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2. Einleitung
2.1. Apoptose- der programmierte Zelltod

Die Apoptose ist ein programmierter Zelltod, der bei vielen physiologischen
Prozessen eine wichtige Rolle spielt. Darunter fallen Embryonalentwicklung,
Funktionen des Immunsystems und kontrollierte Entfernung unerwinschter Zellen
um die normale Gewebshomoostase aufrecht zu erhalten (Kerr et al., 1972, Reed,
2000). Sind die Funktionen dieses regulierten ,Selbstmordes’ gestort, steht dies in
direktem Zusammenhang mit Tumorwachstum und Therapieresistenz (Kerr et al.,
1994).

Morphologische Veranderungen einer apoptotischen Zelle beinhalten Zytoplasma-
und Zellkern-Kondensation, nukledre DNA-Fragmentation, blasenfoérmige
Ausstilpung der Plasmamembran und das Abschnulren kleiner Fragmente (,apoptotic
bodies’). Diese abgeschnurten Fragmente waren Namensgeber fur den Begriff
JApoptose’, aus dem Griechischen fur ,weg-/abfallen’, da sie an fallende Blatter im
Herbst erinnerten. AnschlieRend kommt es zur Phagozytose und die Zelle kann ohne

Entzindungsreaktion aus dem Gewebe entfernt werden (Kerr et al., 1972).

2.2. Molekulare Mechanismen der Apoptose

2.2.1. Caspasen als zentrale Exekutionsorgane der Apoptose

Den morphologischen Veranderungen und biochemischen Prozessen die zur
Apoptose fuhren, liegt die Aktivierung sog. Caspasen (,Cystein-Aspartat-spezifische
Proteasen®) zugrunde. Diese Proteasen spalten ihre Substrate, aktivieren dadurch
weitere Caspasen und verschiedene zellulare Proteine und fuhren so zu einer
kaskadenartigen Apoptoseinduktion. Die Caspasen kdnnen in Initiator- und
Effektorcaspasen aufgeteilt werden. Sie liegen in der Zelle als inaktive Proenzyme
(Zymogene) vor, bevor deren Aktivierung durch diverse Stimuli in Gang gesetzt wird.
Vereinfacht gesagt gibt es zwei Hauptwege um die Apoptosesignalkaskade in Gang
zu setzen. Der extrinsische, rezeptorvermittelte Weg fuhrt Gber Aktivierung von
Initiatorcaspase-8 zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7. Der intrinsische

Weg ist Mitochondrien-abhangig und fuhrt Uber Aktivierung von Initiatorcaspase-9 zur

1



Aktivierung der Effektorcaspasen (Dekterev et al., 2003; Hengartner, 2000; Reed,
2000).
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Abb. 1: Schema der intrinsischen und extrinsischen Apoptosesignaltransduktion. Durch

intrazellulare Stimuli (rechts) werden BIM, BAD, PUMA und NOXA aktiviert, welche anti-apoptotisches
Bcl-2 und Bcl-xL inhibieren. Dadurch wird Cytochrom-C am Mitochondrium freigesetzt und es kommt
zur Formung des Apoptosoms mit APAF-1 und Caspase- 9. Antiapoptotische IAP-Proteine werden
durch SMAC und OMI gehemmt. Effektorcaspasen-3, -6 und -7 werden aktiviert und schlie3lich fuhrt
dies zur Apoptose. Extrazellulare Stimuli fihren Uber Todesliganden (links) zur Aktivierung von
Caspase-8, welche die Effektorcaspasen (-3, -6 und -7) aktiviert. BID stellt eine Verknlpfung zur

intrinsischen Signalkaskade dar.

2.2.2. Der Rezeptor-vermittelte extrinsischer Apoptosesignalweg

Der extrinsische Apoptosesignalweg wird Uber extrazellulare Stimuli und
membranstandige Rezeptoren vermittelt. Spezifische Liganden wie TNFa (,tumor

necrosis factor a *),FasL (,fas ligand‘) und TRAIL (,tumor necrosis factor related



apoptosis-inducing ligand’) binden an ihre passenden Rezeptoren und kdnnen so
den Zelltod einleiten (Lee et al., 2012).

Bildung des death inducing signaling complex (DISC)

Diese Todesrezeptoren (,death receptor'= DR) sind Rezeptoren der TNF-
Superfamilie, welche Uber eine zytoplastamtische Todesdomane (,death domain‘ =
DD) verfugen, die an der Signallbertragung innerhalb der Zelle beteiligt ist. Zunachst
kommt es zu einer Trimerisierung von Rezeptor und Ligand und anschliel3end zur
Bildung des sog. DISC (,death inducing singaling complex’). Dabei lagert sich das
Adaptorprotein FADD (,Fas-associating protein with a novel death domain‘) mit seiner
DD an die DD des Rezeptors. FADD verflugt zudem noch Uber eine DED (,death
effector domain‘) Uber die Procaspase-8 gebunden werden kann. Anschlielend
kommt es zur autokatalytischen Aktivierung von Caspase-8. Diese kann den DISC
verlassen und ihre spezifischen Zielsubstrate, die Effektorcaspasen-3, -6, -7
aktivieren. (Kaufmann et al., 2012; Kischkel et al., 1995).

2.2.3. Der Mitochondrien-abhéangige intrinsischer Apoptosesignalweg

Die Mitochondrien als zentrale Regulatoren

Die Mitochondrien als Energielieferanten der Zelle spielen eine wichtige Rolle in der
durch intrinsische Stimuli ausgelosten Apoptosesignalkaskade. Solche intrinsische
Stimuli (z.B. irreparable DNA-Schadigung durch zytotoxische Agenzien oder y-
Strahlung, unphysiologischer pH, Mangel an Wachstumsfaktoren) fihren Uber
Aktivierung proapoptotischer Proteine am Mitochondrium durch Porenbildung zur
erhohten Permeabilitat der aul3eren Mitochondrienmembran, auch als MOMP
(,mitochondrial outer membrane permeabilization‘) bezeichnet, und geht mit dem
Verlust des Mitochondrienmembranpotentials einher. Dies fuhrt zur Freisetzung
proapoptotischer Proteine die wiederum an der Caspasen-Aktivierung beteiligt sind,
wie z.B. Cytochrom C (Green und Kroemer 2004; Kroemer und Reed, 2000).

Der Freisetzung von Cytochrom C kommt eine Schlusselfunktion im Mitochondrien-
abhangigen Apoptose-Prozess zu. Das aus dem Mitochondrium ins Zytosol
entlassene Cytochrom C formt mit Apaf-1 (,apoptotic protease activating factor 1°)

und Procaspase-9 einen Komplex, das sog. ,Apoptosom’. Aktive Caspase-9



wiederum spaltet und aktiviert die Effektorcaspasen-3, -6, -7 und flhrt so zum
apoptotischen Zelltod (Green und Reed, 1998; Li et al., 1997; Zou et al., 1999).

Die Freisetzung von Cytochrom c wird begleitet durch die Freisetzung weiterer
proapoptotischer Proteine, wie SMAC/Diablo (,Second mitochondria-derived activator
of caspases? ,direct IAP binding protein with a low pl‘) und OMI/HtrA2, die als
Hemmer der antiapoptotischen |IAP-Familie (,/Inhibitor of Apoptosis Protein‘) fungieren
und so deren Caspasen-Hemmung antagonisieren (Du et al., 2000; Suzuki et al.,
2001; Verhagen et al., 2000).

Pro- und antiapoptotische Requlator- Proteine der Bcl-2 Familie

Die Bcl-2-Familie besteht aus proapoptotischen und antiapoptotischen Proteinen, die
sich in einer gesunden Zelle die Waage halten. Die Interaktion dieser
gegensatzlichen Proteine untereinander ist entscheidend daran beteiligt, ob der Weg
der Caspasenaktivierung und damit Apoptoseeinleitung eingeschlagen wird oder
nicht (Cory et al., 2003). Anhand ihrer BH-Domane (,Bcl-2 homology region‘) kbnnen
sie weiter klassifiziert werden. Bcl-2 und Bcl-xL sind die wichtigsten Vertreter der
antiapoptotischen Proteine mit 4 BH-Domanen (BH1234). Bax (,Bcl-2-associated X
protein’) und Bak (,Bcl-2 antagonist/killer’) als proapoptotische Proteine mit 3 BH-
Domaéanen (BH123) lassen sich von Bid, Bad, NOXA und PUMA abgrenzen, die als
,BH-3 only’ Proteine bezeichnet werden (Letai et al., 2002).

Die proapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie spielen eine zentrale Rolle beim
Verlust der Integritat der aulzeren Mitochondrienmembran (MOMP). In gesunden
Zellen ist Bak (Uber Bcl-2) an die aultere Mitochondrienmembran gebunden. Im
Gegensatz dazu liegt Bax in seiner inaktiven Form im Zytosol vor und diffundiert erst
nach Apoptoseinduktion zur auferen Mitochondrienmembran (Wolter et al., 1997).
Nach Konformationsanderung und fester Assoziation mit der Mitochondrienmembran
kénnen Bax und Bak als Multimere Protein-durchlassige Poren formen (Matsuyama
et al., 1998) und flihren so zur Cytochrom-C-Freisetzung und Aktivierung der
Caspasen-abhangigen Apoptosesignalkaskade. Proapoptotische BH3-only Proteine
konnen als ,Aktivatoren‘ oder ,Unterstutzer fungieren (Kroemer et al., 2007).

Bid stellt eine Querverbindung von extrinsischem zu intrinsischem Apoptoseweg dar.
Uber den rezeptorvermittelten extrinsischen Signalweg kommt es (iber

Initiatorcaspase-8 durch Spaltung zur Aktivierung von Bid zu tBid (,fruncated Bid").



tBid aktiviert die proapoptotischen Proteine Bax und Bak. Dies fuhrt zur Freisetzung
von Cytochrom C aus dem Mitochondrium und somit zu einer Apoptose-Verstarkung
(Kaufmann et al., 2012; Korsmeyer et al., 2000).

NOXA ( lat. ,Schaden’) und PUMA (,p53 upregulated modulator of apoptosis’) zahlen
ebenfalls zu den proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie. Sie entfalten ihre
Wirkung hauptsachlich durch Interaktion mit antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-
Familie und ebnen so den Weg zur Apoptoseinduktion (Oda et al., 2000; Yee und
Vousden, 2008). PUMA kann daruber hinaus durch direkte Interaktion mit Bax zu

einer verstarkten Apoptoseaktivierung fihren (Yingjje et al., 2009).

Die wichtigsten antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie sind Bcl-2 und Bcl-xL.
Diese entfalten ihre antiapoptotische Wirkung indem sie die Freisetzung von
Cytochrom C direkt am Mitochondrium verhindern (Kroemer und Reed, 2000). Somit
bleibt die Bildung des Apoptosoms aus und Caspase-9 kann nicht aktiviert werden.
Durch Phosphorylierung, z.B. Uber Mikrotubuli-Schadigung kann die antiapoptotische
Wirkung von Bcl-2 und Bcl-xL antagonisiert werden (Blagosklonny et al., 1997,
Poruchynsky et al., 1998).

Antiapoptotische Proteine der IAP-Familie

Die Proteine der IAP-Familie (clAP1, clAP2, XIAP, Survivin) entwickeln ihren
antiapoptotischen Effekt, indem sie distal des Mitochondriums in die Signalkaskade
eingreifen. Uber direkte Interaktion mit Caspasen, vor allem der Caspasen -3, -7 und
-9, kommt es zu deren Inaktivierung (Deveraux et al., Roy et al., 1997, 1998, Tamm
et al., 1998).

Survivin nimmt in der IAP-Familie eine Sonderrolle ein. Dieses Protein wird bei einem
hohen Prozentsatz der haufigsten Tumor- und Lymphomzellen Gberexprimiert, ist
jedoch im normalen adulten Gewebe nicht detektierbar (Ambrosini et al., 1997) und
legt daher nahe, dass Survivin eine wichtige Rolle in der Pathogenese menschlicher

Tumoren einnimmt (Ambrosini et al., 1998).



2.2.4. Die pro-apoptotische Funktion von JNK (c-Jun N-terminal Kinase)

im extrinsischen und intrinsischen Apoptosesignalweg

JNK (c-Jun N-terminal Kinase) gehort zur Familie der MAP-Kinasen und spielt als
zentraler Regulator sowohl im extrinsischen als auch im intrinsischen
Apoptosesignalweg eine wichtige Rolle. Via Translokation zum Nucleus und
Phosphorylierung von c-dJun kommt es zur vermehrten Transkription pro-
apoptotischer Proteine einerseits und Uber direkte Phosphorylierung zur Modulation
pro- und anti-apoptotischer Proteine am Mitochondrium andererseits (Dhanasekaran
und Reddy, 2008). Uber die Phosphorylierung von pro-apoptotischem Bim und Bad
bzw. Uber direkte Phosphorylierung und Inaktivierung von anti-apoptotischem Bcl-2
und Bcl-xL fuhrt JNK letztlich zur Freisetzung von Cytochrom C (Dhanasekaran und
Reddy, 2008, Herr und Debatin, 2001). Zudem kommt es durch JNK zu einer
direkten Aktivierung des porenformenden und pro-apoptotischen Proteins Bax
(Tsuruta et al., 2004). Die Cytochrom-C-Freisetzung am Mitochondrium stellt den

entscheidenden Schritt des intrinsischen Apoptosesignalweges dar (Kapitel 2.2.3).

Wahrend der extrinsischen Apoptosesignaltransduktion kommt es nach Aktivierung
von Caspase 8 als Querverbindung zum intrinsischen Weg zur Spaltung von Bid
(sog. tBid) (Kapitel 2.2.3). Die Rezeptor-vermittelte Aktivierung von JNK kann zu
einer Caspase-8-unabhangigen Spaltung von Bid zu jBid fihren, welches durch
Freisetzung von SMAC/Diablo und konsekutiver Hemmung von anti-apoptotischen

Proteinen der IAP-Familie zum apoptotischen Zelltod fuhrt (Deng et al., 2003).

JNK fuhrt zudem uber die Phosphorylierung von p53 zur Aktivierung der
Apoptosesignalkaskade (Oleinik et al., 2007).

Abbildung 2 zeigt einen Uberblick tber die Signaltransduktion von JNK.



intrinsischer Signaiweqg
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Abb. 2: Schema JNK-vermittelten Apoptosesignaltransduktion. Intrazelluldre Stimuli (rechts)
fuihren zur Aktivierung von JNK, wodurch Bcl-2 und Bcl-xL phosphoryliert und damit deren
antiapoptotische Funktion inhibiert wird. Zudem kommt es Uber JNK zur Aktivierung von BIM,
BAD, welche ihrerseits anti-apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie inhibieren. Zudem wird BAX von
JNK aktiviert. Dies fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom-C am Mitochondrium und uber
Caspasenaktivierung zum apoptotischen Zelltod. Extrazellulare Stimuli fihren Gber Todesliganden
(links) zur Aktivierung von JNK, welches Uber die Aktivierung von jBid und SMAC/Diablo
antiapoptotische IAP-Proteine hemmt. Durch Translokation zum Nucleus wird Uber die Aktivierung von

cJdun die Transkription pro-apoptotischer Proteine verstarkt.

2.2.5. Die verschiedenen Funktionen des Tumorsuppressors p53

Eines der am besten erforschten Apoptoseproteine und Tumorsuppressoren ist
Transkriptionsfaktor p53. Seine Rolle in einer gesunden Zelle besteht in der
Aufrechterhaltung normaler Gewebshomdostase und beinhaltet unter anderem
Zellzyklus-Arrest, DNA-Reparatur und Apoptose als Antwort auf zellularen Stress wie
7



DNA-Schaden oder Hypoxie (Hussain und Harris, 1998, Vogelstein et al., 2000). Im
DNA-Reparatur-System der Zelle hat p53 als ,Wachter des Genomes* (Lane, 1992)
also die Funktion den Zellzyklus zu unterbrechen um die Proliferation entarteter
Zellen zu verhindern. Dies ermdglicht der Zelle vorhandenen DNA-Schaden zu
reparieren oder anderenfalls die Apoptose-Induktion einzuleiten (Suzuki und
Matsubara, 2011).

Dies erklart auch die Tatsache, dass p53 das bei Tumoren am haufigsten inaktivierte

bzw. mutierte Tumorsuppressor-Gen darstellt (Vogelstein et al., 2000).

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der selektiv an DNA binden kann und die Fahigkeit
besitzt die Transkription von pro-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie zu
kontrollieren. Dazu gehdren Bax (Miyashita et al., 1994), PUMA (Nakano und
Vousden, 2001), Noxa (Oda et al., 2000) und Bid (Sax et al., 2002).

Neben der Transkriptionsinduktion von Bcl-2-Gegenspielern, wirkt p53 zudem
proapoptotisch, indem es die Bcl-2-Transkription unterdruckt (Miyashita et al., 1994).
Auch eine direkte Transkriptions-unabhangige Interaktion von p53 mit pro-
apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie ist mdglich, indem zytoplasmatisches
p53 direkt mit diesen Proteinen interagiert und zur Aktivierung der Apoptose-Kaskade
fuhrt (Moll et al., 2005).

Zu den wenigen bisher bekannten Zielgenen, deren Transkription durch p53
unterdruckt wird gehort auch Survivin aus der Familie der antiapoptotischen Proteine
(Hoffman et al, 2002).

p53 entfaltet seine Wirkung nicht nur Uber direkte Apoptose-Induktion, sondern auch,
indem es zum Zellzyklus-Arrest fiihrt. Uber die Aktivierung der Transkription von p21,
einem CDK (cyclin dependent kinase)-Inhibitor, induziert p53 einen Arrest in G1
(Giono und Manfredi, 2006). Daruber hinaus reguliert p53 die G2/M-Transition und
kann zu Zellzyklusarrest in G2/M flhren (Suzuki und Matsubara, 2011).

2.3. Chemotherapeutika in der Tumortherapie

Vereinfacht gesagt liegt der Entstehung von Tumoren entweder eine Ubermalige
Proliferation oder ein Defekt der Zellen im Apoptosemechanismus zugrunde. Heute

etablierte Chemotherapeutika wirken anti-proliferativ und induzieren den



Apoptoseprozess der Tumorzellen. Sie kdnnen je nach Angriffspunkt in der Zelle in
verschiedene Untergruppen aufgeteilt werden. Zum einen DNA-schadigende
Substanzen (z.B. Cyclophosphamid, Cisplatin, Doxorubicin), Antimetabolite (z.B.
Methotrexat, 5-Fluorouracil), Mitosehemmer (z.B. Vincristin), Nukleotidanaloga (6-
Mercaptopurinol) oder Topoisomerasehemmer (z.B. Etoposid) (Herr und Debatin,
2001). Des Weiteren kann zwischen zytotoxisch und zytostatisch wirksamen
Chemotherapeutika unterschieden werden. Zytotoxische Substanzen haben das Ziel,
die Tumorzelle abzutéten. Dazu gehoéren Spindelgifte wie Vincristin oder
Antimetabolite der DNA-/RNA- oder Proteinbiosynthese, welche tber DNA-
Schadigung zu verschiedenen Zeitpunkten des aktiven Zellzyklus zum apoptotischen
Zelltod fuhren (Mauro und Madoc-Jones, 1970). Zytostatisch bedeutet im
eigentlichen Sinn, dass die Zelle nicht abgetdtet wird, sondern die Proliferation
angehalten wird (Rixe und Fojo, 2007). Zu den Substanzen, welche laut dieser
Definition zytostatisch wirken, da sie den Zellzyklus arretieren, gehort zum Beispiel
Doxorubicin (Luperitz et al., 2010).

Um die Effektivitat der antineoplastischen Therapie zu steigern, werden heute die
Chemotherapeutika nicht einzeln, sondern im Rahmen sog.
Polychemotherapieprotokolle simultan verabreicht. Urspringlich hatte die
Kombinationstherapie das Ziel die Entstehung von Chemotherapeutika-Resistenzen
zu verhindern. Bevor die Polychemotherapie Ubliche Praxis wurde war die Remission
nach Therapie mit Einzelsubstanzen nur von kurzer Dauer und auf wenige
Tumorentitaten beschrankt (Dy und Adjei, 2008). In den ersten empirischen Studien
zur Kombinationstherapie bei kindlicher akuter Leukamie konnte die Remissionsrate
durch die Kombination von Prednison und Vincristin von 20-50% auf 80-90%
gesteigert werden. Diese Erkenntnisse bildeten die Grundlage dafur die
Kombinationstherapie um weitere Substanzen (zunachst Asparaginase und /oder
Anthrazykline) zu erweitern. Damit konnten weitere Erfolge von Remissionsraten bis
zu 100% erzielt werden (Frei, 1985). Bisher wurden kaum systematische
Untersuchungen zur Optimierung dieser Substanzkombinationen durchgeflhrt.
Zudem sind die genauen Wirkmechanismen vieler Substanzen und vor allem deren
Kombination noch unzureichend verstanden (Akutsu et al, 2002, Bendall, 2011, Benz
et al., 2007).



2.3.1. Die pro-apoptotische Wirkung von Vincristin

Vincristin gehort zur Gruppe der naturlich vorkommenden Vinca-Alkaloide und wird
aus der den Blattern der aus Madagaskar stammenden ,rosafarbenen Catharanthe®
(Syn. Vinca rosea) gewonnen (Gidding et al., 1999).

Der Zellzyklus besteht aus GO/G71-Phase (Ruhephase, in der sich die meisten
lebenden Zellen befinden), der S-Phase (Synthesephase, in der sich der
Chromatingehalt verdoppelt), der G2-Phase (Pramitose, in der sich die Zelle auf die
bevorstehende Teilung vorbereitet) und schliellich der M-Phase (Mitose, in der sich
die Zelle teilt). Durch Interaktion mit Mikrotubuli, welche fur die Ausbildung des
Spindelapparates im Rahmen der Zellteilung wichtig sind, hemmt Vincristin die
Zellproliferation in der Mitose (Mollinedo und Gajate, 2003). Daruber hinaus fuhrt die
Behandlung mit Vincristin zu einer Phosphorylierung von Kinasen wie JNK, sowie zu
einer Phosphorylierung und damit Inaktivierung der antiapoptotischen Proteine Bcl-2
und Bcl-xL (Blagosklonny et al., 1997, Poruchynsky et al., 1998). Durch
Stabilisierung von p53 kann es unter bestimmten Bedingungen auch zur Aktivierung

von pro-apoptotischen Proteinen kommen (Giannakakou et al., 2002).
2.3.2. Die pro-apoptotische Wirkung von Doxorubicin

Doxorubicin ist ein Anthrazyklin, welches in den 1960er Jahren urspruinglich als
Antibiotikum aus Streptomyces peucetius isoliert wurde (Minotti et al., 2004). Zur
Wirkungsweise von Doxorubicin gehoren DNA-Interkalation und -Alkylierung, freie
Radikal-Bildung, Topoisomerase |I-Hemmung (Gerwitz, 1999). Die Hemmung der
Topoisomerase Il fuhrt zum Zellzyklusarrest in G1 und G2 (Perego et al., 2001). Wie
bei anderen zytotoxischen Substanzen spielt p53 eine wichtige Rolle in der
Doxorubicin-vermittelten Apoptose (Minotti et al., 2004). Durch die Aktivierung von
p53 und auch p21 kommt es durch die Behandlung mit Doxorubicin zum
Zellzyklusarrest in G2/M (Luperitz et al., 2010).

2.3.3. Vinca-Alkaloide und Anthrazykline als Kombinationstherapie

Vinca-Alkaloide und Anthrazykline sind seit ca. 40 Jahren eine etablierte
Kombinationstherapie in vielen Chemotherapieprotokollen, insbesondere in der
padiatrischen Onkologie. Tumoren wie Nephroblastome, Neuroblastome, Ewing

Sarkome, sowie Leukamien oder Lymphome werden mit dieser Kombination meist
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am selben Tag behandelt. Zuriickzuflhren ist die Etablierung dieser Chemotherapie-
Kombination auf Experimente in den 1970er Jahren (Goldin und Johnson, 1975,
Zeller et al., 1979). Seither wurden keine klinischen Studien zur Optimierung des
Applikationsschemas durchgefuhrt (Frei, 1974, Frei, 1985), obwohl von anderen
Chemotherapie-Kombinationen bekannt ist, dass die Effektivitat entscheidend von

einem optimalen Applikations-Zeitplan abhangt (Akutsu et al., 2002).

2.4. Ziel der Arbeit

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe hatte sich entgegen der Erwartungen gezeigt, dass
die Kombination der beiden Chemotherapeutika Vincristin (VCR) und Doxorubicin
(Doxo) auf CEM und Jurkat Leukamie-Zelllinien entgegen des zu erwarteten
Synergismus bei gleichzeitiger Applikation zu einer reduzierten Apoptoseinduktion im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Vincristin fihrt. Der antagonistische Effekt
von Doxorubicin auf die Vincristin-induzierte Apoptose war dadurch gekennzeichnet,
dass Doxo selbst nur wenig Apoptose induzierte, aber die potente Apoptose-

induzierende Kapazitat von VCR massiv eingeschrankt war (Ehrhardt et al., 2011).

Ziel meiner Dissertation war es, die Interaktion von Vincristin (VCR) und Doxorubicin
(Doxo) in vitro weiter zu untersuchen und 1.) die Haufigkeit des Auftretens von
Antagonismus bei dieser Kombinationstherapie zu bestimmen und 2.) den
zugrundeliegenden Mechanismus der Interaktion der beiden Substanzen zu
charakterisieren. Um die klinische Relevanz weiter zu untermauern, sollte ermittelt
werden auf wie vielen weiteren Tumor-Zelllinien und bei welchen Tumorentitaten der
Antagonismus zusatzlich nachgewiesen werden kann.

Um die Interaktion auf mechanistischer Ebene zu klaren, war es notwendig, zu
untersuchen, auf welcher Ebene Doxo die VCR-induzierte Apoptose inhibiert und
welche Signalwegsaktivierung zu der Inhibition der Apoptoseinduktion fuhrt. Hierzu
wurden die verschiedenen Signalwege und Proteine der Apoptose-Signalkaskade
und deren Aktivierung durch die Einzelsubstanzen und die Kombinationstherapien

untersucht.

11



3. Material und Methoden

3.1. Materialien
3.1.1. Zellkultur
Medien und Zuséatze

DMEM Kulturmedium (Gibco, San Diego, USA)

ITS Insulin-Transferrin-Selenium, 100x (Gibco, San Diego, USA)
RPMI 16 40 Kulturmedium mit Glutamin (Gibco, San Diego, USA)
Trypsin 0,5% Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe, D)

FCS 1h bei 56 °C hitzeinaktiviert (Pan Biotech, Aidenbach, D)
Antibiotika

Ampicillin 25 mg/ml in H,O, sterilisiert (Sigma, Deisenhof, D)
Geneticin 50 mg/ml (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)
Gentamycin 10 mg/ml (Biochrom AG, Berlin, D)

Penicillin/

Streptomycin 10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin (Gibco)
Puromycin 10 mg/ml (Sigma, Deisenhof, D)

Zellkulturflaschen und -Platten

Zellkulturflaschen 75 cm? mit Filter Greiner Bio-ONE (Frickenhausen, D)
BioCoat™ Kollagen I Zellkulturflaschen BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)
75 cm? mit Filter

Falcon™ Multiwell-Zellkulturplatten BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)
BioCoat™ Kollagen | Zellkulturplatten  BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

3.1.2. Zytostatika und Stimulanzien

Daunorubicin (1 mg/ml) Calbiochem , Darmstadt, D
Doxorubicin (1 mg/ml in Ethanol) Sigma, Deisenhof, D
Epirubicin (2 mg/ml) Hexal , Holzkirchen, D
Vinblastin (10 mg/ml) Calbiochem , Darmstadt, D
Vincristin (20 mg/ml) Calbiochem, Darmstadt, D
Vinorelbin (10 mg/ml) Calbiochem , Darmstadt, D
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3.1.3. Puffer und Losungen
Puffer Kern A (pH 7,0 mit KOH einstellen)

98,25 ml
1 ml

100 pl
150 pl
500 pl

aqua ad inj.
Hepes 1 M
KCL1M
MgCl, 1 M
Triton X 100

Puffer Kern B (pH 7,9 mit KOH einstellen)

13 ml
2ml

40 mi
20 mi
25 ml

Gel-Puffer A (pH 8,9)
36,3 g
4,8 ml

Gel-Puffer B (pH 6,7)
5,79
25,6 ml

Lémmli-Puffer 5x
16,7 g

33,3 mi

33,3 mi

1 Spatelspitze

aqua ad inj.
Hepes 1 M
KCI1 M
EDTAO0,5M
Glyzerin 100%

TRIS Base (3 M)
N HCL
ad 100 ml H,O

TRIS Base (0,47 M)
1 M Phosphorsaure
ad 100 ml H,O

Tris 1 M (pH 6,8)
SDS 20%
Glyzerin 100%
Bromphenolblau
ad 100 ml H,O
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SDS-Laufpuffer
15149

94 g

50 ml

Gel-Transferpuffer

39
14,29
158 ml

Stripping-Puffer
178, 42 mi

20 mi

1580yl

Nicoletti Puffer
19
149

TBS 10x (pH 6.8)
242 g
80 g

TBS/T 0,1%
100 pl
100 ml

Tris Base
Glycine

SDS 10%
ad 11H0

Tris Base
Glycin

Methanol
ad 11H,0

Tris-HCI 0,5M (pH 6,5)
SDS 20%
B-Mercaptoethanol (60 mM)

Triton-X 100
Natrium-Citrat
ad 11 H0

TRIS Base
NaCl
ad 11 H,O

Tween 20
TBS
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PBS 10x (pH7,3)
80 g

24

14,4 g

0,449

DiOCe¢

NaCl

KCI

Na;HPO,4 x 2H,0
KH,PO4

ad 11 HO

Sigma (Deisenhof, D)

3.1.4. Proteinbestimmung

BCA micro kit
BSA

Pierce Perbio Science (Bonn, D)

Sigma (Deisenhof, D)

3.1.5. Proteaseinhibitor fur Zelllysate
als Cocktail (AEBSF, PepstatinA, E-64, Bestatin,

Leupeptin und Aprotinin)

3.1.6. Western Blot
Entwickler/Fixierer
ECL-Substrat

Milchpulver

PVDF- (Polyvinylidenfluorid-)
Membran

Rainbow-Marker

Tween 20

Whatman-Filterpapier

Gele fur Western Blot
Trenngel 12% (30ml, 4 Gele)

12 ml

9,9 ml
7,5ml

Sigma (Deisenhof, D)

Ernst Christiansen GmbH (Mlnchen, D)

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
(Pierce/Thermo Scientific)

Roth (Karlsruhe, D)

Millipore (Bedford, USA)

Biorad (Mlinchen, D)
Sigma (Deisenhof, D)
Biorad (Mlnchen, D)

30% Acrylamide Mix (Rotiphorese Gel 30)
(Roth, Karlsruhe, D)

H.O

Puffer A
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300 pl SDS 20%
300 pl APS 10%
12 pl TEMED (Roth, Karlsruhe, D)

Sammelqgel (5ml)

0,83 ml 30% Acrylamide Mix (Roth, Karlsruhe, D)
3,4 ml H.O

0,63 ml Puffer A

50 pl SDS 20%

50 pl APS 10%

6 ul TEMED (Roth, Karlsruhe, D)

Antikorper fur Western Blot

Tab. 1.1 Primare Antikérper

Antikorper Spezies | Verdiinnung Hersteller
Bak rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Santa Cruz
Bax rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Santa Cruz
Bcl-2 mouse 1:2500 in TBST/T Santa Cruz
Bcl-xL rabbit 1:2500 in TBST/T Santa Cruz
Bid rabbit 1:1000 in TBST/T + 5% MP Trevigen inc.
Bim rat 1:2500 in TBST/T + 5% MP Alexis Bioch.
cleaved Caspase-2 mouse 1:2500 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
cleaved Caspase-3 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
cleaved Caspase-6 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
cleaved Caspase-7 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
cleaved Caspase-8 mouse 1:2500 in TBST/T + 5% MP Alexis Corp.
cleaved Caspase-9 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Transduction
cleaved Caspase-10 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP MBL

clAP-1 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
CIAP-2 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Santa Cruz
Histon H1 rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Santa Cruz
JNK rabbit 1:2500 in TBST/T Cell Signaling
p-JNK rabbit 1:2500 in TBST/T Cell Signaling
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NFkB p65 rabbit 1:2500 in TBST/T Cell Signaling
NFkB p100 rabbit 1:2500 in TBST/T Cell Signaling
p21 rabbit 1:2500 in TBST/T Santa Cruz
pb3 mouse 1:5000 in TBST/T Santa Cruz
cleaved PARP rabbit 1:2500 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
survivin mouse 1:1000 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling
a-Tubulin mouse 1:5000 in TBST/T Oncogene
XIAP rabbit 1:1000 in TBST/T + 5% MP Cell Signaling

Tab. 1.2. Sekundare Antikérper

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller
Anti mouse HRP goat IgG 1:5000 in TBS/T Thermo-Fisher
Anti rabbit HRP goat IgG 1:5000 in TBS/T Cell Signaling
Anti rat HRP goat IgG 1:2500 in TBS/T + 5% MP Calbiochem

3.1.7. Transfektion
Lipofectamine™ 2000 Reagent Invitrogen Corporation (Carlsbad, USA)
Lipofectamine Reagent Invitrogen Corporation (Carlsbad, USA)

3.1.7.1. Transiente Transfektion
SiRNA p53: 5’-GGG UUA GUU UAC AAU CAG C-3’ (Ambion, Austin Texas, USA)
All Star negative control siRNA Qiagen (Hilden, D)

3.1.7.2. Stabile Transfektion

ShRNA p53: 5-GGG TTA GTT TAC AAT CAG C-3’, Vektor pRetro mit Resistenz
gegen Puromycin (Brummelkamp et al., 2002)

scrambled p53 als Kontrolle: 5'-CGG TGA TCT CCA GAG TAT G-3°

3.1.7.3.  Survivin-Uberexpression
GFP-Kontroll-Vektor pEGFPc1 (Li et al., 1999)
Survivin-GFP-Fusionsprotein pEGFPc1-surv (Li et al., 1999)
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3.1.8. Gerite und Software

Gerate
Blotter

Cellscreen

Durchflusszytometer

Elektrophorese (SDS-Page)

Filme

Filmentwicklungsmaschine

Filmkassette

Heizblock
Kippschdittler
Magnetriihrer
Lichtmikroskop
Pipetten
Pipettierhilfe
Schdttelinkubator
Sterilbank
Ultraschallgerét

Vortexgerét

Waagen
Feststoffe
Feinwaage
Wasserbaderhitzer
Zentrifugen

Trans-Blot SD Semi-dry transfer cell
(Biorad, Mlnchen, D)
Innovatis AG (Bielefeld, D)
FACScan (BD Biosciences, Heidelberg, D)
Mini-PROTEAN 3 Electrophorese System
(Biorad, Minchen, D)
Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK)
CP 1000 Processor (Agfa HealthCare, Koln, D)
X-Ray Casette IEC 60406
(DsKar Health Care, China)
TS-100 Thermo Shaker (BioSan, Riga, Lettland)
Rocking Platform Model 200 (VWR, Darmstadt, D)
MR 3001K (Heidolph Instruments, Nurnberg, D)
Carl Zeiss 550 1317 (Zeiss, Jena, D)
epReference Pack (Eppendorf, Hamburg, D)
Pipetboy (Integra Biosciences, Vancouver, Kanada)
Innova 4400 (New Brunswick Scientific, Edison,USA)
Herasafe HS12 und HS18 (Heraeus)
Branson Digital Sonifier, Model 250 D
(Fa.Branson,Danbury,USA)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, New York,
USA)

440-43N (Kern&Sohn, Balingen, D)

Sartorius 2001 MP2 (Sartorius AG, Gottingen, D)
WB14 mit Schragdeckel (Memmert, Schwabach, D)
5417C und 5417R (Eppendorf, Hamburg, D)
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Software

CellQuestPro FACScan-Auswertung
Microsoft-Office Excel 2007 graphische Darstellung
Microsoft-Office Powerpoint 2007 graphische Darstellung
SigmaStat 4.0 statistische Analyse

3.2. Methoden
3.21. Zellkultur
3.2.1.1. Kultivieren, Einfrieren und Auftauen humaner Zelllinien
Alle humanen Zelllinien (gelistet in Tab.2.1 und 2.2) wurden von DSMZ
(Braunschweig, D) bezogen. HCT 116 p53 +/+, p53 -/- und p21-/- wurden von B.
Vogelstein zur Verfugung gestellt. p53 und p21 wurden von dieser Arbeitsgruppe per
homologer Rekombination ausgeschalten (Bunz et al., 1998).
Die Zellen wurden, wie in Tabelle 2.1 beschrieben, in DMEM- oder RPMI-
Nahrmedium in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Bei den adharenten Zellinien CADO wund Calu-6 wurden
kollagenbeschichtete Kulturflaschen verwendet, bei allen anderen Plastik-
Zellkulturflaschen ohne Beschichtung mit Filter.
Zur Verdunnung erfolgte alle 48 bis 72 Stunden ein sog. ,Passagieren’ der Zellen.
Dazu wurden die adharenten Zellen mittels Trypsin-EDTA (0,5%) aus dem
Monolayer herausgeldst und nach Verdunnung im Verhaltnis 1:3 - 1:6 in eine neue
Kulturflasche Uberfuhrt. Zur Aufbewahrung wurden Zellen in flissigem Stickstoff bei -
80°C gelagert. Dazu erfolgte die Suspension von bis zu 5 x 10° Zellen in FCS mit
10% DMSO, um diese dann anschlieRend tiefzufrieren. Wurden die Zellen erneut
bendtigt, so erfolgte das Auftauen im Wasserbad bei 37°C. Nach Zugabe von 5 ml
Kulturmedium erfolgte das Abzentrifugieren (1000 U/min, 5 min) und die Aufnahme
der Zellen in 10 ml Kulturmedium und Uberfihrung in eine Kulturflasche.

Tab. 2.1 Adharente Zelllinien mit Bezeichnung, Zelltyp und Kulturmedium

Bezeichnung Zelltyp Kulturmedium
A-498 Nieren-Ca RPMI + 10% FCS
A-549 Lungen-Ca DMEM + 10% FCS
CADO Ewing-Sarkom RPMI + 10% FCS
Calu-6 Lungen-Ca DMEM + 10% FCS
H1299 Lungen-Ca RPMI + 10% FCS
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HCT 116 pb3 +/+ wt Colon-Ca RPMI + 10% FCS
HCT 116 pb3 -/- Colon-Ca RPMI + 10% FCS
HCT 116 p21 -/- Colon-Ca RPMI + 10% FCS
HELA Cercix-Ca RPMI + 10% FCS
HT29 Colon-Ca RPMI + 10% FCS
LnCap Prostata-Ca RPMI + 10% FCS
MCF-7 Mamma-Ca RPMI + 10% FCS
MDA-MB435 Mamma-Ca DMEM + 10% FCS
Panc-Tul Colon-Ca RPMI +10% FCS
RD Ewing-Sarkom DMEM +10% FCS
RH30 Rhabdomyosarkom | RPMI +10% FCS
RMS13 Rhabdomyosarkom | RPMI +10% FCS
SHEP Neuroblastom RPMI +10% FCS

Tab. 2.2. Zelllinien in Suspensionskultur mit Bezeichnung, Zelltyp und Kulturmedium

Bezeichnung Zelltyp Kulturmedium

BJAB B-ALL RPMI + 10% FCS
BOE B-ALL RPMI + 10% FCS
HL-60 AML RPMI + 10% FCS
Hut78 T-ALL RPMI + 10% FCS
KMH?2 Hodgkin-Lymphom RPMI + 10% FCS
L428 Hodgkin-Lymphom RPMI + 10% FCS
Nalm-6 B-ALL RPMI + 10% FCS
SKW-6 T-ALL RPMI + 10% FCS
THP-1 AML RPMI + 10% FCS

3.2.1.2. Stimulationsexperimente
Die adharenten Zellen wurden nach Ablésen mittels Trypsin-EDTA (5%) mit einer
Dichte von 50000 Zellen pro ml Kulturmedium in einer 24-well-Platte ausgesat
(1ml/well) und im Brutschrank bei 37°C fur 24h vorinkubiert. Die suspensiven Zellen
wurden mit einer Dichte von 250000 Zellen pro ml in einer 96-well-Platte ausgesat
(100pl/well) und far eine Stunde im Brutschrank vorinkubiert.
Anschlieliend wurden die Zellen mit den jeweiligen Zytostatika bzw. den
Kombinationen stimuliert.
Die Dosierungen der Stimulanzien, welche fur die Experimente verwendet wurden,

wurden so gewahlt, dass sie die im Serum erreichten Spitzenwerte nicht Ubersteigen.
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Diese sogenannten ,Peak-Plasma Konzentrationen‘der verwendeten
Chemotherapeutika sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Die Zytostatika wurden in Aliquots bei -80° C gelagert, fur die Experimente bei
Raumtemperatur aufgetaut und gegebenenfalls mit PBS verdlnnt.

Nach Stimulation wurden die Zellen fur verschiedene Zeitspannen bei 37° C und 5%
CO; im Brutschrank inkubiert. Die Apoptose-Messung erfolgte mit der Farbung nach
Nicoletti mittels FACScan.

Tab. 3: Peak-Plasma-Konzentration der verwendeten Chemotherapeutika

Chemotherapeutikum Peak-Plasma-Konzentration Literatur

Vincristin 100 - 400 ng/ml Estlin et al, 2000
Vinblastin 0,4 uM Rahmani und Zou, 1993
Vinorelbin 0,4 uM Rahmani und Zou, 1993
Daunorubicin 227 ng/ml Estlin et al., 2000
Doxorubicin 22,3 - 334 ng/ml Frosr et al., 2002
Epirubicin 171 — 404 ng/ml Eksborg, 1989

Fur Stimulationsexperimente mit Mediumwechsel wurden die Zellen wie oben
beschrieben behandelt und nach 24 h Vorinkubation im Brutschrank mit dem ersten
Zytostatikum stimuliert. Vor Zugabe des zweiten Zytostatikums wurde das
Kulturmedium abgenommen, verworfen und durch frisches ersetzt. Bei der
Erststimulation mit Doxorubicin erfolgte nach 24 Stunden die Zugabe des zweiten
Chemotherapeutikums (Vincristin). Bei Vincristin als Erststimulanz erfolgte die

Zugabe von Doxorubicin nach 12 Stunden.

3.2.2. Durchflusszytometrie (FACScan)
3.2.21. Apoptosemessung der Leukamie-Suspensionszellen
mittels FSC/SSC
Stirbt eine Zelle durch Apoptose kommt es zu morphologischen Veranderungen wie
Volumenabnahme, Zunahme der Granularitat, und Abschnurung kleiner Fragmente
(Kerr et al., 1972). Diese morphologischen Veranderungen dienen bei der
Durchflusszytometrie (FACScan) dazu, die lebenden Zellen von den apoptotischen

Zellen durch Messung der Zellgréie und —granularitat abzugrenzen.
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Zur Quantifizierung des Anteiles apoptotischer Zellen wurden jeweils 1000-5000
Zellen gezahlt. Die Apoptosemessung erfolgte mittels Forwardside Scatter-Analyse
(FSC/SSC). In der Forwardside Scatter-Analyse (Vorwartsstreulicht (FSC = forward
scatter) gegen Seitwartsstreulicht (SSC = side scatter)) stellten sich die
apoptotischen Zellen kleiner (FCS) und granularer (SSC) dar und konnten so von
den lebenden Zellen angegrenzt und der prozentuale Anteil bestimmt werden
(Abb.3.1).

SSC-H
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Abb. 3.1: Reprasentative Darstellung der Apoptosemessung mittels FACScan
Quantizifierung der Apoptoserate mittels SSC-H gegen FSC-H. R1 entspricht den lebenden, R2 den
toten Zellen.

3.2.2.2. Nicoletti-Farbung der adharent wachsenden
Tumorzelllinien

Die Bestimmung der Apoptoserate adharenter Zelllinien erfolgte mittels
Propidiumjodid-Farbung nach Nicoletti (Nicoletti et al., 1991). Hierbei wird die
Zellmembran vom Nicoletti-Puffer zerstdrt und die DNA liegt frei. Somit kann
Propidiumiodid an die DNA binden. Zu den Veranderungen wahrend der Apoptose
gehort unter anderem die Fragmentation von DNA (Kerr et al., 1972), was zur Folge
hat, dass sich in apoptotischen Zellen weniger Propidiumjodid einlagern kann, was in

der FACS-Analyse die Unterscheidung zu lebenden Zellen erméglicht.

Zunéchst erfolgte eine Uberfiihrung des Uberstandes aus den ,wells‘ der
Zellkulturplatte in ein Eppendorf-Gefaly und anschlieiendes Abzentrifugieren
(2000/min, 5 min). Zum Ablbésen der adharenten Zellen auf der Kulturplatte wurden
diese mit jeweils 200 pl Nicoletti-Lysepuffer Uberschichtet und fur 20 min bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen aufgenommen, mit den restlichen Zellen

im Eppendorf-Gefall zusammen gebracht und durch Vortexen vermischt. Direkt vor
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der FACScan-Messung erfolgte die Zugabe von 10 ul Propidiumjodid mit einer
finalen Konzentration von 50ug/ml und das erneute Vortexen. In der
Durchflusszytometrie (FACScan) erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate im roten

Kanal (Fluoreszenz 3) bei abgegrenzter Kernpopulation (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Reprasentative Darstellung der Apoptosemessung mittels Nicoletti-Farbung.
Links: ,DotBlot‘ als FSC-H gegen SSC-H mit R1-Gate von Zellkernen, gefarbt mit Propidiumiodid.
Rechts: Histogramm mit DNA-Doppelpeak (FL3-H, Rotkanal), welcher GO/G1 bzw. G2 entspricht. M1

trennt die Kerne der toten Zellen von den lebenden Zellen ab.

3.2.2.3. Zellzyklusanalyse
Die Zellen wurden ebenso wie zur Apoptoserate-Ermittlung nach Nicoletti gefarbt
(3.2.2.2.). Die Messung am FACScan erfolgte ebenfalls in Fluoreszenz 3, jedoch
linear und nicht logarithmisch. Hierbei konnten die Zellen in den verschiedenen
Phasen des Zellzyklus (G0/G1-, S- und M-Phase) unterschieden werden (Abb.3.3).

o}
o
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Abb. 3.3: Zellzyklusmessung mittels Nicolettifarbung. Histogramm (FLH-3, Rotkanal) mit Peak der
Zellen mit einfachem DNA-Gehalt in der GO/G1-Phase (M1), Zellen in der S-Phase (M2), Zellen mit
doppeltem DNA-Gehalt in der G2/M-Phase (M3) und alle lebenden Zellen (M4).
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3.2.2.4. Bestimmung des Verlustes des

Mitochondrienmembranpotentials mittels DiOCg - Farbung
An der physiologischen Funktion der Mitochondrien als Energielieferanten der Zelle
ist der elektrochemische Gradient und damit das Transmembranpotential Gber der
inneren Mitochondrienmembran entscheidend beteiligt. Wird eine Zelle apoptotisch,
so nimmt das Membranpotential der Mitochondrien ab (Kroemer et al., 2007). Der
grun fluoreszierende und lipophile Farbstoff DiOCg (3,3'-dihexyloxacarbocyanine
lodide) ist selektiv fir Mitochondrien lebender Zellen und damit gut geeignet um den
Verlust des Mitochondrienmembranpotentials zu bestimmen (Korchak et al, 1982).
Zur Durchfuhrung der Analyse des Verlustes des Mitochondrien-Membranpotentials
wurden die Zellen mit DiOCg angefarbt. Nach Ablosen mittels Trypsin wurden die
Zellen aufgenommen und in ein Eppendorf-Gefal} pipettiert. Danach erfolgte das
Abzentrifugieren bei 2000 U/min und das Verwerfen des Uberstandes. Das Pellet
wurde in einer Losung aus PBS und 1 pl DiIOCe/ml PBS (300ul/well) suspendiert und
15 Minuten bei 37°C leicht geschuttelt. Anschlielend wurde die Losung nochmals
abzentrifugiert und das ,pellet' in 200 pl PBS aufgenommen. Die Messung am

FACScan erfolgte in Fluoreszenz 1, so dass der Peak gerade links von 10° war.

3.2.3. Proteinstudien
3.2.3.1. Zelllyse

Zur Vorbereitung auf die Zelllyse wurden Zellen vor und nach Transfektion bzw. vor
und nach Stimulation mit Doxorubicin, Vincristin und der Kombination beider
Zytostatika nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet und abzentrifugiert (1000
U/min, 5 min). Anschlielend wurden sie in 1 ml PBS aufgenommen, in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal® uberfuhrt und erneut abzentrifugiert (2000 U/min, 5 min).
Vor Zugabe des Lysepuffers (Puffer Kern A) zu den Zellpellets wurde diesem ein
Proteinaseinhibitor-Cocktail zugesetzt. Die Zelllyse erfolgte bei 4°C unter
wiederholtem Vortexen nach Zugabe dieser Mischung zu den Zellpellets. Danach
erfolgte eine Ultraschallbehandlung mit 5 Impulsen fur jeweils 5 Sekunden und das
erneute Abzentrifugieren (13000 U/min, 1 min). Der nun entstandene Uberstand
entsprach dem Lysat des Zytosoles der Zelle, wurde abgenommen, in ein Eppendorf-
Gefalle Uberflhrt und die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.3.3.). Bei Bedarf wurde
das Lysat zur Aufbewahrung bei -80°C tiefgefroren.
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3.2.3.2. Kernlyse
Zur Auftrennung der Kernfraktion von der zytosolischen Fraktion wurde zunachst die
unter 3.2.3.1. beschriebene Zelllyse durchgefuhrt. Nach Abnahme des Zytosol-
Uberstandes wurde das verbleibende ,Kernpellet’ mit 40-100 pl Puffer Kern B fiir 20
Minuten bei 4°C unter wiederholtem Vortexen lysiert. Das Abzentrifugieren erfolgte
bei 4°C und 13000 U/min fir 5 min. Der dem Kernlysat entsprechende Uberstand
wurde abgenommen und bei Bedarf zur Aufbewahrung bei - 80°C tiefgefroren.

3.2.3.3. Proteinbestimmung
Um den Proteingehalt der Versuchsansatze im Einzelnen zu quantifizieren wurde das
,BCA mikro kit von Pierce verwendet, welches Reagenzien mit einem
standardisierten Proteingehalt zwischen 0,5 p/ml und 20 p/ml enthielt. Die
Proteinlosungen wurden dabei jeweils im Vergleich zu einer Standard-Eichkurve
untersucht, wobei als Vergleich standardisierte Bicinchoninsaure- (BSA-)
Verdunnungen dienten. Alle Ansatze wurden auf 800 ul pipettiert und mit 200 pl der
Farblésung vermischt und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten inkubiert. Die Messung
erfolgte anschlieBend im Photometer (ELISA-Reader) bei 562 nm. Durch die
Veranderung der Farbreaktion konnte der unterschiedliche Proteingehalt bestimmt
werden. AnschlieRend wurden den Versuchsansatzen so viel PBS zugegeben, dass
eine Proteinkonzentration von 1 ug/ul entstand. Die Aufbewahrung der Aliquots

erfolgte bei -80°C tiefgefroren.

3.2.3.4. SDS-Proteinacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE ist ein Verfahren, welches dazu dient, durch Elektrophorese die
unterschiedlichen Bestandteile einer Proteinmischung in Abhangigkeit von ihrer
GroRe aufzutrennen. Bei der Gelelektrophorese wandern grofere Proteine im Gel
prinzipiell schneller durch das elektrische Feld als kleinere.
Das verwendete SDS-Polyamidgel bestand aus Trenn- und Sammelgel (3.1.6).
Nachdem das Trenngel (12%) zwischen 2 Glasplatten des Biorad PAGE Systems
gegossen wurde, erfolgte eine Uberschichtung mit 3 ml Wasser, um einen
luftblasenfreien und glatten Ubergang zu erzeugen. Nach 30 Minuten zur
Polymerisation wurde das Wasser entfernt und das Sammelgel (4%) aufgegossen.
Zum Formen der einzelnen Taschen fur die Proteinladung wurde ein spezieller

Kamm mit 10 bis 15 Taschen von oben eingesteckt und fur ca. 45 Minuten belassen.
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Nach dem Auftauen wurde den zu untersuchenden Zelllysaten Lammli-Puffer im
Verhaltnis 1:2 zugegeben. Nach Denaturierung auf dem Schattelinkubator (95°C, 3
min) wurden die Probenansatze auf Eis plaziert. Anschlielend wurde zunachst in die
erste Tasche des Geles 2ul des sog. Rainbow-Markers als Grélken-Standard
aufgetragen. So konnte die GroRe der aufgetrennten Proteine im Vergleich mit
diesem Standard ermittelt werden. In die weiteren Taschen wurden jeweils die
Proteinldsungen mit einem Proteingehalt von 12 ug/ul pipettiert. Zunachst wurde mit
einer 10-minutigen Einlaufzeit bei 40V begonnen. Nach Einlaufen in das Trenngel
wurde die Spannung auf 180V erhoht und zur Auftrennung der Proteine fur ca. 60
Minuten konstant belassen. Bei Bedarf wurde der Versuch auch fruher gestoppt,
wenn die blaue Lauffront das Gel bis unten durchwandert hatte.

3.2.3.5. Western Blot

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine mit Hilfe der SDS-PAGE erfolgte
die Ubertragung der Proteine vom Gel auf eine PVDF-Membran mittels Western Blot
im sogenannten Semidry-Verfahren.

Hierzu wurden zwischen jeweils drei in Transferpuffer getrankten Whatman-
Membranen das proteinhaltige Trenngel und eine mit Methanol getrankte PVDF-
Membran in die Blotkammer eingebracht und bei 130-200A fur 90-120 Minuten die
aufgetrennten Proteine Ubertragen. Zur Markierung der Standardbanden auf der
PVDF-Membran wurden die Banden des Rainbow-Markers nach Transfer
ubertragen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der Blotmembran
wurde die Membran fur 30 Minuten mit TBS-Tween + Milchpulver (5%) auf einem
Kippschuttler bei Raumtemperatur inkubiert. Vor Zugabe des Primarantikorpers
erfolgte fiir jeweils 10 Minuten das Uberschichten und Waschen mit TBS-Tween.
Dies wurde insgesamt dreimal wiederholt und anschlieRend der Primarantikorper,
welcher spezifisch an das zu untersuchende Protein bindet, zugegeben. Tabelle 1.1
zeigt eine Ubersicht tiber die verwendeten Primarantikdrper und deren Verdiinnung.
Nach einer Inkubation bei 4°C Uber Nacht auf dem Kippschuttler erfolgte abermals
das dreimalige Waschen mit TBS-Tween flr 10 Minuten. Anschlie3end erfolgte die
Inkubation mit einem Sekundarantikorper (Tab.1.2) fur mindestens 1 Stunde bei
Raumluft. Der Sekundarantikorper bindet spezifisch an den Priméarantikdrper. Uber
die Markierung des Sekundarantikorpers mit Horse raddish peroxidase (HRP) erfolgt

Uber eine Chemolumineszenzreaktion die Visualisierung des jeweiligen Proteins.
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Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-Tween und Trocknen wurde die
Membran fur 2 Minuten mit dem Nachweisreagens (ECL) Uberschichtet, welches
durch die an den Sekundarantikorper gekoppelte Peroxidase umgesetzt wird.
Anschliel’end erfolgte die Belichtung eines Rontgenfiimes in der Photokammer fir 1
Sekunde bis 15 Minuten, welcher anschlieffend entwickelt wurde.

Um eine Ladungskontrolle durchzufliihren erfolgte das sogenannte ,Strippen‘ der
Membranen. Hierzu wurden die Membranen bei 50°C mit 30 ml Stripping-Puffer
Uberschichtet und fir 30 Minuten inkubiert. Um unspezifische Bindungen auf der
Membran zu blockieren erfolgte erneut der Waschvorgang mit TBS-Tween fur 10
Minuten und anschliefend die Inkubation mit TBS-Tween + Milchpulver (5%) fur 30
Minuten. Danach wurden die Membranen erneut dreimalig fur 10 Minuten mit TBS-
Tween gewaschen. Der Nachweis der Ladungskontrolle erfolgte durch Inkubation der
Membran mit a-Tubulin flr die Zytosol-Fraktion und mit Histon H1 fir die

Kernfraktion.

3.2.4. Transfektion

Der Vorgang der Einschleusung rekombinanter DNA in eukaryotische
Empfangerzellen wird als Transfektion bezeichnet. Wird das Plasmid dabei nur fur
eine begrenzte Zeit in das Genom der Zelle integriert, wird dies als transiente
Transfektion, der dauerhafte Einbau in das Genom dagegen als stabile Transfektion
bezeichnet.

Fur die Transfektion wurden die Reagenzien Lipofectamine fur SHEP, Lipofectamine
2000 fur A 498 verwendet, welche durch Entstehung positiv geladener Liposomen
die negativ geladene Plasmid-DNA binden. Die entstehenden Komplexe kdnnen

dann von der Zielzelle aufgenommen werden.

3.2.4.1. Transiente Transfektion mittels siRNA
Die siRNA (small interfering ribonucleid acid) kann verwendet werden, um
Genexpression in der Zelle Uber RNA-Interaktion auszuschalten. Sie wird an den
RISC (RNA-induced silencing complex) gebunden, welcher wiederum an die mRNA
bindet, die dieser siRNA komplementar ist. Diese mRNA wird nun gespalten und
somit ausgeschalten.
Fir die Transfektion wurden die Zellen mit einer Dichte von 50000 Zellen/ml in einer

24-well-Platte ausgesat (1ml/well) und im Brutschrank bei 37°C flr 24h vorinkubiert.
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Anschlielend wurde das FCS-haltige Medium abgesaugt und durch ein FCS- und
AB-freies Medium ersetzt (400ul/well) und 30 min inkubiert.

In mehreren Vorversuchen wurden die optimalen Bedingungen (Variationen in der
Inkubationszeit mit Antibiotika oder von FCS-haltigem Medium) getestet, um eine
madglichst geringe Spontanapoptose und hohe Transfektionseffizienz zu erlangen.

Es wurde pro well ein Ansatz aus 25 ul Medium (ohne FCS und Antibiotika) plus 1 ul
Lipofectamine und ein Ansatz aus 25 ul Medium (ohne FCS und Antibiotika) plus 100
uM siRNA oder einer Kontroll-Sequenz angefertigt, welche jeweils gevortext und 15
Minuten bei RT inkubiert wurden. AnschlielRend wurde die Lipofectamine-Mischung
zu gleichen Teilen auf die siRNA- und Kontroll-Sequenz-Mischungen verteilt und
erneut bei RT 15 Minuten inkubiert. Von den Ansatzen wurden nun je 50 ul/well auf
die Zellen verteilt. Nach 6 Stunden Inkubationszeit wurde das Medium durch 20%
FCS-haltiges Medium (500ul/well) ersetzt.

Nach weiteren 24h wurden fur die Westernblot-Analyse die transfizierten Zellen mit
Doxo oder PBS als Kontrolle stimuliert und nach 12 und 24 Stunden zu Pellets fir
den Westernblot verarbeitet. Die Stimulation mit Doxo erfolgte, da hierdurch eine
Aktivierung von p53 und damit ein Nachweis die knockdown-Effizienz auch unter
Stimulationsbedingungen madglich war. Der Westernblot wurde dann angefertigt, um
den knockdown zu Uberprufen.

Fur die Apoptose-Messung wurden der andere Teil der Zellen des parallelen
Ansatzes 24 Stunden nach Transfektion mit Doxo, VCR und der Kombination
stimuliert. Die FACScan-Analyse erfolgte nach 48 Stunden mit der Farbung nach
Nicoletti.

3.24.2. Stabile Transfektion mittels shRNA Konstrukten

Die shRNA (small hairpin ribonucleid acid) wird in der Zelle zu siRNA gespalten.

Im Gegensatz zur siRNA ist die Transfektion mit ShRNA stabil, da diese einen Vektor
verwendet, welcher in die Zielzelle eingebracht und an die Tochterzellen
weitergegeben wird. Die Plasmide wurden vor Beginn meiner Dissertation in der
Arbeitsgruppe hergestellt und standen mir daher zur Verfligung. Es wurde so
vorgegangen wie in 3.2.4.1. beschrieben. Zusatzlich zum shRNA-Plasmid wurde ein
scrambled-Kontroll-Sequenz und PBS zur Kontrolle verwendet. 24 Stunden nach

Transfektion erfolgte die Zugabe eines Selektionsagenz (Puromycin). Die Anfertigung
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der Pellets fur die Westernblot-Analyse erfolgte 6 Stunden nach Stimulation mit

Doxorubicin.

3.2.4.3. Transiente Transfektion des GFP-Survivin Plasmides
Zur Survivin-Uberexpression wurde mit einem Plasmid transfiziert, welches Survivin-
GFP-Fusionsprotein enthielt (Li et al., 1999). Zur Kontrolle wurde mit einem GFP-
Plasmid transfiziert bzw. nur mit PBS behandelt. Es wurde so vorgegangen, wie
unter 3.2.4.1. beschrieben. Fur SHEP-Zellen wurde Lipofectamine benutzt, fur A498-
Zellen Lipofectamine 2000.
Nachdem die Ansatze auf die Zellen verteilt wurden, wurde bei SHEP-Zellen nach 6
Stunden Inkubationszeit das Medium durch 20% FCS-haltiges Medium (500ul/well)
ersetzt. Nach 24h wurde das Medium nochmals gewechselt und durch AB-haltiges
Medium ersetzt. Bei A498-Zellen wurde direkt nach 3 h auf AB-haltiges Medium

gewechselt.

Die Transfektionseffizienz von Survivin wurde mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie
Uberwacht. Hierzu wurde das im Konstrukt an Survivin gekoppelte GFP verwendet,
welches ein grun fluoreszierendes Protein ist, das natdrlich in der Quallenart
,Aequorea victoria‘ vorkommt und an verschiedene Proteine gekoppelt werden kann,
um deren Expression in der Zelle sichtbar zu machen. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop wurden die fluoreszierenden Zellen gezahlt. 24 Stunden nach
Transfektion erfolgte die FACScan-Analyse, um das Verhaltnis der GFP-positiven
Zellen zur Gesamtzahl der Zellen und damit die Transfektionseffizienz zu berechnen.
Dazu erfolgte eine Farbung mit Propidiumiodid wie unter 3.2.2.2. beschrieben.
Anschlief3end erfolgte in der Durchflusszytometrie die Messung von GFP (FLH-1)
und Pl (FLH3). 24 Stunden nach Transfektion wurden Pellets fur die Western-Blot-
Analyse angefertigt.

3.2.5. Cellscreen - Messung
Fur die Cellscreen-Untersuchungen wurden die Zellen wie in 3.2.1.2. beschrieben mit
Doxo, VCR und der Kombination stimuliert und nach 0, 24, 48, 72 und 96 h am
Cellscreen zur Beurteilung der Zellmorphologie lichtmikroskopische Bilder in 100-
facher VergrolRerung gemacht. Hierbei erfolgte eine Computer-gestutzte

automatische Analyse der lichtmikroskopischen Bilder eines identischen Ausschnittes
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um die prozentuale Flachenbedeckung durch Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
darzustellen. Die absolute Apoptoserate wurde zum gleichen Zeitpunkt aus
parallelen Ansatzen mittels FACScan gemessen.

3.3. Berechnung und statistische Analyse
3.3.1. ,fractional product’ Methode
Als ,fractional product’ Methode wird eine von Webb entwickelte Methode bezeichnet,
welche dazu dient den Effekt durch Kombination von zwei oder mehr Therapeutika
zu bestimmen (Webb, 1963). Um den Effekt einer kombinierten Verabreichung von

Doxorubicin und Vincristin abzuschatzen wurde folgende Berechnung verwendet:

kalkulierte spezifische Apoptoserate=D+V -DxV

D: spezifische Apoptoserate induziert durch Doxo

V: spezifische Apoptoserate induziert durch VCR

Als relevanter Antagonismus wurde ein fractional product (FP) <- 0,1 definiert, ein FP
von >0,1 als relevanter Synergismus. Liegt der Wert zwischen -0,1 und 0,1 handelt

es sich um einen additiven Effekt. Abbildung 4 zeigt eine exemplarische graphische

Darstellung.
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Abb.4: Exemplarische graphische %
Darstellung des ,fractional product’ g
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3.3.2. Spezifische Apoptose
FUr die Auswertung der FACScan-Ergebnisse wurde die spezifische Apoptoserate

durch ein bestimmtes Stimulanz berechnet, wozu folgende Formel verwendet wurde:

Spezifische Apoptose (%) =ZA - SA /100 — SA
ZA = Zytostatikum-induzierte Apoptose
SA = spontane Apoptose

Um ideale Voraussetzungen zur Erkennung einer synergistischen Interaktion zu
erreichen wurden fur die Auswertbarkeit der einzelnen Experimente folgende

Kriterien festgelegt:

1. Spontane Apoptose: < 10%
2. Bei CADO Zellen wegen der stets hohen spontanen Apoptoserate in
Zellkultur <30%

3.3.3. Statistische Analyse
Fur die FACScan-Messungen wurden jeweils drei voneinander unabhangige
Experimente durchgefuhrt. Die Darstellung erfolgte als Mittelwerte * SEM
(Standardfehler, ‘standard error of the mean’). Zur statistischen Analyse wurde mit
der Software SigmaStat ein gepaarter t-test bzw. fur multivariante Datenanalyse ein
ONE WAY RM ANOVA durchgefuhrt. Dabei konnten statistisch signifikante
Unterschiede zweier Behandlungen festgestellt werden, welche dann bei einem p-

Wert <0,05 als statistisch signifikant bewertet und mit * gekennzeichnet wurden.
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4. Ergebnisse

In der padiatrischen Onkologie werden Doxorubicin (Doxo) und Vincristin (VCR) im
Rahmen von Polychemotherapieprotokollen zusammen verabreicht (Kapitel 2.3).
Aufbauend auf den Ergebnissen meiner Arbeitsgruppe, welche auf
Leukamiezelllinien zeigen konnte, dass Doxorubicin die VCR-induzierte Apoptose-
Kapazitat einschrankt, sollte nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Haufigkeit
der Interaktion und der zugrundeliegende Mechanismus dieses Phanomens

untersucht werden.

4.1. Antagonistischer Effekt im Bezug auf die induzierte Apoptose durch
die kombinierte Applikation von Doxorubicin und Vincristrin

Neuroblastome werden in den heute verwendeten Chemotherapieprotokollen mit der
Kombination aus Doxorubicin und Vincristin behandelt. Wegen dieser hohen
klinischen Relevanz wurde die Neuroblastomzelllinie SHEP zunachst fur die
Untersuchungen verwendet. Zusatzlich wurden die wichtigen Experimente als ,proof
of principle‘ zusatzlich auf der Nierenkarzinom-Zelllinie A498 durchgefuhrt, um die
Ergebnisse auf einer weiteren Zelllinie einer anderen Tumorentitat und Gewebeart zu

bestatigen.

Abb.5: Antagonistischer Effekt der FP-0.49 FP -0,38

Kombinationstherapie von Doxorubicin und 75 1

Vincristrin bei simultaner Applikation.

FACScan-Apoptoseanalyse zur Untersuchung der

spezifischen Apoptose durch Stimulation mit Doxo, 50
ODoxo
BYCR

HDoxo+VCR

VCR und der Kombination mittels Nicoletti-
Farbung. SHEP- und A498-Zellen wurden mit
Vincristin (300 ng/ml), Doxorubicin (100 ng/ml)

NS

NS

25 -

Spezifische Apoptose (%)

oder der Kombination stimuliert. Die FACScan-
Analyse erfolgte nach weiteren 96h. In roter Schrift FL
sind die Werte des Fractional Product (FP) 0

angegeben. Darstellung der Mittelwerte aus n=3

SHEP A498

unabhangigen Experimenten + SEM.*p<0,05,

NS=nicht signifikant.
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#Zunachst sollte die jeweilige Apoptoseinduktion durch die Einzelsubstanzen und die

Kombination quantifiziert werden. Der Anteil der apoptotischen Zellen wurde wie in

3.2.2.1. beschrieben mittels Nicoletti-Farbung in der FACScan-Analyse quantifiziert.

Wie in Abbildung 5 zu erkennen ist, induzierte Doxo im Gegensatz zu VCR alleine in

dem gewahlten experimentellen Setting nur eine geringe Apoptoserate. Bei
simultaner Applikation von VCR und Doxo kam es jedoch zu einer deutlichen und
statistisch signifikanten Verminderung der Apoptose im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit VCR. Die Berechnung mittels der ,fractional product' - Methode

bestatigte die antagonistisch Wirkung zwischen den beiden Substanzen mit FP-

Werten <-0,1.
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Abb. 6: Dosis-Abhangigkeit der antagonistischen Wirkung von Doxorubicin bis zum
therapeutischen Spitzenspiegel. FACScan-Apoptoseanalyse mittels Nicoletti-Farbung zur
Untersuchung des Antagonismus bei unterschiedlichen Doxo-Konzentrationen. SHEP-Zellen (A) und
A498-Zellen (B) wurden mit Vincristin (300 ng/ml), Doxorubicin in den angezeigten Konzentrationen
oder der Kombination stimuliert. Die Applikation erfolgte simultan, die FACScan-Analyse erfolgte nach
96h. In roter Schrift sind die Werte des Fractional Product (FP) <-0,1 angegeben, welche einen
antagonistischen Effekt widerspiegeln; in blauer Schrift die Werte zwischen -0,1 und 0,1, welche einen
additiven Effekt widerspiegeln. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen Experimenten +
SEM.*p<0,05, NS=nicht signifikant.

Untersuchte man unterschiedliche Doxo-Konzentrationen, so war der antagonistische
Effekt umso ausgepragter, je hoher die verwendete Doxorubicindosis bis zum
Erreichen des therapeutischen Spitzenspiegels war (Abb. 6). Ab einer Konzentration
von 30 ng/ml fur A498-Zellen und 60 ng/ml fur SHEP-Zellen war der Unterschied
zwischen VCR-induzierter Apoptose und der Kombination aus Doxo und VCR
statistisch signifikant. Mittels ,fractional product-Analyse wurde fur eine
Konzentration zwischen 30 ng/ml und 100 ng/ml eine antagonistischer
Wechselwirkung zwischen Doxo und VCR, fur eine Konzentration von 3 ng/ml und 10

ng/ml ein additiver Effekt nachgewiesen.
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Wie Abbildung 7 zeigt, persistierte der Antagonismus Uber einen Zeitraum von bis zu
144 h. Dies entspricht der Limitierung der Zellkulturbedingungen in dem gewahlten
Setting. Der Unterschied zwischen VCR-induzierter Apoptose im Vergleich zur

Kombination von Doxo und VCR war statistisch signifikant.
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Abb. 7: Persistenz des Antagonismus liber ein Zeitintervall von 144 h. FACScan-
Apoptoseanalyse mittels Nicoletti-Farbung zur Untersuchung des Antagonismus Uber einen Zeitraum
von 144 h. (A) SHEP-Zellen wurde mit Vincristin (300 ng/ml), Doxorubicin (100 ng/ml) oder der
Kombination stimuliert. Die Applikation erfolgt simultan, die FACScan-Analyse erfolgte nach 48h, 96h
und 144h wie dargestellt. (B) A498-Zellen wurden analog behandelt. In roter Schrift sind die Werte des
Fractional Product (FP) <-0,1 angegeben, welche einen antagonistischen Effekt widerspiegeln.
Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen Experimenten + SEM.*p<0,05, NS=nicht
signifikant.

4.1.1. Vermehrtes Koloniewachstum unter der Kombinationstherapie von

Doxo und VCR im Vergleich zu den Einzelsubstanzen

Neben den Effekten auf die Apoptoseinduktion wurde in einem nachsten Schritt

untersucht, wie sich die unterschiedlichen Einzeltherapien und die
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Kombinationstherapie auf das Zellwachstum und die Wellbedeckung auswirken. Dies
diente dazu, den Antagonismus mit einer zweiten, unabhangigen Messtechnik zu
bestatigen. Per digitaler Photographie wurde das Wachstum der SHEP- und A498-
Zellen Uber eine 96-stundige Inkubation mit VCR, Doxo und der Kombination
untersucht. Abbildung 8 zeigt Bilder dieser Cellscreen-Untersuchung, welche zeigen,
dass es in der unbehandelten Kontrolle, nach Einzeltherapie mit Doxo oder der

Kombinationstherapie zu einem gro3eren Koloniewachstum kam, als nach alleiniger
Stimulation mit VCR.
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Abb. 8: Vermehrtes Koloniewachstum nach Kombination von Doxo und VCR im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit VCR. SHEP-Zellen (A) und A498-Zellen (B) wurden mit VCR (300 ng/ml),
Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination stimuliert. Co= unbehandelte Kontrolle. Das Wachstum der
Zellen wurde per digitaler Photographie nach 96 h dokumentiert. Die Prozentangaben stellen die
absolute Apoptoserate einer nachfolgend durchgefiihrten FACScan-Analyse dar. Zur besseren

Darstellung wurden alle Bilder in gleicher Weise mit Microsoft Office Picture Manager nachbearbeitet
(Helligkeit +10%, Kontrast +20%)

4.1.2. Ausschluss einer direkten Substanzinteraktion zwischen Doxo
und VCR

In einem nachsten Schritt wurde ausgeschlossen, dass eine direkte

Substanzinteraktion im Kulturmedium vor Aktivierung der intrazellularen Signalwege
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fur den Antagonismus verantwortlich ist. Hierzu wurde die Apoptoserate des
experimentellen Settings mit und ohne Mediumwechsel vor der Stimulation mit dem
zweiten Zytostatikum verglichen. Dabei wurde sowohl untersucht, welche Auswirkung
die vorhergehende Gabe von Doxo als auch von VCR vor Mediumwechsel auf die
Apoptoseinduktion hat. Wie in 3.2.1.2. beschrieben, wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten vor Zugabe des jeweils anderen Chemotherapeutikums das
Kulturmedium verworfen und durch frisches ersetzt. Die Apoptosehemmung durch

Doxo zeigte sich bei Gabe von Doxo vor oder simultan mit VCR unabhangig vom

Stimulanzien im Kulturmedium vorlag (Abb. 9).
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Abb.9: Verminderter Antagonismus durch zeitversetzte Applikation von Doxo vor VCR und
Ausschluss einer direkten Substanzinteraktion im Kulturmedium. FACScan-Apoptoseanalyse
mittels Nicoletti-Farbung zur Untersuchung des antagonistischen Effektes durch zeitversetzte
Applikation und Mediumwechsel. SHEP-Zellen (A) und A498-Zellen (B) wurden mit Vincristin (300
ng/ml), Doxorubicin (100 ng/ml)oder der Kombination stimuliert. Die Applikation erfolgte entweder
simultan oder zeitversetzt wie in der Legende der Abbildung beschrieben. Der Mediumwechsel (+)
erfolgte direkt vor Zugabe der jeweils anderen Substanz. Die FACScan-Analyse erfolgte nach
weiteren 48h. In roter Schrift sind die Werte des Fractional Product (FP) <-0,1 angegeben, welche
einen antagonistischen Effekt widerspiegeln; in blauer Schrift die Werte zwischen -0,1 und 0,1, welche
einen additiven Effekt widerspiegeln. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen Experimenten
+ SEM.*p<0,05, NS=nicht signifikant.

4.1.3. Verminderung des Antagonismus durch zeitversetzte Applikation

Durch zeitversetzte Applikation konnte dieser Antagonismus fast komplett verhindert
werden, wenn die Zellen fur 12 h mit VCR vorinkubiert wurden. Dies wurde auch
durch die Werte des ,fractional product’ (FP) bestatigt, welche fur die Vorinkubation
mit VCR ohne Mediumwechsel einen additiven Effekt (FP -0,06) und fur die

Vorinkubation mit VCR mit Mediumwechsel einen deutlich reduzierten
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antagonistischen Effekt mit einem FP von -0,18 zeigten. Der Antagonismus war
unverandert nachweisbar, wenn Doxo zuerst appliziert und Doxo vor Zugabe von
VCR aus dem Zellkulturmedium ausgewaschen wurde. Dies legt die
Schlussfolgerung nahe, dass durch die Vorinkubation mit VCR bereits eine
intrazellulare Apoptosesignaltransduktion initiiert wurde, welche es Doxo bei

verzogerter Zugabe nicht mehr erlaubte, die Apoptose zu inhibieren (Abb.9).

4.1.4. Generelle antagonistische Wechselwirkung zwischen
Anthrazyklinen und Vinca-Alkaloiden

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob es eine generelle antagonistische
Wechselwirkung zwischen den beiden Substanzklassen gibt. Hierzu wurde die
Kombination von VCR mit anderen Anthrazyklinen (Daunorubicin und Epirubicin) und
Doxo mit anderen Vinca-Alkaloiden (Vinorelbin und Vinblastin) untersucht.
Daunorubicin und Epirubicin hemmten ebenfalls die VCR-induzierte Apoptose
statistisch signifikant (Abb. 10 A und B) und Doxo hatte auch bei Kostimulation mit
Vinorelbin und Vinblastin einen statistisch signifikanten antiapoptotischen Effekt
(Abb. 10 C und D). Dies zeigt also, dass der Antagonismus nicht nur auf die
Einzelsubstanzen Doxo und VCR der beiden Substanzklassen beschrankt ist,
sondern dass es sich um ein generelles Phanomen bei Kombination dieser beiden

Substanzklassen handelt.
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Abb. 10: Antagonistische Wirkung von Doxo auf die Apoptoseinduktion durch weitere Vinca-
Alkaloide und antagonistische Wirkung weiterer Anthrazykline auf die VCR-induzierte
Apoptose. FACScan-Apoptoseanalyse mittels Nicoletti-Farbung zur Untersuchung des Antagonismus

bei Kombination von Doxo mit andere Vinca-Alkaloiden und VCR mit anderen Anthrazyklinen.

(A-B) Zellen wurden mit Doxo (100 ng/ml), den Vinca-Alkaloiden (=Vinca) Vincristin (VCR), Vinorelbin
(VRBL), Vinblastin (VBL) jeweils mit 300 ng/ml oder der Kombination aus Doxo und dem Vinca-
Alkaloid stimuliert. Die Applikation erfolgte simultan, die FACScan-Analyse mittels Nicoletti-Farbung
erfolgte nach 96h. Die Ergebnisse fiir die SHEP Zellen sind in der Abbildung 8A, die firr die A498-
Zellen in der Abbildung 8B dargestellt.

(C-D) Zellen wurden mit VCR (300 ng/ml), den Anthrazyklinen (=Anthra) Doxorubicin (Doxo),
Epirubicin (EPI) oder Daunorubicin (Dauno) jeweils mit (100 ng/ml) oder der Kombination aus VCR
und dem Anthrazyklin stimuliert. Die Applikation erfolgte simultan, die FACScan-Analyse erfolgte nach
96h. Die Ergebnisse fiir die SHEP Zellen sind in der Abbildung 8C, die fiir die A498-Zellen in der
Abbildung 8D dargestelit.

In roter Schrift sind die Werte des Fractional Product (FP) <-0,1 angegeben, welche einen
antagonistischen Effekt widerspiegeln. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen
Experimenten + SEM.*p<0,05, NS=nicht signifikant.

4.1.5. Bestimmung der Haufigkeit der Interaktion von VCR und Doxo auf
epithelialen, neuroektodermalen, hamatopoetischen und

mesenchymalen Tumorzelllinien

Um die Haufigkeit dieser antagonistischen Apoptoseinduktion und damit die

generelle Relevanz auf einer Vielzahl von Tumorzelllinien zu quantifizieren, wurden
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n=23 weitere Zelllinien unterschiedlicher Entitdten und Gewebespezifitaten
untersucht. Es wurden sowohl Zelllinien untersucht, die nach aktuellen
Chemotherapieprotokollen mit der Kombination aus Vinca-Alkaloiden und
Anthrazyklinen behandelt werden (Neuroblastom, Leukamie, Lymphom, Ewing-
Sarkom) als auch Zelllinien von Tumoren, die aktuell nicht mit dieser
Kombinationstherapie behandelt werden (Brustkrebs, Cervix-CA, Colon-CA,
Lungenkrebs, Prostata-CA, Rhabdomyosarkom), aber bei denen teilweise schon
diese Kombination in Rahmen von Studien untersucht wurde. Abbildung 10 zeigt die
Medikamenteninteraktion zwischen Doxo und VCR dargestellt GUber das ,fractional
product’ (FP). Wie in Kapitel 3.3.1. beschrieben stellt ein FP von <-0,1 einen
antagonistischen Effekt zweier Substanzen dar, wohingegen ein FP >0,1 einen
synergistischen Effekt bedeutet. Liegt der Wert dazwischen handelt es sich um einen
additiven Effekt. Abbildung 11-A zeigt eine Ubersicht (iber die untersuchten soliden
Tumoren. Hier konnte der Antagonismus bei allen 10/10 Zelllinien nachgewiesen
werden. Dabei zeigten n=6 Zelllinien ein FP zwischen -0,20 und -0,35, n=4 ein FP
zwischen -0,35 und-0,55. Unter den untersuchten n=9 Leukadmie- und
Lymphomzelllinien zeigten die B-ALL-Zelllinien BOE und BJAB sowie die T-ALL-
Zelllinie HUT78 keinen Antagonismus, und auch keinen Synergismus (Abb. 11-B).
Die zwei Hodgkin-Lymphom-Zelllinien L428 und KMHZ2, die B-ALL-Zelllinien SKW-6
und NALM-6, die CML-Zelllinie THP-1, sowie die AML-Zelllinie HL-60 zeigten einen
antagonistischen Effekt von Doxo auf die VCR-induzierte Apoptose (Abb. 11-B). Bei
den beiden Hodgkin-Lymphom-Zelllinien zeigte sich ein FP zwischen -0,29 und -
0,32, bei den Leukamiezelllinien mit Antagonismus ein FP zwischen -0,14 und -0,29.
Bei den n=4 mesenchymalen Zelllinien zeigten zwei Ewing-Sarkom-Zelllinien (CADO,
RD) ebenso wie die Rhabdomyosarkom-Zelllinien (RH30, RMS30) einen
antagonistischen Nettoeffekt bei Kostimulation von Doxo mit VCR (Abb. 11-C).
Darunter konnte bei n=3 der mesenchymalen Zelllinien ein negatives FP zwischen
-0,33 und -0,39 nachgewiesen werden, eine Zelllinie zeigte eine FP von -0,16. Ein
synergistischer Wirkeffekt wurde bei den verwendeten Dosierungen bei keiner der

Zelllinien dokumentiert.
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Abb. 11: Haufigkeit der antagonistischen Interaktion von VCR und Doxo auf epithelialen,

neuroektodermalen (A), hamatopoetischen (B) und mesenchymalen (C) Tumorzelllinien.

,Fractional Product’ zur Darstellung des Antagonismus von n=23 Zelllinien. Zellen wurden mit VCR
(300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination stimuliert aufer Hela: VCR (30 ng/ml), Doxo (100
ng/ml) und Cado: VCR (300 ng/ml), Doxo (300 ng/ml). Die FACScan-Apoptoseanalyse mittels

Nicoletti-Farbung erfolgte nach 96h. Dargestellt mit schwarzen Balken ist das wie unter 3.3.1.

beschrieben berechnete ,fractional product' (FP) , wobei Werte von <-0,1, als Antagonismus definiert

wurden. Die grauen Balken zeigen einen FP >-0,1 aber <0,1, also einen additiven Effekt.
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Zusammenfassend konnte insgesamt bei 22/25 Zelllinien (inklusive der bereits
ausfuhrlich dargestellten Ergebnisse auf den SHEP und A498 Zelllinien) ein
antagonistischer Effekt nachgewiesen werden, bei 3/25 kam es zu keiner
signifikanten Anderung der VCR-induzierten Apoptose durch Doxo. Bei keiner der

untersuchten Zelllinien wurde ein synergistischer Effekt nachgewiesen.
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Abb. 12: Separate Darstellung der Untersuchungsergebnisse aus der Abbildung 9 fiir die
Parameter Tumorentitiat, Anwendung der Kombinationstherapie in aktuellen
Therapieprotokollen (klinische Relevanz) und Apoptosesensitivitat der Zelllinien gegeniiber
Doxorubicin (Doxo-Ansprechen). n = Anzahl untersuchter Zelllinien. Zellen wurden subklassifiziert
nach Tumorentitat, klinischer Relevanz und Apoptoseinduktion durch Doxo. Als klinisch relevant
wurden solche Zelllinien bezeichnet, welche im klinischen Alltag mit der Kombination aus Doxo und
VCR behandelt werden. Doxo-Resistenz wurde definiert als spezifische Apoptose <10%. Dargestellt
ist der Prozentsatz der Zelllinien mit relevantem antagonistischen Wirkmechanismus zwischen Doxo
und VCR (FP<-0,1). Detaillierte Apoptose-Analyse siehe Abb.11

In Abbildung 12 sind die Ergebnisse der Abbildungen nach folgenden
Analysekriterien zusammengefasst: 1.) Tumorentitat, 2.) Anwendung der
Kombinationstherapie in aktuellen Therapieprotokollen 3.) Apoptosesensitivitat
gegenuber Doxorubicin. Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass bei den

untersuchten Zelllinien, deren Tumorentitaten in aktuellen Chemotherapieprotokollen
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mit der Kombination aus Anthrazyklinen und Vinca-Alkaloiden behandelt werden 75
% der Zelllinien (9/12) den Apoptose-inhibierenden Effekt von Doxo in Kombination
mit VCR zeigten. Von den Zelllinien, die nicht mit der Chemotherapie-Kombination
behandelt werden zeigten 100% (13/13) den Antagonismus. Aufgeteilt nach
Tumorentitaten zeigte sich bei 100% (4/4) der mesenchymalen, 100% (1/1) der
neuroektodermalen, 100% (11/11) der epithelialen und 66,7% (6/9) der
hamatopoetischen Tumorzellen der Antagonismus. Es erfolgte eine Aufteilung in
Doxo-sensible und Doxo-resistente Zelllinien, wobei Doxo-Resistenz als spezifische
Apoptose <10% definiert wurde. Bei Doxo-sensiblen Zelllinien zeigte sich der
Antagonimus bei 88% (20/23), bei Doxo-resistenten bei 100% (2/2) der untersuchten
Zelllinien.

4.2. Der VCR-vermittelte Apoptosesignalweg und die Inhibition durch

Doxo

Um die Ursache der Hemmung des VCR-induzierten Zelltodes durch Doxo zu
ermitteln, wurden die wichtigsten intrazellularen Proteine des Apoptosesignalweges
von VCR untersucht. Hierzu wurde mittels Western Blot und mit Hilfe spezifischer
Antikorper die Expressionsstarke der Proteine der proximalen und distalen
Apoptosesignalkaskade nach Stimulation mit VCR, Doxo und deren Kombination auf
SHEP- und A498-Zellen untersucht.

Aus der einschlagigen Literatur ist bekannt, dass zur initialen Signaltransduktion der
Apoptoseinduktion durch VCR die Phosphorylierung von BCI-2 und BCI-xL, die
Phosphorylierung von Kinasen wie JNK, die Stabilisierung von p53 und die
Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalweges gehoren (Blagosklonny et al.,
1997, Giannakakou et al., 2002, Poruchynsky et al., 1998).

Zunachst wurde JNK untersucht, das eine wichtige Rolle in der initialen Transduktion
des pro-apoptotischen Signals von Substanzen, die durch Mikrotubuli-Interaktion die
Zellproliferation hemmen, spielt (Yamamoto et al., 1999). Seine Phosphorylierung als
proximalster Schritt der VCR-induzierter Signalkaskade blieb bei der Kombination mit
Doxo unbeeinflusst (Abb. 13).
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Abb.13: Keine Veranderung der JNK-Phosphorylierung bei Kombinationstherapie mit Doxo und
VCR. Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Phosphorylierung von JNK. Die Zellen wurden mit
VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination stimuliert und nach den angegebenen
Zeitpunkten lysiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurde JNK und phosphoryliertes JNK=p-JNK
detektiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Co=unbehandelte Kontrolle.

4.2.1. Doxo hemmt die Phosphorylierung pro-apoptotischer Proteine der
Bcl-2-Familie

Als nachster Schritt wurden die Proteine der Bcl-2-Familie untersucht, die aus pro-
(Bak, Bax, BIM, Bid) und anti-apoptotischen (Bcl-2 und Bcl-xL) Mitgliedern besteht.
Deren Aktivierung stellt gleichzeitig einen der proximalsten Schritte der intrinsischen
Apoptose-Signalkaskade dar. Durch Aktivierung sog. JNK-Kinasen fuhrt VCR mittels
Phosphorylierung zu einer Inaktivierung von Bcl-2 und Bcl-xL und antagonisiert so
deren anti-apoptotischen Effekt (Blagosklonny et al., 1997, Poruchynsky et al., 1998).
Somit kann Cytochrom C, ein Protein der Atmungskette, vom Mitochondrium ins
Zytosol freigesetzt werden, welches im nachsten Schritt zusammen mit APAF-1 und
Procaspase-9 das sog. Apoptosom formt und weitere Caspasen aktiviert und damit
die Effektorkaskade der Apoptose initiiert (Hengartner, 2000, Kroemer et al., 2007).
In Abbildung 14 A-B ist dargestellt, dass es im Bezug auf die Expressionsstarke der

proapoptotischen Proteine Bak, Bax, BIM und Bid der Bcl-2-Familie keinen
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Unterschied zwischen einer Stimulation der Zellen mit VCR oder der Kombination mit

Doxo gab. Fir das pro-apoptotische Bid zeigte sich fur die A498 Zellen eine

Abnahme der Proteinkonzentration nach alleiniger Stimulation mit VCR, die durch die

Spaltung von Bid im Rahmen der Apoptoseinduktion zu erklaren ist und bei der

Kombinationstherapie nicht stattfand. Allerdings wird durch die Kombination mit Doxo

die VCR-induzierte Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL gehemmt (Abb. 14 C-D).
Dies stellt moglicherweise den entscheidenden Schritt in der durch Doxo

verhinderten weiteren Signaltransduktion des Apopotsesignals dar, da durch die

fehlende Phosphorylierung antiapoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder deren

Inaktivierung ausbleibt.
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Abb. 14: Inhibition der Phosphorylierung der antiapoptotischen (C-D) Mitglieder der Bcl-2-
Familie bei unveranderter Expression der pro-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie (A-B).
Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Aktivierung/Phosphorylierung von Proteinen der Bcl-2-
Familie. SHEP-Zellen (A und C) und A498-Zellen (B und D) wurden stimuliert mit VCR (300 ng/ml),
Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination und nach den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Mittels
spezifischer Antikorper wurden Bak, Bax, Bim und Bid, sowie Bcl-2 und Bcl-xL und die
Phosphorylierung (=p) von Bcl-2 und Bcl-xL iber das héhere Molekulargewicht bei der
elektrophoretischen Auftrennung detektiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Co=unbehandelte
Kontrolle.

4.2.2. Doxo hemmt den Verlust des Mitochondrienmembranpotentials

Wie oben beschrieben kommt dem Mitochondrium in der Apoptosesignalkaskade
eine sehr wichtige Rolle zu. Da die vorgehenden Untersuchungen eine Verhinderung
der Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL durch VCR bei Kombination mit Doxo
zeigte, wurde in einem nachsten Schritt untersucht, ob diese Veranderungen auch
einen Einfluss auf den Verlust des Mitochondrienmembranpotentials (MMP), also
eine ausbleibende Porenbildung in der Mitochondrienmembran haben. Das MMP
und damit der elektrochemische Protonengradient Uber der Mitochondrienmembran
stellt den Antrieb fur die ATP-Bildung des Mitochondriums als Energielieferant fur die
Zelle dar (Green und Reed, 1998, Kroemer et al., 2007). Abbildung 15 zeigt, dass
der Verlust des Mitochondrienmembranpotentials nach Stimulation mit VCR alleine

uber 48 h kontinuierlich anstieg. Nach Stimulation mit Doxo und der Kombination
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beider Zytostatika kommt es erst nach 36 h zu einem viel spateren und deutlich
geringeren Anstieg. Nach 48 Stunden war der Verlust des
Mitochondrienmembranpotentials durch VCR 5-mal so hoch im Vergleich zu Doxo

alleine und der Kombination aus beiden Substanzen.
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Abb. 15: Verringerter Verlust des Mitochondrienmembranpotentials nach kombinierter
Stimulation mit Doxorubicin und Vincristin . SHEP-Zellen (A) und A498-Zellen (B) wurden
stimuliert mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination. Der Verlust des
Mitochondrienmembranpotentials wurde mittels FACScan liber DiOCg-Farbung nach den
angegebenen Zeitpunkten detektiert. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen
Experimenten + SEM.*p<0,05.

4.2.3. Reduzierte Caspasen-Aktivierung durch die Kombinationstherapie

mit Doxo im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit VCR

Im Apoptosesignalweg distal des Mitochondriums werden nach Freisetzung von
Cytochrom C und weiterer Apoptose-fordernder Faktoren Cystein-anhangige
Proteinasen, sog. Caspasen aktiviert und fihren somit zur Einleitung der
Exekutionsphase der Apoptose der Zelle (MacKenzie und Clark, 2008). Beim
intrinsischen Weg, Uber den VCR-induzierte Apoptose vermittelt wird, erfolgt meist
zunachst die Aktivierung der Caspase-9, z.B. durch die Cytochrom-C-Freisetzung
aus dem Mitochondrium, welche in einem nachsten Schritt die sog. Effektorcaspasen
-3, -6 und -7 aktiviert (Zou et al., 1999). Abbildung 16 zeigt die Western Blot -
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Analyse der aktiven Spaltprodukte der Caspasen (sog. cleaved Caspasen). Durch
die Stimulation mit VCR alleine erfolgte auf SHEP-Zellen bereits nach 24 und
verstarkt nach 36 h die Aktivierung der Caspasen -2,-3, -7 und -10, nicht aber von
Caspase-6. Die Aktivierung von Caspase-8 konnte nach 36h vermutlich im Rahmen
der Uberschie3enden Aktivierung aller weiteren Caspasen nachgewiesen werden.
Cleaved Caspase-9 war als Hinweis auf die frihe Spaltung nur zum Zeitpunkt 24 h
nachweisbar. Im analogen Experiment mit A498-Zellen kam es nach 36 h zu einer
Caspasen -2, -9 und -10-Aktivierung. Cleaved Caspase-6 konnte ebenfalls nach 36
Stunden nachgewiesen werden, somit scheinen Zelltyp-spezifische Unterschiede in

der Aktivierung der Effektorcaspasen zu bestehen.
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Abb. 16: Inhibition der Caspasen-Aktivierung bei Kombinationstherapie von Doxo plus VCR.
Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Aktivierung von Caspasen. SHEP-Zellen (A) und A498-
Zellen (B) wurden stimuliert mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination und nach
den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurden die aktiven Spaltprodukte
von Caspasen (cl. Casp.= cleaved Caspase) und PARP detektiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin.
Co=unbehandelte Kontrolle.

Neben der Aktivierung und Spaltung durch Caspasen im Apoptose-Signalweg erfullt
PARP unter moderatem zelluldrem Stress vor allem eine Rolle im DNA-
Reparatursystem als Detektor von DNA-Strangbruchen (Kaufmann et al., 1993, Koh
et al, 2005). Als Ausdruck der Caspasen-Effektorfunktion im Rahmen der
Apoptoseinduktion erfolgte nach 36h die proteolytische Spaltung von PARP (poly-
ADP-ribose polymerase), sog. cleaved PARP durch VCR, nicht aber durch Doxo
oder die Kombination (Abb. 16).

Doxo alleine fuhrte nicht zu einer Caspasen-Spaltung und damit nicht zu einer
Aktivierung des distalen Apoptosesignalweges.
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4.2.4. Antiapoptotische Proteine der IAP-Familie

Eine inhibitorische Rolle in der Apoptosekaskade distal des Mitochondriums kommt
den Proteinen der IAP-Familie zu, indem sie die Wirkung von Caspasen inhibieren
(Tamm et al, 1998). Die Regulation der Proteine der IAP-Familie (XIAP, clAP-1,
clAP-2) zeigte nach Stimulation mit VCR, Doxo und der Kombination keine
Unterschiede in der Expressionstarke auf Proteinebene. Hingegen kam es zu einer
erhohten Expression von Survivin nach alleiniger Stimulation mit VCR uber 24 h und
36 h. Nach Stimulation mit Doxo und der Kombination kam es zu keiner vermehrten
Expression (Abb. 17).
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Abb. 17: Erhohte Expression von Survivin nach alleiniger Stimulation mit Vincristin. Western-
Blot-Analyse zum Nachweis der Expressionsstarke antiapoptotischer Proteine der IAP-Familie. SHEP-
Zellen (A) und A498-Zellen (B) wurden stimuliert mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der
Kombination und nach den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Mittels spezifischer Antikdrper wurden
Survivin, XIAP, clAP-1 und clAP-2 detektiert. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin. Co=unbehandelte
Kontrolle.
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Kein Einfluss der Uberexpression von Survivin auf die Apoptoseinduktion der

Kombinationstherapie von VCR plus Doxo

Survivin stellte unter den inhibitorischen Proteinen der IAP-Familie eine Ausnahme
dar, da es nur durch die alleinige VCR-Applikation, nicht aber durch Doxo alleine
oder unter der Kombinationstherapie hochreguliert wurde. Im nachsten Schritt wurde
daher untersucht, ob durch die Transfektion mittels eines Expressionsplasmides und
damit einhergehender Uberexpression von Survivin der Antagonismus bei SHEP-
und A498-Zellen aufgehoben oder vermindert werden konnte.
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Abb. 18: Nachweis des Transfektionserfolges von Survivin-GFP. Fluoreszenzmikroskopie und
FACScan-Analyse zur Detektion GFP-positiver Zellen. SHEP- und A498-Zellen wurden mit einem
Survivin-GFP-Fusionsplasmid, bzw. GFP transfiziert wie in 3.2.4.3. beschrieben. Anschliel3end
erfolgte nach 24h der Nachweis der GFP-positiven Zellen im Fluoreszenzmikroskop (links), sowie die

Berechnung des Anteiles der GFP-positiven Zellen per FACScan-Analyse (rechts).

Zur Uberwachung der Transfektionseffizienz bei transienter Transfektion wurde ein
an GFP-gekoppeltes Survivin verwendet. Wie in 3.2.7.2. beschrieben ist GFP ein
grun fluoreszierendes Protein, welches durch die Koppelung an andere Proteine
deren Position in der Zelle sichtbar machen kann. Die erfolgreiche Transfektion
konnte im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen und per FACScan-Analyse die

Transfektionseffizienz berechnet werden (Abb. 18). Es wurde ein GFP-Survivin-
52



Konstrukt verwendet, welches bereits vielfach in Publikationen verwendet wurde,
effizient transfiziert wurde und von dem bekannt ist, dass es zu einer starken

Expression fuhrt und dass es funktionell aktiv ist (Ambrosini et al., 1997).
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Abb. 19: Kein Einfluss der Uberexpression von Survivin auf die Apoptoseinduktion der
Kombinationstherapie von Doxo und VCR. FACScan-Apoptoseanalyse und Western-Blot-Analyse
zur Untersuchung des Antagonismus nach Uberexpression von Survivin. SHEP-Zellen (A) und A498-
Zellen (B) wurden mit shRNA Survivin (an GFP gekoppelt) oder dem Kontrollplasmid (GFP) transfiziert
oder unbehandelt belassen (Parental). Mittels eines Antikdrpers gegen Survivin wurde an GFP-
gekoppeltes Survivin nach 24 h detektiert, das aufgrund der grofkeren GroRe des Gesamtproteins
oberhalb von Survivin in der elektrophoretischen Auftrennung lauft. Als Ladekontrolle diente a-Tubulin.
24h nach Transfektion wurden die Zellen mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der
Kombination stimuliert und nach weiteren 48 h erfolgte die FACScan-Analyse mittels Nicoletti-
Farbung. In roter Schrift sind die Werte des Fractional Product (FP) <-0,1 angegeben, welche einen
antagonistischen Effekt widerspiegeln. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen
Experimenten + SEM.*p<0,05, NS=nicht signifikant.

Nach erfolgreicher Transfektion wurde die Uberexpression von Survivin zusétzlich
mittels Westernblot nachgewiesen. Der Unterschied zwischen Vincristin-induzierter
Apoptose und der Apoptoserate durch die Kombination aus VCR und Doxo zeigte

sich auch nach Transfektion weiterhin statistisch signifikant. Zudem konnte per
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[fractional product'(FP) bestatigt werden, dass weiterhin eine weitgehend
unveranderte antagonistische Interaktion durch die Kombinationstherapie bestand.
Die Uberexpression von Survivin oder dem Kontrollplasmid hatte keinen Einfluss auf
die durch Doxo vermittelte Hemmung der VCR-Induzierten Apoptose , was nahe legt,
dass es sich lediglich um ein Begleitphanomen handelt, welches im Rahmen des

Antagonismus keine Rolle zu spielen scheint (Abb. 19).

Zusammenfassend konnte mittels Western Blot gezeigt werden, dass Doxo einen der
proximalsten Schritte der VCR-induzierte Apoptosesignalkaskade, die
Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL hemmt, wahrend die JNK-Phosphorylierung
durch VCR nicht beeinflusst wird. Es wurde nachgewiesen, dass der Verlust des
Mitochondrienmembranpotentials als zentrale Regulation der intrinsischen
Apoptosinduktion und die VCR-induzierte Caspasen-Spaltung und damit Aktivierung

der distalen Apoptosesignalkaskade durch Doxo gehemmt wird.

4.3. Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 in der Doxo-vermittelten

Apoptosesignaltransduktion

Um den Angriffspunkt von Doxo in der Apoptosesignalkaskade zu ermitteln wurden in
einem nachsten Schritt die Aktivierungspunkte der Signaltransduktion durch
Doxorubicin untersucht. Es ist seit Langem bekannt, dass Doxorubicin als
interkalierende Substanz in erster Linie Uber DNA-Schadigung zur Aktivierung des
Trankriptionsfaktors p53 fuhrt (Gerwitz, 1999, Minotti et al., 2004). Wichtige Zielgene
sind unter anderem Proteine der Zellzykluskontrolle, wie z.B. p21. Uber p53 fihrt p21
zum Zellzyklusarrest und damit zur Apoptose (Giono und Manfredi, 2006). Abbildung
20 zeigt die Ergebnisse der Westernblot-Untersuchung der Zellkernfraktionen. Wie
hier zu sehen ist, kam es durch die Stimulation mit Doxorubicin nach 6 h zu einer
Akkumulierung von p53 im Zellkern, welche nach 12 h noch ausgepragter war. Diese
Akkumulierung blieb auch nach gleichzeitiger Stimulation mit VCR erhalten. Zudem
kam es zu einer vermehrten Ansammlung von p21 als direktem Zielprotein von p53
nach Applikation von Doxo und der Kombination. Die Aktivierung von p21 erfolgte bei

beiden Zelllinien verzogert im Vergleich zu p53 und erst nach 12 Stunden.

Als weiterer Transkriptionsfaktor, der durch Doxo beeinflusst werden kann, wurde

NFkB (nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells) untersucht
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(Bian et al., 2001, Wang et al., 2002). NFkB ist als Transkriptionsfaktor beteiligt an
Immunantwort und Entzindungsreaktion und reguliert daruber hinaus die
Transkription vieler antiapoptotischer Proteine. Zudem spielt NFkB eine wichtige
Rolle in der Antwort der Zelle auf DNA-Schadigung. Die NFkB-Familie besteht aus
mehreren Proteinen, darunter p65 und p100, die homo- und heterodimere Komplexe
bilden und Uber den klassischen und alternativen Weg ihre Wirkung entfalten kdnnen
(Karin et al., 2002, Karl et al., 2009). Wie Abbildung 20 zeigt, kam es im Gegensatz
zu p53 und p21zu keiner Veranderung der Expression von NFkB p65 und NFkB
p100.
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Abb. 20: Nukledre Akkumulation von p53 und p21 nach Stimulation mit Doxo alleine oder in
Kombination mit VCR. Western-Blot-Analyse zum Nachweis der Aktivierung von Proteinen der
Kernfraktion. SHEP-Zellen (A) und A498-Zellen (B) wurden stimuliert mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100
ng/ml) oder der Kombination und nach den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Mittels spezifischer
Antikérper wurden p53, p21 und NFkB p65 bzw. p100 detektiert. Als Ladekontrolle diente Histon H1.

Co=unbehandelte Kontrolle.
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Durch den Verlust von p53 kann der antagonistische Effekt von Doxo auf die VCR-

induzierte Apoptose Uberwunden werden

Die Ergebnisse zeigen, dass Doxorubicin in dem gewahlten experimentellen Setting
zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 fuhrte. In der Folge wurde nun
weiter untersucht, ob p53 flr den antagonistischen Effekt von Doxo auf die VCR-
induzierten Apoptose verantwortlich ist. Hierfur wurde versucht in diversen

Experimenten p53 mittels Transfektion von shRNA oder siRNA zu inhibieren.

Zunachst wurde versucht mittels eines Transfektionsregimes mit siRNA p53 einen

effektiven knockdown von p53 herbei zu fuhren.
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Abb. 21: Kein effektiver knockdown von p53 mittels Transfektion mit siRNA Sequenzen.
FACScan-Apoptoseanalyse und Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Auswirkung einer
Transfektion mit siRNA p53. SHEP- und A498-Zellen wurden mit siRNAp53 oder All Star negative
control siRNA (Co) zur Kontrolle transfiziert oder unbehandelt belassen (parental). Fur die Western-
Blot-Analyse (A) wurden die Zellen nach 6 mit Doxo stimuliert und nach den angegebenen
Zeitpunkten lysiert Mittels eines spezifischen Antikdrpers erfolgte der Nachweis von p53. Als
Ladekontrolle diente Histon H1n. Fir die FACScan-Analyse (B) wurden die Zellen 24h nach
Transfektion mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml) oder der Kombination stimuliert und nach
weiteren 48 h erfolgte die FACScan-Analyse mittels Nicoletti-Farbung. Dargestellt ist ein

Einzelexperiment.
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Wie Abbildung 21 zeigt gelang durch die Verwendung einer siRNA gegen p53 kein
effektiver knockdown und der Antagonismus war unverandert vorhanden. Unter der
Arbeitshypothese, dass p53 zu stark exprimiert wird, um einen effizienten transienten
knockdown zu erreichen, wurde nun versucht auf ein System mit stabiler

Transfektion zu wechseln.
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Abb. 22: Erhohte Doxo-Toxizitat und Inhibition der p53 Aktivierung durch die scrambled
Sequenz (scr. p53) und nach knockdown von p53 mittels shRNA. FACScan-Apoptoseanalyse und
Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der Auswirkung einer Transfektion mit shRNA p53. SHEP-
Zellen wurden mit shRNAp53 oder dem Kontrollplasmid (scrambled p53) oder PBS zur Kontrolle
transfiziert. Fur die Western-Blot-Analyse (A) wurde die Zellen nach 6 und 12 h mit Doxo stimuliert.
Mittels eines Antikdrpers wurde p53 wurde nach 24 h detektiert. Als Ladekontrolle diente Histon H1.
Fir die FACScan-Analyse (B) wurden die Zellen 24h nach Transfektion mit VCR (300 ng/ml), Doxo
(100 ng/ml) oder der Kombination stimuliert und nach weiteren 48 h erfolgte die FACScan-Analyse

mittels Nicoletti-Farbung. Dargestellt ist ein Einzelexperiment.

Durch die Transfektion mit shRNA p53 gelang zwar ein knockdown von p53,
allerdings kam es auch schon durch die Transfektion mit der Kontrollsequenz
(scrambled p53) zu einer Interferenz mit p53 und zumindest Verminderung der
Expressionsstarke nach Doxo-Stimulation im Vergleich zur Transfektion mit PBS.
Zudem zeigte sich in der FACScan-Apoptoseanalyse eine hohe

Spontanapoptoserate von bis zu 70% durch die Transfektion und eine spezifische
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Apoptoserate durch Doxorubicin von fast 50%, sodass hierdurch keine valide

Aussage Uber den Antagonismus getroffen werden konnte (Abb. 22).

Das Inhibieren von p53 mittels shRNA oder siRNA gelang leider im Rahmen der
vorliegenden Arbeit aufgrund der technischen Schwierigkeiten nicht. Es zeigte sich,
dass die Transfektion mit sSiRNA zu keinem effizienten knockdown fuhrte, das
verwendete hairpin-Konstrukt jedoch die Apoptoseinduktion durch Doxo erhdhte und

parallel die Aktivierung von p53 nach Doxo inhibierte.

Es wurden daher im Weiteren Zellen verwendet, welche durch homologe
Rekombination bereits kein p53 mehr besitzen. Dies waren die Colonkarzinom-
Zelllinie HCT116, welche vielfach fur Fragestellungen zur Bedeutung von p53 wegen
dem kompletten Fehlen von p53 verwendet werden (Bunz et al., 1998). In den
HCT116 Zellen mit Verlust von p53 konnte der antagonistische Effekt von Doxo auf
die VCR-induzierte Apoptose verhindert werden. Stattdessen zeigte sich mittels
[fractional product-Analyse ein additiver Effekt (Abb. 23).

p53 kann als Reaktion auf zellularen Stress und DNA-Schadigung uber die
vermehrte Expression des CDK-Inhibitors p21 zum Zellzyklusarrest fuhren (EI-Deiry
et al., 1994). In Abbildung 20 konnte gezeigt werden, dass es auch bei der
Kombination von Doxo und VCR zu einer Akkumulierung von p21 im Zellkern kam.
Daher wurden zusatzlich HCT116-Zellen mit Verlust von p21 untersucht, welche
analog zu den p53-defizienten Zellen durch homologe Rekombination entstanden
waren (Bunz et al., 1998). Es zeigte sich wie schon fur p53, dass dadurch der

Antagonismus aufgehoben werden konnte (Abb. 23).
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Abb. 23: Verhinderung des Antagonismus bei Kombination von Doxorubicin und Vincristin auf
p53- und p21- defizienten HCT 116-Zellen. FACScan-Apoptoseanalyse und Western-Blot-Analyse
zur Untersuchung des Antagonismus bei Fehlen von p53 bzw. p21. Parentale HCT116-Zellen
(p53+/+), sowie solche mit Verlust von p53 (p53-/-) oder p21 (p21-/-) durch homologe Rekombination
wurden mit VCR (30 ng/ml), Doxo (60 ng/ml) oder der Kombination stimuliert und nach 96 h mittels
FACScan-Analyse und Nicoletti-Farbung die spezifische Apoptose detektiert. Der Nachweis des
Fehlens von p53 und p21 erfolgte per Westernblot mittels spezifischer Antikdrper. Als Ladekontrolle
diente a-Tubulin. In roter Schrift sind die Werte des fractional product (FP) <-0,1 angegeben, welche
einen antagonistischen Effekt widerspiegeln; in blauer Schrift die Werte zwischen -0,1 und 0,1, welche
einen additiven Effekt widerspiegeln. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen Experimenten
+ SEM.*p<0,05, NS=nicht signifikant.

4.4. Ausgepragter Zellzyklusarrest nach kombinierter Stimulation mit
Doxo und VCR

Vincristin entfaltet seine antiproliferative Wirkung, indem es durch Interaktion mit
Mikrotubuli die Zellproliferation in der Mitose hemmt (Mollinedo und Gajate, 2003).

Dies legt nahe, dass VCR fur die Zelltodinduktion einen aktiven Zellzyklus bendtigt.

Dagegen kann es uber DNA-Schadigung, wie sie durch zytostatische

Chemotherapeutika wie Doxorubicin in der Zielzelle ausgeldst wird, im Zellzyklus zu
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einem p53-vermittelten Zellzyklusarrest kommen (Giono und Manfredi, 2006). Es

stellte sich somit die Frage, ob VCR auf Zellen, die uber keinen aktiven Zellzyklus

verfligen eine volle apoptotische Wirkung entfalten kann bzw. ob in dem gewahlten

experimentellen Setting Doxo einen Zellzyklusarrest auslost.

Um die Zellzyklusverteilung nach der Stimulation mit den untersuchten Substanzen

Uber die Zeit zu quantifizieren und zu vergleichen, wurde eine FACScan-Analyse

mittels Propidiumiodid-Farbung durchgefuhrt. Hierzu wurden die lebenden Zellen in
der G2/M-Phase nach den Zeitpunkten 0 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h untersucht (Abb.

24). Es konnte festgestellt werden, dass sowohl VCR alleine, als auch Doxo alleine

zu einer moderaten Erhéhung des Anteils der Zellen in der G2/M-Phase flhrten. Fur

VCR alleine war die Erhdhung in G2/M nur vorribergehend und nahm nach 24 h

wieder ab. Die Kombination beider Chemotherapeutika jedoch fuhrte zu einem

ausgepragten und anhaltenden Anstieg in G2/M mit >80% der Zellen in der G2/M-
Phase bei SHEP-Zellen und 60% bei A498-Zellen. Dieser persistierende Anstieg ist

als Zellzyklusarrest in G2/M zu bewerten.
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Abb. 24: Ausgepragter Zellzyklusarrest in G2/M nach kombinierter Stimulation mit Doxorubicin
und Vincristin. Zellzyklus-Analyse mittels FACScan. SHEP-Zellen (A) und A498-Zellen (B) wurden
stimuliert mit VCR (300 ng/ml), Doxo (100 ng/ml), der Kombination, oder unbehandelt belassen

(so=Kontrolle). Die Verteilung der lebenden Zellen in der G2/M-Phase wurde mittels FACScan nach

den angegebenen Zeitpunkten detektiert. Darstellung der Mittelwerte aus n=3 unabhangigen

Experimenten £ SEM.*p<0,05.
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In Zusammenschau der Untersuchungen der Wirkung von Doxo auf VCR-induzierte

Apoptose ist festzuhalten, dass im Einklang mit den Ergebnissen der veranderten

Signaltransduktion von VCR wahrend der Kombinationstherapie Doxorubicin zu einer

Aktivierung von p53 und nachfolgend p21 flihrt und wie zu erwarten und in der
Literatur vielfach beschrieben, diese Aktivierung mit einem Arrest des Zellzyklus in
G2/M einhergeht (Bar-On et al., 2007, Lupertz et al, 2010). Dieser Arrest ist
vermutlich daftr verantwortlich, dass die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2
Familie Bcl-2 und Bcl-xL nicht mehr phosphoryliert werden kénnen und die weitere

Signaltransduktion der VCR-induzierten Apoptose verhindert wird.
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, den antagonistischen
Wirkmechanismus zwischen Doxorubicin und Vincristin bezogen auf die induzierte
Apoptose bei unterschiedlichen Tumorzelllinien naher zu charakterisieren und die
daran beteiligten Vorgange in der Apoptosesignaltransduktion zu identifizieren. Als
einer der proximalsten Schritte in der Apoptosesignalkaskade, welcher durch die
Kombinationstherapie inhibiert wurde, konnte die fehlende Phosphorylierung
antiapoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder identifiziert werden. Es gelang, die
Doxorubicin-vermittelte Aktivierung von p53 und den nachfolgenden Zellzyklusarrest
durch Doxorubicin als den moglicherweise entscheidenden Schritt bei der

Antagonisierung der Vincristin-vermittelten Apoptose aufzuzeigen.

Im Folgenden soll die klinische Relevanz des dargestellten Antagonismus auch im
Bezug auf Tumorentitaten, Reproduktion der Ergebnisse auf primaren
Patientenzellen und mit anderen Substanzklassen naher beleuchtet werden. Zudem
erfolgt unter Einbeziehung weiterfuhrender Daten der Arbeitsgruppe eine Darstellung
der Rolle von p53 und Zellzyklusarrest und das Aufzeigen moglicher Strategien, den

Antagonismus zu uberwinden.

5.1. Historischer Riickblick

Chemotherapie wird seit den 1960er Jahren im Rahmen einer Polychemotherapie
verabreicht, um damit die Effektivitat der Therapie zu steigern und die
Uberlebensraten zu verbessern (Dy und Adjei, 2008, Frei, 1985). Es ist historisch
bedingt, dass bisher kaum systematische Untersuchungen zur Optimierung dieser
Substanzkombinationen durchgefihrt wurden und vielfach nicht geklart werden
konnte, ob die simultane oder zeitversetzte Gabe oder welche Kombinationen von
Zytostatika bei der jeweiligen Tumorerkrankung besonders wirkungsvoll und
nebenwirkungsarm sind (Benz et al., 2007). Die molekularen Wirkmechanismen
sowohl der Einzelsubstanzen als auch der Kombinationen sind noch unzureichend
untersucht und verstanden und bedurfen daher weiterer wissenschaftlicher
Untersuchungen (Benz et al., 2007). Vinka-Alkaloide und Anthrazykline sind zwei der
am haufigsten in der padiatrischen Onkologie verwendeten Chemotherapeutika,

welche fur gewohnlich am selben Tag innerhalb weniger Stunden verabreicht
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werden (Bendal, 2011). Die Etablierung der Kombinationstherapie von Vincristin und
Doxorubicin ist zurtickzufuhren auf Tierexperimente in den 1970er Jahren, welche
allerdings mit einer sehr geringen Fallzahl (<10) durchgefuhrt wurden. Zudem
wurden diese Experimente nur mit Maus- und Ratten-Tumorzellen durchgefihrt
(Goldin und Johnson, 1975, Zeller et al., 1975). Seither wurden weder klinische
Studien zur Optimierung des Applikationsschemas noch weitere in vitro- oder in

vivo-Untersuchungen bei menschlichen Tumorzelllinien durchgefihrt.

5.2. Die antagonistische Interaktion zwischen Doxorubicin und Vincristin

als neues Phanomen

Obwohl der Wirkantagonismus von Chemotherapie-Kombinationen in vitro kein
neues Phanomen ist (Akutsu et al., 2002, Jensen et al, 1990, Kano et al., 1998), ist
dies bisher erstaunlicherweise wenig untersucht. Dies kann moéglicherweise dadurch
erklart werden, dass negative Ergebnisse nicht publiziert werden und primares Ziel
der Untersuchungen zumeist ist, durch neue Substanzen und neue

Therapiekombinationen Vorteile fir das Outcome der Patienten zu erwirken.

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation sowie in vorangegangenen
Experimenten der Arbeitsgruppe erhobenen Daten zeigen erstmals, dass es
bezogen auf die induzierte Apoptose durch die Ko-Applikation von Doxorubicin und
Vincristin zu einem antagonistischen Wirkmechanismus der beiden Substanzen
kommt (Kapitel 4.1).

Die Experimente dieser Arbeit wurden auf einer Neuroblastom-Zelllinie durchgefuhrt,
da Neuroblastome in den gangigen Chemotherapie-Protokollen mit eben dieser
Kombination behandelt werden. Durch Reproduktion ahnlicher Ergebnisse im Bezug
auf den nachgewiesenen Antagonismus auf weiteren Tumor-Zelllinien
unterschiedlicher Entitat konnten die breite klinische Relevanz dieser neuen
Beobachtung untermauert werden. Bei 75% (9/12) der Zelllinien, die aktuell in der
Klinik mit der Kombination behandelt werden trat ein antagonistischer Effekt von
Doxo auf die VCR-induzierte Apoptose auf. Darunter waren zusatzlich zur schon
beschriebenen Neuroblastom-Zelllinie hamatopoetische Zelllinien wie akute
lymphatische und myeloische Leukamien, sowie Lymphome und Ewing-Sarkom-

Zelllinien. Zu den Zelllinien, welche keinen Antagonismus zeigten, gehorte eine T-
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ALL-Zelllinie, sowie 2 von 4 (50%) der untersuchten B-ALL-Zelllinien. Die

heterogene Wirkung auf die Leukamiezelllinien kann mdglicherweise erklaren, warum
diese Medikamenteninteraktion bisher nicht beschrieben wurde. Die Daten zeigen
jedoch zeitgleich, dass bei keiner der Zelllinien eine synergistische Wirkung
nachgewiesen wurde, somit fur Leukamiezelllinien kein Vorteil der simultanen
Therapie im Vergleich zur zeitversetzten Gabe besteht, legt man die Berechnung der

FP-Methode zugrunde.

5.3. Maogliche Strategien, den Antagonismus zu verhindern
5.3.1. Uberwinden des Antagonismus durch zeitversetzte Applikation

Wenn nun die gleichzeitige Applikation der beiden Substanzen zu einer
antagonistischen Apoptoseinduktion flhrt, stellte sich die Frage, ob eine zeitversetzte
Applikation zu einer besseren Wirkung und Vermeidung der
Medikamenteninteraktion fuhren kann. FUr andere Medikamentenkombinationen
wurde in der Literatur bereits ein antagonistischer Effekt bei simultaner Applikation
beschrieben. Kano et al. (1998) untersuchten die Kombination von Paclitaxel und
Methotrexat auf soliden Tumorzelllinien unterschiedlicher Entitat und zeigten, dass es
durch die simultane Applikation bei 50% (2/2) der Zelllinien zu einem additiven bis
antagonistischen Effekt und bei 50% (2/2) der Zelllinien zu einem antagonistischen
Effekt kam. Dieser Antagonismus bezogen auf die Zellproliferation konnte durch die
Vorinkubation mit Paclitaxel Gberwunden werden. Hier zeigten in der Folge alle
Zelllinien einen additiven Effekt. Wurde Methotrexat zuerst verabreicht zeigte sich bei
75% (3/4) eine synergistische Interaktion, bei 25% (1/4) ein additiver Effekt.

Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte fur Methotrexat und Cytarabin, dass es auch hier vom
Applikations-Zeitplan abhangt, ob die beiden Substanzen synergistisch oder
antagonistisch wirken (Akutsu et al., 2002). Sie konnten auf hamatopetischen
Tumorzellen nachweisen, dass eine zeitgleiche Applikation beider
Chemotherapeutika zu einem antagonistischen Effekt fuhrte, wohingegen eine um

24h zeitversetzte Applikation zu einem Synergismus fuhrte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Vorinkubation
von mindestens 12 h von VCR den antagonistischen Wirkeffekt minimieren kann.

Jedoch kommt es zu keiner synergistischen Wirkung, was die Schlussfolgerung
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nahelegt, dass die zeitversetzte Gabe in keinem Fall nachteilig ist im Vergleich zur

simultanen Applikation.

5.3.2. Chemosensitivitatstests zur Identifizierung moglicher individueller
antagonistischer Effekte

Polychemotherapie wird verabreicht, um dadurch die Resistenzentstehung zu
verhindern, die moglichen Nebenwirkungen der Einzelsubstanzen zu minimieren,
sowie die unterschiedlichen Wirkmechanismen auszunutzen, um maoglichst viele
Tumorzellen abzutdten. Die Grundlage zur Kombination einzelner Substanzen
bildeten empirische Studien, die eine viel bessere Remissionsrate zeigten als durch
eine Mono-Therapie, ohne jedoch die genauen molekularen Wirkmechanismen der
Einzelsubstanzen oder der Kombinationen zu kennen (Benz et al., 2007, Dy und
Adjei, 2008, Frei, 1985). Die in vitro erhobenen Erkenntnisse dieser Arbeit erlauben
noch keine Ruckschlisse auf die komplexe Situation in vivo. Hier sind weitere
praklinische und klinische Untersuchungen notig. In der vorliegenden Arbeit zeigten
sich heterogene Ergebnisse flr Leukamiezelllinien, was die Vermutung nahe legt,
dass es mdglicherweise grofe interindividuelle Unterschiede im Ansprechen auf

gewissen Chemotherapeutika gibt.

Der Versuch das Ansprechen auf die chemotherapeutische Therapie oder die
Rezidivwahrscheinlichkeit durch in vitro Untersuchungen vorherzusagen wird fur
sogenannte Chemosensitivitatstests erforscht (Galderisi et al., 2009, Kaspers et al.,
1995). Diese haben zum Ziel vor Beginn einer Therapie die vom Patienten
gewonnenen Leukamiezellen oder Biopsiematerial aus Tumoroperationen in vitro
oder in einem Xenograft-Maus-Modell auf deren Ansprechen auf die
unterschiedlichen Chemotherapeutika oder —-Kombinationen zu untersuchen. Ein
Sensitivitatstest fur Prednisolon, Vincristin und Asparaginase wurde in ein
Behandlungsprotokoll (COALL-97) der kindlichen akuten lymphatischen Leukamie
(ALL) integriert, wodurch eine Verbesserung der Risikostratifizierung gelang
(Escherich et al., 2010).

Allerdings bieten auch diese Methoden einige Nachteile, was moglicherweise erklart,
weshalb sie noch keinen Einzug in den routinemafigen Einsatz in der klinischen
Praxis gefunden haben. Viele dieser Tests untersuchen Einzelsubstanzen, nicht aber

die Kombinationen. Es kommt hinzu, dass sich Tumorzellen auch innerhalb eines
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Tumors bezuglich ihrer Eigenschaften unterscheiden kénnen und so die
Biopsieergebnisse bei soliden Tumoren keine reprasentativen Ergebnisse fur alle
Zellen des Tumors liefern. Zudem sind die Zellen aus Biopsiematerial in der Zellkultur
nur kurz Uberlebensfahig, Mausmodelle dauern zu lange, um eine direkte

Transferierung der Ergebnisse fur die Therapie des Patienten zu erlauben.

5.4. Kiritische Punkte der Medikamenteninteraktion von Doxorubicin und

Vincristin in der Apoptosesignaltransduktion

Um dem Antagonismus mechanistisch auf den Grund zu gehen, war es das Ziel der
Dissertation, zu untersuchen auf welcher Ebene Doxo die VCR-induzierte Apoptose
inhibiert. Hierzu sollten die bekannten Signalwege der beiden Substanzen und die
beteiligten Proteine der Apoptose-Signalkaskade und deren Aktivierung durch die
Einzelsubstanzen und die Kombinationstherapien untersucht werden (Kapitel 4.2).
Die von VCR induzierte Apoptose-Signalkaskade ist bisher noch nicht komplett
entschlUsselt. Es ist bekannt, dass es zu einer Hemmung von Mikrotubuli-Bildung
kommt, sowie Zellzyklusarrest, Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL,
Phosphorylierung von Kinasen, Stabilisierung von p53 und NFkB (Mollinedo und
Gajate, 2003). Einer der entscheidenden und proximalsten Schritte in der VCR-
vermittelten Apoptosesignaltransduktion ist die Phosphorylierung von JNK, sowie die
Phosphorylierung und damit Inaktivierung der anti-apoptotischen Bcl-2-Familien-
Mitglieder Bcl-2 und Bcl-xL (Blagosklonny et al., 1997, Poruchynsky et al., 1998,
Yamamoto et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
kombinierte Applikation von Doxo und VCR die Phosphorylierung von JNK durch
Vincristin nicht beeinflusst, wohingegen die Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL in
der VCR-vermittelten Signaltransduktion durch die kombinierter Applikation mit Doxo
fast komplett inhibiert wird. Diese Interferenz erfolgte somit an einem der
proximalsten Schritte der VCR-vermittelten Apoptosesignalkaskade, der durch Doxo
inhibiert wurde. Durch die fehlende Phosphorylierung und damit Inaktivierung von
Bcl-2 und Bcl-xL wurden auch die folgenden durch VCR aktivierten Schritte des
Apoptosesignalweges wie Verlust des Mitochondrienmembranpotentials, Caspasen-
Aktivierung und PARP-Spaltung durch Doxo inhibiert.
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Abb. 25: Schematische Darstellung des postulierten Mechanismus der Interaktion zwischen
Vincristin und Doxorubicin. In den prasentierten Forschungsarbeiten kommt es nach VCR-
Stimulation zu einer Phosphorylierung und damit Inhibierung der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2
und Bcl-xL. Distal von Bcl-2 und Bcel-xL kommt es zum Verlust des MMP vermutlich durch die
Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium und nachfolgend zur Aktivierung Caspase-9.
Es werden die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 aktiviert, was schlieBlich zur Apoptose fiihrt. Durch Doxo
erfolgt in dem dargestellten experiementellen Setting die nukledre Akkumulation von p53 und p21,
was zum Zellzyklusarrest fihrt. Die dargestellten Wirkweisen legen die Vermutung nahe, dass die
VCR-induzierte Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL durch die p53-Aktivierung und Zellzyklusarrest
durch Doxo inhibiert wird.

Die Rolle des p53-vermittelten Zellzyklusarrestes durch zytostatische

Chemotherapeutika in der Kombination mit zytotoxisch wirksamen Substanzen

Fur Doxorubicin als interkalierende Substanz ist bekannt, dass es seine Wirkung
entfaltet, indem es uber DNA-Schadigung zur Aktivierung des Trankriptionsfaktors
p53 kommt (Gerwitz, 1999, Minotti et al., 2004). p53 spielt eine zentrale Rolle im
komplexen Antwort-System der Zelle auf DNA-Schaden und beinhaltet DNA-
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Reparatur, Zellzyklusarrest, Transkription verschiedener regulatorischer Proteine und
Apoptose (Kapitel 3.2.4).

In der vorliegenden Arbeit konnte auf molekularer Ebene nachgewiesen werden,
dass es nach Applikation von Doxo alleine zu einer Akkumulation von p53 im
Zellkern kommt. Diese Akkumulation blieb auch nach Kostimulation mit VCR erhalten
(Kapitel 4.3). Um die Rolle von p53 im Antagonismus von Doxo und VCR weiter zu
untersuchen wurde versucht mittels siRNA und shRNA einen knockdown von p53
herbeizufuhren. Aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der Transfektion wurde die
Funktion von p53 in dem etablierten und schon oftmals in anderen
Zusammenhangen verwendeten Zellkulturmodell der HCT116 Zellen untersucht. Der
besondere Vorteil der derivativen HCT116 Zellen ist, dass sie kein p53- bzw. p21-
Protein bilden kdnnen. Somit wurde auf ein Zellkultursystem zurickgegriffen, das die
Wirkung von p53 und p21 sicher herausarbeiten konnte. Auf p53 defizienten
HCT116-Zellen konnte der Nachweis erfolgen, dass durch den somatischen

knockdown von p53 der Antagonismus uberwunden werden kann (Kapitel 4.3.1).

In der Literatur ist beschrieben, dass p53 als Reaktion auf zellularen Stress und
DNA-Schadigung uber die vermehrte Expression des CDK-Inhibitors p21 zum
Zellzyklusarrest fuhrt (El-Deiry et al., 1994). Bereits 1995 wurde durch Waldmann et
al. publiziert, dass DNA-Schadigung mittels Bestrahlung und durch Applikation einer
DNA-schadigenden Substanz wie Doxorubicin in Coloncarcinomzellen HCT116 mit
Wildtyp p21 zu einem Zellzyklus-Arrest in G1 fuhrt, wohingegen dieser Arrest durch

p21-downregulation aufgehoben werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es ebenfalls zu einer Akkumulation
von p21 durch Doxo kommt, welche auch nach Ko-Stimulation mit VCR erhalten
bleibt. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass in Zellen mit somatischem

knockdown von p21 (HCT116 p21-/-) der Antagonismus uberwunden werden kann.

Einem anderen Mitglied der Arbeitsgruppe gelang nach Abschluss der vorgelegten
Arbeit zusatzlich ein knockdown von p53 und p21 mittels shRNA auf Leukamie- und
Neuroblastom-Zellen, unter anderem auf den in dieser Arbeit verwendeten SHEP-
Zellen nach Anwendung eines lentiviralen Transfektionssystems (Ehrhardt et al.,
2011, Ehrhardt et al., 2013). Mit dieser Verbesserung der Transfektionstechnik und

Transfektionseffizienz mit effektivem knockdown von p53 und p21 ohne Erhéhung
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der Toxizitat konnte letztlich fur alle untersuchten Tumorzelllinien einschliel3lich der
SHEP Zellen gezeigt werden, dass der Antagonismus in Abwesenheit von p53,
sowie p21 uberwunden werden kann. Somit konnte die wichtige Rolle von p53 im
Rahmen der inhibierenden Wirkung von Doxo auf die VCR-induzierte Apoptose
untermauert werden. Durch den effektiven knockdown von p53 war Doxo nicht in der

Lage den Zellzyklus in G2 zu arretieren.

In der Literatur ist beschrieben, dass p53 die G2/M Transition reguliert. p53 kann z.B.
den Ubergang zur Mitose im Zellzyklus verhindern, indem es Cdc2 inhibiert. Cdc2
bindet an Cyclin B1 um seine Wirkung zu entfalten. Die Inhibierung von Cyclin B1
durch p53 fuhrt seinerseits ebenfalls zum Zellzyklusarrest in G2 (Taylor und Stark,
2001). In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Zellzyklus-Analyse dargestellt
werden, dass es durch die Einzelsubstanzen zu einem moderaten Anstieg der Zellen
in der G2/M-Phase kam, wobei dies fur Vincristin nur vorribergehend war. Durch
Ko-Applikation von Vincristin und Doxorubicin kam es zu einem ausgepragten und
anhaltenden Anstieg der Zellen in G2/M, was als Zellzyklusarrest in G2/M zu
bewerten ist (Kapitel 4.4). Eine Schwache dieser Methode ist, dass keine genauere
Einteilung in Zellzyklus-Stadien erfolgen kann. Dazu sind andere Methoden und
Spezialfarbungen nétig, welche nach Abschluss der Dissertation durch ein anderes

Mitglied der Arbeitsgruppe durchgeflhrt wurden.

Vincristin hemmt die Zellproliferation in der Mitose durch Mikrotubuli-Interaktion
(Mollinedo und Gajate, 2003). Die im Rahmen dieser Doktorarbeit und in
weiterfuhrenden Experimenten der Arbeitsgruppe erhobenen Daten zeigen, dass
Vincristin einen aktiven Zellzyklus bendétigt, um die volle antiapoptotische Wirkung zu
entfalten. Durch den Doxo-vermittelten Zellzyklusarrest kann VCR nicht seine volle

antiapoptotische Wirkung entfalten.

Anthrazykline sind nicht die einzigen zytostatischen Agenzien, die zum
Zellzyklusarrest fUhren. y-Bestrahlung arretiert den Zellzyklus in der G2-Phase
(Janicke et al., 2001), Dexamethason in der G1-Phase (Mattern et al., 2007). Eine
andere Arbeitsgruppe (Sui et al., 2004) beschrieb den antiapoptotischen Effekt von y-
Bestrahlung in der Kombination mit Paclitaxel. Paclitaxel entfaltet ahnlich wie VCR
seine zytotoxische Wirkung tUber Mikrotubuli-Interaktion. Sie konnte nachweisen,

dass es durch y-Bestrahlung zu einem Zellzyklusarrest in G2 kommt und es durch
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die y-Bestrahlung zu einer Inhibierung der Phosphorylierung von Bcl2-kommt, was

sich mit den Daten der vorliegenden Arbeit deckt.

Die dargestellten Ergebnisse legen nahe, dass das simultane Verabreichen von
zytostatischen und zytotoxischen Chemotherapeutika im Rahmen der aktuellen

Polychemotherapieprotokolle umfassend Uberprift werden sollte.

5.5. Weiterfiihrende Ergebnisse der Arbeitsgruppe
5.5.1. Untermauerung der klinischen Relevanz durch Nachweis des

Antagonismus bei primaren Patientenzellen

Aufbauend auf den vorgelegten Untersuchungen wurde in Nachfolgeprojekten durch
andere Mitglieder der Arbeitsgruppe die klinische Relevanz weiter untersucht. Dazu
wurden primare Patientenzellen von Kindern mit unterschiedlichen Subtypen einer
akuten Leukamie untersucht, die nicht chemotherapeutisch vorbehandelt waren.
Sowohl unter Zellkulturbedingungen als auch im Tiermodell der NOD/SCID-Maus
nach Etablierung als Xenograft-Leukamiezellen konnte die antagonistische Wirkung
bestatigt werden (Ehrhardt et al, 2011). Bei 11% (4/35) der Patientenproben zeigte
sich eine synergistische Apoptoseinduktion durch die Kombination von VCR und
Doxo. Bei 45% (19/35) der Patientenproben wurde ein additiver Effekt
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei 34% (12/35) eine antagonistische
Wirkung von Doxo auf die VCR-induzierte Apoptose. Der Antagonismus war bei
simultaner Applikation ausgepragter als bei zeitversetzter. Im Tiermodell dieser
Publikation konnte auch fur die in vivo Situation gezeigt werden, dass die simultane
Applikation von Doxo und VCR zu einem verminderten Effekt von Vincristin auf das
Tumorwachstum fihrt (Ehrhardt et al., 2011).

Dies ist insofern von Relevanz, da nach den aktuellen Chemotherapieprotokollen
wahrend der Induktionstherapie der akuten Leukamie eine zeitgleiche Applikation
von Vincristin und Doxorubicin erfolgt. Zukunftige klinische Studien sind nétig, um zu
sehen, ob ein zeitversetztes Verabreichen von Vinca-Alkaloiden und Anthrazyklinen
zu einer Verbesserung der Therapieeffizienz bei den Leukamien fuhren kann. Hierbei
kénnte z.B. durch sog. Chemosensitivitatstest gepruft werden, inwieweit die
vorherige in vitro Testung eine Vorhersage uber die Wirksamkeit in vivo erlaubt

(Kapitel 5.3.2).
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5.5.2. Der zentrale Regulationsschritt der fehlenden Phosphorylierung
antiapoptotischer Bcl-2-Proteine nach VCR in der Kombination mit
Doxo

Durch andere Mitglieder der Arbeitsgruppe (Ehrhardt et al., 2011) konnte gezeigt
werden, dass der inhibitorische Effekt von Doxo auf die VCR-induzierte Apoptose
durch die Vorbehandlung mit biochemischen Modulatoren, die die Expression von
Bcl-2 und Bcl-xL verhindern wie DCPE (Villedieu et al., 2007) oder durch
Phosphataseinhibitoren wie Calphostin ¢ oder Okadasaure, die eine VCR-
unabhangige Phosphorylierung von Bcl-2 und Bcl-xL vermitteln, vermieden oder
zumindest reduziert werden konnte. Dies untermauert die wichtige Bedeutung der
fehlenden Phosphorylierung und damit Stabilisierung antiapoptotischer Bcl-2-

Familienmitglieder fur den Doxo-vermittelten Antagonismus.

5.5.3. Zellzyklusarrest durch andere zytostatische Chemotherapeutika
als Grundlage fiir die antagonistische Wirkung auf die Vincristin

vermittelte Apoptose

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Zellzyklusanalyse gezeigt werden, dass es
durch die Kombination von Doxorubicin und Vincristin zu einem Zellzyklusarrest in
G2/M kommt. Um aber die Zellzyklusstadien weiter zu differenzieren benotigt man
eine Spezialfarbung mit Propidium-lodid und Phopho-Histon H3 (Ser 10). Diese
Untersuchung wurde durch Ehrhardt et al., 2011 publiziert und zeigt, dass VCR
alleine zu einem Zellzyklusarrest in M fuhrt, wohingegen die Applikation von Doxo
durch Zellzyklusarrest in der G2-Phase zu einer Behinderung der M-Transition fuhrt.
Zellzyklusstimulatoren wie Coffein oder KU55933 konnten in dieser Arbeit die Zellen
fur die VCR-induzierte Apoptose sensibilisieren, wohingegen der knockdown von
Cyclin A zum Zellzyklusarrest in G2 fuhrte und dadurch ahnlich wie Doxo die VCR-
induzierte Apoptose inhibierte. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass der p53-
vermittelte Zellzyklus-Arrest der entscheidende Schritt in der Doxo-vermittelten

Inhibierung der VCR-induzierten Apoptose ist.

Die Antagonisierung der Vincristin-vermittelten Apoptose war nicht beschrankt auf
Doxorubicin als zytostatisch wirksames Chemotherapeutikum, sondern konnte in
weiterfuhrenden Experimenten der Arbeitsgruppe auch fur andere Substanzen

nachgewiesen werden, welche zu einem Zellzyklusarrest fuhren. So konnte auch fur
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y-Bestrahlung auf Leukamie-Zellen sowie fur y-Bestrahlung und Dexamethason auf
soliden Tumorzellen (Ehrhardt et al., 2011) der antagonistische Effekt im Bezug auf

die VCR-induzierte Apoptose nachgewiesen werden.

In einer 2013 von Ehrhardt et al. veréffentlichten Arbeit wurden weitere zytostatische
Chemotherapeutika (Cyclophosphamid, Etoposid, 5-Fluorouracil und Methotrexat)
untersucht und es konnte gezeigt werden, dass diese analog zu Doxorubicin bei
100% (5/5) der untersuchten Zelllinien von unterschiedlicher Entitat (Neuroblastom,
Lungenzellcarcinom, Nierenzellcarcinom, Coloncarcinom) die VCR-induzierte
Apoptose inhibieren. Zur Untermauerung der klinischen Relevanz dieser Ergebnisse
wurden primare Patientenzellen unterschiedlicher ALL-Subtypen untersucht. Hier
konnte fur Methotrexat bei 50% (6/12) Zelllinien, fur Cyclophosphamid bei 66,7 %
(8/12), fur Etoposid bei 50% (6/12) Zelllinien der Antagonismus nachgewiesen
werden. Ein additiver Effekt konnte bei 41,7% (5/12) Zelllinien fir Methotrexat, bei
25% (3/12) Zelllinien fur Cyclophosphamid und bei 41,7% (5/12) Zelllinien fur
Etoposid nachgewiesen werden. Eine synergistische Wirkung trat jeweils nur bei

einer Zelllinie auf.

In der nachfolgend durchgeflhrten Zellzyklus-Analysen konnte fur Methotrexat ein
Arrest in G1, sowie fur die anderen Zytostatika ein Arrest in G2 festgestellt werden,
sowie eine fehlende Transition in die M-Phase bei der Kombinationstherapie mit
VCR. Fur Etoposid, welches den Zellzyklus in der G2-Phase arretiert und
Methotrexat, welches zu einem Zellzyklusarrest in G1 fihrt, kam es, analog zu den
Ergebnissen flr Doxorubicin in der vorliegenden Dissertation, zu einer Aktivierung
von p53 und p21, in der Folge zu einer Inhibierung der Phosphorylierung von Bcl-2
und Bcl-xL und damit fehlender Caspasen-Aktivierung, was einen antagonistischen
Effekt auf die VCR-induzierte Apoptose zur Folge hatte.

Da Vinca-Alkaloide in den gangigen Chemotherapieprotokollen zur Behandlung von
kindlichen akuten lymphatischen Leukamien (ALL) auch mit anderen zytostatisch
wirksamen Chemotherapeutika kombiniert , ist eine kritische Reevaluation des
Wirkeffektes dieser Kombinationstherapien unter kritischer Reevaluation der Effekte
auf den Zellzyklus dringend erforderlich.
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5.5.4. Die Rolle des DNA-Reparatursystems in der Interaktion zwischen

zytostatisch wirksamen Chemotherapeutika und Vincristin

Die Rolle von p53 in der antagonistischen Interaktion zwischen zytostatisch
wirksamen Substanzen und Vincristin wurde in der vorliegenden Dissertation
beschrieben und durch Folge-Experimente der Arbeitsgruppe untermauert (Ehrhardt
et al., 2011, Ehrhardt et al., 2013). p53 spielt eine zentrale Rolle im DNA-
Reparatursystem der Zelle, weshalb es auch als ,Wachter des Genoms* bezeichnet
wurden (Lane, 1992). Proximal von p53 kommt es durch DNA-Schadigung zu einer
Aktivierung der ATM-Kinase (,Ataxia Telangiectasia Mutated Kinase‘) und ATR
(,Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein‘). ATM und ATR aktivieren dann
Chk1 (,Checkpoint Kinase‘)(Dai und Grant, 2010). Ehrhardt et al. (2013) zeigten,
dass ein knockdown von Chk1 mittels shRNA den antagonistischen Effekt von Doxo,
Etoposid und Methotrexat auf die Vincristin-induzierte Apoptose beheben konnte.
Durch den gleichzeitigen knockdown von ATM und ATR konnte der inhibitorische
Effekt von Doxorubicin und Etoposid, nicht aber von Methotrexat aufgehoben
werden. Somit ist die Aktivierung von Chk-1 der erste gemeinsame Schritt der

Signaltransduktion des Zellzyklus-arretierenden Signals.

5.6. Ausblick auf weiterfiihrende Forschungsarbeiten

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die Daten der hier vorgelegten Arbeit
sowie die der auf dieser Arbeit aufbauenden Arbeiten zusammengefasst. Doxorubicin
hat bei Tumor- und Leukamiezelllinien unterschiedlicher Entitat, und auch bei
primaren Patientenzellen und bei in vivo Therapiemodellen einen antagonistischen
Effekt auf die Vincristin-induzierte Apoptose. Hierbei konnten durch die Ergebnisse
dieser Arbeit und durch die darauf aufbauenden weiterfUhrenden Untersuchungen
der Arbeitsgruppe die Aktivierung des DNA-Reparatursystems (Chk, ATM/ATR) mit
nachfolgender Aktivierung von p53 und p21 sowie der resultierende Zellzyklusarrest
als zentrale Regulationsmechanismen des beschriebenen Antagonismus
herausgestellt werden. Dies konnte nicht nur fur Doxorubicin, sondern auch fur
andere zytostatisch wirksame Substanzen (Etoposid, Methotrexat) nachgewiesen
werden. In den letzten Jahren wurde viel publiziert Gber Chk- oder ATR-Inhibitoren,

welche Tumorzellen gegenuber zytotoxische Substanzen sensitivieren indem der
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Zellzyklusarrest in G2/M Uberwunden werden kann (Montano et al., 2012, Peasland
et al., 2011, Visconti et al. 2016). Bisher gibt es keine Untersuchungen fur die
Kombination von Anthrazyklinen und Vinca-Alkaloiden mit solchen Inhibitoren.
Maoglicherweise bietet dies einen Ansatzpunkt den Anthrazyklin-vermittelten

Zellzyklusarrest zu Uberwinden um so die Vinca-Alkaloid-Wirkung zu verbessern.

Es gibt bereits seit Langem Diskussionen und kritische Uberlegungen dariiber, ob
zytotoxisch und zytostatisch wirksame Substanzen kombiniert werden sollten. Ein
Problem hierbei stellt sicher dar, dass nicht alle Chemotherapeutika klar nur einer der
beiden Gruppen zugeordnet werden kdnnen (Rixe und Fojo, 2007). Dies verdeutlicht,
wie wichtig es ist, weitere Studien mit anderen zytostatisch wirksamen
Chemotherapeutika durchzufihren, um deren molekulare Wirkmechanismen besser
zu verstehen und mogliche Interaktionen mit Zellzyklus-abhangigen Agenzien wie
Vinca-Alkaloiden zu identifizieren. Vinca-Alkaloide und Anthrazykline gehéren nach
wie vor zu den potentesten Chemotherapeutika und werden seit Langem erfolgreich
in der antineoplastischen Therapie im Rahmen von Polychemotherapieprotokollen
eingesetzt (Bates und Eastman, 2016, Tacar, 2012), wenngleich noch nicht alle
Mechanismen der apoptotischen Signaltransduktion entschlisselt sind. Zusatzlich
zur Erforschung neuer antineoplastischer Substanzen ist es daher sinnvoll zunachst
die molekularen Wirkmechanismen der Einzelsubstanzen und der
Kombinationstherapien der bisher bekannten und im klinischen Alltag verwendeten
Chemotherapeutika zu identifizieren um auf Basis dieses Wissens deren Effektivitat

in der Kombinationstherapie zu steigern.

Zudem konnte die weitere Erforschung sog. Chemosensitivitatstest zur Untersuchung
der verschiedenen Chemotherapie-Kombination auf Leukamiezellen oder
Biopsiematerial von soliden Tumorzellen dazu fihren die Therapie weiter zu
individualisieren und damit die Remissionsrate und die Uberlebenschancen zu

verbessern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zeitversetzte Applikation
von Vincristin und Doxorubicin in vitro eine Moglichkeit darstellt den Antagonismus zu
Uberwinden. Im Rahmen der aktuellen Chemotherapieprotokolle werden Vinca-
Alkaloide und Anthrazykline zumeist simultan am selben Tag verabreicht. Die hier
neu gewonnen Erkenntnisse zeigen, dass es weiterer praklinischer und klinischer

Studien bedarf, welche versuchen einen optimierten Applikationszeitplan zu erstellen
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um damit letztlich die Polychemotherapie effektiver zu gestalten und damit die

Prognose der Patienten zu verbessern.
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6. Zusammenfassung

Chemotherapeutika wie Vinca-Alkaloide und Anthrazykline werden in der
Tumortherapie im Rahmen von Polychemotherapie-Protokollen bei verschiedenen
Tumorentitaten gleichzeitig am selben Tag verabreicht mit dem Ziel einer
synergistischen Wirkverstarkung bei kombinierter Therapie. Beide
Chemotherapeutikasubstanzgruppen induzieren in Tumorzellen sehr effektiv
Apoptose. Die molekularen Mechanismen der Wirkung der Kombinationstherapie und

maogliche Interaktionen sind bisher unzureichend untersucht.

Vorarbeiten aus meiner Arbeitsgruppe vor Aufnahme der Dissertation zeigten zum
ersten Mal, dass Doxorubicin auf Leukamiezellen einen antagonistischen Effekt auf
die Vincristin-induzierte Apoptose hat. Ausgehend von dieser Uberraschenden
Erkenntnis war es Ziel meiner Doktorarbeit die Haufigkeit dieser
Medikamenteninteraktion auf Tumorzelllinien und die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen der Wirkinteraktion zwischen Doxorubicin und Vincristin
zu ermitteln. Mittels FACScan-Apoptoseanalyse konnte gezeigt werden, dass
Doxorubicin auch auf der Neuroblastom-Zelllinie SHEP, somit einer weiteren
Tumorentitat, die in aktuellen Therapieprotokollen mit der Kombination behandelt
wird, die VCR-induzierte Apoptose inhibiert. Der antagonistische Effekt konnte
vermindert werden, wenn die beiden Substanzen zeitversetzt verabreicht wurden,
und zwar wenn Vincristin vor Doxorubicin appliziert wurde, nicht aber wenn
Doxorubicin zuerst appliziert wurde. Der antiapoptotische Effekt war nicht begrenzt
auf die Kombination von Doxorubicin und Vincristin, sondern konnte auch fur die
Kombination von Vincristin mit anderen Anthrazyklinen und von Doxorubicin mit
weiteren Vinca-Alkaloiden nachgewiesen werden. Somit handelt es sich um eine
generelle Interaktion zwischen den beiden Substanzgruppen. Bei der weiteren
Quantifizierung des Antagonismus zeigte sich, dass bei insgesamt 75% (9/12) der
untersuchten Zelllinien, die in aktuellen Chemotherapieprotokollen mit der
Kombination behandelt werden ein antiapoptotischer Effekt von Doxorubicin auf die

Vincristin-induzierte Apoptose bestand.

Um den Signalmechanismus, der dem Antagonismus zugrunde liegt, zu ermitteln,
wurden die bekannten Schritte der intrazellularen Signaltransduktion beider
Substanzen naher analysiert und die wichtigsten intrazellularen Proteine der

Apoptosesignalkaskade exemplarisch fir SHEP- und A498-Zellen untersucht. Der
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erste Schritt des Vincristin-vermittelten intrinsischen Apoptose-Signalweges, der von
Doxorubicin inhibiert wurde, war die Phosphorylierung und damit Inaktivierung von
anti-apoptotischem Bcl-2 und Bcl-xL. In der Folge konnte gezeigt werden, dass die
nachfolgenden Schritte der Apoptoseinduktion durch Vincristin wie Verlust des
Mitochondrien-Membran-Potentials, Caspasen-Aktivierung und PARP-Spaltung
durch Doxorubicin inhibiert wurden. Doxorubicin wiederum fuhrte als interkalierende
Substanz durch DNA-Schaden zu einer starken Aktivierung des Transkriptionsfaktors
p53. Mittels Western Blot konnte nachgewiesen, dass die nukleare p53-Ansammlung
in der Kombination mit Vincristin unbeeinflusst blieb. Die Ergebnisse legen nahe,
dass die nachfolgende Aktivierung von p21 und der Zellzyklusarrest in G2/M fur die
Interaktion von Doxorubicin mit der Apoptoseinduktion durch Vincristin verantwortlich
sind. Durch die Verwendung von HCT116 Zellen mit Verlust von p53 bzw. p21
konnte nachgewiesen werden, dass bei Fehlen von p53 bzw. p21 der Antagonismus
nicht auftritt. Die Zusammenschau der Ergebnisse zur Rolle von p53 und p21 sowie
die Zellzyklusverteilung nach Stimulation mit Doxo, VCR oder der Kombination legt
nahe, dass die inhibierende Wirkung von Doxorubicin fur Apoptose durch VCR Uber

den Zellzyklusarrest erfolgt.
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