gemeint ist und in diesem Abschnitt genauer erlautert wird.
Autophagie beginnt mit der Formation einer Isolationsmembran oder Phagophore,
dessen Bestandteile vermutlich aus dem endoplasmatischem Retikulum stammen
(Axe et al., 2008). Dabei schliel3t die Isolationsmembran Zytoplasma und zellulare
Bestandteile in sich ein und bildet ein doppelmembraniges Vesikel, das
sogenannte Autophagosom (Mizushima et al.,, 2010). Daraufhin fusioniert das
Autophagosom mit einem Lysosom, welches seinen porteolytischen Inhalt in das
Autophagosom entleert und es entsteht ein Autolysosom in dem die

Zellbestandteile in ihre Grundbausteine abgebaut werden (Mizushima et al., 2010).

Autophagie wird bei Nahrstoffmangel und anderen Stresssituationen, wie Hypoxie
und niedrigem Energielevel der Zelle induziert. Eine zentrale Rolle spielt dabei
mTOR. Der phosphorylierte und aktivierte mTORC1-Komplex inhibiert Autophagie
indem es den ULK1/2-ATG13-FIP200-Komplex reguliert, der fur die Formation der
Isolationsmembran und des Autophagosoms notwendig ist (Ganley et al., 2009,
Hosokawa et al., 2009, Jung et al., 2009). mTORC1 unterdriuckt Autophagie indem

24



Einleitung

es ULK1/2 und ATG13 phosphoryliert und dadurch den ULK1/2-ATG13-FIP200-
Komplex hemmt (Jung et al., 2009). Kommt es allerdings zu Nahrstoffmangel der
Zelle oder wird mTOR durch z.B. Rapamycin inhibiert, wird Autophagie induziert.
ULK1/2, ATG13 und FIP200 gehoren zur Gruppe der ATG-Proteine (autophagy
related gene), welche fur die Bildung der Isolationsmembran und somit fur die
Initiation von Autophagie entscheidend sind (Mizushima et al., 2010). Die ATG-
Proteine sind Genprodukte, die evolutionar hoch konserviert sind und in der Hefe
entdeckt wurden (Tsukada and Ohsumi, 1993). Heute kennt man uber 30
verschiedene ATG-Proteine, von denen die meisten in Saugetierzellen auf der
Isolationsmembran, jedoch nicht auf dem kompletten Autophagosom gefunden
werden kénnen (Longatti and Tooze, 2009, Mizushima et al., 2010). Bis heute ist
LC3 (microtubule-associated protein light chain 3) das einzige ATG-Protein, das
sich auf der Isolationsmembran bis hin zum vollstandigen Autolysosom finden lasst
und daher zum Nachweis von Autophagie eingesetzt wird (Kabeya et al., 2000,
Mizushima, 2004). Der Zusammenhang zwischen mTOR und Autophagie wird in
Abbildung 4 dargestellit.

25



Einleitung

mTOR-Inhibition: Nahrstoffmangel

z.B. Rapamycin \/ /
@

ULK1/2- Lysosom

ATG13-FIP200 ‘

-G

Isolationsmembran  Autophagosom  Fysjon von Lysosom Autolysosom
und Autophagosom

Markerproteine:

@ Die meisten ATG-Proteine, wie z.B.: ULK1, ULK2, ATG13, FIP200, etc.

@ LC3 ist bis heute das einzige ATG-Protein, das von der Isolationsmembran
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Abbildung 4: Darstellung von Autophagie. Ein inaktivierter mTORC1-Komplex fihrt zur
Induktion von Autophagie. mTOR kann ULK1/2 und ATG13 nicht mehr inaktivieren.
Autophagie beginnt mit der Bildung einer Insolationsmembran. Zellbestandteile werden in
einem Autophagosom eingeschlossen und nach der Fusion mit einem Lysosom durch
proteolytische Proteine im Autolysosom abgebaut. LC3 dient als Marker fiir Autophagie. Die
Abbildung wurde auf der Basis folgender Quellen erstellt (Glick et al., 2010, Mizushima et al.,
2010, Laplante and Sabatini, 2009)
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1.7 Fragestellung

Quercetin ist seit langem fur seine antitumoralen Eigenschaften bekannt. Die
vorliegende Arbeit soll zum weiteren Verstandnis der Wirkungsweise von
Quercetin auf humane Tumorzelllinien beitragen und die zellmorphologischen
Veranderungen sowie die molekularen Mechanismen, die bis zum Zelltod der
Tumorzelllinien fluhrten, weiter untersuchen. In unserer Arbeitsgruppe konnten wir
zeigen, dass das HIV-Medikament Nelfinavir oxidativen Stress in humanen
Tumorzelllinien ausldste, der durch Antioxidantien wie Glutathion abgeschwacht
werden konnte. Als erstes wird daher die Wirkungsweise des Antioxidans
Quercetin auf humane Tumorzelllinien mit und ohne Nelfinavir-Gabe beschrieben.
Die zellmorphologischen Veranderungen von Tumorzellen durch die Quercetin-
Behandlung werden mittels Phasenkontrastuntersuchungen und
Fluoreszenzfarbungen weiter untersucht. Der molekulare Mechanismus, der hinter
der Wirkungsweise von Quercetin zu vermuten ist, soll ebenfalls genauer

beschrieben werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterial
Gerate:

* Accu-jet® Pipettierhelfer (Brand, Wertheim)

* Brutschrank, HERAcell 150i CO2 Incubator (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Roskilde, Danemark)

* Elektroblotting-Apparat, Mini Trans Blot® cell (BioRad Laboratories GmbH,
Minchen)

* Elektrophoresestromquelle, Consort 1200V-500mA E815 (Consort, Parklaan
Belgien)

* ELISA-Gerat, Universal Microplate Reader ELx 800 NB (BIO-TEK Instruments,
Bad Friedrichshall)

* Filterpapier, Mini-Trans Blot® Filter Paper (BioRad Laboratories GmbH,
Minchen)

* Gelkassettenhalter, Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell (BioRad
Laboratories GmbH, Minchen)

* Kiuhlschrank (LIEBHERR, Ochsenhausen)

* Mikroskop, Zeiss Axiophot Fluoreszenz Mikroskop (Zeiss, Jena)

* Mini Gel Holder Casette (BioRad Laboratories GmbH, Minchen)

*  PVDF Membran, Immobilon™ Transfer Membranes (Merck Millipore, Billerica,
MA, USA)

* Schuttler, Vibrax Serono Shaker (Serono, Rockland, USA)

» Sterilbank, Laminar Air Flow Sterilbank HERA Safe (Heraeus Instruments,

Hanau)
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Stickstofftank (Linde, Unterschleil3heim)

Stromquelle (Consort, Parklaan, Belgien)

Zentrifuge, Heraus Biofuge Stratos Centrifuge (Thermo Scientific Inc., Roskilde,

Danemark)

Verbrauchsmaterial:

96-Well-Platten (VWR, Ismaning)

Deckglaser fur Mikroskopie 24x24 mm (Menzelglaser, Gerhard Menzel,
Braunschweig)

Gefriercontainer, 5100 Cryo 1°C Freezing Container "Mr. Frosty" (Nalgene®,
Thermo Scientific, Roskilde, Danemark)

Gelkassetten, Mini-PROTEAN® TGX™ Long Shelf Precast Gels, 10-well comb.
(BioRad Laboratories GmbH, Munchen)

Kryordhrchen (1,5 ml) (Nunc, Thermo Scientific, Langenselbold)
Kulturflaschen, IWAKI® 25cm? /canted neck tissue culture flask with vent cap
(IWAKI brand Scitech Div. Asahi Techno Glass, Tokyo, Japan)

Objekttrager 76x26x1 mm (Marienfeld, Lauda-Konigshofen)

Objekttrager, Lab-Tek Il Chamber Slide™ System 4 Well Glass Slide (nunc,
Thermo Fisher Scientific Inc., Roskilde, Danemark)

Petrischalen, Greiner Bio-One Cellstar tissue culture dishes (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen)

Pipetten (1000 pl, 200 pl, 10 pl) (Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen, SafeSeal Tips Premium (Biozym, Hessisch Oldendorf)
Réhrchen (15 mi, 50 ml), Falcon Blue Max (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg)

Safe-Lock-Gefaly (1,5 ml) (Eppendorf, Hamburg)
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Schwamme, Mini-Trans-Blot Fiber Pads (BioRad Laboratories GmbH,
Minchen)

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml) (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA)
Spritze (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)

ZellkulturgefaR, quadriPERM® (Sigma Aldrich, Taufkirchen)

2.2 Chemikalien und Biochemikalien

10x Tris/Glycin-Puffer (BioRad Laboratories GmbH, Minchen)

10x Tris/Glycin/SDS-Puffer (BioRad Laboratories GmbH, Minchen)
Auftragspuffer, Roti Load-1 Auftragspuffer, reduzierend (4-fach Konz.) (Karl
Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe)

BCIP/NBT Color Development Substrate (Promega GmbH, Mannheim)
Destilliertes Wasser (Noll, Minchen)

DMSO (Karl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe)

HBSS mit Ca™ und Mg™ (Invitrogen, Karlsruhe)

Kéalberserum (PAA, Pasching, Osterreich)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, = 99% Zellkulturqualitat (Karl Roth GmbH und
Co. KG, Karlsruhe)

Methanol, = 99,98% Ultra LC-MS Methylalkohol (Karl Roth GmbH und Co. KG,
Karlsruhe)

Milchpulver Blotting Grade (Karl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe)

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) (Sigma-
Aldrich-Laborchemikalien GmbH, Seelze)

Natriumazid (Sigma-Aldrich-Laborchemikalien GmbH, Seelze)

Natriumchlorid zur Analyse (Merck KGaA, Darmstadt)
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« PBS, Dulbecco’s PBS (1x) without Ca & Mg (PAA, Pasching, Osterreich)

 Penicillin/Streptomycin (100x) (PAA, Pasching, Osterreich)

« Pferdeserum (PAA, Pasching, Osterreich)

* Proteinmarker, peqGold Protein-Marker IV (PegLab Biotechnology GmbH,
Erlangen)

* RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich, Manchen)

e Trypsin-EDTA (1x) (PAA, Pasching, Osterreich)

*  Tumorzellmedium, Quantum Tumor 263 for Tumor cells with L-Glutamine (PAA,
Pasching, Osterreich)

«  Tween® 20 (Karl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe)

« Tris PUFFERAN® 299,3%, Buffer Grade (Karl Roth GmbH und Co. KG,

Karlsruhe)

2.3 Verwendete Puffer

* Auftragspuffer, Roti Load-1 Auftragspuffer, reduzierend (4-fach Konz.) (Karl
Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe)

* Blockingpuffer (4% Milchpulver in PBS mit 0,05% Azid und 0,01% Tween)

e Entwicklungspuffer (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, mit 50 ul BCIP
und 100 pl NBT)

* Gelelektrophoresepuffer (10x Tris/Glycin/SDS Puffer in eine Konzentration von
1/10 in destilliertem Wasser verdunnt)

* RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich, Manchen)

* Transferpuffer (10% von 10x Tris/Glycin Puffer und 10% Methanol in

destilliertem Wasser)
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2.4 Medikamente

Quercetin  (MP Biomedicals, Strallburg, Frankreich) wurde in einer
Stammlésung von 100 mM in DMSO bei -20°C gelagert. Fur die Versuche
wurde Quercetin je nach gewiunschter Konzentration mit Zellkulturmedium
verdunnt.

Nelfinavir Mesylat (Viracept®, Pfizer, Groton, USA) wurde in einer Stammldsung

von 100 mg/ml in DMSO bei -20°C gelagert

2.5 Zellfarbstoffe fur Fluoreszenzuntersuchungen

Die fir die Versuche verwendeten Zellfarbstoffe wurden bei -20°C unter

lichtgeschitzten Bedingungen gelagert. Alle Farbstoffe wurden vor der

Erstanwendung zentrifugiert.

Cyto-ID® Autophagy detection kit (Enzo Life Sciences, Lérrach) ist ein Farbstoff
zur Sichtbarmachung von Autophagie in Zellen

ER-Tracker™ Green (BODIPY® FL glibenclamide) *for live-cell imaging*
(Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) wurde mit 128 yl DMSO vermischt zur
Herstellung einer 1 mM Stammldésung. Der ER-Tracker™ Green bindet sehr
selektiv an das Endoplasmatische Retikulum

LysoTracker® Green DND-26 (Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) besteht
aus 1 mM Stammldsung und bindet an saure Kompartimente (Lysosomen) der

Zelle
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2.6 Antikorper

2.6.1 Verwendete Antikorper fiir den Western-Blot
Erstantikorper:

 4E-BP1 Antibody #9452 (Cell Signaling Technology, New England Biolabs

GmbH, Frankfurt)

* Caspase-6 Antibody #9762 (Cell Signaling Technology, New England Biolabs

GmbH, Frankfurt)

* LC3B Antibody #2775 (Cell Signaling Technology, New England Biolabs

GmbH, Frankfurt)

* Phospho-4E-BP1 (Ser65) Antibody #9451 (Cell Signaling Technology, New

England Biolabs GmbH, Frankfurt)

* Phospho-HSP 27 (Ser15) Antibody #2404 (Cell Signaling Technology, New

England Biolabs GmbH, Frankfurt)

* Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) (108D2) Rabbit mAb #9234 (Cell Signaling

Technology, New England Biolabs GmbH, Frankfurt)

* Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) Antibody (Cell Signaling

Technology, New England Biolabs GmbH, Frankfurt)

* S6 Ribosomal Protein (5G10) Rabbit mAb #2217 (Cell Signaling Technology,

New England Biolabs GmbH, Frankfurt)

Zweitantikorper:

* Alkaline Phosphatase-conjugated Affini Pure Goat Anti-Mouse IgG (Dianova

GmbH, Hamburg)

* Alkaline Phosphatase-conjugated Affini Pure Goat Anti-Rabbit IgG (Dianova

GmbH, Hamburg)
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2.6.2 Verwendete Antikorper fiir die Inmunfluoreszenz
Erstantikorper:

e Ubiquitin (P4D1) Mouse mAb #3936 (Cell Signaling Technology, New England
Biolabs GmbH, Frankfurt)
* LC3B Antibody #2775 (Cell Signaling Technology, New England Biolabs

GmbH, Frankfurt)

Zweitantikorper:

e Cy™ 3-conjugated Affini Pure Goat Anti-Mouse IgG (Dianova GmbH, Hamburg)

2.7 Zellkultur und Zelllinien

2.7.1 Verwendete Zelllinien

Humane Mammakarzinomzelllinie MCF7 (Michigan Cancer Foundation 7): es

handelt sich um ein Adenokarzinom der Brustdrise, dessen maligne Zellen aus

dem Pleuraerguss einer 69-jahrigen Frau isoliert wurden (ATCC HTB-22,

ATCC/LGC Standards, Wesel)

* Metastasierte Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-453: isoliert 1976 von R.
Cailleau et al. vom malignen Perikarderguss einer 48-jahrigen Frau (ATCC
HTB-131 ATCC/LGC Standards, Wesel)

» Zervixkarzinomzelllinie HeLa: isoliert aus dem Zervixgewebe einer 31-jahrigen
afro-amerikanischen Frau (ATCC CCL-2, ATCC/LGC Standards, Wesel,
Deutschland)

* Ovarialkarzinomzelllinie OVCARS3: isoliert 1982 von T.C. Hamilton et al. aus

dem Aszites einer 60-jahrigen Frau (ATCC HTB-161, ATCC/LGC Standards,

Wesel)
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2.7.2 Zellkultur

Die Zellkultur diente zur Kultivierung verschiedener immortalisierter Zelllinien in
Nahrmedium. Das Arbeiten mit den oben genannten Zelllinien wurde

ausschlielich auf einer Laminar Air Flow/Sterilbank durchgeflhrt.

Die gewlnschten Zellen wurden zuerst aus dem mit Stickstoff gekuhlten
Vorratsbehélter entnommen, aufgetaut und in 25 cm? groRen Zellkulturflaschen
pipettiert und mit jeweils 10 ml Medium versetzt. Alle Zellen erhielten Quantum 263
Medium und Antibiotika (Penicillin/Streptomycin). Unter  optimalen
Zellkulturbedingungen von 37°C in einer wassergesattigten Atmosphare und 5%
CO; wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert. Nach ein bis zwei Tagen wurde
das Wachstum sowie die Viabilitdt der Zellen mit Hilfe eines
Phasenkontrastmikroskops Uberprift und gegebenenfalls das alte Medium durch
10 ml neues Medium ersetzt. Bei einer Zellkonfluenz von mehr als 80% wurden die

Zellen trypsinisiert.

Zuerst wurde das Zellmedium entfernt und die Zellen fur ca. eine Minute mit 5 ml
PBS gewaschen. Nach Entfernung von PBS wurden diese mit jeweils 1 ml Trypsin,
das den Boden der Zellkulturflasche komplett bedeckte, fur einige Minuten im
Brutschrank inkubiert. Dadurch konnten sich die Zell-Zell-Verbande und die
Anheftung der Zellen an die Kulturflaschenbdden durch Abschlagen leicht |6sen.
Um den Trypsinisierungsvorgang, nach ausreichender Loésung der Zellen, zu
stoppen, wurde Medium hinzugegeben. Danach wurde ca. 1,5 ml dieser
Zellsuspension in ein Safe-Lock-Gefalt gegeben und bei 1000 rpm bei 4°C fur funf
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mithilfe einer Pipette
abgesaugt. Je nach Wachstumsverhalten der verschiedenen Zelllinien wurden die
Zellen im Verhaltnis 1:5 oder 1:10 mit Medium verdinnt und in jeweils neuen

Kulturflaschen bebrtet.

2.7.3 Kryokonservierung der Zelllinien

Um die Vitalitat der Zellen zu bewahren, wurden die Zelllinien, welche fir aktuelle

Versuche nicht gebraucht wurden, kryokonserviert.
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Im ersten Schritt wurde die gewilnschte Zelllinie, wie oben beschrieben,
trypsinisiert. Die trypsinisierten Zellen wurden mit 1 ml Medium vermischt und in
ein Safe-Lock-Gefald pipettiert. Bei 1000 rpm und 4°C wurde die Zellsuspension
zentrifugiert. Danach wurde mit Hilfe einer Pipette der Uberstand vorsichtig
abgenommen und das Ubriggebliebene Zellpellet mit 1,5 ml Einfriermedium
(Quantum 263 mit 20% Kalberserum und 10% DMSO) versetzt.

Damit eine gute Zellsuspension entsteht, wurde mit der Pipette mehrmals auf- und
abpipettiert. Diese Zellsuspension wurde in ein Kryoréhrchen Uberfuhrt und in
einem Kryogefrierkontainer Uber Nacht eingefroren, der gewahrleistet, dass die
Zellsuspension gleichmalig und langsam (-1°C/min) abkudhlt. Am nachsten Tag
wurden die Kryorohrchen mit den enthaltenen Zelllinien zur Kryokonservierung in
einen Stickstofftank Uberfuhrt.

2.8 MTT-Assay

Der MTT-Assay diente dazu, die Uberlebensrate der Zellen unter Zugabe von
Quercetin und Nelfinavir zu bestimmen. Zur Versuchsdurchfuhrung wurden Zellen
der Zelllinien MCF7, HeLa und OVCARS in 96-Well-Platten in Triplikaten angesetzt

und Uber Nacht unter Zellkulturbedingungen inkubiert.

Anschlielend wurden die Zellen mit Quercetin (in einer Konzentration von 30 pM,
60 uM oder 90 uM) oder mit Quercetin (in einer Konzentration von 30 uM oder 60
MM) und Nelfinavir (in einer Konzentration von 10 yg/ml oder 15 ug/ml) inkubiert.
Als Negativkontrolle wurden die Zellen unbehandelt mit frischem Medium inkubiert.
Nach 48 Stunden Inkubationszeit wurde das Medium bzw. das Medium mit den
Medikamenten entfernt und durch 200 pl frisches Medium pro Well ersetzt. Danach
wurden jeweils 20 pl von MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide) in einer Konzentration von 5 mg/ml in PBS verdunnt pro Well
hinzugegeben und flr eine weitere Stunde im Brutschrank inkubiert. Der |6sliche
MTT-Farbstoff wurde dabei von den lebenden Zellen in unldsliche violette
Farbkristalle umgewandelt. Nach Zugabe von 100 pyl DMSO wurde die
Uberlebensrate der Zellen mittels ELISA-Reader bei einer Wellenlédnge von 595

nm ermittelt.
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2.9 Phasenkontrastuntersuchungen und Zellfarbung

Einen Tag vor der Versuchsdurchfuhrung wurden die Zellen der Zelllinien HelLa
und MCF7, die eine ausreichende Zellkonfluenz erreicht hatten, trypsinisiert und
anschliefiend mit Medium verdinnt. Jeweils 500 ul der Zellsuspensionen wurden
gleichmafig auf Deckglaser pipettiert und in einem sterilen Zellkulturgefa® fur 24

Stunden unter Zellkulturbedingungen inkubiert.

Am darauf folgenden Tag wurde das Wachstum der Zellen auf den Deckglasern
mit Hilfe eines Mikroskops uberpruft. Wenn die Zellen, die fur die Untersuchungen
erforderliche Konfluenz von ca. 70% erreicht hatten, konnte Quercetin
hinzugegeben werden. Dabei wurde das Medium mit Hilfe einer Pipette vorsichtig
und vollstandig von den Deckglasern entfernt. Die angesetzte Quercetin-
Stammlésung wurde aufgetaut und mit Zellkulturmedium in einem Blue-Cap-
Réhrchen zu einer 90 yM Konzentration verdunnt. AnschlieRend wurde die Halfte
der angesetzten Zellen fur sechs Stunden mit Quercetin und die Kontrollen mit
frischem Medium im Brutschrank inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von sechs
Stunden wurde das Medium erneut ersetzt und die Deckglaser mit den lebenden
Zellen auf einem Objekttrager unter einem Phasenkontrastmikroskop in 40-facher
VergrofRerung fotografiert. Bei einer Inkubation der Zellen mit 60 uM Quercetin,

wurden die Tumorzellen nach 24 Stunden im Phasenkontrastmikroskop betrachtet.

Erfolgte die Untersuchung mit den oben genannten Zellfarbstoffen, so wurde nach
einer Inkubationszeit von sechs Stunden, mit oder ohne Quercetin, das Medium
vorsichtig von den Deckglasern entfernt. Danach wurde der gewlnschte
Zellfarbstoff aufgetaut und zu 1:1000 mit Medium verdunnt. Dieser wurde zu
jeweils 500 ul auf die Proben pipettiert. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 30
Minuten im Brutschrank wurde der Farbstoff entfernt und die Zellen mit HBSS fur
ca. eine Minute gewaschen. Die lebenden Zellen wurden mit Medium versetzt und
die Deckglaser mit Hilfe einer Pinzette auf einen Objekttrager Uberfuhrt. Die
Analyse der lebenden Zellen erfolgte mit Hilfe eines Zeiss-Axiophot-Fluoreszenz-

Mikroskops.
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2.10 Western-Blot-Analyse

2.10.1 Methodik zur Herstellung der Zelllysate

Um die zu untersuchenden Proteine fur die Western-Blot-Analysen bereitzustellen,
sind Lysate der Zelllinien MCF7, MDA-MB-453 und HelLa hergestellt worden. Die
fur die Proteinlysate bendtigten Zellen wurden jeweils trypsinisiert. Die
Zellsuspensionen wurden gleichmaRig auf Petrischalen verteilt und in jeweils 5 ml

Medium im Brutschrank inkubiert.

Wenn die Zellen eine ausreichende Konfluenz von 70% erreicht hatten, konnten
diese fur die Versuche bereitgestellt werden. Dabei wurden die Zellen der Zelllinie
MCF7 fir 0 h, 6 h, 12 h und 24 h und far O h, 1,5 h, 3 h und 4,5 h mit Quercetin in
einer Konzentration von 90 yM im Brutschrank inkubiert. Die Zellen der Zelllinien
HelLa und MDA-MB-453 wurden als Positiv- und Negativkontrolle fir 0 h und 2 h
mit Quercetin in der gleichen Konzentration unter Zellkulturbedingungen inkubiert.
Nach der gewlinschten Inkubationszeit wurde das Medium mit Hilfe einer Pipette
vorsichtig abgenommen und der Zellrasen mit 300 uyl RIPA-Puffer benetzt und
anschlie3end fur zehn Minuten eingefroren. Die lysierten Zellen wurden nach dem
Wiederauftauen jeweils in ein Safe-Lock-Gefal® pipettiert und bei 12000 rpm bei
4°C far drei Minuten zentrifugiert. Die entstandene Proteinsuspension wurde
daraufhin abpipettiert und mit 100 pl 4x Probenpuffer in ein neues Gefald Uberfluhrt.

Alle Proben wurden fur spatere Western-Blot-Versuche eingefroren.

2.10.2 Methodik der Gelelektrophorese

Die zu untersuchenden Proteinproben wurden vor der Erstanwendung auf 80°C
erhitzt und bei 13000 rpm flr eine Minute zentrifugiert. Zwei Gelkassetten mit
vorgefertigten Polyacrylamidgelen (BioRad) und mit jeweils zehn Kammern wurden
aus dem Kihlschrank genommen und mit 10x Tris/Glycin/SDS-Puffer in einer
Konzentration von 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt in den dazugehdrigen
Kassettenhalter gebracht. Um die einzelnen Kammern mit den Proben oder den
Proteinmarkern fullen zu kdénnen, wurden diese mit Hilfe einer Spritze gesplilt.
Danach wurden acht Kammern langsam mit jeweils 20 pl der Proben und zwei

Kammern mit jeweils 10 pl Proteinmarker beladen.
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Die Aufspaltung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels
Gelelektrophorese. Der Kassettenhalter mit den beladenen Gelen wurde an eine
Stromquelle mit 90 mA angeschlossen und fur ca. 30 Minuten laufen gelassen. Die
Elektrophorese wurde beendet, wenn der Proteinmarker, der zur Uberwachung
des Elektrophoreselaufes herangezogen wurde, die Referenzlinie der Gelkassette

erreicht hatte und demnach die Proteine nach Molekulargewicht aufgeteilt waren.

2.10.3 Methodik des Western-Blots

Die Gele mit den negativ geladenen Proteinen wurden vorsichtig aus der
Gelkassette genommen und in Transferpuffer (10% von 10x Tris/Glycin-Puffer und
10% Methanol in destilietem Wasser) im Sandwich-Verfahren (Schwamm,
Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, Filterpapier, Schwamm) auf eine PVDF-
Membran gelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen
zwischen Gel und der Membran befanden. Zuvor wurde die PVDF-Membran auf
die richtige GroRRe zugeschnitten und fur ca. 30 Sekunden in Methanol getrankt.
Der ,Sandwich® wurde in eine vorgefertigte Kassette gespannt und in
Transferpuffer zusammen mit einem Eisblock in einem Elektroblotting-Apparat bei
200 mA fir eine Stunde geblottet. Dabei musste darauf geachtet werden, dass das
Gel mit den negativ geladenen Proteinen in Richtung der Kathode und die
Membran in Richtung der Anode ausgerichtet war. Bei diesem Blottingvorgang

wanderten die Proteine vom Gel auf die Membran.

Die geblottete Membran wurde daraufhin in Blockingpuffer (4% Milchpulver in PBS
mit 0,05% Azid und 0,01% Tween) fur drei Stunden auf einem Schuttler geblockt.
Nach der Blockung wurde mit PBS fur 3x5 Minuten gewaschen. Der Erstantikdrper
wurde in einer Konzentration von 1:1000 in Blockingpuffer verdinnt zugegeben

und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Erstantikorper entfernt und es erfolgte eine weitere
Waschung mit PBS fur 3x5 Minuten. Danach wurde der Zweitantikérper in einer
Konzentration von 1:1000 in Blockingpuffer verdinnt zugegeben. Nach einer
weiteren Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde der
Zweitantikorper entfernt, mit PBS fir 3x5 Minuten gewaschen und die Proteine auf

der Membran mittels Farbreaktion sichtbar gemacht. Um die Proteinbanden
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sichtbar zu machen wurde der PVDF-Membran 15 ml Entwicklungspuffer (100 mM
Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl;) mit 50 uyl BCIP und 100 ul NBT zugegeben.

Durch leichtes Schwenken konnten die Proteinbanden sichtbar gemacht werden.

Die entwickelten Membranen mit den detektierten Proteinen wurden mit
destilliertem Wasser gespult und daraufhin in lichtgeschitzter Atmosphare
getrocknet. Nachdem die Membranen trocken waren, wurden diese eingescannt.

Abbildung 5 zeigt schematisch die wichtigsten Schritte der Western-Blot-Analyse.
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der Proteinproben
Y X I 'ﬁs"‘ :
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6. Western Blot + \_/ 7.Inkubation mit Antikérpern und Sichtbarmachen der Proteine
mittels Farbreaktion

Abbildung 5: Schaubild der Western-Blot-Analyse. Schematische Darstellung der
wichtigsten Schritte der Western-Blot-Untersuchungen.
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2.11 Immunfluoreszenzanalysen

Die Zellen der Zelllinie MCF7 wurden einen Tag vor der Versuchsdurchflhrung
trypsinisiert, in  Medium auf Deckglasern angesetzt und unter
Zellkulturbedingungen inkubiert. Am nachsten Tag wurde die eine Halfte der
angesetzten Zellen mit 90 yM Quercetin und die andere Halfte mit frischem
Medium fur sechs Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium
vorsichtig entfernt und die Zellen fur finf Minuten in Methanol, das auf -20°C

gekuhlt wurde, fixiert.

Die Zellen wurden fur 3x5 Minuten mit PBS gewaschen, bevor der Erstantikorper in
einer Konzentration von 1:200 (in PBS und 10% Pferdeserum verdunnt)
dazugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei
Raumtemperatur wurde erneut fur 3x5 Minuten mit PBS gespult. Danach wurde
der Zweitantikdrper in einer Konzentration von 1:500 (in PBS und 10%
Pferdeserum verdlinnt) dazu pipettiet und flr weitere 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer weiteren Waschung mit PBS wurden die
Zellen unter dem Mikroskop betrachtet. Die Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgte

mit einem Filter von 460 nm Wellenlange.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstumshemmung von Tumorzellen durch Quercetin

Der Protease-Inhibitor Nelfinavir wurde lange Zeit im Rahmen der HAART
(Hochaktive antiretroviral Therapie) bei HIV-positiven Patienten eingesetzt. In-vitro-
Untersuchungen zeigten, dass Nelfinavir nicht nur eine antivirale Wirkung aufwies,
sondern auch oxidativen Stress und ER-Stress induzierte sowie zum Zelltod in
humanen Brustkrebszellen fuhrte (Brining et al., 2010). Die zusatzliche Gabe der
Antioxidantien Glutathion und N-Acetyl-Cystein verringerte die Zytotoxizitat von

Nelfinavir auf die Brustkrebszellen (Brining et al., 2010).

Da Quercetin ein bekanntes Antioxidans ist, wurde zunachst der Anteil lebender
Zellen unter der Gabe von Nelfinavir und Quercetin im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe mittels MTT-Assay bestimmt. MCF7-Zellen wurden unter
Zellkulturbedingungen mit Nelfinavir oder mit Quercetin alleine oder mit beiden

zusammen fir 48 Stunden inkubiert.

Die Ergebnisse des MTT-Assay zeigten, dass die Uberlebensrate der Zellen der
humanen Brustkrebszelllinie MCF7 unter Inkubation mit 10 ug/ml und 15 ug/mi
Nelfinavir im Vergleich zur Kontrollgruppe verringert wurde. Quercetin zeigte
jedoch als Antioxidans keinen zytoprotektiven Effekt auf die mit Nelfinavir
behandelten MCF7-Zellen, sondern Quercetin verringerte ebenfalls, unabhangig
von Nelfinavir, die Uberlebensrate der Tumorzellen. Dabei zeigten steigende
Konzentrationen von  Quercetin (30 pM, 60 pM) eine starkere
Wachstumshemmung der MCF7-Tumorzellen. In Abbildung 6 erkennt man, dass
Quercetin bereits alleine Wirkungen auf das Uberleben der Tumorzellen hat (blaue
Balken).

Quercetin wirkte somit als Antioxidans nicht zytoprotektiv, sondern hemmte wie

Nelfinavir das Wachstum der Tumorzellen unter alleiniger Inkubation.
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Abbildung 6: Wachstumshemmung von MCF7-Tumorzellen durch Nelfinavir und Quercetin.
Die MCF7-Tumorzellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Quercetin und
Nelfinavir fir 48 h inkubiert und anschlieBend mittels MTT-Assay analysiert. Steigende
Konzentrationen von Nelfinavir oder Quercetin fuhrten zu einer verringerten Zellviabilitat der
MCF7-Tumorzellen. Quercetin zeigte keine zytoprotektiven Effekte unter Nelfinavir

Behandlung. Die Auswertung erfolgte mittels ELISA-Reader.

Um die Wirkung ansteigender Konzentrationen von Quercetin auf humane
Tumorzelllinien zu bestimmen, wurden neben Zellen der Brustkrebszelllinie MCF7
auch Zellen der Zervixkarzinomzelllinie HeLa und der Ovarialkarzinomzelllinie
OVCARS fur den MTT-Assay verwendet. Die Tumorzellen wurden fur 48 Stunden
mit steigenden Konzentrationen Quercetin (30 yM, 60 uM oder 90 uyM) unter
Zellkulturbedingungen inkubiert und anschlieBend die Uberlebensrate mittels
ELISA- Reader analysiert.

Steigende Konzentrationen von Quercetin waren mit einer hoheren Zytotoxizitat
auf MCF7-, HeLa- und OVCARS3-Tumorzellen assoziiert. Abbildung 7 zeigt die
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Ergebnisse des konzentrationsabhangigen zytotoxischen Effektes von Quercetin

auf die Tumorzellen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.
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Abbildung 7: Wachstumshemmung von MCF7-, HeLa- und OVCAR3-Tumorzellen durch
Quercetin. MCF7-, HeLa- und OVCAR3-Tumorzellen wurden mit den angegebenen
Konzentrationen Quercetin fiir 48 h inkubiert und anschlieBend mittels MTT-Assay
analysiert. Steigende Konzentrationen von Quercetin filhrten zu einer verringerten

Zellviabilitdat der Tumorzellen.
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3.2 Zellmorphologische Veranderungen durch Quercetin

Insbesondere bei hdheren Quercetin-Konzentrationen wurden auffallende
morphologische Veranderungen in den Tumorzellen festgestellt. Um diese
morphologische Veranderung durch Quercetin auf die Tumorzellen genauer zu
bestimmen wurden zunachst Phasenkontrastuntersuchungen durchgefuhrt. Zellen
der Brustkrebszelllinie MCF7 und Zellen der Zervixkarzinomzelllinie HeLa wurden
fur sechs Stunden mit 90 uM Quercetin oder flr 24 Stunden mit 60 uM Quercetin
unter Zellkulturbedingungen inkubiert und anschliel3end im

Phasenkontrastmikroskop untersucht.

In beiden Fallen wurde eine starke Vakuolenbildung festgestellt. Dabei zeigte sich
schon nach wenigen Stunden Inkubationszeit eine Vakuolenbildung, die sich durch
langere Inkubationszeiten noch verstarkte. Langere Inkubationszeiten mit
steigenden Konzentrationen von Quercetin (60 uM, 90 uM) flhrten bis hin zum
Ablésen der epithelialen Zellen und zu Apoptose. Die Bildung der Vakuolen war
dabei konzentrations- und zeitabhangig. Im Gegensatz zu den behandelten Zellen
zeigten die unbehandelten Zellen keine ausgepragte Vakuolenbildung. In
Voruntersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe konnten ahnliche morphologische

Veranderungen durch Nelfinavir festgestellt werden (Brlning et al. 2009).

Die Atiologie der Vakuolen durch die Quercetin-Behandlung wurde in weiteren
Versuchen genauer untersucht. Morphologische Veranderungen von MCF7- und
HelLa-Tumorzellen, die mit 90 yM Quercetin bei einer Inkubationszeit von sechs

Stunden fotografiert wurden, sind in Abbildung 8 und 9 dargestellt.
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Kontrolle

6h Qqercetin |

Abbildung 8: Phasenkontrastuntersuchungen von MCF7- und HelLa-Tumorzellen mit oder
ohne Quercetin. Die Zellen der Zelllinien MCF7 und HeLa wurden mit 90 yM Quercetin fiir 6 h
unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Morphologisch zeigte sich eine deutliche

Vakuolenbildung im Vergleich zur Kontroligruppe. Die Zellen wurden mit dem 40er-Objektiv

fotografiert.
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Abbildung 9: Vakuolenbildung bei MCF7-Brustkrebszellen durch Quercetin. Der vergroBerte
Bildausschnitt zeigt bei einer Inkubationszeit von 6 h mit 90 pM Quercetin eine deutliche
Vakuolenbildung (beispielhaft durch rote Pfeile markiert) bei MCF7-Brustkrebszellen. Die

Zellen wurden mit dem 40er-Objektiv fotografiert.

3.3 Induktion von Autophagie durch Quercetin

Die bei dem Protease-Inhibitor Nelfinavir gefundene Vakuolenbildung in
Tumorzellen konnten von der gleichen Arbeitsgruppe als Schwellung des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) beschrieben werden (Brining et al., 2009).
Um die Atiologie der Vakuolenbildung durch Quercetin genauer zu bestimmen,
wurden gegen spezifische Zellorganellen gerichtete Fluoreszenzfarbstoffe
verwendet. Die Farbung erfolgte mittels ER-Tracker, Lysotracker und Autophagie-
Tracker. MCF7- und HelLa-Tumorzellen wurden fir sechs Stunden mit 90 uM
Quercetin inkubiert und anschlieRend mit den Fluoreszenzfarbstoffen in einer
Konzentration von 1:1000 fur weitere 30 Minuten unter Zellkulturbedingungen

inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen alleine flr
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ebenfalls 30 Minuten inkubiert. Die  Analyse erfolgte mittels

Fluoreszenzmikroskopie.

Da ER-Membranen sowohl von ER-Stress als auch von Autophagie beeinflusst
werden, wurde zunachst ein Farbstoff verwendet, der spezifisch an einen
lonenkanal des Endoplasmatischen Retikulums bindet. Die mit Quercetin
behandelten Tumorzellen zeigten neben normalen ER-Strukturen eine zirkulare
Farbung um die Vakuolen herum (siehe Abbildung 10A). Daraus konnte man
schlieen, dass die Membranen der Vakuolen wohl aus dem ER stammten. Um
den mdglichen Inhalt der Vakuolen weiter zu untersuchen, wurden die Zellen mit
einem Lysotracker gefarbt, der spezifisch Lysosomen und daher saure
Kompartimente darstellt. Dabei zeigte sich eine starke Fluoreszenzfarbung des
Vakuoleninhaltes, ein Hinweis darauf, dass der Inhalt proteolytische Enzyme aus
Lysosomen enthielt (siehe Abbildung 10B). Da Autophagie mit der Formation von
Autolysosomen  einhergeht, wobei Lysosomen mit Autophagosomen
verschmelzen, war die Farbung der Vakuolen mittels Lysotracker ein starker
Hinweis auf die Induktion von Autophagie durch Quercetin. Um den Prozess der
Autophagie weiter zu untersuchen, wurde ein Autophagie-Tracker fur die
Fluoreszenzuntersuchungen verwendet. Dabei zeigte sich ebenfalls eine starke
Fluoreszenzreaktion des Vakuoleninhaltes bei mit Quercetin behandelten
Tumorzellen (siehe Abbildung 10C). Alle Fluoreszenzversuche deuten daher auf

die Induktion von Autophagie bei Tumorzellen durch Quercetin hin.

Im Vergleich zu den mit Quercetin behandelten Tumorzellen zeigten sowohl die
unbehandelten MCF7-Zellen, als auch die unbehandelten HelLa-Zellen normale
ER-Strukturen. Bei beiden Tumorzelllinien stellten sich die Lysosomen regelrecht
als kleine Punktchen im Zytoplasma dar und Autophagie konnte bei den Kontrollen

nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 10: Induktion von Autophagie durch Quercetin bei HeLa- und MCF7-Tumorzellen.

Die Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von 6 h mit Quercetin fiir weitere 30 min mit
den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffen inkubiert. Die Zellen wurden mit dem 40er-Objektiv

fotografiert. Genauere Erlduterungen siehe FlieBtext.
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Abbildung 11: Fluoreszenzfarbung der Kontrollzellen. Sowohl HelLa-, als auch MCF7-
Tumorzellen zeigten normale ER-Strukturen, regelrechte lysosomale Strukturen und keine
Autophagie. Die Zellen wurden mit dem 40er-Objektiv fotografiert. Genauere Erlduterungen

siehe FlieRtext.
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3.4 Inhibition des mTOR-Signalweges durch Quercetin in Tumorzellen

Quercetin zeigte eine starke Induktion von Autophagie bei den Tumorzelllinien
MCF7 und HelLa, was durch die Fluoreszenzfarbungen genauer identifiziert wurde.
mTOR ist ein zentraler Regulator von Zellwachstum, Zellmetabolismus,
Zellproliferation und Zelluberleben. Dabei kontrolliet mTOR neben der
Proteinbiosynthese auch Autophagie. Um die Ursache der starken Autophagie in
den Tumorzellen durch Quercetin zu erklaren, wurden diese hinsichtlich mTOR-
Inhibition genauer untersucht. Die Aktivitat des mTOR-Signalweges lasst sich
durch den Phosphorylierungsstatus seiner Substrate 4E-BP1, p70S6-Kinase (auch

kurz S6-Kinase) und S6 mittels Western-Blot-Technik bestimmen.

MCF7-, HelLa- und MDA-MB-453-Tumorzellen wurden fur die Western-Blot-
Untersuchungen verwendet. Die Tumorzellen wurden entweder in einer Zeitkinetik
von 0 h, 6 h, 12 h und 24 h (MCF7), in einer Kurzzeitkinetik von 0 h, 1.5 h, 3 h, 4.5
h (MCF7) oder als Negativ- und Positivkontrolle fur 0 h und 2 h (HeLa und MDA-
MB-453) mit 90 uM Quercetin inkubiert und anschlielend auf die Expression von

Proteinen des mTOR-Signalweges, Autophagie und Apoptose untersucht.

Die mit Quercetin behandelten Tumorzellen zeigten eine fast vollstandige Inhibition
des mTOR-Signalweges (siehe Abbildung 13 und 15). Diese Inhibition hielt fir
mehrere Stunden an und resultierte in der Induktion von Autophagie und
schlieBlich von Apoptose. Die mTOR-Inhibition konnte in den Tumorzellen anhand
der Dephosphorylierung der mTOR-Hauptsubstrate 4E-BP1, p70S6-Kinase und
dem ribosomalen Protein S6 festgestellt werden. Die Inhibition des mTOR-
Signalweges war ein frih-auftretender Effekt in den mit Quercetin behandelten
Tumorzellen. Schon nach wenigen Stunden (6 h) zeigte sich eine Inhibition des
mTOR-Signalweges in MCF7-Brustkrebszellen (siehe Abbildung 13). Dieser frihe
Effekt der Inhibition des mTOR-Signalweges konnte in der Kurzzeitkinetik von
MCF7-Brustkrebszellen und bei HeLa- und MDA-MB-453-Tumorzellen nach 1.5 h
bzw. 2 h Inkubationszeit mit Quercetin bestatigt werden (siehe Abbildungen 14-15).
Aufgrund der Inhibition des mTOR-Signalweges durch Quercetin kam es auch zur
Induktion von Autophagie, wie bereits in den Voruntersuchungen beschrieben
wurde. Die Induktion von Autophagie durch Quercetin konnte nochmals auf

molekularer Ebene durch die Western-Blot-Untersuchungen in MCF7-Tumorzellen
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anhand des Nachweises von LC3B bestatigt werden (siehe Abbildung 13). Das
LC3B-Protein ist eine lipidmodifizierte Isoform von LC3, das als Marker fur
Autophagie eingesetzt wird (Mizushima, 2004). Eine langere Behandlung mit
Quercetin resultierte schliel3lich in der Induktion von Apoptose von MCF7-
Tumorzellen. Dies konnte anhand des Auftretens eines enzymatisch aktiven
Spaltproduktes von Caspase 6 gezeigt werden (siehe Abbildung 13). Neben den
genannten Proteinen wurden MCF7-, HeLa- und MDA-MB-453-Tumorzellen auch
auf die Expression des kleinen Hitzeschockproteins hsp27 untersucht. Hsp27-
Proteine helfen falschgefaltete Proteine in ihre richtige Struktur zu bringen und
schitzen vor programmiertem Zelltod (Jakob et al., 1993). Dabei zeigte sich, dass
die mit Quercetin behandelten Tumorzellen hsp27 phosphorylierten und somit
aktivierten (siehe Abbildung 14 und 15). Dies konnte als indirekter Indikator flr
Zellschadigung durch Quercetin und als Marker fur falschgefaltete Proteine

gesehen werden.

MCF7
0 6 12 24 h Quercetin

— p-S6
s S6
T p-4E-BP1
T 4E-BP1

e . — | (23

——
Caspase-6

Abbildung 12: Inhibition des mTOR-Signalweges und Induktion von Apoptose bei MCF7-
Tumorzellen durch Quercetin. Die Western-Blot-Untersuchung (Zeitkinetik) wurde mit 90 uM
Quercetin fiir die angegebenen Inkubationszeiten durchgefiihrt. Quercetin fiihrt zur

Inhibition des mTOR-Signalweges. Dies war an der Dephosphorylierung seiner Substrate S6
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und 4E-BP1 zu erkennen. Auf molekularer Ebene konnte die Induktion von Autophagie
anhand der Hochregulation von LC3B, einem Marker fiir Autophagie, bestaitigt werden.
Langere Inkubationszeiten (24h) mit Quercetin fuhrten zur Induktion von Apoptose

(Auftreten eines enzymatisch aktiven Spaltproduktes von Caspase 6).

MCF7
0 1.5 3 4.5 h Quercetin

—— p'S6

S6

p-p70S6 Kinase

S6 Kinase

; p-4E-BP1

4E-BP1

< p-S6
e < P-hsp 27

Abbildung 13: Inhibition des mTOR-Signalweges bei MCF7-Tumorzellen durch Quercetin.
Die Western-Blot-Untersuchung (Kurzzeitkinetik) wurden mit 90 pM Quercetin fiir die
angegebenen Inkubationszeiten durchgefiihrt. Quercetin fiihrt zur Inhibition des mTOR-
Signalweges. Dies zeigte sich an der Dephosphorylierung seiner Substrate p70S6-Kinase,
S6 und 4E-BP1. AuRerdem konnte als Marker fiir falschgefaltete Proteine und als indirekter
Indikator fiir Zellschadigung eine Phosphorylierung des hsp27-Proteins durch Quercetin

gezeigt werden.

53



Ergebnisse

HelLa 453
0 2 0 2 h Quercetin
haae e — p-S6
S6
T m p-p70S6 Kinase
¥ G S6 Kinase
- p-4E-BP1
’ 4E-BP1
= e e o :E:§§p27

Abbildung 14: Inhibition des mTOR-Signalweges bei HeLa- und MDA-MB-453-Tumorzellen
durch Quercetin. Die Western-Blot-Untersuchungen (Positiv- und Negativkontrolle) wurden
mit 90 yM Quercetin fiir die angegebenen Inkubationszeiten durchgefiihrt. Quercetin fiihrt
zur Inhibition des mTOR-Signalweges. Wie bei MCF7-Tumorzellen zeigte sich ebenfalls eine
Dephosphorylierung von p70S6-Kinase, S6 und 4E-BP1. AuBerdem konnte als Marker fiir
falschgefaltete Proteine und als indirekter Indikator fir Zellschadigung, eine

Phosphorylierung des hsp27-Proteins durch Quercetin gezeigt werden.
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Abbildung 15: Wirkungsweise von Quercetin auf Tumorzellen. Die Ubersicht zeigt, dass
Quercetin zur Inhibition des mTOR-Signalweges fiihrt sowie Autophagie und Apoptose
induziert. Die griinen Pfeile zeigen die einzelnen Auswirkungen von Quercetin auf den
mTOR-Signalweg und die damit verbundenen Auswirkungen auf die Tumorzellen an, die in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnten. Dephosphorylierung von 4E-BP1, Sé6-
Kinase und S$6. Hochregulation von LC3B als Autophagie-Marker. Auftreten eines

enzymatisch aktiven Spaltproduktes von Caspase 6 als Indikator fiir Apoptose.
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3.5 Bildung von Aggresomen durch Quercetin in MCF7-Tumorzellen

Die Bildung von Aggresomen ist eine zellulare Maoglichkeit zur Inaktivierung
falschgefalteter und méglicherweise toxischer Proteine in der Zelle (Johnston et al.,
1998). Proteine werden normalerweise Uber das Ubiquitin-Proteasom-System oder
durch Autophagie abgebaut. In der gleichen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass Quercetin in Tumorzellen auch zur Inhibition des Proteasoms fuhrte (Klappan
et al, 2012). Die Inhibition des Proteasoms flhrt zur Induktion von
Proteinaggregaten in der Zelle, die mittels Immunfluoreszenz analysiert werden
kénnen (Zhou et al., 2009).

MCF7-Tumorzellen wurden flr sechs Stunden mit und ohne Quercetin (60 uM)
behandelt. AnschlielRend wurden diese in Methanol fixiert und entweder mit einem
monoklonalen Erstantikorper gegen Ubiquitin oder LC3B inkubiert, gefolgt von
einem Cy3-konjugierten Zweitantikorper. Die Tumorzellen wurden daraufhin mittels
Immunfluoreszenz auf die Expression von Ubiquitin (um Proteinaggregate

nachzuweisen) und LC3B (um Autophagie nachzuweisen) untersucht.

Die mit Quercetin behandelten Tumorzellen zeigten neben der Induktion von
Autophagie auch die Bildung von Proteinaggregaten, sogenannten Aggresomen.
Die Bildung von Aggresomen liel3 sich auf die Inhibition des Proteasoms durch
Quercetin zurlckfuhren. Die falschgefalteten Proteine konnten daher nur noch
durch Autophagie abgebaut werden. Aus der massiven Aggresomen-Bildung liefl3
sich allerdings schlieRen, dass die Kapazitat der Zelle Proteine durch Autophagie
abzubauen, Uberstiegen wurde. Im Gegensatz dazu konnte in den unbehandelten
MCF7-Tumorzellen keine Autophagie und ebenfalls keine Proteinaggregate
nachgewiesen werden. Die Farbung der unbehandelten MCF7-Zellen mit dem
Ubiquitin-Antikorper zeigte eine feine Punktierung und keine Aggregate. Die

Ergebnisse der Immunfluoreszenz sind in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Quercetin induziert neben Autophagie (LC3B) auch die Bildung von
Aggresomen (Akkumulation ubiquitinierter Proteine) in MCF7-Brustkrebszellen. MCF7-
Brustkrebszellen wurden mit oder ohne Quercetin (60 uM) fiir 6 h behandelt, anschlieRend in
Methanol fixiert und entweder mit einem monoklonalen Antikorper gegen Ubiquitin oder
LC3B inkubiert, gefolgt von einem Cy3-konjugierten Zweitantikorper. Die mit Quercetin
behandelten Zellen zeigten sowohl eine Bildung von Aggresomen sowie die Induktion von

Autophagie im Vergleich zur Kontrolle.
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4 Diskussion

In der modernen Krebstherapie werden neben den drei Saulen chirurgische
Behandlung, Strahlentherapie und Chemotherapie immer haufiger sog. ,targeted
therapies” (zielgerichtete Krebstherapien) eingesetzt. Ein bekanntes Beispiel flur
eine erfolgreiche ,targeted therapy“ ist das Medikament Trastuzumab, das sich
gegen die Rezeptortyrosinkinase Her-2/neu richtet und die Therapie bei Frauen mit
Her-2/neu-positivem Mammakarzinom revolutioniert hat. Es wird daher intensiv an
mdglichen Angriffszielen (sog. Targets) fur die Krebstherapie geforscht. Eines
dieser Targets ist die Proteinkinase mTOR, die eine SchlUsselrolle in
Zellproliferation und Zelliberleben spielt und haufig in Tumoren dereguliert ist.
mTOR-Inhibitoren wie Rapamycin und seine Rapaloge finden derzeit erfolgreich
Anwendung in der Therapie einiger Tumorerkrankungen und neuere mTOR-
Inhibitoren befinden sich in klinischen Studien. Auch pflanzliche Stoffe spielen
schon lange eine zentrale Rolle in der Bekampfung von Krebserkrankungen. Viele
Chemotherapeutika wie z.B. Vinblastin und Paclitaxel sind sehr wirkungsvolle, aber
auch nebenwirkungsstarke Substanzen pflanzlichen Ursprungs. Daher wird viel
daran gesetzt auch naturliche Stoffe zu finden, dessen Wirkungsweise gegen
bestimmte Targets, wie z.B. mTOR, gerichtet ist und die bessere Wirkungs- und

Nebenwirkungsprofile aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Naturstoff Quercetin,
ein Bioflavonoid, antitumorale Wirkungsweisen gegen MCF7-, HelLa- und
OVCAR3-Tumorzellen hat. Um die Mechanismen dieser antitumoralen
Wirkungsweise zu erklaren, wurden Phasenkontrastuntersuchungen,
Fluoreszenzfarbungen und, auf molekularer Ebene, biochemische Untersuchungen
durchgefuhrt. Morphologisch zeigte sich eine starke Vakuolenbildung in den mit
Quercetin behandelten MCF7- und HelLa-Tumorzellen. Weitere Untersuchungen
identifizierten diese Vakuolen als Autophagosomen/Autolysosomen, die im
Prozess der Autophagie vorkommen. Um die Ursache dieser starken Autophagie-
Induktion in den Tumorzellen zu erklaren, wurde auf molekularer Ebene der
Autophagie-kontrollierende mTOR-Signalweg untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Quercetin ein potenter Inhibitor des mTOR-Signalweges in MCF7-, HelLa- und

MDA-MB-453-Tumorzellen ist. Dies wurde anhand der verminderten
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Phosphorylierung der mTOR-Substrate 4E-BP1, p70S6-Kinase und dem
ribosomalen Protein S6 gezeigt. Die Inhibition des mTOR-Signalweges durch
Quercetin war ein sehr fruher Effekt und ereignete sich schon kurze Zeit nach der
Inkubation. Langere Inkubationszeiten mit Quercetin fihrten zur Autophagie und
schliel3lich zur Induktion von Apoptose. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
deuten darauf hin, dass Quercetin seine proapoptotischen und antiproliferativen
Effekte Uber die Inhibition des mTOR-Signalweges auslésen kénnte. In diesem
Abschnitt soll Quercetin als potentieller mTOR-Inhibitor in der Tumortherapie

diskutiert werden.

Der mTOR-Signalweg als Target fur Quercetin in Tumorzellen scheint flir dessen
antiproliferative und proapoptotische Eigenschaften verantwortlich zu sein, da
mTOR ein zentraler Regulator von Zellwachstum, Zellproliferation und
Zelliberleben ist. Zwei weitere Arbeitsgruppen unterstitzen die Erkenntnisse der
vorliegenden Arbeit. So konnte die eine Arbeitsgruppe eine verminderte
Phosphorylierung von mTOR und dessen Substrat p70S6-Kinase durch Quercetin
in Prostatakarzinomzelllinien zeigen (Pratheeshkumar et al., 2012). Die andere
Arbeitsgruppe identifizierte die Hemmung von mTOR, p70S6-Kinase und 4E-BP1
durch Quercetin in Magenkarzinomzelllinien (Wang et al., 2011). Die Kinase mTOR
wird Uber upstream gelegene Faktoren reguliert (siehe 1.6.2). Eine Inhibition bzw.
Hochregulation von verschiedenen Faktoren im mTOR-Signalweg kann daher
entscheidend zur mTOR-Aktivitat beitragen. Eine der wichtigsten Aktivatoren von
mTOR ist die ihm vorgeschaltete Kinase Akt (vgl. Abbildung 2), die ein zentraler
Faktor in der Regulation von Apoptose und ein wichtiger Teil zellularer Signalwege
ist. Akt vorgeschaltet ist PI3K und der PI3K/Akt-Signalweg ist der Hauptsignalweg
Uuber den mTORC1 aktiviert wird. So beeinflusst eine Hemmung dieser beiden
Faktoren auch die Aktivitat von mTOR und diese kann zur mTOR-Inhibition positiv
beitragen. Schon im Jahre 1992 konnte Matter et al. Quercetin als potenten PI3K-
Inhibitor identifizieren (Matter et al., 1992). Weitere Studien bestatigten, dass
Quercetin neben der Inhibition von PI3K auch Akt dephosphoryliert und damit
hemmt (Gulati et al., 2006, Walker et al., 2000, Yuan et al., 2012). Eine spezifische
Inhibition von mTORC1 durch z.B. Rapamycin und dessen Rapaloge kann in
einigen Tumoren durch den vorhandenen mTOR-S6K1-IRS1 negativen Feedback-

Loop (siehe Abbildung 2) zur Hochregulation des PI3K/Akt-Signalweges flhren
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und dadurch zur Resistenzentwicklung von Tumorzellen beitragen (O'Reilly et al.,
2006). Somit besitzt Quercetin aufgrund seiner zusatzlichen Hemmung von PI3K
und Akt den Vorteil als Dualer-PI3K-mTOR-Inhibitor zu fungieren und maglichen

Resistenzentwicklungen von Tumorzellen entgegenzuwirken.

Ein weiterer wichtiger Regulator von mTOR ist die AMPK, die Gber den AMP/ATP-
Spiegel der Zelle reguliert wird. Sie ist der wichtigste negative Regulator von
MTOR und hemmt mTORC1 auf direktem und indirektem Weg (siehe 1.6.2.). So
konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass Quercetin seine proapoptotische
Wirkung Uber die Hochregulation von AMPK auslbt (Jung et al., 2010, Kim et al.,
2010). Als negativer Regulator von mTOR stellt die Aktivierung von AMPK durch
Quercetin einen weiteren Faktor dar, der zur mTOR-Inhibition beitragt. Die in der
vorliegenden Arbeit identifizierte Autophagie-Induktion in Tumorzellen konnte auf
die Inhibition des mTOR-Signalweges durch Quercetin zurtickgefuhrt werden. Der
ULK1/2-ATG13-FIP200-Komplex ist fur die Initiation von Autophagie notwendig
und wird durch mTOR gehemmt (siehe 1.6.5). Da AMPK ULK1 direkt
phosphoryliert und damit den ULK1/2-ATG13-FIP200-Komplex stabilisiert (Inoki et
al., 2012, Kim et al., 2011), tragt die Hochregulation von AMPK durch Quercetin
zusatzlich zur starken Autophagie-Induktion in Tumorzellen bei. Neben AMPK sind
TSC1 und TSC2 zwei weitere negative Regulatoren von mTOR, deren Expression
durch Quercetin hochreguliert werden konnte (Nair et al., 2004) und somit, ahnlich
wie die Aktivierung von AMPK durch Quercetin, zur Inhibition des mTOR-

Signalweges positiv beitragt.

Die  Aktivitat des  PI3K/AkKt/mTOR-Signalweges ist abhangig von
Membranrezeptoren, sogenannten Rezeptortyrosinkinasen, die Uber
Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Zu diesen Rezeptoren zahlen z.B. EGFR und
Her-2/neu, die haufig in Tumoren hochreguliert sind und Targets fur die moderne
Krebstherapie darstellen. Nach Quercetin-Gabe zeigten HelLa-Tumorzellen eine
verminderte Expression von EGFR (Jung et al., 2010) und Mamma- und
Ovarialkarzinomzelllinien eine verminderte Expression von Her-2/neu (Jeong et al.,
2008). Durch die verminderte Expression von Rezeptortyrosinkinasen durch
Quercetin wird die Aktivitat des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges zusatzlich negativ
beeinflusst. Die hier zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass der mTOR-

Signalweg als mdgliches Ziel fur Quercetin in der Tumortherapie in Betracht
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gezogen werden kann und dass dessen Hemmung zu den antiproliferativen und
proapoptotischen Mechanismen von Quercetin entscheidend beitragt. Abbildung
17 fasst die verschiedenen Angriffspunkte von Quercetin auf den mTOR-
Signalweg, die in der vorliegenden Arbeit und in der aktuellen Literatur gezeigt

werden konnten, vereinfacht zusammen.

Q|  Rezeptortyrosinkinasen.
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Abbildung 17: Inhibition des mTOR-Signalweges durch Quercetin (Q). Vereinfachte

Darstellung der Auswirkungen von Quercetin auf den mTOR-Signalweg in Tumorzellen. Die
dicken schwarzen Pfeile sollen die Auswirkungen von Quercetin durch die mTOR-Inhibition
auf die Tumorzellen verdeutlichen. Die Grafik wurde auf Basis der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit und auf Basis folgender Quellen erstellt (Briining, 2013, Gulati et al.,
2006, Jeong et al., 2008, Jung et al., 2010, Kim et al., 2010, Matter et al., 1992, Nair et al., 2004,
Pratheeshkumar et al., 2012, Wang et al., 2011, Yuan et al., 2012)
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Neben der Inhibition des mTOR-Signalweges und der daraus resultierenden
starken Autophagie-Induktion durch Quercetin in Tumorzellen, konnte in der
vorliegenden Arbeit auch die Bildung von polyubiquitinierten Proteinaggregaten,
sogenannten Aggresomen, unter Quercetin-Behandlung mittels Immunfluoreszenz
in MCF7-Tumorzellen identifiziert werden. Unter normalen Bedingungen werden
falschgefaltete und beschadigte Proteine Uber das Ubiquitin-Proteasom-System
oder durch Autophagie abgebaut. Da wir in unserer Arbeitsgruppe auflerdem eine
Inhibition der Proteasomaktivitat durch Quercetin in Tumorzellen identifizieren
konnten (Klappan et al., 2012), stellte Autophagie den einzigen Mechanismus dar,
durch den die anfallenden Proteine abgebaut werden konnten. Allerdings zeigte
die massive Bildung von Aggresomen unter der Quercetin-Behandlung auch, dass
die Kapazitat der Zelle diese Proteine durch Autophagie abzubauen Uberstiegen
wurde (Zhou et al., 2009) und dies womoglich zusatzlich zur Induktion von

Apoptose beitrug.

Das Proteasom spielt eine grol’e Rolle in der Aufrechterhaltung zellularer
Funktionen und stellt daher ein wichtiges Target in der modernen Krebstherapie
dar (Navon and Ciechanover, 2009). Bortezomib war der erste Proteasom-
Inhibitor, der von der FDA fur die Therapie des Multiplen Myeloms sowie des
Mantellzelllymphoms zugelassen wurde (Kane et al., 2003, Kane et al., 2007) und
sich derzeit fur die Therapie solider Tumore in klinischen Studien befindet. In
unserer Arbeitsgruppe konnten wir Quercetin als potenten Proteasom-Inhibitor
identifizieren (Klappan et al., 2012). Dabei zeigte sich, dass Quercetin sehr effektiv
alle drei katalytischen Einheiten des Proteasoms in Tumorzellen inhibierte,
wohingegen Bortezomib im Vergleich dazu eine Praferenz zu einer bestimmten
katalytischen Einheit aufwies (Klappan et al.,, 2012). Die Fahigkeit Quercetins
neben der Inhibition des mTOR-Signalweges auch das Proteasom in Tumorzellen
zu inhibieren, ermdglichen neue Einblicke in die antitumorale Wirkungsweise
dieses Flavonoids und machen es interessant fur die mogliche Anwendung in der
Krebstherapie. In Abbildung 18 soll der Zusammenhang der mTOR- und
Proteasom-Inhibition durch Quercetin und deren Auswirkungen auf Tumorzellen

veranschaulicht werden.
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen der mTOR-Inhibition und der Proteasom-Inhibition

durch Quercetin und deren Auswirkungen auf Tumorzellen. Die Grafik wurde auf Basis der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und auf Basis folgender Quellen erstellt (Briining, 2013,
Gulati et al., 2006, Jeong et al., 2008, Jung et al., 2010, Kim et al., 2010, Klappan et al., 2012,
Matter et al., 1992, Nair et al., 2004, Pratheeshkumar et al., 2012, Wang et al., 2011, Yuan et
al., 2012)

Viele praklinische Studien sowie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen,
dass Quercetin eine vielversprechende Substanz flr die Krebstherapie ist.
Interessanterweise gibt es fur die Substanz Quercetin, die antitumorale
Wirkungsweisen gegen eine Vielzahl von Tumorzelllinien aufweist, relativ wenige
klinische Studien, die die Anwendung von Quercetin in der Krebstherapie
untersuchten. Eine Phase | Studie, die schon mehr als 15 Jahre zurlckliegt,
untersuchte die Wirkungsweise von Quercetin an 51 Krebspatienten, die nicht
mehr auf eine Standardtherapie ansprachen (Ferry et al., 1996). Quercetin wurde
intravends in eskalierten Dosierungen in wdchentlichen oder dreiwdchentlichen

Intervallen verabreicht (Ferry et al., 1996). Die erste Dosis lag bei 60 mg/m? und
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die zehnte bei 1700 mg/m? (Ferry et al., 1996). Dabei konnte bei einer Dosierung
von 945 mg/m? maximale Plasmakonzentrationen von 200-400 pM erreicht
werden, jedoch kam es sehr schnell zur Clearance von Quercetin und der
Plasmaspiegel sank auf eine Konzentration von 1 uyM (Ferry et al.,, 1996). Als
Nebenwirkungen wurden Schmerzen an der Einstichstelle nach Injektion sowie
Flushing angegeben (Ferry et al., 1996). Schwerwiegende und dosislimitierende
Nebenwirkungen waren das Auftreten von schwerer Dyspnoe und Nephrotoxizitat
(Ferry et al., 1996). Eine hamatologische oder neurologische Toxizitat konnte nicht
festgestellt werden (Ferry et al., 1996). Zwei Patienten sprachen auf die Therapie
mit Quercetin an (Ferry et al., 1996). Eine Ovarialkarzinompatientin zeigte eine
Reduktion des Tumormarkers CA-125 und ein Leberkarzinompatient zeigte eine
Reduktion des Tumormarkers a-Fetoprotein (Ferry et al., 1996). Diese sehr
vielversprechende Phase | Studie zeigte, dass maximale Plasmakonzentrationen
von 200-400 yM Quercetin erreicht werden konnten, die sogar uUber den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentration von Quercetin lagen. Allerdings
reduzierte sich die Plasmakonzentration von Quercetin sehr schnell auf eine nicht-
wirksame Konzentration von 1 yM (Bruning, 2013, Ferry et al., 1996). Aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann man jedoch deutlich schlie3en, dass die
Induktion von Apoptose in Tumorzellen einer kontinuierlichen Inkubation von
Quercetin in hohen Konzentrationen (60-90 uM) Uber einen langen Zeitraum (24 h)
bedarf. Wenn dies wie in der oben genannten Studie nicht erreicht werden kann,
kdnnten sich Tumorzellen sehr schnell an eine Quercetin-Behandlung adaptieren
und erneut proliferieren (Brining, 2013). Daneben stellen mTOR-Inhibition und
Autophagie zellprotektive Mechanismen dar, die zunachst einen zytostatischen
Effekt auf die Tumorzellen haben und sich diese dadurch schnell an eine
Quercetin-Behandlung gewdhnen kdnnten (Bruning, 2013). Da die zytostatisch
wirkenden mTOR-Inhibitoren (wie z.B. Everolimus) in Studien auch in Kombination
mit anderen Therapieregimes vielversprechende Ergebnisse zeigten (Meric-
Bernstam and Gonzalez-Angulo, 2009), konnte die Fahigkeit von Quercetin, den
mTOR-Signalweg auf mehreren Ebenen zu inhibieren auch in
Kombinationstherapie mit etablierten Krebstherapeutika genutzt werden. In
verschiedenen in-vitro-Studien konnte sogar gezeigt werden, dass Quercetin als
Chemosensitizer wirkte und den zytotoxischen Effekt von Chemotherapeutika auf
Tumorzellen verstarkte (Akbas et al., 2005, Chen et al., 2010, Chuang-Xin et al.,
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2012, Jakubowicz-Gil et al., 2005, Kim et al., 1998, Scambia et al., 1990, Staedler
et al., 2011, Wang et al.,, 2012). Somit sollte in zuklnftigen Studien auch die
Kombinationstherapie von Quercetin mit anderen Krebstherapeutika auf ihre
Wirksamkeit geprift werden (Brining, 2013). Ein weiteres Problem in der
Anwendbarkeit von Quercetin in der Krebstherapie stellt dessen schlechte
Wasserldslichkeit und Bioverflugbarkeit in vivo dar (Bruning, 2013, Gibellini et al.,
2011). Im Korper wird Quercetin wohl in seiner wasserloslichen und stabileren
glucuronidierten Form transportiert, allerdings ist diese auch weniger zuganglich
fur Tumorzellen (Brining, 2013). Um dieses Problem zu umgehen, wurden
verschiedene Quercetin-Derivate hergestellt oder aus Pflanzen isoliert, die
Quercetin schutzen, dessen Aktivitat, Bioverfugbarkeit, Wasserloslichkeit und/oder
Stabilitat erhéhen (Brining, 2013, Hirpara et al., 2009, Puoci et al., 2012). Eines
diese Derivate, ein Aminosauren-Derivat namens Q12, wurde bereits erfolgreich in
einer Phase | Studie untersucht (Mulholland et al., 2001). Weiteren Derivate von
Quercetin wurden bis dato nicht in klinischen Studien getestet. Eine andere
Moglichkeit, die Anwendbarkeit von Quercetin zu verbessern, besteht in der
Herstellung einer auf Quercetin basierenden chemischen Substanz, die als inaktive
Prodrug gegeben wird, in Tumorzellen akkumuliert und dort durch Uberexprimierte

Enzyme zu seiner aktiven Form gespaltet werden kdnnte (Brining, 2013).

Der mTOR-Signalweg und das Proteasom stellen wichtige Targets fur die moderne
Krebstherapie dar. Die Inhibition des mTOR-Signalweges sowie des Proteasoms
durch Quercetin in Tumorzellen, ermdglichen nicht nur neue Einblicke in die
Wirkungsweise dieser Substanz, sondern machen es auch sehr interessant fir die
mdgliche Anwendung in der Krebstherapie. Besonders Tumoren, die eine
Deregulierung im mTOR-Signalweg und Proteasom aufweisen, konnten fur eine
Behandlung mit Quercetin in Betracht gezogen werden. Eine erfolgreiche
Tumortherapie mit Quercetin bedarf allerdings einer ausreichend langen Inkubation
in hohen Konzentrationen. Die biologischen und pharmakologischen Eigenschaften
von Quercetin erflllen derzeit nicht die Kriterien fur die Anwendung in der
Tumortherapie. Neue Derivate sowie die Kombination von Quercetin mit anderen
etablierten Krebsmedikamenten konnten in Zukunft die Anwendbarkeit von

Quercetin in der Krebstherapie entscheidend verbessern und etablieren.
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5 Zusammenfassung

Quercetin ist ein Bioflavonoid, das in vielen Pflanzen und pflanzlichen
Nahrungsmitteln vorkommt. Schon seit langem ist es flr seinen positiven
gesundheitlichen Nutzen bekannt und wird flr die Pravention und Therapie von
Krebserkrankungen erforscht. Viele in-vitro-Studien belegen die antitumorale
Wirkungsweise von Quercetin. Die genauen Mechanismen, die hinter dieser
Wirkungsweise stecken, sind allerdings bis heute noch nicht vollstandig

verstanden.

Die Proteinkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) ist ein zentraler
Regulator von Zellproliferation und Zellwachstum. Viele Tumoren weisen eine
Deregulierung im mTOR-Signalweg auf. Daher gewinnt mTOR als Target in der
moderne Krebstherapie stetig an Bedeutung. mTOR-Inhibitoren wie z.B.
Rapamycin und seine Rapaloge finden derzeit erfolgreich Anwendung in der
Therapie einiger Tumore und neuere mTOR-Inhibitoren befinden sich in klinischen
Studien. Auch pflanzliche Stoffe spielen schon lange eine zentrale Rolle in der
Bekampfung von Krebserkrankungen. Viele Chemotherapeutika wie z.B. Vinblastin
und Paclitaxel sind sehr wirkungsvolle, leider aber auch sehr nebenwirkungsreiche
Substanzen pflanzlichen Ursprungs. Daher wird viel daran gesetzt, auch natirliche
Stoffe zu finden, deren Wirkungsweise gegen bestimmte Angriffsziele (sog.
Targets), wie z.B. mTOR, gerichtet ist und die bessere Wirkungs- und

Nebenwirkungsprofile aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von zellbiologischen,
zellmorphologischen und molekularbiologischen Untersuchungen die
Wirkungsweise von Quercetin auf Tumorzelllinien untersucht. Dabei konnte mittels
MTT-Proliferationsassay gezeigt werden, dass Quercetin antitumorale
Wirkungsweisen gegen MCF7-, HeLa- und OVCARS3-Tumorzelllinien hat. Um die
Ursache dieser antitumoralen  Wirkungsweise zu erklaren, wurden
Phasenkontrastuntersuchungen, Fluoreszenzfarbungen und, auf molekularer
Ebene, Western-Blot-Untersuchungen durchgefihrt. Morphologisch zeigte sich
eine starke Vakuolenbildung in den mit Quercetin behandelten MCF7- und Hela-

Tumorzellen. Weitere Untersuchungen identifizierten diese Vakuolenbildung als
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Teil des Autophagie-Prozesses. Um die Ursache dieser starken Autophagie-
Induktion in den Tumorzellen zu erklaren, wurde auf molekularer Ebene der
Autophagie-kontrollierende mTOR-Signalweg untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Quercetin ein potenter Inhibitor des mTOR-Signalweges in MCF7-, HelLa- und
MDA-MB-453-Tumorzellen ist. Dies wurde anhand der verminderten
Phosphorylierung der mTOR-Substrate 4E-BP1, p70S6-Kinase und dem
ribosomalen Protein S6 nachgewiesen. Die Inhibition des mTOR-Signalweges
durch Quercetin war ein sehr frher Effekt und ereignete sich schon kurze Zeit
nach Inkubationsbeginn. Langere Inkubationszeiten mit Quercetin flihrten zur
Autophagie und schliefdlich zur Induktion von Apoptose. Neben der Induktion von
Autophagie konnte mittels Immunfluoreszenz auch die Bildung von
polyubiquitinierten Proteinaggregaten (sog. Aggresomen) unter Quercetin-
Behandlung in MCF7-Tumorzellen nachgewiesen werden. Dies lie® sich auf die
Inhibition des Proteasoms durch Quercetin erklaren, ein weiterer Mechanismus

von Quercetin, der in unserer Arbeitsgruppe identifiziert werden konnte.

Ubereinstimmend mit anderen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass
Quercetin den mTOR-Signalweg auf mehreren Ebenen negativ beeinflusst. Diese
Fahigkeit tragt entscheidend zu den antiproliferativen und antitumoralen
Wirkungsweisen von Quercetin in Tumorzellen bei. Die Inhibition des mTOR-
Signalweges und des Proteasoms durch Quercetin ermoglichen nicht nur neue
Einblicke in die Wirkungsweise von Quercetin, sondern machen es auch
interessant flir die mdgliche Anwendbarkeit in der Tumortherapie. Aufgrund der
schlechten Wasserloslichkeit sowie Bioverfugbarkeit von Quercetin in vivo ist
Quercetin-Aglykon derzeit fur die Krebstherapie nicht geeignet. Allerdings kdnnten
neue Derivate sowie die Kombination von Quercetin mit anderen etablierten
Krebsmedikamenten oder die Herstellung einer auf Quercetin basierenden
chemischen Substanz, die Anwendbarkeit von Quercetin in der Krebstherapie in

Zukunft entscheidend verbessern und etablieren.
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