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Kurzfassung in Deutsch:

Pankreaskarzinom ist einer der aggresivsten Tumore Uberhaupt.

Die durchschnittliche 5-Jahresuberlebensrate von Pankreaskarzinompatienten
betragt weniger als 5%. Durch die stagnierende Entwicklung neuer Medikamente, die
eine palliative Therapie des Pankreaskarzinoms ermadglicht, ist es von besonderem
Interesse und Wichtigkeit neue innovative potentielle Zytostatika zu entwickeln. Im
Rahmen dieser Doktorarbeit  wurde  der  Wirkmechanismus eines
Benzol[c]phenanthrdinium-Derivat (BP11) an Pankreaskarzinomzellen getestet. Die
Behandlung von Pankreaskarzinomzellen mit BP11 flhrte zu einer starken Inhibition
des Wachstums. Des Weiteren fuhrte die BP11 Behandlung von Panc89 Zellen und
Colo357 Zellen zu Veranderungen im Zellzyklus. Wahrend Panc89 Zellen und
Colo357 Zellen nach BP11 Behandlung einen irreversiblen Schaden in der G1-Phase
erfahren und sterben, zeigten Colo357 Zellen, die durch stabile Transfektion Bcl-x.
Uberexprimieren, einen G2-Arrest. Zusatzlich fuhrte die BP11 Behandlung von
Panc89 Zellen durch Aktivierung der Cdc2 zu einem verfrihten Eintritt in die Mitose.
Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass BP11
Behandlung von Panc89 Zellen zu mitotischen Abnormalitaten fuhrte. In der Literatur
wurden diese mitotischen Abnormalitdten auch in Zellen gefunden, bei denen ein
funktionelles Ausschalten von Survivin induziert wurde. Survivin spielt eine
wesentliche Rolle in der Regulation der Mitoseprogression in malignen Geweben.
Eine Inhibition von Survivin kann u.a. eine Mitotische Katastrophe ausldosen. Unsere
Daten schlagen vor, dass die Behandlung von Pankreaskarzinomzellen mit BP11 im

Zelltod durch Mitotische Katastrophe endet.



Kurzfassung in Englisch:

Pancreatic cancer is one of  the most  aggressive tumors.
The average 5-year survival rate of Pancreatic cancer patients is less than 5 %. Due
to the stagnating development of new medicine, which allows a palliative care of
Patients with Pancreatic cancer, it is of particular interest and importance to develop
new innovative, potential Chemotherapeutika. As part of this PhD thesis, the
molecular mechanism of a Benzo[c]phenanthridinium-Derivat (BP11) was tested on
Pancreatic cancer cells. The treatment of Pancreatic cancer cells with BP11 caused
a strong inhibition of their growth. Further, the BP11 treatment of Panc89 and
Colo357 cells lead to alteration in the cell cycle. While Panc89 and Colo357 cells are
irreversibly damaged and subsequently die in the G1 phase as a cause of the BP11
treatment, Colo357 cells, which overexpress by a stable transfection Bcl-x., showed
a G2 arrest. Additionally, the BP11 treatment of Panc89 cells caused an early
occurrence of mitosis, due to the activation of Cdc2. Another important outcome of
this research is the finding that BP11 treatment of Panc89 cells results in mitotic
abnormalities. In literature, these mitotic abnormalities were also found in cells, which
induce a functional turn off of Survivin. Survivin plays a decisive part in the regulation
of the mitosis progression in malignant tissue. An inhibition of Survivin can trigger
among other things a mitotic catastrophe. Our findings propose that the treatment of
Pancreatic cancer cells with BP11 terminates in cell death by mitotic catastrophe.
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1. EINLEITUNG

Der Zellzyklus

1.1 Der Ablauf des Zellzyklus

Die Vermehrung der Zellen durch Zellteilung, in denen die Zelle verschiedene
Phasen durchlauft und in zwei identische Tochterzellen aufgeteilt wird, wird als
Zellzyklus bezeichnet. Der Zellzyklus wird in Mitose, G1, S - und G2 - Phasen
eingeteilt. Die G1, S und G2 - Phasen (g = fur Englisch gap - Lucke) werden
zusammen Ublicherweise als Interphase bezeichnet. In der G1 - Phase verdoppelt
die Zelle ihr Volumen und bereitet sich auf die Zellteilung vor. Dabei findet eine
Steigerung der Proteinbiosynthese statt. In dieser Phase haben die Zellen die
Moglichkeit in die Ruhephase GO uberzugehen, wenn ihnen z.B. mitogene Reize wie
Wachstumsfaktoren fehlen. Nach der G1 - Phase folgt die Synthese-Phase, in der
die DNA-Replikation stattfindet. Es wird eine komplette Kopie der DNA erstellt. Wie
alle Phasen des Zellzyklus ist die DNA - Replikation standigen Kontrollmechanismen
unterwofen. An die S - Phase schlief3t sich die G2 - Phase an. Die G2 - Phase dient
als Sicherungsphase, in der die vollstandige Replikation Uberprift wird. Anschlie3end
folgt die Mitose-Phase an deren Ende zwei identische Tochterzellen vorliegen.

Schema 1.1 zeigt den vereinfachten Verlauf des Zellzyklus.
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M-Phase
Mitose Kontrollpunkt
) Metaphase G1-Phase
Zellteilung
Q RNA-und
Protein-
Kontrollpunkt Synthese

° @
Zellwachstum

G2-Phase
Vorbereitung G0-Phase
der Mitose Keine
O Zellteilung
Restriktionspunkt

Gl

S-Phase

DNA-Replikation

Centrosomen-Bildung

Schema 1.1: Vereinfachte Darstellung des Zellzyklus und seine Kontrollpunkte

1.1.1 Die Regulation des Zellzyklus

In die Koordination der Prozesse in den einzelnen Zellzyklusphasen sind eine Menge
verschiedener regulatorischer Faktoren involviert. Ein kompliziertes Kontrollsystem
sorgt fur kontrolliertes Zellwachstum, sowie fur die genomische Stabilitat. Das
Kontrollsystem manifestiert sich in sogenannten Kontrollpunkten, an denen der
Verlauf des Zellzyklus, infolge von genotoxischen Stre® oder ein nicht
ordnungsgemaler Ablauf der einzelnen Phasen gestoppt werden kann (Hartwelt und
Weinert; 1989). Wenn in einem bestimmten Zeitraum der Schaden nicht behoben
werden kann, werden Signalwege aktiviert, die zu Zellzyklusarrest oder Apoptose
fuhren (King, K. L. und Cidlowski, J. A, 1998; Guo, M. und Hay, B. A., 1999). Fur die

genaue Regulation des Zellzyklus sind vor allem zwei Protein - Familien
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verantwortlich. Zum einen sind das die Cyclin - abhangigen-Kinasen (CdK; Cyclin
dependent kinase), die zur Familie der Serin - Threonin - Kinasen gehoren, zum
anderen die Cycline, die mit den CdKs ein heterodimeres Holoenzym bilden, wobei
die CdKs die katalytische Untereinheit und die Cycline die regulatorische
Untereinheit darstellen (Sherr, 1996) Die Cycline sind zyklusphasenspezifisch nur
kurzzeitig aktiv und werden im Zytoplasma Ubiquitin-abhangig proteolytisch
abgebaut. Cycline sind nur wahrend bestimmter Perioden des Zellzyklus transient im
Nukleus der Zelle vorhanden, was sie zu geeigneten zeitlichen Markern der
Zellzyklusprogression macht (Johnson und Walker, 1999). Die Aktivierung der CdKs
erfolgt Uber die Bindung des entsprechenden Cyclins. Die Cycline werden nach der
Stufe des Zellzyklus in vier Klassen unterteilt.

1. G1/S - Cycline: sie legen die Zelle auf die DNA - Replikation fest und binden
Cdks am Ende der G1 - Phase

2. S - Cycline: sie werden fur den Beginn der DNA - Replikation gebraucht und
binden Cdks wahrend der S - Phase

3. M - Cycline: sie treiben die Ereignisse der Mitose voran.

4. G1 - Cycline: sie helfen beim Durchlaufen des Restriktionspunktes am Ende
der G1 - Phase.

Abb.1.1 Unterteilng der Cycline (Alberts et al., 2004).

Zur Zeit werden in der Literatur 9 CdKs beschrieben (Gray et al., 1999). Die CdKs
stehen neben der positiven Kontrolle durch Cyclin - Bindung und Phosphorylierung
auch unter negativer Kontrolle durch u.a. CdK - Inhibitoren (Ckl). Bis jetzt konnten in
Saugetieren sieben verschiedene CKils identifiziert werden (Harper und Adams,
2001; Sherr und Roberts, 1999). Die CKls werden auf Grund ihrer Substratspezifitat
und Struktur in zwei Gruppen unterteilt. Die INK4-Familie (/nhibitor of CDK4) besteht
aus p16 ™%, p15 "8 p18 ¢ und p19 ™“* und verhindert die Progression aus der
G1-Phase in die S - Phase des Zellzyklus. Die Mitglieder der INK4-Familie
verhindern die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (Ewen, 1995), indem sie
die Cyclin D abhangigen CdK4 und CdK6 hemmen (Sherr und Roberts, 1995). Die
daraus resultierende Hypophosphorylierung von Rb hat zur Folge, dass E2F aus

dem Komplex Rb/E2F nicht aktiviert werden kann und somit die Expression weiterer
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Zellzyklus relevanter Faktoren (z.B. Cyclin E) gehemmt wird. Die CIP/KIP - Familie
besteht aus p21/WAF1, p27/Kip1 und p57/Kip2. Diese sind in der Lage alle CdKs zu
hemmen (Sherr und Roberts, 1995). Im Gegensatz zu den Cyclinen werden die
CDks nahezu im Uberschuss synthetisiert.

1.1.2 Regulation der G1 - Phase

Das Fortschreiten der Zelle aus der GO - Phase in die G1 - Phase, sowie der
Ubergang von der G1 - Phase zur S-Phase wird am sogenannten Restriktionspunkt
entschieden (Donjerkovic und Scott, 2000; Sherr, 1999). In der frGhen G1 - Phase
werden die sogenannten D - Cycline synthetisiert, die wiederum die CDK4 - und
CDKE6 - Kinasen aktivieren (G1 - CdK - Komplex). Cyclin D/CdK4 (CdK6) - Komplexe
phosphorylieren das Retinoblastomprotein (Rb), dieses wird inaktiviert und tritt aus
seinem Komplex mit dem Transkriptionsfaktor E2F aus, welcher wiederum aktiv
wird. E2F kann so zahlreiche essentielle Gene fur die WeiterfUhrung des Zellzyklus
aktivieren. (Sherr und Roberts, 1999; Sherr, 1995). Diese codieren fur Proteine, die
fur den Eintritt in die S-Phase notig sind, so auch fur Cyclin E (G1/S - Cycline) und
Cyclin A (S - Cycline) in der spaten G1-Phase (Sherr und Roberts, 1999). Neu
gebildete CyclinE - CdK2 - Komplexe kontrollieren den Ubergang von der G1 - Phase
in die S - Phase. Zusatzlich fuhrt der CyclinE/CdK2 - Komplex zu einer weiteren
Phosphorylierung von Rb und bewirkt damit, das es vollig ausgeschaltet bleibt (Vidal
et al., 2000). Diese Hyperphoshorylierung von Rb kann als positiver Mechanismus
des Teilungsprozesses angesehen werden und bleibt bis zum Ende der G2 - Phase
bestehen (Tamrakar et al., 2000; Metheny et al., 1995). Nach der Inaktivierung des
Retinoblatomproteins phosphoryliert der Komplex das p27/Kip1 Protein und fordert
die Degradation des Proteins. Weiterhin initiiert der CyclinE/CdK2 - Komplex in der
frihen S-Phase die Duplikation des Zentrosomens und die DNA - Replikation. Eine
vereinfachte Darstellung der regulatorischen Vorgange der G1 - Phase findet sich in
Schema 1.2.
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Schema 1.2 : Vereinfachte Darstellung der positiven und negativen regulatorischen Vorgédnge
der G1-Phase (modifiziert nach Sherr und Roberts, 1995)

In der frihen G1-Phase stimulieren Mitogene die Bildung von Cyclin D. Cyclin D aktiviert CdK4/6
durch Bildung eines aktiven Holoenzyms (D - Cyclin/CdK4/6-Komplex). Im Laufe der G1 - Phase wird
nach Phosphorylierung des Retinoblatomproteins ( Rb ) der Transkriptionsfaktor E2F freigesetzt und
kann fir Proteine codieren, die fir die Progression in die S - Phase essentiell sind. Unter anderem fiir
Cyclin E, welches wiederum CDK2 durch Bildung eines E-Cyclin/CdK2 - Komplex aktiviert. Dieser ist
essentiell fir die Hyperphosporylierung des Rb - Proteins und damit fir den Verlauf einzelner Phasen
des Zellzyklus.

113 Regulation der G2/M - Phase

Der Verlauf der S-Phase, sowie der korrekte Verlauf der G2 - Phase wird durch den
Cyclin A/Cdk2 - Komplex gesteuert. Wahrend der S-Phase wirkt der Cyclin A/Cdk2 -
Komplex positiv auf die DNA-Replikation. Nachdem die DNA-Replikation vollstandig
ist, steigt der Proteingehalt an Cyclin B. Cyclin B bildet einen Komplex mit Cdk1
(cyclin-dependent kinase ) um den MPF (mitosis-promoting factor) zu bilden. CDk1
wurde fruher auch als Cdc2 (cell division cycle 2) Kinase bezeichnet. Zur Aktivierung
des MPF ist die Dephoshorylierung des Threonins 14 (Thr14), sowie die
Dephosphorylierung des Thyrosins 15 (Tyr15) und die Phosphorylierung des
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Threonins 161 (Thr161) durch die Cdc2 Phosphatase essentiell (Atherton-Fessler et
al, 1994; King et al, 1994). Der aktive MPF initiiert die Prophase, gleichzeitig
induziert der MPF die Zerstorung des Cyclins B und damit den Beginn der Anaphase.
Die Beendigung des Zellzyklus erfolgt im Anschluss durch Dephosphorylierung von
Thr 161 und damit der Inaktivierung der Cdc2.

DNA-Schidigung

v
ee
©

Proteasom

p_]
<
3
7
v

M-Phasen- G2-Arrest
Progression

Schema 1.3: Vereinfachte Darstellung der regulatorischen Vorgange in der G2 - Phase. Der
aktive MPF vermittelt den Eintritt in die Mitose-Phase. Um enzymatisch wirksam zu sein, muss Cdc2
am Thr 14 und Tyr 15 dephosphoryliert werden. Ist die Cdc2 an diesen beiden Stellen phosphoryliert,
wird der Komplex Cdc2/CyclinB ber Proteasomen abgebaut. Die Cdc2 - Phosphatase vermittelt die
Dephosphorylierung und die gleichzeitige Phosphorylierung am Thr161. Nach z.B. DNA - Schaden
werden die ATM/ATR-Kinasen (ber u.a. Rad-Proteine (nicht in Abbildung gezeigt) aktiviert. Die
ATM/ATR-Kinasen phosphorylieren Chk1 und Chk2 und aktivieren sie damit. Chk1 aktiviert die Wee
Kinase, die wiederum fiir die Phosphorylierung der Cdc2 an Thr 14 und Tyr 15 verantwortlich ist und
hemmt hierdurch die Progression der M-Phase. Chk1 und Chk2 phosphorylieren die Cdc25C, die im
phosphorylierten Zustand an 14-3-3- Protein bindet und Uber die Proteasomen abgebaut wird. Damit
wird die Dephosphorylierung von Cdc2 gehemmt und G2 - Arrest wird ausgeldst.
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1.2 Apoptose — Der programmierte Zelltod

Zellproliferation und Zelltod sind eng miteinander verbundene Vorgange.

Bereits im 19. Jahrhundert erkannten Forscher, dass der Zelltod physiologisch
hervorgerufen werden kann. Lange wurde der Prozess jedoch als nicht relevant
beurteilt. Erst im Jahre 1964 wurde der Begriff des programmierten Zelltodes durch
Lockshin und Williams (Lockshin und Williams; 1965) verwendet und 1972 durch
Kerr, Wyllie und Currie als Apoptose gekennzeichnet (Kerr et al., 1974). Die
Apoptose dient der Aufrechterhaltung der normalen Gewebehomoostase, durch
Eliminierung von krankhaft veranderten, alternden und Uberflussigen Zellen
(Thompson, 1995; Reed, 1999). Schema 1.4 zeigt eine Ubersicht verschiedener
Formen des Zelltodes mit deren morphologischen und biochemischen
Eigenschaften.

| Morphologie |

[ [
Formen des Aussehen des Zellmembran Zytoplasma Biochemische
Zelltodes Kerns Eigenschaften
Apoptose Chromatin- Vesikelbildung, sog. | Bildung von Hauptsachlich

kondensation; ~,membrane »=apoptotic bodies* Caspase - abhangig

DNA-Fragmentation | blebbing*

Nekrose unregelmalige Anschwellung und | Volumen-
Chromatin - Ruptur der vergroRerung mit
kondensation; Plasmamembran Vakuolenbildung;
wahllose Anschwellung der
Fragmentation der Organellen
DNA
Mitotische Kernfragmentation; Initial Caspase-
Katastrophe Mikronukleation unabhéangig; erhdhte}
CDK1/CyclinB
Aktivitat
Autophagie Keine Bildung einer | Vesikelbildung, sog. | Bildung von Caspase-
,DNA-Leiter"; ~,membrane Autophagosomen unabhangig; erhdhtef
teilweise Chromatin-| blebbing“ lysosomale Aktivitat
kondensation

Schema 1.4: Formen des Zelltodes (modifiziert und stark vereinfacht nach Wheatley und McNeish,
2005).
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1.2.1 Regulation der Apoptose - Bedeutung der IAPs (,,Inhibitors of
apoptosis®)

Der Prozess der Apoptose ist vielschichtig und erfolgt Uber eine Reihe von
Signalkaskaden, die hauptsachlich mit der Aktivierung von Cystein - Proteasen, den
sogenannten Caspasen, den programmierten Zelltod auslosen. In der Zelle liegen
die Caspasen als Procaspasen vor und werden erst durch Proteolyse enzymatisch
aktiv (Thornberry und Lazebnik, 1998). Die Caspasen werden je nach Aktivierbarkeit
und ihrem Substrat in Initiator- sowie Effektor - Caspasen unterteilt (Cohen, 1997).
Die Initiator-Caspasen stehen am Anfang der Signalkaskade und konnen uber zwei
Wege aktiviert werden. Extrinsisch (von aul8en), Uber die Aktivierung sogenannter
Todesrezeptoren wie CD95 - Rezeptor, TRAIL - R1 und TRAIL - R2, zum anderen
uber den intrinsischen, mitochondrialen Weg (s. Schema 1.5). Beide Wege der
Apoptose - Signalkaskade konnen unabhangig voneinander funktionieren, sind
jedoch auch funktionell miteinander verknupft. Eine besondere Stellung nimmt Bid,
ein Protein der Bcl-2 Familie ein. Bid wird durch einen Caspase 8 abhangigen Weg
zu tBid (frunkiertes Bid) gespalten. tBid vermittelt nach der Translokation in die
Mitochondrienmembran die Freisetzung von Cyctochrom C. Cytochrom C bindet in
Gegenwart von ATP (Adenosintriphosphat) an das Apaptermolekul Apaf (apoptosis
protease - activating - factor - 1), um das Apoptosom zu formen. Das aktive
Apoptosom fuhrt zur Aktivierung der Caspase 9 (Luo et al., 1998).

Die Signalkaskade des Apoptoseprozesses unterliegt normalerweise einer strengen
Kontrolle. Einer Reihe von Erkrankungen, wie Autoimmunerkrankungen, Malignome
oder neurodegenerative Veranderungen werden der Fehlregulation der Apoptose
zugeschrieben.

Es gibt Schatzungen, dass mehr als die Halfte aller nicht therapierbaren Krankheiten
auf einem Missverhaltnis zwischen Proliferation und Apoptose beruhen (Rudin und
Thompson, 1997). In der Karzinogenese spielen sowohl Dysregulation im Zellzyklus,
sowie Fehlregulation in der Apoptose-Kaskade eine Rolle. Ursachlich beteiligt sind
neben den eigentlichen Zellzyklus - und Apoptose-Regulatoren auch Stérungen in
Signalwegen, die genetische und chromosomale Stabilitdt kontrollieren (s. auch
Kapitel 1.1).
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Schema 1.5: Stark vereinfachte Darstellung der Apoptosekaskade (modifiziert nach Debatin und
Krammer, 2004; Altieri, 2003b). Die Aktivierung der Apoptosekaskade Uber den extrinsischen Weg
erfolgt Uber Bildung eines DISC (death inducing signaling complex) (nicht in Abbildung dargestellt).
Die membranstandigen Rezeptoren wie TRAIL - Rezeptor (TNF - related apoptosis inducing ligand -
receptor) und Fas/CD95-Rezeptor (Sartorius ef al, 2001) trimerisieren nach Kontakt mit deren
Liganden und bilden einen membrangebundenen Signalkomplex. Dieser Komplex rekrutiert die FADD
(Fas-associated death domain), welche wiederum Procaspase 8 aus dem Cytosol bindet. Nach
Bildung der DISC und der autoproteolytischen Spaltung der Pro-Caspase 8 kbdnnen die
nachgeschalteten Effektor Caspasen proteolysiert werden und damit die Caspasenkaskade in Gang
gebracht werden. Der intrinsische Weg erfolgt tber die Bildung eines Apotosoms. Ein Apoptosom ist
ein heptagonaler Komplex aus Apaf - 1 (apoptosis protease — activating — factor - 1) - Molekdlen,
welches nach Anlagerung von Cytochrom C seine Konformation andert , was zu einer
Oligomersierung fiihrt (Pop et al., 2006; Shi, 2006; Bao und Shi, 2007). Das aktive Apoptosom
aktiviert die Procaspase 9 zu ihrer Wirkform. Beide Wege miinden in der Aktivierung der Effektor-
Caspasen. Die aktivierten Effektor-Caspasen, zu diesen zahlen vor allem die Caspasen -3, -6 und -7,
Ubernehmen die Ausfiihrung des Todesprogramms, die Degradation hunderter regulatorischer
Proteine, sowie die Aktivierung anderer Protease Systeme und Endonukleasen. (Slee et al., 2001;
Nicholson et al.,, 1999; Nunez et al., 1998). Die zentrale Regulationsstelle des intrinsischen Weges
sind die Mitochondrien, da sie apoptotische Faktoren, wie Cyctochrom C ins Cytosol freisetzen zu
vermogen. Die Permeabilitat der Mitochondrien wird unter anderem durch UV-Strahlung,
Chemotherapeutika, oder auch durch Proteine der Bcl - 2 Familie geregelt. Die Inhibitoren der
Apoptose (IAP) wirken durch Hemmung der Caspase 3 und der Caspase 9 antiapoptotisch. Ein aus
den Mitochondrien freigesetzter Faktor, Smac/Diablo (second mitochondrial derived activator of
caspases / direct IAP binding protein with low pl) hemmt die IAP-Funktion und unterstiitzt die
Aktivierung von Caspase - 9.
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Eine Menge von Proteinen sind ausschlaggebend fur die Apoptoseregulation. Zwei
groRe Genfamilien sind bei Menschen bis jetzt identifiziert worden: Proteine der Bcl -
2 Familie und die IAPs (Inhibitoren der Apoptose). 25 Gene der Bcl - 2 Familie sind
bis heute bekannt (Gross, 2005). Prinzipiell lassen sich die Mitglieder der Bcl - 2
Familie in zwei Gruppen unterteilen, in pro-und antiapoptotisch wirksame Proteine.
Zwei permanent aktive antiapoptotischen Faktoren sind Bcl2 und Bclx,, welche die
Cytochrom C Freisetzung aus den Mitochondrien zu verhindern vermogen (Shimizu
et al.,, 1999). Zu den proaptotischen Mitgliedern zahlen Bim, Bad und Bid, welche in
der Lage sind Bcl2 zu inhibieren (Luo et al., 1998), Bax und Bak, welche an der
Mitochondrienmembran aktiv sind und Cytochrom C und andere Apoptose -
fordernde Molekiile freisetzen kdnnen (Shimizu et al., 1999). Zur genauen Ubersicht
siehe auch Cory und Adams, 2002. Die IAPs gehoren zu einer heterogenen
hochkonservierten Proteinfamilie, deren Hauptmerkmal mindestens eine sogenannte
BIR-Domane (Baculovirus IAP repeat) darstellt (Crook et al., 1993) und ein drei
Cystein - ein Histidin Zinkbindungsmotiv gemeinsam haben. Vertreter der IAP -
Familie hemmen sowohl die extrinsische als auch die intrinsische Apoptosekaskade
durch Inhibition bereits aktivierter Caspasen. Die im Carboxy-Terminus lokalisierte
RING (really interesting new gene) - Domane ist fur die Ubiquitinylierung und
anschlieBender Degradation des Inhibitors und daran gebundenen Caspasen
verantwortlich. Bis jetzt sind 8 IAPs bekannt (Deveraux und Reed, 1999). Zur
Ubersicht siehe Tabelle 2. Besonders zu erwahnen ist, dass Survivin innerhalb der
Gruppe der IAPs eine Sonderrolle einnimmt, da es als Apoptose - Inhibitor einerseits
und Zellzyklusregulator andererseits eine duale Funktion besitzt (Altieri, 2003a).
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Schema 1.6: Doménenstruktur und Linge der IAPs (modifiziert nach Wheatley und McNeish,
2001). IAPs bestehen aus 1 - 3 BIR Domanen. Die Lange der einzelnen IAPs sind in Aminosauren
angegeben. Haufig sind sie Multidomanenproteine, die auch Adaptermolekile, wie CARD (Caspase
activation and recruiment domain), die Ubiquitinligase-Domane UBC, oder die RING Domane
aufweisen. Die NACHT-Domane stellt eine putitative ATP-Bindungseinheit dar.

1.2.2 Survivin - Ein Bindeglied zwischen Zellzyklus und Apoptose

Survivin wurde 1997 erstmals von Ambrosini mittels Hybridisierungsscreening einer
humanen Genbank mit der cDNA des Faktor-Xa-Rezeptors EPR-1 (effector cell
protease receptor-1) nachgewiesen (Ambrosini et al., 1997).

Das 14,7 kb groRe Survivin-Gen ist auf dem Chromosom 17q25 lokalisiert
(Ambrosini et al; 1998). Survivin besitzt im Unterschied zu den anderen IAP keine
Carboxyterminale Ringfinger-Domane, sondern eine a helikale ,coiled-coil-domain®
(Ambrosini et al; 1997), weiterhin besitzt Survivin im Gegensatz zu den anderen IAP
nur eine BIR-Domane. Die a helikale ,coiled-coil-domain® kann mit polymerisierten
Mikrotubuli interagieren (Ambrosini et al., 1998; Li und Altieri, 1999). Neben dem
Wildtyp Survivin existieren 4 alternative Spleil3varianten. Survivin ist wahrend der
fetalen Entwicklung, aber nicht in den meisten adulten Geweben exprimiert, wurde

jedoch in einer Vielzahl von Tumoren nachgewiesen (Ambrosini et al., 1997). Eine
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Uberexpression von Survivin wurde z.B. in Tumoren des Pankreas (Satoh et al.,
2001), des Darms (Sarela et al., 2001; Kawasaki et al., 1998), bei Leukamien
(Adida et al., 2000a, Adida et al., 2000b) und Hirntumoren (Chakravarti et al., 2002)
beschrieben. Die Survivin Expression wird durch Wildtyp-p53 (Hoffman et al., 2002,
Mirza et al., 2002) und dem Retinoblastom-Protein (Jiang et al., 2004) reprimiert und
durch den Transkriptionsfaktor E2F1 (Hoffman et al., 2002, Jiang et al., 2004)
gefordert. Mutiertes p53 und RB verlieren die Fahigkeit Survivin zu regulieren (Tsuji
et al., 2004). Da viele Tumore mutiertes p53 exprimieren (O Connor et al., 1997),
kann die Regulation von Survivin - Expression erheblich gestort sein. Die Funktion
von Survivin als ,Inhibitor der Apoptose“ durch Inhibierung der Caspasen (Tamm et
al., 1998; Conway et al., 2002; Marusawa et al., 2003) wird kontrovers diskutiert.
Einige Autoren zeigten eine direkte Interaktion mit Caspasen - 3 und - 7 (Tamm et
al., 1998; Conway et al., 2000), die Befunde anderer Autoren sprechen dagegen
(Banks et al., 2000; Verdecia et al., 2000, Marusawa et al., 2003). Die Interaktion von
Survivin mit der Caspase 9 (s. Schema 1.4) erfolgt Uber die Phosphorylierung von
Survivin durch die CdK1 am Threonin 34 (Thr34) (O Connor et al., 2000). Ohne
diese Phosphorylierung wiurde der Survivin — Caspase - 9 - Komplex gespalten und
eine Caspase - 9 abhangige Apoptose ausgelost werden. Dieser Befund wird durch
die Hemmung der Apoptose durch den Caspase-Inhibitor zZVAD - fmk unterstutzt.
Phosphorylierungsmutanten wirken in Uberexpressionsstudien sogar proapoptotisch
(O'Connor et al., 2000). Die Hemmung der Caspase - 9 abhangigen Apoptose
verlauft Uber das Protein HBXIP (hepatitis B virus x protein-interacting protein) als
Cofaktor (Marsawa et al., 2003). Der Komplex Survivin - HBXIP bindet an die
Caspase - 9 und inhibiert deren Bindung an Apaf - 1, was zu einer selektiven
Blockierung des mitochondrialen Apoptoseweges fuhrt (Marsawa et al., 2003).
Hauptsachlich wurde Survivin als zytoplasmatisch lokalisiert beschrieben, konnte
aber auch im Nukleus gefunden werden (Fortugno et al., 2002). Dort fungiert es als
ein so genanntes Chromosomal-Passenger-Protein und hat eine wichtige Funktion
wahrend der Zellteilung. Survivin bindet an die Zentromere der Chromosomen in der
Prophase/Metaphase und lasst sich an den Mikrotubuli der Teilungsspindel wahrend
der Anaphase/Telophase nachweisen (Li et al., 1998; Uren et al., 2000). Dort
kolokalisiert Survivin mit anderen Chromosomal—Passenger—Proteinen, wie INCENP
(inner—centromer—binding—protein) und Aurora B (aurora kinase B) (Bischoff und
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Plowman, 1999; Uren et al., 2000). Zusatzlich wurde Survivin an den Kinetochoren
der Teilungsspindel gefunden (Skoufias et al., 2000). Ein ,knock out” von Survivin
verursacht Zellteilungsdefekte, die durch multipolare, mitotische Spindeln und
polyploiden Zellen gekennzeichnet sind (Li, et al., 1999).

1.3 Das Pankreaskarzinom

1.3.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom stellt bei Mannern laut der amerikanischen Krebsstatistik von
2008 die 10. - haufigste Tumor Neuerkrankung dar. Das Pankreaskarzinom ist ferner
die 4. - haufigste Todesursache durch Krebs beider Geschlechter (Jemal, 2008). In
Deutschland erkranken laut Robert-Koch-Institut zwischen 11800 und 13500
Menschen jedes Jahr neu an Pankreaskarzinom (Robert Koch - Institut und GEKID
2006). Das Pankreaskarzinom tritt vorwiegend im hoheren Alter auf, wobei das
mittlere Erkrankungsalter bei Frauen 74 Jahre und bei Mannern 67 Jahre betragt (de
Braund., 2004). Seit einigen Jahren erkranken Frauen haufiger als Manner (Robert
Koch -Institut und GEKID 2006).

1.3.2 Histologie und Pathophysiologie

Das Pankreas ist eine der wichtigsten Drusen des Verdauungssystems. Es lasst sich
in das exokrine Kompartiment und in das endokrine Kompartiment unterteilen. Der
exokrine Teil des Pankreas besteht hauptsachlich aus Azinar- und Duktzellen, die
Verdauungsenzyme produzieren. Der endokrine Teil synthetisiert Hormone zur
Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels (Bardeesy und DePhino., 2002). Den
groldten Anteil der Pankreaskarzinome von 90% bilden Adenokarzinome der
exokrinen Zellen vom duktalen Phenotyp (Murr, 1994). In der Entwicklung des
epithelialen Tumors treten in der Regel beim Pankreaskarzinom, wie auch anderen
humanen Neoplasien, mehrere Vorstufen auf. Jede dieser Vorstufen ist mit

charakteristischen morphologischen und molekularen Veranderungen verbunden.
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Die maligne Transformation, die als Pancreatic Intraepithelial Neoplasias (PanIN)
klassifiziert wird, wird in drei Stadien unterteilt (Hruban et al., 2000). (Abb 1.2)

PaniIN — 12 i 1B =2 —— 2, 3 |

geringgradige

mittel gradige I
Normales ) B | Invasives
Gangepithel Hyperplasie Dysplasie 1 CIS | Karzinom

B «— Kras ———> < LOH — p167?

9p, p53

17p, DPC4

18q
A Schematische Darstellung und Einteilung der PanlIN ( ,Pancreatic Intraepithelial

Neoplasias®)

B genetische Alterationen ( Bardeesy und De Pinho, 2002; Hurban et al., 2000 )

Wie in Abb.1.2 dargestellt, korrelieren die morphologischen Veranderungen der
duktalen Zellen in den verschiedenen Stufen der PanIN mit einer steigenden Anzahl
genetischer Veranderungen.

In 90% der Adenokarzinome liegt eine mutationsbedingte Aktivierung des Kirsten-
ras (K - ras) Onkogenes vor, weiter weisen ca. 90% aller Pankreaskarzinome eine
Veranderung des Tumorsupressorproteins p53 in seiner Expression bzw. Funktion
auf. Die Inaktivierung der Tumorsupressorgene p16 und SMAD 4 spielen zusatzlich
eine wichtige Rolle in der Tumorgenese (Hruban et al., 2000; Ghaneh et al., 2002,
Schneider und Schmid, 2003).

Die mutationsbedingten Veranderungen in diesen Genen sind die vier haufigsten
Alterationen im Pankreasadenokarzinom. Im Einzelnen fluhren die Alterationen zu
Resistenz gegenuber dem programmierten Zelltod und zur Deregulation des
Zellzyklus (Bardeesy und DePhino, 2002; Schneider und Schmid, 2003).
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1.3.3 Risikofaktoren

Die genaue Atiologie des Pankreaskarzinoms ist unbekannt. Nikotin gilt als einer der
sichersten Faktoren, die ein erhdohtes Risiko fur die Entstehung des
Pankreaskarzinoms darstellt (Falk, 1988; Villeneuve et al. 2000). Als weiterhin
gesicherte disponierende Faktoren gelten chronische Pankreatitis, Diabetes mellitus,
sowie fettreiche Erndhrung und daraus resultierendes Ubergewicht. (Michand de
Gonzalez, 2001) Die direkte Beziehung fur Alkohol an der Entstehung des
Pankreaskarzinoms (Ghardirian et al, 1991) konnte in neueren Studien nicht
bestatigt werden, jedoch spielt der Zusammenhang zwischen Alkohol und
chronischer Pankreatits eine wichtige Rolle in der Entstehung (Whitcomb und Pogue-
Geile, 2002).

1.3.4 Prognose

Zum Zeitpunkt der Diagnose ist oft nur noch eine palliative Therapie mdglich, da
haufig bereits ein fortgeschrittener Tumorstatus erreicht ist. Bei bis zu 50% der
Patienten bei Diagnosestellung sind bereits Lymphknoten und periphere Nerven vom
Tumor befallen (Takahashi, 1997). Die 5 - Jahres Uberlebensrate liegt bei

inoperablen Patienten unverandert bei 1 - 2%.

1.4 6-Amino-11, 12-dihydro-11- (3’, 5’-dimethoxy-4’-hydroxyphenyl) benzo
[c] phenanthridiniumchlorid (BP11)

Zur Vereinfachung wird im Folgenden die Abklurzung BP11 statt 6 -Amino -11, 12-
dihydro-11- (3, 5’-dimethoxy-4’ -hydroxyphenyl) benzo [c] phenanthridiniumchlorid
benutzt. BP11 gehort zur Substanzklasse der Benzo [c] phenanthridine und wurde im
Rahmen der Promotion von llka Kock (Kock, 2003) synthetisiert. Eine groRere
Anzahl von naturlich vorkommenden Alkaloiden weist ein Benzo[cJphenanthridin-
Grundgerust auf, deren Wirkungsspektrum bekannt ist (Simeon et al., 1989). Der
wichtigste Vertreter diese Gruppe ist das Fagaronin (Abb.1.3), welches erstmals
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1972 aus der Wurzel von Fagara zanthoxyloides isoliert wurde (Messmer et al.,
1972).

Abb.1.3:

M
TS CH,

Abb. 1.3: Das natiirlich vorkommende Alkaloid Fagaronin mit einem Benzo[c]phenanthridin-

Grundgerdist.

Im Laufe der Zeit wurde das Wirkspektrum des Fagaronins weiter untersucht, auch
Wirkmechanismen anderer Alkaloide mit einem Benzo[c]phenanthridin-Grundgerust
wurden analysiert (Sethi, 1979, Pezzuto et al., 1983; Kakiuchi et al., 1987; Larsen et
al.,, 1993). So konnte gezeigt werden, dass das Fagaronin anti - leukamische
Fahigkeiten, sowie DNA-Polymerase-inhibierende Eigenschaften zeigt. Zusatzlich
fungiert Fagaronin als Inhibitor der Topoisomerase-lI und Il (Messmer et al., 1972;
Sethi, 1976; Larsen et al., 1993). Da einige der naturlich vorkommenden Alkaloide
jedoch eine hohe Toxizitat aufweisen, wurden Synthesewege fur neue, weniger
toxische Benzo[c]phenanthridin - Derivate entwickelt (Mackay et al., 1997). Die
Synthesewege erwiesen sich als lang und aufwendig. Aufgrund der
vielversprechenden Aktivitat der Benzo[c]phenanthridin-Derivate entwickelten
Clement und Weide einen neuen sehr kurzen und effizienten Syntheseweg
(Clement und Weide, 1995).

Schema 1.7

CHy
o Halium-tert-

0 H
Y + 3 t:uutangﬁ[
R

Fa-40°C

HHz

Schema 1.7 : Synthese der Benzo[c]phenanthridin-Derivate nach Clement und Weide, 1995.
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Schema 1.8: Reaktionsmechanismus nach Wolschendorf fiir die 6-Amino-
dihydrobenzo[c]phenanthridine - Synthese ( Wolschendorf, 2000).

1.Deprotonierung des o-Tolunitrils durch Kalium-tert-butanolat. 2. und 3. Addition entsprechend einer
Knoevenagel-Kondensation des Carbanions (2) an die Carbonylgruppe der Aldehydkomponente

(3.). 4. Bildung eines Stilben-Derivates. 5. Addition eines weiteren Carbanions des o-Tolunitrils an das
Stilben-Derivat. 6.,7. und 8. Bildung eines Iminonitrils (7.) durch Reaktion des Carbanions (6.) mit der
Nitrilgruppe. Tautomerie-Gleichgewicht des Iminonitrils (7.) mit Enaminnitril (8.). 9. Addition der
Amino-Gruppe an die Nitrilfunktion. 10. Bildung des 6-Amino-11,12-dihydro-benzo[c]phenanthridins.

Einige der von Weide, (1995); Wolschendorf, (2000) und Kock, (2003)
beschriebenen Verbindungen wurden bereits auf ihre zytotoxischen Wirkungen
getestet und lieferten vielversprechende Ergebnisse. Zur Untersuchung des
Wirkmechanismus, so wie fur einen eventuell therapeutischen Nutzen ist eine
ausreichende Loslichkeit unumganglich. Im Rahmen der Dissertation von llka Kock,
2003 wurde unter anderem die WasserlOslichkeit der nur mafig I6slichen
Benzo[c]phenanthridine erhoht. Die Erhdhung der Loslichkeit wurde durch
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Einfuhrung von Hydroxy-Gruppen in Position 11 des Ringgerustes gewahrleistet
(Abb. 1.7) (Kock, 2003). Das daraus synthetisierte 6 - Amino -11,12-dihydro -11-(3’
,9’-dimethoxy-4"-hydroxyphenyl)benzo[c]phenanthridiniumchlorid  entspricht dem
BP11 und ergab in den Tests des NCI (,National Cancer Institute“, Maryland, USA)
und der Firma Baxter (Frankfurt) das Phenanthridin mit der groten Antitumor-
Aktivitat aller Verbindungen (Kock, 2003).

6-Amino-11-(3‘,5‘-dimethoxy-4'-hydroxyphenyl)-11,12-dihydrobenzo[c]phenanthridiniumchlorid

Abb. 1.4 Formel von BP11

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Aufgrund der schlechten Prognose und der seit Jahren stagnierenden Entwicklung
neuer Medikamenten und Therapien, die eine pallitative Therapie des
Pankreaskarzinoms ermdoglichen, ist es von besonderer Interesse und Wichtigkeit
neue innovative potentielle Zytostatika zu entwickeln. Einige von Kock, 2003
synthetisierte Benzo[c]phenanthridin-Derivate wurden bereits in in-vitro Testsysteme
des NCI (,National Cancer Institute®), der Firma Baxter (ehemals ASTA Medica) und
in Kaiserslautern auf ihr zytotoxisches Potential untersucht. So zeigten einige der
ausgesuchten  Benzo[c]phenanthridin-Derivate  Selektivitat gegeniber den
Krebsarten Leukamie, Melanom und Mammakarzinom (Kock, 2003). Obwohl das
Pankreaskarzinom eines der aggressivsten Tumore darstellt und die 5-
Jahresuberlebensrate nach wie vor bei unter 5% liegt, wurden die von Kock
ausgesuchten Verbindungen nicht im ,, In Vitro Cell Line Screening® auf lhre Aktivitat
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gegenuber Pankreaskarzinomzelllien getestet. 6 — Amino - 11 - (3’ &’ - dimethoxy - 4’
- hydroxyphenyl) - 11, 12 - dihydrobenzo[c]phenanthridiniumchlorid zeigte die grofite
Antitumor-Aktivitat von allen ausgesuchten Verbindungen und wurde aus diesem
Grund fur die Pankreaskarzinom - Forschung ausgewahlt. Die Fragestellung dieser
Arbeit basiert auf den ersten Ergebnissen des ,In Vitro Cell Line Screenings®, wobei

im Rahmen dieser Dissertation der Wirkmechanismus von BP11 zu klaren war.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate und Materialien

Casy®Model TT Cell Counter

Innovatis AG, Reutlingen

Curix 60 Entwickler

Agfa, Dubendorf

Elektrophorese-Kammer

Invitrogen, Karlsruhe

Elisa- Reader

Anthos, Salzburg, Osterreich

FACS Calibur Analyser

BD Biosciences, Heidelberg

Falcon

BioRad, Mlnchen

Hyperfilm-ECL

Amersham, Braunschweig

iCycler TM - Real - time PCR

BioRad, Mlnchen

Immobilon - P

Millipore, Eschborn

Kamera; Canon E 450

Axioscop 2, Zeiss; Kamera Winder;

Gottingen;

Kudhlzentrifuge (5415R)

Eppendorf, Hamburg

Liquid Szintilations Counter

Wallace Oy, Turku, Finnland

Minifuge T

Invitrogen, Karlsruhe

Mikroskop

Olympus CK2 - TR, Olympus Optical CO
LTD, Japan

Mikrotiterplatter mit sechs, zwolf und
Sechsundneunzig Kavitaten

Sarstedt, Numbrecht

Polyvinylidene - Diflourid (PVDF)

Millipore, Eschborn

Standard Power Pack P25

Biometra, Gottingen

Sicherheitswerkbank

Nuaire, Plymouth, USA

Whatmann 3MM Filterpapier

Walter, Kiel

Zellharvester

Skatron, Lier, Norwegen

Zellkulturbrutschrank

Thermo Bioscience, Dreieich

Zellkulturflaschen

BioRad, Mlnchen
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2.2 Chemikalien und Reagenzien
Accutase PAA, Colbe
Annexin V Bioscience, Heidelberg

Apoptose-Detection Kit

Clontech, Frankreich

BCA Proteinbestimmungs-Reagenz

Pierce Biotechnology, Minchen

Blue Juice Gel Loading Buffer (10x)

Invitrogen, Karlsruhe

Bovine Serum Albumin (BSA)

Serva Electrophoresis

BP11

Pharmazeutisches Institut, Kiel

Bromphenolblau

LKB Bromma, Schweden

Casy ®ton

Scharfe System, Reutlingen

Complete Tabletten

Roche, Mannheim

dCTP

Amersham, Braunschweig

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Minchen

DTT (Dithiothreitol)

Roth, Karlsruhe

ECL™/ECL™ plus

Biosciences, Buckinghamshire, UK

Chemiluminescence

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Sigma-Aldrich, Minchen

EMSA - Bindungspuffer

Stratagene, Leek, Niederlande

Ethanol Roth, Karlsruhe

Ez4U Biomedica, Osterreich
FCS Gibco BRL, Eggenstein
Gelshift ™ Kit Active Motife, USA
Glutamin Gibco BRL, Eggenstein
Glycerin Sigma-Aldrich, Mudnchen
Glycin Roth, Karlsruhe

Hepes Sigma-Aldrich, Mudnchen

Hoechst Nr.33258

Sigma-Aldrich, Minchen

KCI (Kalium Chlorid)

Roth, Karlruhe

Kristallviolett

Roth, Karlsruhe

LDH Zytotoxizitatsassay

Clontech, Frankreich

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe

R - Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt
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Methanol

Roth, Karlsruhe

Methyl - H® - Thymidin

Ge Healthcare, Minchen

Natriumazid (NaNs)

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

[ P

Amersham, Braunschweig

(PBS) 1640 - Zellkultur -
Buffered Saline

Gibco BRL, Eggenstein

Phosphate Buddered Saline (PBS)

Invitrogen, Karslruhe

Phospho - stop Tabletten

Roche, Mannheim

Pipetten

Sarstedt, Nurnberg

Porphobilinogen deaminase ( PBGD )

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Propidium lodid

Sigma - Aldrich, Minchen

Pyruvat

Gibco BRL, Eggenstein

Rainbowmarker

Ge Healthcare, Minchen

Reverse Transkriptase

Invitrogen, Karlsruhe

RNAse A

Boehringer, Mannheim

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

RPMI 1640 Medium

Gibco BRL, Eggenstein

SDS 10% (Sodium Dodecy! Sulfate)

AppliChem, Darmstadt

Sucrose

Roth, Karlsruhe

Supershift first strand cDNA Synthese Kit

Invitrogen, Karlsruhe

TRAIL

R&D Systems, Wiesbaden

Tris - Base Merck, Darmstadt

Triton Sigma-Aldrich, Minchen

Tween 20 Merck, Darmstadt

Verapamil Monika Olenska, Mol. Onkologie, Kiel
Z\VAD-fmk Bachem, Heidelberg
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23 Antikorper und rekombinante Proteine

231 Primare Antikorper

30

Antikorper Wirt Bezugsquellen Eingesetzte
Verdiinnung

anti - - Aktin Maus Sigma-Aldrich, 1:10.000
Saint Louis, USA

anti - phosphor p42/p44 Maus Cell Signaling, 1:1000
Frankfurt

anti - Phosphor chk 2 Kaninchen | Cell Signaling, 1:1000

(Thr 68) Frankfurt

anti chk2 Kaninchen | Cell Signaling, 1:1000
Frankfurt

anti - p27 Kip1 Kaninchen | Cell Signaling, 1:1000
Frankfurt

anti - p21 WAF1/Cip1 Maus Cell Signaling, 1:1000
Frankfurt

anti - PARP Kaninchen | Cell Signaling, 1:1000
Frankfurt

anti - a Tubulin Maus Cell Signaling, 1:10000
Frankfurt;
Uwe Knippschild,
Ulm

anti - B Tubulin Maus Uwe Knippschild, 1:10000
Ulm

anti - y Tubulin Maus Uwe Knippschild, 1:10000
Ulm

anti - Survivin Kaninchen | Cell Signaling, 1:1000

Frankfurt
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2.3.2 Sekundare Antikorper

anti - Kaninchen IgG Ziege Cell Signaling 1:3000
(HRP - gekoppelt)
anti - Maus 1gG Ziege Cell Signaling 1:2000
(HRP - gekoppelt)

24 Oligonukleotide - Survivin-spezifische Primer fur die RT - PCR
forward Primer 5 -GGACCACCGCATCTCTACAT-3" (Pos. 2855 - 2874)
reverse Primer 5 -GCACTTTCTTCGCAGTTTCC-3" (Pos. 11990 - 12009)
25 Zelllinien

Pankreaskarzinomzelllinien

Panc89
Colo357/ wt
Colo357/ Bcelx,

PancTu-I

Humane Fibroblastenzelllinie

KIF5
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3 METHODEN

3.1 Zellkultur

Die Zellen wurden in Einfriermedium bestehend aus FCS und 10% DMSO in
flussigem Stickstoff aufbewahrt.

Nach dem Auftauen der Zellen bei 37°C wurden sie mit Kulturmedium RPMI 1640
versetzt. Die Kultivierung erfolgte in einer mit Wasserdampf gesattigter und 5% CO»
angereicherter Atmosphare bei 37°C in einem Heraus Brutschrank. Die Zellen
wurden zweimal wochentlich mit Trypsin abgelost und passagiert. Die Zellen

wuchsen adharent und einschichtig.

Kulturmedium

RPMI 1640 Medium mit FCS (10%),
(1x) Glutamin (2 mM) und
Pyruvat (2 mM)

3.2. Molekularbiologische Methoden

3.21 Extraktion von Gesamtprotein aus Zellen

Fur die Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen mit einer Dichte von
2,8x10° Zellen/well in 6 - well Platten ausgesét.

Nach 24 Stunden, bei einer Konfluenz von ca. 70% wurden die Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen von BP11 behandelt. Die Kontrollzellen wurden mit
Medium weiter kultiviert. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO. Die Zellen wurden
fur die jeweilige Versuchsdauer bei 37°C inkubiert.

Zur Extraktion der Proteine wurden die Zellen mit PBS gewaschen und je nach
Konfluenz mit unterschiedlichen Mengen RIPA - Puffer lysiert, 10 min. auf Eis
inkubiert und fur 20 min. bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen auf Eis wurden
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die Zellen mit Zellschabern von den wells abgekratzt, um anschlieRend die
genomische DNA im Lysat durch mehrfache Passagen durch eine 20 Gauge Kanule
zu fragmentieren. Danach wurde das Lysat fur 20 min bei 140000 rpm und 4°C in
einer Kihlzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand wurde in ein Eppendorf-
Reagenzgefal’ Uberfuhrt.

RIPA - Puffer

Tris-Base (pH 7,4) 50mM

NaCl 150 mM

NP-40 1%

Na-Desoxycholat 1%

SDS 0,1%

1x Complete Protease-Inhibitor-Tablette / somi puffer

1x PhosSTOP Phosphatase Inhibitor-Tablette/ 1omi pufer
3.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels BCA Protein Assay Reagent nach Vorschrift
des Herstellers (Pierce, Rockford; USA). Die Proben wurden 1:10 mit dem Lysis-
Puffer (RIPA + Complete) verdunnt (5ul Lysat und 45pl Lysispuffer). Davon wurde
20l in das jeweilige Well pipettiert. Im weiteren Schritt wurde zu je 10ml BCA
Reagenz A 200ul BCA Reagenz B (1:50) pipettiert. 200pl dieses Gemisches wurden
zu den 20pl Probe/Well hinzugegeben und in einer Zweifachbestimmung vermessen.
Als Standardreagenz diente Albumin, welches in einem Konzentrationsbereich von 1
- 0,0156 mg/ml eingesetzt wurde. Mit Hilfe eines Elisa - Readers konnte die
Adsorption bei 562nm gemessen werden.
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3.23 Polyacrylamid - Gelelektrophorese

25ug Gesamtprotein pro Probe wurden mit RIPA-Puffer, Complete auf ein
identisches Volumen eingestellt und mit 4 x Laemmli-Puffer versetzt. Danach wurden
die Proben fur 5 min bei 96°C denaturiert. Die Proben und ein Marker wurden auf ein
Polyacrylamidgel geladen. Als GroRenmarker diente der Rainbowmarker.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Gelelektrophorese bei 125 V fur 2h.

Verwendete Puffer und Losungen:

Western-Elektrophorese - Laufpuffer : Tris 25 mM
(10x) Glycin 192 mM
SDS 0,1%
Laemmli - Puffer (pH 6,8):
(4x)
Tris-HCI 2M 1,25 ml
SDS 10% 8 ml
DTT 308,5 mg
Glycerin 2,02ml

Bromphenolblau 2 mg

TBS - T (pH 6,8) :

(10x) Tris-Base 242 g
NaCl 800 g
Aquadest ad 101

Tween 20 1%
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3.24. Western Blot - Analyse

Die Proteine wurden aus den Gelen mittels einer Wet - Blot - Methode bei 400mA fur
90 min in gekuhltem Blottingpuffer auf eine Polyvinylidene - Diflourid (PVDF) -
Membran Ubertragen. Um unspezifische Bindungen von Antikorpern an den Proteinn
auf der Membran zu maskieren, wurde die Membran fur eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Milch inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inkubation der
Membranen mit den in TBS - T geldsten primaren Antikorpern Uber Nacht bei 4°C.
Die eingesetzte Konzentration der Antikorper richtete sich nach den Angaben des
Herstellers. Nach dreimaligem Waschen in TBS - T wurden die Membranen mit dem
speziesspezifischen peroxidasekonjugierten sekundaren Antikorper in TBS - T
inkubiert in den Konzentrationen nach Angaben des Herstellers. Nach darauf
folgenden Waschschritten in TBS - T erfolgte die Detektion der Membran mit dem
ECL Chemiluminiszenz Kit unter Verwendung eines Curix 60 Entwicklers und
Biomax MR Roéntgenfilmen.

Verwendete Puffer und Losungen:

Blotting Puffer Glycin 1426 g
(10x) Tris-Base 12114 g
TBS-T Tris-Base 242 g
NaCl 800 g
Aquadest ad 101
Tween 20 1%
Blockierungspuffer TBS-T 1x

Magermilchpulver 5%
Tween 20 0,1%
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3.2.5 Durchflusszytometrie

3.2.5.1 Zellzyklusmessung

Die Durchflusszytometrie berunt auf der Analyse von Streulicht- und
Fluoreszenzsignalen einzelner in einem Flussigkeitsstrom fokussierter Partikel. Die
Grundvoraussetzung zur Messung mit einem Durchflusszytometer ist das Vorliegen
der Probe als Einzelzellsuspension. Die fluoreszenzmarkierte Zelle emittiert optische
Signale, wenn einzelne Zellen einen Laserstrahl passieren. Beim Passieren des
Laserstrahls streuen die Zellen einen Teil des Lichtes, welches mittels Detektoren,
meist Photomultiplier, nachgewiesen wird. Zellgrofe, Struktur der Zellmembran und
intrazellulare Bestandteile sind Zelleigenschaften die die Lichtstreuung beeinflussen.
Zusatzlich wird in der Durchflusszytometrie die Fluoreszenz darzustellen, um
Subpopulationen, zellularen Strukturen und Funktionen gemessen. Die Auswahl der
Fluorochrome ist abhangig von der Anregungsmoglichkeit und der jeweiligen
Anwendung. Das Prinzip des FACS ist ausfuhrlich beschrieben worden (Herzenberg
et al, 1976). Schema 3.1 zeigt den schematischen Aufbau eines

Durchflusszytometers.

Durchflusszviometer

Fluoreszenz 1 Detekior

CECTE | ] Filter

Fluoreszere 2 Detektor

| [ — " i ~— Dichromatiscer Spiegel (560nm)

sa5/42 —

SsC :
S | _— B "~ Strahlent=iler (200100

43310

Sammellinse

Las=er o 486M10

Flusskammer et Fae

(deutsche Darstellung des Bildes von der Homepage FACS Facility, DKF Universitat Bern,
www.cx.unibe.ch/dkf7/)
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Die Untersuchung des Zellzyklus mittels der Durchflusszytometrie beruht auf der
Intensitat des erhaltenden Fluoreszenzsignals (Herzenberg et al., 1976). Die
Intensitat des Fluoreszenzsignals ist abhangig vom DNA-Gehalt der Zelle. In der G1
- Phase (M2) des Zellzyklus besitzt die Zelle einen einfachen DNA - Gehalt, im
Verlauf der S - Phase (M3) kommt es auf Grund der Replikation der DNA zu einem
Anstieg des DNA - Gehalts, bis am Ende der doppelte Gehalt vorliegt (M3).
Apoptotischer Zelltod ist u.a. durch fragmentierte DNA charakterisiert, so dass nach
DNA - Farbung von apoptotischen Zellen ein DNA - Gehalt kleiner als der DNA -

Gehalt von normalen Zellen in der G1 - Phase vorliegt (M1). (Schema 3.2)

128

Everts

o 1023
FL2-2

Das Akronym FACS (= fluorescence activated cell sorting) ist einen geschutzte
Handelsmarke der Firma Becton Dickison, wird aber haufig als Synonym zu
Durchflusszytometrie verwendet.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 2,3x10° Zellen/well in 6 - well Platten
ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von BP11, TRAIL, oder zusatzlich mit dem Caspase-Inhibitor zZVAD
- fmk behandelt. Nach der Inkubation wurde der Uberstand in 5ml ,Réhrchen®
uberfuhrt und die Wells mit 1ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1ml Trypsin
abgeldst, vereinzelt und ebenfalls in die Rohrchen Uberfuhrt. Die Zellsuspension



Material und Methoden 38

wurde dann bei 4°C und 1800 rpm fiir 7 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt, die Zellen mit PBS/ 5 mM EDTA gewaschen. Nach 3 - maligem
Wiederholen des Waschschrittes wurden die Zellen in 1ml PBS/5 mM EDTA gel0st.
Um die Zellen zu fixieren und die Membran fur den Fluoreszenzfarbstoff PI
(Propidiumiodid) permeabel zu machen, wurde 1 ml Ethanol dazu pipettiert. PI
interkaliert in doppelstrangige Nukleinsduren und hat eine sehr hohe
Quantenausbeute. Fir eine optimale DNA - Analyse ist es notwendig RNAse dazu
zugeben, da Pl auch an RNA bindet.

Die Zellen wurden fur 30 min mit 20 uyg RNAse A / 500 yl PBS/EDTA inkubiert,
danach zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und in 100 pg/ml PI/PBS
resuspendiert. Vor dem Messen wurden die Proben fur mindestens 30 min bei 4°C
gelagert.

Die Messung erfolgte mit einem Durchflusszytometer (BD Bioscience; Heidelberg).

Die Auswertung erfolgte mit WinMDI-Software.

Verwendete Puffer und Losungen:

PBS (1x) pH 7,4 NaCl 8,0g
KCI 0,2g
Na,HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
dest. HbO ad 1 Liter
PBS/EDTA 5 mM PBS 1x
EDTA 1%
Propdiumiodidlésung PBS 1x
(PI) EDTA 1%

PI 100 pg/ml
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3.2.5.2 Annexin V - Propidiumiodid Doppelfarbung

Hierfir wurden 2,5x10° Zellen pro well in 6 - well Platten ausgesat und bei 70%
Konfluenz mit dem Caspase-Inhibitor zZVAD - fmk, mit BP11, und BP11 mit zVAD -
fmk fur den jeweiligen Versuchszeitraum inkubiert. Die Behandlung mit zVAD - fmk
erfolgte 1 h vor der Zugabe von BP11. Danach wurde der Uberstand in FACS -
Rohrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsin
abgeldst. Nach dem Zentrifugieren und Waschen mit PBS wurden die Zellen in PBS
resuspendiert. Das Pellet der gewaschenen Zellen wurde in 200 pl einer Losung aus
je 5 upl Annexin - V bzw. PI eines Apoptose-Detektions Kits von Clontech sowie je
195 ul Annexin - V - Bindepuffer aufgenommen und anschlieBend fur 20 min
lichtgeschutzt bei RT inkubiert.

Die Messung erfolgte mit einem Durchflusszytometer (BD Biosciences, Heidelberg).
Die Auswertung erfolgte mit dem Programm WinMDi.

3.2.6 JAM - Assay

Der JAM - Assay wurde 1991 von Polly Matzinger entwickelt und beruht auf dem
Prinzip, dass die beim apoptotischen Zelltod entstandene fragmentierte und vorher
mit *H - Thymidin behandelte DNA unter Verwendung von Vakuum aus den
Filtermatten gewaschen werden und zur Erfassung der Apoptoserate dienen kann
(P.Matzinger, 1991). *H - Thymidin inkorporiert nur in die DNA proliferierender Zellen.
Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1x10* Zellen pro well in 96 - well Platten
ausgesat.

Am nachsten Tag wurden die Zellen fur 4 Stunden mit *H-Thymidin inkubiert.
Anschlieffend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in Medium mit BP11 weiter
inkubiert.Nach der erwinschten Behandlungsdauer wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und fur 1 h bei 37°C mit 0,05% SDS in PBS - Losung lysiert. Die 96 -
well Platten wurden durch Glasfaserfilter mit einem Harvester abgesaugt und so die
Zellen geerntet. Nach dem Trocknen der Filtermatten wurden diese mit
Szintillationsflussigkeit benetzt und in einem Szintillationsmessgerat gemessen.

Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle und wurden als Zellen mit 100% intakter
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DNA angenommen. Das Prozentuale Mall der Apoptose errechnete sich mit
folgender Formel: % apoptotische Zellen = ( behandelte Zellen/ Kontrolle ) x 100
Die Messung erfolgte in 8 - facher Bestimmung.

3.2.7 Proliferationsassays

Zur Quantifizierung der Wachstumsinhibition von BP11 auf Pankreasadenokarzinom-
Zellen standen vier Testsysteme zur Verfugung. Zum Einem wurde der Einbau
radioaktiv markiertem *H - Thymidin gemessen (3.2.7.1), zum Anderen wurde die
Zellzahl durch Zellzahlung bestimmt (3.2.7.2). Mit Ez4U und Kiristallviolett (s. 3.6)
standen zwei weitere Systeme zur Verfugung, die nachfolgend ausfuhrlich
beschrieben werden.

3.2.7.1 °*H-Thymidin-Wachstumsassay

Das Prinzip der Proliferationsbestimmung mittels Einbau von radioaktiv markiertem
*H - Thymidin beruht auf der Inkorporation *H - Thymidins in die DNA proliferierender
Zellen (Coward et al., 1998).

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1x10* Zellen pro Well in 96 - well Platten
ausgesat und uber Nacht bei 37°C und 5% COzin einem Brutschrank inkubiert.

Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen in einer 8 - fach Bestimmung mit BP11,
als Losungsmittelkontrolle mit DMSO (1:1000), oder mit frischem RPMI Medium
(Invitrogen, Karlsruhe) behandelt. Nach der gewunschten Inkubationszeit wurden die
Zellen fur vier Stunden mit *H - Thymidin inkubiert und danach fur 1 Stunde mit
0,05% SDS in PBS - Losung lysiert. Die Zelllysate aus den 96 - well Platten wurden
durch Glasfaserfilter mit einem Harvester abgesaugt und so die DNA geerntet und
mehrfach mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen der Filtermatten wurden
diese mit Szintillationsflissigkeit benetzt und in einem Szintillationsmessgerat
gemessen. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle und wurden als Zellen mit
100% intakter DNA angenommen.
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Das Prozentuale Mal® der DNA - Neusynthese errechnete sich mit folgender Formel:
% DNA - Neusynthese = (behandelte Zellen/ Kontrolle) x 100 (vgl. 3.2.6).

3.2.7.2 Zellzédhlung

Das Proliferationsverhalten wurde mittels Dichtebestimmung semiautomatisch mit
dem Casy® Model TT Cell counter bestimmt. Dafur wurden die adharent
wachsenden Zellen mit Accutase von dem Boden der Zellkulturplatten abgel0st,

vereinzelt und in Casyton gemessen.

3.2.8 Zytotoxizitatsassays

Zur Quantifizierung des BP11 induzierten Zelluntergangs standen mit dem
Kristallviolett-Assay (3.6.1), dem LDH Cytotoxicity Detection Kit (Clontech-Takara Bio
Europe; Frankreich) (3.6.2) und dem Ez4U-Assay (Biomedica; Osterreich) (3.6.3)
drei verschiedene Zytotoxizitatsassays zur Auswahl.

3.2.8.1 Kristallviolett-Assay

Die Durchfihrung des Kristallviolett-assays wurde ausfuhrlich beschrieben
(Siegmund et al., 2005).

Dieser Assay ist nur bei adharent wachsenen Zellen durchfuhrbar, da der
monochrome Farbstoff Kristallviolett lebende, sowie tote Zellen farbt, jedoch aus den
toten Zellen wieder herauswaschbar ist. Damit ist die Anzahl der lebenden Zellen
nach Behandlung mit BP11 im Verhaltnis zu den Kontrollzellen zu bestimmen.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1x10* Zellen pro Well in 96 - well Platten
ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit BP11 behandelt, sowie
unbehandelte Zellen als Kontrolle verwendet. Die Zellen wurden flur die gewlnschte
Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach der gewulnschten
Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und 50 pl einer 0,5% - igen
Kristallviolett-Losung in  20% Methanol / Wasser in jedes Well pipettiert. Nach 20
min wurden die Wells mit Aqua dest. einige Mal gewaschen. Nachdem alle Wells Luft
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getrocknet waren, wurde das Kiristallviolett in Methanol geldst und bei 593 nm
photometrisch vermessen.

Die Auswertung erfolgte als ,Prozent der Kontrolle“, wobei die unbehandelten Zellen
als 100% vital angenommen wurden. Die Uberlebensrate errechnet sich somit aus
der durchschnittlichen Absorption der behandelten Zellgruppe im Verhaltnis zu der
der durchschnittichen Absorption einer identischen, aber unbehandelten

Kontrollgruppe.

Verwendete Losungen:

Kristallviolettlosung Kristallviolett 0,5%
Methanol 20%
Aqua dest. ad 100,0g

3.2.8.2 LDH Cytotoxicity Detection Kit

Der Assay wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt (Clontech-Takara
Bio Europe; Frankreich). Kommt es zum Zelltod wird die LDH sehr schnell freigesetzt
und kann im Uberstand nachgewiesen werden. Diese Methode basiert auf zwei
Redoxgleichungen. Im ersten Schritt katalysiert die LDH die Oxidation von Lactat zu
Pyruvat und die gleichzeitige Reduktion des Coenzyms NAD" zu NADH/H" (Decker
und Lohmann-Matthes, 1988).

Im zweiten Schritt wird der Wasserstoff vom entstandenen NADH/H" durch den im
Testreagenz  enthaltenen  Katalysator Diaphorese auf das gelbfarbene
Tetrazoliumsalz INT (2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid)

ubertragen. INT wird dadurch zu dem rot gefarbten Formazan- Salz reduziert.
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LDH
Lactat / \# Pyruvat
NAD* NADH/H*
Formazan ¢ Tetrazolium
(rot) Diaphorase (gelb)

Schema 3.3 enzymatische Reaktion des LDH Cytotoxicity Detection Kit
(deutsche Darstellung der Abbildung von der Homepage Clontech Laboratories,
http://www.clontech.com/products/detail.asp?product_id=163571&tabno=3)

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1x10* Zellen pro well in 96 - well Platten
ausgesat. Nach Angaben des Herstellers mit nur 1% FCS in RPMI Medium. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mit BP11 behandelt. Als Referenz dienten
Kontrollansatze, d.h. als Positivkontrolle (maximale, 100% Substratumsetzung) das
Detergenz Triton-x-100 (2% in Zellkulturmedium), als Negativkontrolle (minimale, 0%
Substratumsetzung) nur mit Medium behandelte Zellen. Als Hintergrundkontrolle
diente reines Medium. Die Zellen wurden nach der gewunschten Inkubationszeit fur
10 min bei 250 x g in der jeweiligen 96-well Platte zentrifugiert und anschliel3end der
Uberstand in eine neue 96-well Platte Uberfiihrt. Danach wurden 100 pl des frisch
angesetzten Reaktionsgemisches (Katalysator Diaphorese + Tetrazoliumsalz INT) zu
dem Uberstand pipettiert. Nach 30 min Inkubationszeit im Dunkeln bei RT wurde die
Absorption unter zu Hilfenahme des Photometers vermessen.

Das Formazan-Salz kann bei einer Messwellenlange von 490 nm und einer
Referenzwellenlange von 620 nm photometrisch vermessen werden. Die Anzahl der

geschadigten Zellen ist direkt proportional zu dem gebildeten Formazan - Salz.

3.29 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Diese Methode Dbasiert auf der Messung der Bindungsaktivitat von
Transkriptionsfaktoren an DNA-Konsensussequenzen innerhalb der Promotorregion.
Radioaktiv-markierte, 20-22 bp lange Konsensus-Oligonukleotide werden mit


http://www.clontech.com/products/detail.asp?product_id=163571&tabno=3
http://www.clontech.com/products/detail.asp?product_id=163571&tabno=3)
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Kernproteinextrakten inkubiert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und der
Autoradiographie unterzogen. Da ungebundene DNA wahrend der Elektrophorese
schneller als Protein - DNA-Komplexe wandert, zeigen sich die Komplexe nach der
Autoradiographie als Banden oberhalb der ungebundenen Oligonukleotide (Shift)
(Garner und Revzin, 1981). Der sogenannte ,Supershift entsteht, wenn nach
Zugabe spezifischer Antikorper gegen den zu untersuchenden Transkriptionsfaktor
ein ternarer Komplex entsteht, welcher eine noch geringere Mobilitat aufweist.
Transkriptionsfaktoren befinden sich im Zellkern, so dass zu Beginn des Assays die
Isolierung der Kern-Proteine erfolgte. Hierfiir wurden fiir 24 h 2,5 x 10° Zellen pro 6 -
well kultiviert und danach fur die gewunschte Inkubationszeit mit BP11 behandelt.
Nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS wurden die Zellen in 400 pl Puffer A
aufgenommen und 5 min bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellett wurde
dann in 45 pl Puffer B aufgenommen, 20 min auf Eis geschuttelt und 5 min bei 4°C
abzentrifugiert. Der die Kernproteine enthaltende Uberstand wurde bei -80°C
aufbewahrt. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach Angaben des
Herstellers BioRad , Proteinassay, Munchen.

Verwendete Puffer:

Puffer A HEPES (pH7,9) 10 mM
KCI 10 mM
EDTA 0,2 mM
DTT 1 mM
PMSF 0,5 mM
Aprotinin 10 pg/mi

Puffer B HEPES (pH7,9) 20 mM
NaCl 0,4M
EDTA 0,2 mM
DTT 1 mM
PMSF 0,5 mM

Aprotinin 10 pg/mi
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Der Nachweis der NFxB-Aktivierung erfolgte mit dem Gelshift™ (Carcinoma) Kit
nach Angaben des Herstellers (Active Motif, USA). Hierfur wurden die Kernextrakte
mit einem 2P - markierten Oligonukleotid mit einer NFkB - Bindungsstelle fiir 30 min.
bei RT inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben elektrophoretisch in einem nativen
6% Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gele wurden Vakuumgetrocknet und auf ein
ECL - Chemiluminiszenz-Hyperfilm (GE Healthcare, Munchen) gelegt. Die Exposition
erfolgte Uber Nacht, dann wurden die Filme mittels Curix 60-Filmentwickler (AGFA,

Gera) entwickelt.

3.2.10 Polymerasekettenreaktion

3.2.10.1 RNA - Extraktion

Fur den Nachweis der Survivin - Expression mittels RT - PCR musste zunachst die
RNA aus den Zellen isoliert werden. Hierfur wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Zellen wurden fur die
vorhergesehenden Zeitpunkte mit unterschiedlichen Konzentrationen von BP11
behandelt und anschlieBend mit dem Lysepuffer (Qiagen, Hilden) und B -
Mercaptoethanol lysiert. Die freigesetzte RNA wurde mit 70% Ethanol prazipitiert und
durch anschlieRende Zentrifugation reversibel an die Silikatmembran gebunden.
Zuletzt wurde die RNA mit RNAse freiem Wasser eluiert. Die RNA - Losung wurde
bei -80°C eingefroren. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit Hilfe des
Photometers. Durch eine spektralphotometrische Messung der optischen Dichte lasst
sich sowohl die Menge als auch die Reinheit von RNA - Lésungen quantifizieren.
Dafur wurde die RNA 1:80 mit Aqua ad injectabilia verdinnt und bei einer
Wellenlange von 260 nm vermessen. Der Nullabgleich erfolgte mit Aqua ad
injectabilia. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei einer Wellenlange
von 260 nm, wahrend das Maximum der Lichtabsorption von Proteinen bei 280 nm
liegt. Die Reinheit der RNA-Losung lasst sich durch Bestimmung des
Extinktinsionsquotienten 260 nm/280 nm abschatzen. Als Faustregel gilt: Reine RNA
hat einen Quotienten von ca. 2, liegt der Quotient unterhalb 1,8 befinden sich zu
viele Proteine in der Losung. Nach Berechnung der Konzentration wurde 2 ug RNA

in 10 pl Losung aliquotiert.
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3.2.10.2 Reverse Transkriptase

Bei der RT — PCR - Methode wird zunachst die mRNA mit Hilfe der Reversen
Transkriptase und dNTPs in cDNA umgeschrieben. Hierfir wurde das ,Superscript
first strand cDNA Synthesis Kit “ von Invitrogen verwendet. 2 yg RNA in 10 yl H2O
wurden in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt und far 10 min. bei 70°C inkubiert.
Anschliefend wurde die Probe auf Eis gestellt. Die restlichen Reagenzien wurden

wie folgt hinzu gegeben:

4 ul 5x RT Buffer

1 ul ,random® hexamer primer
1 ul RNAse — Inhibitor

1 ul dNTPs

1 pl Reverse Transkriptase
0,4 ul DTT

1,6 ul H20

Der Ansatz wurde fur 1 h bei 42°C inkubiert, anschlieRend fur 5 min auf 95°C erhitzt.
Im Anschlu® wurde der Ansatz fur 5 min. auf Eis gestellt und die cDNA bei -20° C
eingefroren. Wahrend bei der klassischen PCR cDNA qualitativ nachgewiesen wird,
erfolgt bei der Real Time - PCR eine Quantifizierung der umgeschriebenen mRNA.
Dieses erfolgt durch Detektion und Quantifizierung eines Fluoreszenzfarbstoffes
(SYBR Green), dessen Signal direkt proportional zur Menge des zunehmenden PCR
- Produktes ansteigt.

Hierfur wurden 2 pl cDNA, 12,5 yl Syber Green PCR Master Mix (Invitrogen,
Karlsruhe) und 0,5 pl des Primers pipettiert und aufgefullt mit H,O auf ein
Endvolumen von 25 ul. Das Reaktionsgemisch wurde in PCR — Reaktionsgefalie
pipettiert und kurz zentrifugiert. AnschlieRend wurde die PCR gestartet. Initial wurde
fur 10 min auf 95°C erhitzt, danach folgten 45 Zyklen, wobei jeder Zyklus 15 sek.
95°C, 1 min. 60°C und 45 sek. 72°C beinhaltete. Die Auswertung erfolgte nach der
komparativen Cr- Methode, wobei der Ct - Wert des zu untersuchenden Gens auf
den Ct - Wert des Housekeeping - Gens PBGD normalisiert wurde. Einen Uberblick

uber die verwendeten Primer gibt Material und Methoden 2.4.
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3.2.10.3. Schmelzkurvenanalyse

Zur Charakterisierung entstandener PCR - Produkte wurden mit Sybr - Green
Schmelzkurvenanalysen durchgefuhrt. Dafur wird direkt im Anschluss an eine RT -
PCR die Temperatur um jeweils 1°C bis auf 95°C erhoht und dabei die Fluoreszenz
gemessen. Bei einer fur das Produkt spezifischen Schmelztemperatur trennen sich
die DNA - Doppelstrange und verlieren den Farbstoff Sybr - Green, wodurch die
Fluoreszenzaktivitat abnimmt. Je nach Lange des Produktes ensteht ein spezifischer
Schmelzkurvenverlauf, der eine Unterscheidung zwischen PCR - Produkten oder der
Bildung von Primerdimeren zulasst, da unspezifische Primerdimere einen niedrigeren

Schmelzpunkt aufweisen als spezifische doppelstrangige PCR - Produkte.
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4, Ergebnisse

4.1 Einfluss von BP11 auf Pankreaskarzinomzellen

Um den Einfluss von BP11 auf Pankreaskarzinomzellen analysieren zu kdnnen,
wurden Panc89, Colo357 und PancTu-l Zellen mit BP11 fir 24h behandelt und
zunachst mikroskopisch untersucht. In allen drei Zelllinien kann eine morphologische
Veranderung unter dem Einfluss von BP11 erkannt werden. Exemplarisch ist dieses
fur Panc89 in Abb. 4.1 dargestellt. Bei allen Zelllinien kommt es zu einer Abrundung
der Zellen. Es fallt auf, dass nach BP11 - Behandlung die Anzahl der Zellen
vermindert zu sein scheint. Zur Klarung dieses Effektes wurden weitere

Untersuchungen durchgefihrt.

3 4

Abb. 4.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Panc 89 Zellen nach BP11 Behandlung
Dargestellt sind die lichtmikrokopischen Aufnahmen mit einer Canon EOS 350 D Digital Kamera von
Panc 89 Zellen mit und ohne Behandlung von BP11. BP11 wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen
(Bild 2: 1 yM; Bild 3: 5 uM; Bild 4: 10 uM) eingesetzt und die Zellen nach 24 h untersucht. Diese
behandelten Zellen wurden mit unbehandelten Zellen (Bild 1) verglichen.
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4.2 Auswirkung von BP11 auf die Proliferation

421 Proliferationsverhalten der Zellen nach BP11 Behandlung

Anhand der morphologischen Untersuchungen liel3en sich keine exakten Aussagen
uber die Wirkung von BP11 auf die Proliferation von Pankreaskarzinomzellen
feststellen. Daher wurde mit Hilfe eines halbautomatischen Zellzahlers die Zellzahl
zu definierten Zeitpunkten bestimmt. Abb.4.2 zeigt, dass die Inkubation mit BP11 bei
Colo357 und Panc89 zu einer deutlichen konzentrationsabhangigen
Proliferationshemmung fuhrt. Nach dem Auséaen lag die Zahl von Colo357 bei 1,02x
10° Zellen/ml und von Panc89 bei 2,18x10° Zellen/ml (Zeitpunkt 0 h). Vor allem nach
Inkubation mit 5 yM BP11 war nach 72 h bei beiden Zelllinien keine Zunahme der
Zellzahl mehr feststellbar. Die Zellzahl von Colo357 lag nach 72 h bei 1,34x10°
Zellen/ml, im Verhaltnis dazu die unbehandelten Kontrollzellen bei 7,5x10° Zellen/ml.
Die Panc 89 Zellen zeigten ahnliches Verhalten, nach 72 h betrug die Zellzahl 2,04x
10° Zellen/ml. Im Vergleich dazu lag die Zellzahl der unbehandelten Kontrollizellen
bei 15,4x10° Zellen/ml. Obwohl nach 24 h und 32 h bei beiden Zelllinien noch
minimale Zellzahlzunahme nachgewiesen werden konnte, nach 32 h bei Colo357 2,4
x10° Zellen/ml und bei Panc89 2,86x10° Zellen/ml, verminderte sich die Zellzahl nach
48 h Inkubation mit 5 uM BP11 erheblich (Colo357 1,6x10° Zellen/ml; Panc89 2,0x
10° Zellen/ml). Analoges Verhalten zeigten beide Zelllinien nach 10 uM BP11
Behandlung. Nach 1 yM BP11 Behandlung zeigten sich keine Veranderungen im
Proliferationsverhalten der Zelllinien. Nach 72 h lasst sich eine Zellzahl von 6,8x10°

Zellen/ml von Colo357 und 14,9x10° Zellen/ml bei Panc89 Zellen erfassen.
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Abb 4.2: Zellzahlbestimmung nach BP11 Behandlung von Panc89 (A) und Colo357 (B) Zellen.
Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Hemmung der Proliferation der
Pankreaskarzinomzelllinien nach BP11 Behandlung. Die Ergebnisse zeigen drei unabhangige

Versuche + sd. BP11 wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen (1 uM (Viereck), 5 uM (Dreieck) und
10 uM(Kreuz)) eingesetzt. Zur Kontrolle wurde auch das Proliferationsverhalten von unbehandelten
Zellen (Raute) untersucht. Die Zellen wurden jeweils nach 8 h, 24 h, 32 h, 48 h ,56 h und 7 h gezahit.
Als Ausgangszellzahl galt die ausgesate Zellzahlmenge.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde die DNA - Neusynthese mit Hilfe der
Menge des *H - Thymidin-Einbaus nach BP11-Behandlung bestimmt. Das Prinzip
der Proliferationsbestimmung mittels Einbau von radioaktiv markiertem *H - Thymidin
beruht auf der Inkorporation *H - Thymidins in die DNA proliferierender Zellen.

Hierfur wurden die Zellen fur 24 h Behandlungszeitraum mit BP11 behandelt und
anschlieBend fur weitere 4 h mit *H -Thymidin inkubiert (,gelabelt’). Zusatzlich
musste ausgeschlossen werden, dass die Untersuchungsergebnisse durch das fur
BP11 verwendete Losungsmittel DMSO beeintrachtigt werden, da eine zelltoxische
Wirkung durch DMSO bekannt ist. Aus diesem Grund wurden die Zellen zusatzlich
mit DMSO in der hochsten eingesetzten Konzentrationen (0,1%) behandelt. Abb

4.2.1 A zeigt, dass DMSO, in der verwendeten Konzentration im Vergleich zu den
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unbehandelten Kontrollen, keinen nachweisbaren Effekt auf die Panc89 Zellen und
einen minimalen Effekt (15%) auf die Colo357 Zellen hat. Abb 4.2.1 A zeigt weiterhin,
dass die gewahlten Konzentrationen von 5 yM und 10 uM BP11 zu einer erheblichen
Minderung der DNA-Neusynthese fuhrt. Die DNA-Neusynthese liegt bei der
eingesetzten Konzentration von 10 yM BP11 bei beiden Zelllinien unter 10%. Die
Behandlung mit 1 yM BP11 fuhrt bei Colo357 Zellen zu einer 50% - igen Hemmung
und bei Panc89 nur zu einer 15% - igen Hemmung der DNA - Neusynthese.

In einer weiteren Analyse wurde die Neusynthese der DNA in Panc89 Zellen nach
Behandlung mit Chemotherapeutika, wie Paclitaxel, Gemcitabin und 5 - Fluoruracil
alleine und in Kombination mit BP11 gemessen (Abb 4.2.1 B). BP11 wurde nur in
den oben genannten stark inhibitorisch wirksamen Konzentrationen von 5 yM und 10
MM eingesetzt.

Der *H - Thymidin Einbau konnte am Starksten durch die Zugabe von BP11

gemindert werden.

& Kontrolle @ 1yM B 5uM B 10yM @ DMSO 1:1000
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DNA-Neusynthese [%]
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Abb 4.2.1 A: DNA - Neusynthese mit Pankreaskarzinomzelllinien nach 24 h Behandlung mit
BP11.

Die Ergebnisse zeigen drei unabhangige Versuche + sd. Der H - Thymidin-Assay zeigt die erhohte
Wachstumsinhibition nach BP11 Behandlung. Dargestellt ist die DNA - Neusynthese in Prozent,
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, die als 100% angenommen wurde. Hierfir wurden die am
Vortag ausgesaten Zellen fiir 24 h mit 3 verschiedenen Konzentrationen von BP11 behandelt (1 pM;
5 uM; 10 uM) und fir 4 h mit *H - Thymidin inkubiert.
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Abb 4.21 B: DNA-Neusynthese mit der Pankreaskarzinomzelllinie Panc89 nach 24 h
Behandlung mit BP11 und weiteren giangigen Zytostatika alleine, sowie in Kombination

Die Ergebnisse des *H - Thymidin-Assay zeigen die Wachstumsinhibition nach BP11, Paclitaxel,
Gemcitabin und 5 - Fluoruracil Behandlung. Dargestellt ist die DNA-Neusynthese in Prozent, bezogen
auf die unbehandelte Kontrolle, die als 100% angenommen wurde. Hierfir wurden die am Vortag
ausgesaten Zellen fir 24 h mit 2 verschiedenen Konzentrationen BP11 (5 pM; 10 uM) , sowie mit
Paclitaxel (0,01 yM) Gemcitabin (0,01 uM) und 5 - Fluoruracil (0,1 uM) behandelt. Zusatzlich wurden
die Paclitaxel, Gemcitabin und 5 FU behandelten Zellen in Kombination mit BP11 getestet. Danach
erfolgte die Inkubation fir 4 h mit *H - Thymidin.

4.3 Zellzyklusmessung nach Behandlung mit BP11

Um zu klaren, ob die durch BP11 induzierte Hemmung der Proliferation durch
gesteigerten Zelltod und/oder Zellzyklusarrest hervorgerufen wurde, wurde eine
Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt. Mit Hilfe des
Durchflusszytometers kdnnen die einzelnen Phasen des Zyklus dargestellt werden.
Die Untersuchung des Zellzyklus mittels der Durchflusszytometrie beruht auf der
Intensitat des erhaltenden Fluoreszenzsignals. Zur Messung des Zellzyklus ist es
notwendig einen Fluoreszenzfarbstoff zu verwenden, welcher mit der DNA
interagiert. Aus diesem Grund wird der DNA-interkalierende Farbstoff Propidiumiodid
verwendet (Crissman und Steimkamp, 1973).

Ziel dieses Versuchs war es, die vorher bei den Proliferationsanalysen
nachgewiesene Wachstumsinhibition der BP11 behandelten Zellen nun auch anhand

des Zellzyklus nachzuweisen. Hierfur wurden die Zelllinien Panc89 und Colo357 fur
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24 h und 48 h mit verschiedenen Konzentrationen von BP11 behandelt. Als Kontrolle
dienten zum einen nur mit Medium zum anderen als Losungsmittelkontrolle nur mit
DMSO (0,1%) behandelte Zellen. Abb 4.3 zeigt die unterschiedlichen
Zellzyklusphasen der oben genannten Zelllinien. Dabei ist festzustellen, dass es
grundsatzlich in beiden BP11 behandelten Zelllinien zu einer
konzentrationsabhangigen Anhaufung von Zellen in der sub - G1 - Fraktion kam.
Nach 24 h und einer Konzentration von 5 ypM BP11 lie3en sich Zelllinien-spezifische
Unterschiede nachweisen. Waren fast 50% der Panc89 Zellen in der sub - G1 -
Fraktion, so lag der Anteil bei Colo357 Zellen bei 20%. Des Weiteren befanden sich
nur noch 8% der Panc89 Zellen mit einem DNA - Gehalt von 2N in der G1 - Phase,
wahrend der Anteil der Colo357 Zellen bei 20% lag. Nach 48h zeigten beide
Zelllinien einen Anteil von 50 - 55% in der sub - G1 - Population (Anzahl der toten
Zellen). Auch die Anzahl der Zellen in der G1 - Phase relativierte sich, so waren
jeweils weniger als 10% der Zellen in der G1 - Phase. Nach der Behandlung mit
10 pM BP11 =zeigten beide Zelllinien deutlich geringere Zelllinien-spezifische
Unterschiede. Nach 24 h lag die Anzahl der Zellen in der sub - G1 - Population bei
Panc89 bei 40%, bei Colo357 bei 47%. Weiterhin konnte die erhebliche Abnahme
der Zellen in der G1 - Phase (<10%) bei beiden Zelllinien nach 24 h und 48 h
beobachtet werden. Nach 48 h stieg die Anzahl der toten Zellen auf Uber 55%. Bei
den mit 1 yM BP11 behandelten Zellen stieg die Anzahl der toten Zellen in Bezug auf
die Kontrolle um 10%.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Behandlung der
Pankreastumorzellen mit BP11 zu Veranderungen in dem Zellzyklus (weniger Zellen
in der G - Phase), sowie zum Zeltod (Zunahme der sub - G1 - Population) fuhrte.



Ergebnisse 54

Kontrolle DMSO 1:1000 1M 5uM 10 pM

Abb 4.3: Veranderung des DNA-Profils nach Behandlung mit BP11

Die Zellen wurden jeweils nach Inkubation mit BP11 mit Ethanol fixiert, mit 200 pug/ml. Propidiumiodid
angefarbt und sowie durchflusszytometrisch vermessen. Panc89 Zellen (Abb A: 24 h; B: 48 h) und
Colo357 Zellen (Abb C: 24 h; D: 48 h). Die y - Achse spiegelt die Anzahl der Zellen wieder, die x -
Achse zeigt den Fluoreszenzdetektor (FLA). Die einzelnen Phasen des Zellzyklus wurden mit Markern
unterteilt. Marker 1: sub - G1 - Population, Marker 2: G1 - Population, Marker 3: G2 - und M -
Population (s. Material und Methoden 3.2.5.1).
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4.4 BP11 induziert apoptotischen und nicht-apoptotischen Zelltod.

441 Behandlung mit BP11 fuhrt zum Zelltod von

Pankreaskarzinomzelllinien

Um den Anteil der toten Zellen weiter zu charakterisieren, wurde die
Lactatdehydrogenase (LDH) im Mediumuberstand der BP11 behandelten Zellen
gemessen. Ist die LDH vermehrt im Mediumuberstand nachzuweisen, deutet dies auf
eine erhohte Zelllyse hin und kann als Marker fur den Zelltod erfasst werden. Die
Lactatdehydrogenase ist ein zytoplasmatisches Enzym welches konstitutiv in allen
Zellen vorhanden ist. Kommt es zum Zelltod wird die LDH sehr schnell freigesetzt
und kann im Uberstand nachgewisen werden (Korzeniewski und Callewaert, 1983;
Decker und Lohmann-Matthes, 1988).

Hierfir wurden die Zellen fir 24 h (Abb. 4.4.1) mit 1 yM, 5 yM und 10 yM BP11
behandelt. Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO (0,1%). Als Negativkontrolle
dienten nur mit Medium behandelte Zellen mit 1% FCS. Als Positivkontrolle dienten
mit Triton X (2%) behandelte Zellen. Triton X ist ein nichtionisches Tensid, welches
unweigerlich zur Zelllyse fuhrt und somit als Positivkontrolle dienen kann. Nach 1 yM
BP11 Behandlung war bei Colo357 Zellen schon eine deutliche LDH - Freisetzung zu
erkennen (40%), bei Panc89 Zellen nur eine LDH - Freisetzung von 15%. Nach einer
Behandlung von 5 pM und 10 uM BP11 zeigten sich keine Unterschiede bei Panc89
und Colo357 Zellen. Nach 5 yM BP11 Behandlung starben 50% der Zellen, nach
10 uM BP11 Behandlung stieg der Anteil der toten Zellen auf 55%.
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Abb 4.4.1 zeigt die Lactasedehydrogenase- Freisetzung von Panc89 Zellen (Dreiecke) und
Colo357 Zellen (Kreise) nach BP11 Behandlung Uber einen Zeitraum von 24 h. Dargestellt sind die

Ergebnisse von drei unabhangigen Versuchen = SD. Die Zellen wurden mit BP11, Triton X (2%),
DMSO behandelt. Die Auswertung und Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers
(Clontech; Saint-Germain-en-Laye; Frankreich).

4.4.2 BP11 induziert apoptotischen Zelltod

Da ab einer Konzentration von 5 yM BP11 vermehrt Zellen in der sub-G1-Population
auftraten, wurde im nachsten Schritt die Wirkung von BP11 in Kombination mit dem
Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zZVAD - fmk (20 uM) untersucht. Durch Zugabe von
zVAD - fmk kann sowohl Zelltod, als auch DNA-Fragmentation gehemmt werden
(Morita-Fujimura et al., 1999). Der sub - G1 - Peak spiegelt apoptotische Zellen
wieder. Apoptose ist durch Kondensation des Chromatins, Fragmentierung der DNA,
sowie der Kerne charakterisiert (s.Kapitel 1.2). Per Definition wird Apoptose als
Caspase - abhangiger Zelltod beschrieben. Ziel dieses Versuches war zu
untersuchen, ob BP11 induzierter Zelltod abhangig von Caspasen, also apoptotisch
verlauft. Zusatzlich wurde untersucht, ob die Mitochondrien an dem BP11 -
induzierten Zelltod beteiligt sind. Hierzu wurde eine im Labor etablierte Colo357/Bclx,
Zelllinie, die eine Uberexpression von Mitochondrien-schiitzenden Protein Bclx,
aufweist, verwendet. Panc89 Zellen, Colo 357/ wt und Colo357/ Bclx, Zellen wurden
ausgesat und fur 24 h und 48 h mit BP11, TRAIL und zVAD - fmk behandelt. In

vorangegangen Versuchen konnte unter anderem gezeigt werden, dass mit Bclx.



Ergebnisse 57

transfizierte Zellen, Zelltod durch das Apoptose auslosende Agens TRAIL vollstandig
verhindern konnen (Hinz, et al., 2000). Als Kontrolle dienten nur mit Medium, oder
zVAD - fmk alleine behandelte Zellen. TRAIL gehort zur Familie der Todesliganden
und seine Wirkung auf Pankreaskarzinomzellen ist ausfuhrlich untersucht worden
(Siegmund, et al., 2004; Hinz, et al., 2000; Trauzold, et al., 2001; Trauzold, et al.,
2003).

Somit dienten die mit TRAIL behandelten Zellen als Kontrolle fir das System. Der ab
einer Konzentration von 5 uM BP11 und TRAIL induzierte Zelltod bei Panc89 Zellen
und Colo357/wt konnte teilweise nach Prainkubation mit zZVAD - fmk inhibiert werden
(Abb. 4.4.2 A & B). Nach 24 h und 48 h starben zwischen 10% und 20% weniger
Zellen, als die nur mit BP11 behandelten Zellen. Die konzentrationsabhangige
Abnahme der Panc89 Zellen in der G1 - Phase konnte nicht durch Prainkubation mit
zVAD - fmk inhibiert werden. Die Anzahl der Panc89 Zellen in der G1 - Phase lag
nach 24 h und 48 h Behandlung mit 5 yM und 10 pM BP11 unter 10%.
Interessanterweise stieg die Anzahl der Zellen in der G2 - Phase. Dieser nach der
Prainkubation resultierende G2 - Arrest konnte sowohl mit Panc89 Zellen, als auch
mit Colo357/wt und Colo 357/Bclx. Zellen gezeigt werden (Abb 4.4.2 C) Zelllinien-
spezifische Unterschiede traten bei den Zellen in der sub - G1 - Population auf.
Wahrend bei den Panc89 schon im vorherigen Versuch gezeigt werden konnte, das
diese Zelllinie ab 5 yM BP11 sensitiv gegenuber BP11 ist, trat bei den Colo357/Bclx.
Zellen nur geringer Zelltod auf (10% - 20%). Dieser jedoch liel3 sich auch teilweise
durch zVAD - fmk inhibieren. Bei den Apoptose - resistenten Colo357/Bclx. Zellen
trat der G2 - Arrest auch ohne zVAD - fmk Behandlung auf. Nach 24 h und einer
Konzentration von 10 yM BP11 waren 20% mehr Zellen in der G2 - Phase, als im
Vergleich die unbehandelten und die TRAIL behandelten Zellen. Mit diesem Versuch
konnte gezeigt werden, dass der BP11 - induzierte Zelltod zum Teil abhangig von

den Caspasen und zum Teil Uber die Beteiligung der Mitochondrien verlauft.



Ergebnisse

A
Kontrolle
TRAIL
TRAIL+zVAD
B

Kontrolle

TRAIL

TRAIL+zVAD

zVAD

1uM

1uM+zVAD

zVAD

1uM

1uM+zVAD

5uM

5uM+zVAD

5uM

5uM+zVAD

10uM

10uM+zVAD

10pM

10uM+2VAD



Ergebnisse 59

Kontrolle zVAD

TRAIL 1uM 5uM 10uM
L ..... : ’ kkah__AA L«MAAM . L““w
TRAIL+zVAD 1uM+zVAD 5uM+zVAD 10uM+zVAD

Abb 4.4.2: Einfluss von zVAD - fmk und Bclx, - Uberexpression auf BP11 - induzierte
Zellzyklusveranderungen in Pankreastumorzellen. Die Zellen (A) Panc89, (B) Colo357/wt und (C)
Colo357/Bclx, wurden entweder fir 1 h mit zZVAD - fmk (20 puM) prainkubiert und darauf mit 3
verschiedenen Konzentrationen (1 yM, 5 pM und 10 uM) BP11 flr 24 h behandelt, oder nur fiir 24 h
mit BP11 inkubiert. Als Kontrolle dienten nur mit Medium, oder nur mit zZVAD - fmk behandelte Zellen.
Zusatzlich wurde TRAIL (TNF - related apoptosis inducing ligand) (100 nM) analysiert. Die Zellen
wurden mit Propidiumiodid gefarbt und durchflusszytometrisch vermessen. Jede Messung erfolgte
dreifach.

443 BP11 induziert PARP - Spaltung

Die teilweise erzielte Inhibition des Zelltodes durch zVAD - fmk gilt als starker
Hinweis, dass Caspasen an dem Zelltod beteiligt sind. Als ein anerkannter Nachweis
von Caspase 3-Aktivierung (Exekutive Caspase) dient der Nachweis von PARP -
Spaltung (Satoh und Lindahl, 1992; Simbulan-Rosenthal et al., 1998). Die PARP gilt
als ein wichtiges DNA - Reparaturenzym in Zellen. Nach Aktivierung der
Apoptosekaskade wird das ca. 116 kDa grof3e Protein PARP durch Caspasen in
zwei kleinere Proteine (89 kDa und 24 kDa) geschnitten. Ziel des Versuchs war die
Verifizierung der oben gezeigten Daten und damit der Nachweis der PARP -
Spaltung. Hierfur wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von BP11
fur 24 h behandelt und die Spaltung von PARP mittels Western Blot untersucht (s.
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Material und Methoden). Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten, dass
Behandlung von Panc89 mit BP11, ab einer Konzentration von 5 yM zu einem
erheblichen Zelltod (50%) fuhrte (Abb. 4.4.2). Auch auf Proteinebene zeigt sich, dass
BP11 konzentrationsabhangig Panc89 Zellen in den apoptotischen Zelltod fuhrt (Abb.
4.6.3). In der niedrigen Konzentration von 1 yM BP11 ist keine Aktivierung der
Caspase 3 zu erkennen. Die Behandlung mit 10 uM BP11 ergibt bei der
Untersuchung der PARP - Spaltung keine Unterschiede im Vergleich mit der
Behandlung von 5 yM BP11 (Abb. 4.6.3). Ab einer Konzentration von 5 yM BP11 laf3t
sich eine deutliche Spaltung der PARP und damit eine Aktivierung der Caspase 3

erkennen.
1 2 3 4
Parp (116 kDa
e — P (116 kD=)
Spaltprodukt (89kDa)
R - Aktin
. c— a—  o—

Abb 4.4.3: Analyse der PARP - Spaltung von Panc89

Der indirekte Nachweis des apoptotischen Zelltodes nach BP11 - Behandlung durch PARP - Spaltung.
BP11 wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen (1. Kontrolle, 2. 1 uyM BP11, 3. 5 uM BP11 und 4. 10 uM BP11).

Die Lysate der Zellen wurden in der SDS - Page aufgetrennt und auf die PVDF - Membran transferiert.
Der Nachweis von PARP erfolgte mit dem polyklonalen Antikérper der Firma Cell Signaling und einem
sekundaren anti - Kanninchen HRP - gekoppelten Antikérper. Zum Nachweis der gleichen
Ladungsmenge wurde zusatzlich R - Aktin detektiert.
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444 DNA-Fragmentation nach BP11 Behandlung

Eine weitere spezifische Untersuchung fir den Beweis, dass BP11
Pankreaskarzinomzellen in den apoptotischen Zelltod fuhren kann, ist der JAM -
Assay (Just another method). Der JAM - Assay dient zur Quantifizierung der
Apoptose Rate und basiert auf dem Prinzip, dass apoptotisch sterbende Zellen ihre
DNA in Fragmente zerlegen.

Hierfur wurden Panc89 und Colo357 Zellen fir 24 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen von BP11, TRAIL (100 ng/ml), zVAD - fmk (20 pM) und als
Losungsmittelkontrolle mit DMSO (0,1%) behandelt. Die Durchfuhrung des JAM -
Assays erfolgte, wie in Material und Methoden beschrieben. Die Ergebnisse des JAM
- Assays (Abb. 4.4.4) zeigen jedoch nur geringe DNA - Fragmentierung nach BP11
Behandlung. Im Vergleich zeigen die im Experiment mitgefuhrten TRAIL behandelten
Zellen eine erwartet hohe DNA - Fragmentierung. Bei beiden Zelllinien liegt die
Apoptose-Rate der TRAIL behandelten Zellen zwischen 75% und 65%. Zudem
zeigen die mit zZVAD - fmk prainkubierten Zellen nach TRAIL Behandlung eine fast
vollstandige Abnahme der Apoptosefahigkeit.
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Abb 4.4.4: DNA - Fragmentationsassay von Panc89 und Colo357

Dargestellt sind die Ergebnisse des DNA - Fragmentationsassays, in Prozent der Kontrolle. Hierfur
wurden die am Vortag ausgesaten Zellen fiir 4 h mit *H - Thymidin inkubiert, anschlieRend 3x mit PBS
gewaschen und jeweils mit BP11 in 3 verschiedenen Konzentrationen (1 pM, 5 pM und 10 uM)
zusammen mit 20 uM zVAD - fmk sowie alleine behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen,
die als 100% vital angesehen werden. Zuséatzlich wurde TRAIL in der Konzentration von 100 ng/ml

eingesetzt. Die Werte sind Mittelwerte + SD einer 8 - fach Bestimmung.

4.4.5 Quantitative Bestimmung der apoptotischen und nekrotischen Zellen
mit Hilfe der Annexin V/Propidiumiodid Doppelfarbung

Um einen weiteren unabhangigen Versuch zur Quantifizierung der toten Zellen nach
BP11 Behandlung durchzufihren, wurden Colo357 und Panc89 Zellen der
Annexin/Propidiumiodid (Pl) Doppelfarbung unterzogen und durchflusszytometrisch
vermessen. Annexin erkennt fruhapoptotische Zellen und dient in der Doppelfarbung
mit Pl zur Unterscheidung apoptotischer (Annexin positive, Propidiumiodid negative)
und nekrotischer (Annexin positive, Propidiumiodid positive) Zellen (Vermes et al,,
1995). Annexin V (VAC alpha) ist ein Ca®* - abhangiges Membranlipid, welches eine
hohe Affinitat zu Phoshatidylserin besitzt (Andree et al., 1990). Phosphatidylserin
befindet sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran. Wahrend frihen
Apoptosestadien wird Phoshatidylserin auf die Aullenseite der Membran transloziert
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(Fadok et al., 1992; Koopman et al., 1994). Durch Markierung der Zellen mit FITC -
Annexin V kann man frahapoptotische Zellen durchflusszytomertisch nachweisen.
Um eine Diskriminierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen zu
erreichen, ist es notwendig ein DNA - Farbstoff, wie Propidiumiodid zusatzlich zu
verwenden, der nur permeabilisierte Membranen passieren kann.

Durch die Doppelfarbung der Zellen mit Annexin und Propidiumiodid (PIl) kann
zwischen vitalen (Annexin V - negativ; Pl - negativ; R1), fruhapoptotischen Zellen
(Annexin V - positiv; Pl - negativ, R2) und nekrotischen bzw. spatapoptotischen
Zellen (Annexin V - und PI - positiv, R3 und R4) unterschieden werden.

Hierfur wurden beide Zelllinien fur 24 h und 48 h Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von BP11 behandelt und mit Annexin V/Propidiumiodid angefarbt.
Zur Einstellung des Gerates wurden zusatzlich ungefarbte, nur mit Annexin V und
nur mit Pl gefarbte Zellen vermessen. Die Ergebnissse der Annexin V/Propidumiodid
Doppelfarbung sind in Abb. 4.4.5 dargestellt. Interessanterweise zeigten beide
Zelllinien nach 24 h und 48 h nur geringe Annexin V (positive) und Pl (negative)
Farbung. So zeigten die Panc89 Zellen (Abb. 4.4.5 A und B) nach 24 h und 48 h
Behandlung mit 5 yM und 10 yM BP11 nur um die 1% Annexin positive und damit
frihapoptotische Zellen. Der Anteil der Pl-positiven Zellen lag bei ca. 40%. Im
Vergleich zeigten jedoch auch die TRAIL behandelten Zellen ahnliche Ergebnisse,
was darauf schlieen lasst, dass es sich um apoptotische Zellen in spateren Stadien
handelte. Diese Schlussfolgerung wurde durch die zusatzliche Prainkubation mit dem
Caspase-Inhibitor zZVAD - fmk bestarkt. Die Differenz zwischen den PI positiven
Zellen ohne zVAD - fmk Vorbehandlung und den Pl positiven Zellen mit zZVAD - fmk
Vorbehandlung ergibt die Anzahl der spatapoptotischen Zellen. Durch die Inhibition
der Caspasen konnte auch bei den Panc89 Zellen nach 24 h und 5 yM BP11
Behandlung, sowie nach 10 uM BP11 Behandlung 30% weniger Pl positive Zellen
detektiert werden (Abb. 4.4.5 A). Die Anzahl der PI positiven Zellen lag nach 24 h bei
den beiden oben genannten Konzentrationen bei ca. 40% nach zVAD - fmk
Prainkubation nur noch bei ca. 10% (Abb. 4.4.5 A). Nach 48 h und 5 yM und 10 pM
BP11 Behandlung wurden im Durchschnitt 35% spatapoptotische Zellen detektiert.
Der Anteil der Pl positiven Zellen, die nicht mit zZVAD - fmk prainkubiert wurden,
betrug bei beiden BP11 Konzentrationen ca. 75%. Dieses Ergebnis lasst darauf
schlie®en, dass ein Teil der Zellen nach langerer Behandlung (48 h) mit 5 yM und
10 uM BP11 nekrotisch sterben (Abb. 4.4.5 B). Die Colo357 Zellen zeigten nach 24 h
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und 48 h TRAIL und BP11 Behandlung deutlich weniger detektierbare PI positive
Zellen als die Panc89 Zellen (Abb. 4.4.5 C und D). Interessanterweise zeigten die
Colo357 Zellen nach 48 h TRAIL, 5 yM und 10 uM BP11 Behandlung Annexin V und
Pl positive Zellen. Durch die Prainkubation mit zZVAD - fmk konnten die TRAIL
behandelten Annexin V/PI pos. Zellen um 33% gemindert werden. Bei den mit zZVAD
- fmk prainkubierten und 10 yM BP11 behandelten Zellen lag der Anteil nur bei 4%
(Abb. 4.4.5 D). Auch dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass ein Teil der
Colo357 Zellen nach 48 h BP11 Behandlung in den Konzentrationen von 5 yM und
10 uM nekrotisch sterben (Abb. 4.4.5 D).
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Abb. 4.4.5:
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Abb 4.4.5: Nekrotischer und Apototischer Zelltod durch BP11.

Panc89 Zellen (A,B) und Colo357 Zellen (C,D) wurden fir 24 h (A,C) und 48 h (B,D) mit BP11, sowie
teilweise mit zVAD - fmk (20uM) behandelt. Einfacherhalber wurde als Beschriftung zZVAD und nicht
zVAD - fmk verwendet. Die Einstellung erfolgte mit ungefarbten Zellen, nur mit Annexin V und nur mit
PI gefarbten Zellen. Die Auswertung erfolgte mit dem Setzen sogenannter Gates. Gate R1 zeigt vitale
Zellen, Gate R2: Annexin V positive, Gate R3: Annexin V/ PI positive und Gate R: PI positive Zellen.
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4.5 Charakterisierung der induzierten intrazellularen

Signaltransduktionswege nach BP11 Behandlung

Unter den intrazellullaren Signaltransduktionskaskaden nehmen die Kinasen der
Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAP - Kinasen) eine zentrale Rolle ein. Der
MAP-Kinaseweg ist eine Signalkaskade in einem hierarchisch aufgebauten
Signalnetzwerk. Die MAP - Kinasen sind Hauptbestandteile von zellularen
Reaktionsmechanismen, die fur die Kontrolle der Embryogenese, Proliferation,
Apoptose und Differenzierung von Zellen wichtig sind. Die als erstes
charakterisierten MAP - Kinasen waren die ERK1/2. Sie werden durch eine Vielzahl
von extrazellularen Stimuli und Onkogenen aktiviert, die eine Proliferation oder
erhohte Zelldifferenzierung bewirken (Cobb & Goldsmith, 1995). Die ¢ - Jun - NH; -
terminale Kinase JNK, sowie p38 konnen durch eine Vielzahl an Stimuli, wie
Entzindungsmediatoren und Stress aktiviert werden. Die Intrazellulare MAP - Kinase
- Aktivierungskaskade wird durch eine Phosphorylierungskaskade reguliert. Um die
intrazellularen Antworten der Zelle auf BP11 zu analysieren, wurde die Expression
und damit der Phosphorylierungsstatus einzelner MAP - Kinasen auf Proteinebene
mit Hilfe des Western Blots untersucht. Hierfur wurden die Zellen mit BP11
behandelt, Lysate hergestellt, mit Hilfe der Elektrophoresetechnik aufgetrennt und mit
spezifischen Antikorpern im Western Blot detektiert. Abb 4.5.1 A zeigt den
Aktivierungsstatus an Hand der phosphorylierten Form der JNK/SAPK bei Panc89
Zellen. Ab einer Konzentration von 5 pM BP11 wird die JNK/SAP - Kinase
phosphoryliert und somit aktiviert. Abb. 4.5.1 B zeigt den Aktivierungsstatus an Hand
der phosphorylierten Form von ERK1/2 (p42/p44) bei Colo357 Zellen. Ab einer
Konzentration von 5 yM BP11 wird ERK1/2 phosphoryliert und damit aktiviert. In
Panc89 Zellen (Abb. nicht gezeigt) hatten nach BP11 Behandlung keinen Einfluss
auf den Phosphorylierungsstatus der ERK1/2. Die wichtigsten Substrate der ERKs
sind Transkriptionsfaktoren, die sie nach der Translokalisation in den Kern durch

Phosphorylierung aktivieren konnen.
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Abb 4.5.1:
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. R - Aktin m—— (3 - Aktin
Panc89 Colo357

Abb 4.5.1: Charakterisierung intrazellularer Signaltransduktionswege von Panc89 Zellen (A)
und Colo357 Zellen (B). BP11 wurde in 3 verschiedenen Konzentrationen eingesetzt (1. Kontrolle,
2. 1 yM BP11, 3. 5 yM BP11, 4. 10 pM BP11 und 5. DMSO (0,1%)). Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen (1.) und mit DMSO behandelte Zellen (5.). 25 ug Protein wurde als Lysat in der
SDS - Page aufgetrennt und auf PVDF - Membranen transferiert. Der Nachweis von p - JNK/SAPK,
p42/p44 und der nicht-phosphorylierten Form JNK/SAPK erfolgte mit den polyklonalen Antikorpern
der Firma Cell Signaling und einem sekundaren anti-Kanninchen HRP-gekoppelten Antikérper. Der
Nachweis von p - p42/p44 erfolgte mit einem monoklonalen Antikérper der Firma Cell Signaling und
einem sekundaren anti - Maus HRP - gekoppelten Antikorper.

4.51 Einfluss von BP11 auf die Expression zellzyklusregulierender

Proteine

Den sequentiellen Ablauf des Zellzyklus steuern bestimmte Proteine. Zu den
wichtigsten gehoren die Zykline und die zyklinabhangigen Kinasen (CDK). Die
Kontrolle der Zellzyklusubergange erfolgt tber die CDKs. Antagonisten der CDK sind
die zyklinabhangigen Kinase - Inhibitoren (CDKI), welche aus zwei Unterheiten, die
INK4-Familie und die CIP/KIP (CDK - inhibitory proteins/kinase - inhibitory proteins)
bestehen. Die Expression wichtiger zellzyklusregulierender Proteine in BP11 -
behandelten Zellen wurde mit Hilfe des Western Blots geklart. Dafir wurden die
Zellen fur 24 h mit BP11 behandelt, Lysate erstellt und die Expression der Proteine
mit Hilfe von Antikdrpern nachgewiesen. Abb. 4.5.2 A zeigt die Expression von p21,
einem CDKI aus der Familie der CIP/KIP - Proteine. Nach 5 pyM und 10 yM BP11
Behandlung erfolgte eine deutliche Heraufregulation von p21, was auf einen daraus
resultierenden Zellzyklusarrest schlief3en lasst (Ogryzko, et al., 1997, Niculesu, et al.,
1998; Radhakrishnan et al., 2004). Abb. 4.5.2 B zeigt die Expression von p27,
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ebenfalls einem CDKI aus der Familie der CIP/KIP-Proteine. Die Heraufregulation
von p27 nach 5 yM und 10 uM BP11 lasst auch hier auf einen G1 - Arrest schliel3en
(Reynisdottir et al., 1995). Zusatzlich kontrolliert p27 durch Inhibition des Cyclin
E/CDK2 - Komplexes den Ubergang in die S-Phase am Restriktionspunkt (Steeg und
Abrams, 1997).

Abb 4.5.2 C zeigt den Phosphorylierungsstatus von Cdk1. Cdk1, auch Cdc2 genannt,
vermittelt die Initierung der Mitose (s. 1.2.2). Aktivierung der Cdk1 setzt eine
Dephosporylierung am Thr14 und Tyr15 voraus. Interessanterweise zeigt Abb 4.5.2
C nach Behandlung mit BP11 in den Konzentrationen von 5 pM und 10 pM eine
Abnahme der Phosphorylierung Cdc2 bei gleichbleibender Menge von Cdc2. Dies
deutet auf eine Aktivierung von Cdc2 durch BP11.

" | ™ | TEEme

— T T —— R - Aktin — R ——— Vo]
1 2 3 4 5
C
R — —— p - Cdc2
. . . . . | G2
3 - Aktin

Abb. 4.5.2: Expression zellzyklusregulierender Proteine bei Panc89 Zellen

Die Zellen wurden mit drei unterschiedlichen Konzentrationen von BP11 fir 24 h behandelt (2. 1 uM,
3. 5uM, 4. 10 pyM) Zusatzlich dienten unbehandelte (1.) und nur mit DMSO 0,1 % (5.) behandelte
Zellen als Kontrolle. Das Behandlungsschema war bei A, B und C identisch. Die Lysate wurden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Nachweis erfolgte bei A,
B und C mit einem polyklonalen Antikdrper der Firma Cell Signaling. Die eingesetzten
Konzentrationen wurden den Angaben des Herstellers entnommen. Der Nachweis erfolgte bei A, B
und C mit einem sekundaren anti - Kanninchen HRP-gekoppelten Antikérper der Firma Cell Signaling.
3 - Aktin diente zum Nachweis der gleichen Ladungsmenge.
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4.5.2 BP11 - Behandlung fuhrt zu morphologischen, subzellularen

Veranderungen bei Pankreaskarzinomzellen

Nachdem bei Testungen verschiedener Phenanthridiniumderivaten der Einfluss von
BP11 auf die Polymerisation von Tubulin gezeigt werden konnte (Marko, 2003),
wurde untersucht ob BP11 die Veranderungen des Tubulinnetzwerkes verursacht.
Hierzu wurden Panc89 und Colo357 Zellen mittels Immunofluoreszenz untersucht,
mit BP11 behandelt und die intrazellulare Verteilung von a, 3, y Tubulin mit Hilfe von
spezifischen Antikorpern nachgewiesen. Zusatzlich wurde die zellulare DNA mit
Hoechst 33258 (Sigma - Aldrich, Munchen) angefarbt. Hoechst 33258 gehort zu den
Bisbenzimid - Farbstoffen. Dieser Fluoreszenzfarbstoff interkaliert in der A - T -
Region der DNA (Weisblum und Haennsler, 1974). Die Zellen wurden 1 h, 8 h, 24 h
und 48 h nach BP11 Behandlung mikroskopisch analysiert. Exemplarisch zeigt Abb.
4.5.3 die Auswertungen nach 24 h Behandlung mit BP11 und Anfarbung von a, £
Tubulin. Wie in vorausgegangenen Untersuchungen zeigt BP11 ab einer
Konzentration von 5 uyM einen Einfluss auf den Spindelapparat. Wahrend bei den
unbehandelten Kontrollzellen und den mit 1 yM BP11 behandelten Zellen einzelne
mitotische Zellen mit einem korrekt ausgebildeten Spindelapparat zu erkennen sind,
fuhrt die Behandlung mit 5uM BP11 zur Ausbildung von multipolaren Mitosespindeln.
Schon nach 1 h fuhrt die Konzentration von 5 pM zu erheblichen Storung im Aufbau
des Spindelapparates. Abb 4.5.4 zeigt eindrucksvoll die diffuse Verteilung der
Zentrosomen in der Zelle. Die Zellen wurden fixiert und zusatzlich mit y -Tubulin
angefarbt. Durch die DNA - Farbung waren in den 5 yM und 10 pM BP11
behandelten Zellen veranderte Kernformen und kondensiertes Chromatin (apoptotic
bodies) im Vergleich zu den Kontrollzellen und mit 1 yM BP11 behandelten Zellen zu
beobachten (Abb 4.5.3: Bild 2, 4, 6 und 8).
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Kontrolle

5 uM 10 pM

Abb. 4.5.3: EinfluB von BP11 auf das Tubulinnetzwerk in Panc89 Zellen. Zellen wurden zur
Detektion von a,B Tubulin mit dem monoklonalen Mausantikdrper Tubulin markiert. Zur Detektion der
DNA wurde der Hoechst Farbstoff (Nr. 33258, Sigma) eingesetzt. Die Zellen wurden entweder nicht

(Abb. 1 und 2), mit 1 yM BP11 (Abb. 3 und 4), mit 5 yM BP11 (Abb. 5 und 6) oder mit 10 uM BP11
(Abb. 7 und 8) behandelt.

Kontrolle 5uM

Abb. 4.5.4: EinfluB von BP11 auf das Tubulinnetzwerk von mitotischen Panc89 Zellen. Zellen
wurden fir 24 h mit 5 yM BP11 behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Panc89 Zellen. Der
MaRstab bei den Panc89 Kontrollzellen liegt bei 32 um, bei den 5 yM behandelten Zellen bei 20 pm.

Die Zellen wurden mit dem monoklonalem Mausantikérper a, B, y Tubulin markiert. Zur Detektion der
DNA wurde der Hoechst Farbstoff (Nr. 33258, Sigma) eingesetzt.
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4.6 Untersuchung der Aktivierung von AP1 und NFKB nach BP11
Behandlung

4.6.1 Posttranskriptionelle Aktivierung von AP1 nach BP11 Behandlung

Die AP1 - Aktivierung kann auf posttranskriptioneller Ebene, sowie transkriptioneller
Ebene erfolgen. Um der Frage nachzugehen, ob der Phosphorylierung der JNK/SAP
- Kinasen, sowie der ERKs eine posttranskriptionellen Aktivierung durch
Phoshorylierung von ¢ - JUN folgt, wurde die AP1 DNA - Bindungsaktivitat
untersucht. Hierfir wurden Panc89 Zellen fur 24 h und 48 h mit 5 yM BP11, sowie
als Losungsmittelkontrolle mit DMSO (0,05%) 1 : 2000 inkubiert. Daraus wurden
Kernextrakte isoliert und mit einem kommerziellen [y*?P] - markierten AP1 -
Konsensus Oligonukleotid inkubiert. Im Anschluss wurde ein Electrophoretic Mobility
Shift Assay durchgefuhrt. Oligonukleotid gebundenes AP1 wurde durch die
veranderte Beweglichkeit in der Gelelektrophorese sichtbar. Abb 4.6.1 A zeigt nach
24 h BP11 Behandlung eine starke Erhohung der AP1 DNA - Bindungsaktivitat,

welche auch nach 48 h bestehen blieb.

4.6.2 Untersuchung der potentiellen NFkB - Bindungsstellen nach BP11
Behandlung

NF«kB spielt eine gro3e Rolle in vielen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen, wie Apoptose, Tumorwachstum, Entzundung, sowie Tumorentstehung.

Die NFkB DNA-Bindungsaktivitat wurde mit isolierten Kernextrakten von Panc89
Zellen und nachfolgenden EMSA (,Electrophoretic Mobility Shift Assay“) untersucht.
Die Aktivierung von NFkB in BP11 behandelten Zellen konnte nach 24 h und 48 h
gezeigt werden (Abb. 4.6.2 B). Hierzu wurden Panc89 Zellen fur 24 h und 48 h mit 5
uM BP11 und DMSO (1 : 2000) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen. Um die Zusammensetzung der identifizierten NFkB - Banden zu untersuchen,
wurden sogenannte Supershift — Experimente durchgefihrt. Bei dieser Methode
kbnnen mit Hilfe von Antikorpern die einzelnen Heterodimere von NF«B

nachgewiesen werden. NFkB besteht aus Heterodimeren verschiedener Unterheiten.
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Hierzu wurden zusatzlich zu den radioaktiv markierten Oligonukleotiden Panc89
Zellen mit spez. Antikdrpern gegen p50 und p65 inkubiert. Binden die Antikorper an
den Komplex zwischen radiomarkierten Oligonukleotiden und Transkriptionsfaktor
verschiebt sich die Beweglichkeit der markierten Oligonukleotide. Die Bande ,shiftet”
nach oben. Bei Zugabe der Antikorper gegen NFkB p50 und NFxB p65 konnte ein
Supershift detektiert werden (Abb. 4.6.3 C).

A

24h 48 h

2 BP11 DMSO @ BP11 DMSO

* . .- AP1/DNA-Komplex

ungebundenes Oligo

Abbildung 4.6.1: Electrophoretic Mobility Shift Assay. A: Ap1 - Induktion nach 24 h und 48 h
und 5 yM BP11 Behandlung von Panc89 Zellen.

Panc89 Zellen wurden entweder unbehandelt (J)Negativkontrolle, mit 5 yM BP11 (BP11), oder als
Lésungsmittelkontrolle mit DMSO behandelt. AnschlieRend wurde an Hand von Kernproteinextrakten
die AP1 Induktion nach 24 h und 48 h mittels EMSA analysiert. Als AP1 - bindende Sequenz wurde
ein kommerzielles, radiomarkiertes AP1 - Konsensus - Olgonukleotid verwendet.
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B 1 2 3 4 5 6
NFxB/DNA-Komplex
Unspezifische Bande
C - p50 p65
AK. AK.
Supershift
p65/p50 —»
p50/p50 — NFxB/DNA-Komplex

Unspezifische Bande

Abb. 4.6.2: Electrophoretic Mobility Shift Assay. B: Untersuchung der NFxB - Induktion nach
24 h und 48 h Stunden nach BP11 Behandlung von Panc89 Zellen.

Panc89 Zellen wurden entweder unbehandelt (1&4)- Negativkontrolle, mit 5 yM BP11 (2&5), oder als
Lésungsmittelkontrolle mit DMSO (3&6) behandelt. AnschlieBend wurde an Hand von
Kernproteinextrakten die NF«B - Induktion nach 24 h (1-3) und 48 h (4-6) mittels EMSA analysiert. Als
NFkB - bindende Sequenz wurde ein kommerzielles, radiomarkiertes NfkB - Konsensus-
Olgonukleotid verwendet.

Abb. 4.6.3: Die Abbildung zeigt eine reprasentative Supershiftanalyse mit Igk

C: Panc89 Zellen wurden fiir 24 h Stunden mit 5 pM BP11 behandelt (Bande 1-3). Es wurden
nukledre Extrakte isoliert, diese mit Igk gelabelt und in einem Gelshiftverfahren aufgetrennt.
Unstimulierte Panc89 Zellen dienten als Negativkontrolle (nicht gezeigt). Die mit den polyklonalen
Kaninchen Antikdrper anti - p50 und anti - p65 versehenen Proben shifteten die entsprechenden
Proben nach oben
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Die Mechanismen der Apoptosehemmung von NF«B sind vielfaltig. Zielgene von
NF«B sind u.a. Bcl2-Homolge, wie BclxL, sowie Mitglieder der IAP - Familie (v.a.
clAP1 und clAP2). Andere Gruppen konnten bereits zeigen, das auch Survivin in der
Regulation von NF«xB involviert ist (Chen et al., 2003; Kawakami et al., 2005).
Zusatzlich wird die Aktivierung des Survivin — Promoters durch AP — 1 diskutiert
(Che et al., 2006). Aus diesem Grund wurde eine Zeitkinetik der Survivinexpression

nach BP11 Behandlung untersucht.

4.7 Untersuchung der Survivin-Expression nach BP11-Behandlung

4.71 Zeitkinetik der Survivin-Expression in BP11 behandelten Panc89

Zellen

Die nach BP11 Behandlung mittels Immunfluoreszenz nachgewiesenen polyploiden
Zellkerne und die multipolare Spindel deuteten zusatzlich auf den Einfluss von BP11
auf die Survivin - Expression hin. Deshalb wurde eine Zeitkinetik der Survivin -
Expression auf Protein - und RNA - Ebene untersucht. Abb 4.7.1 zeigt die Survivin -
Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Zellen wurden mit 5 uM und 10 pM
BP11 fur den gewunschten Zeitraum behandelt, lysiert und mit Hilfe des Western
Blots analysiert. Nach 1h Behandlung mit 5 yM und auch 10 uM BP11 (Bande 2 und
6) erfolgte eine starke Repression von Survivin. Nach 8 h Behandlung mit beiden
Konzentrationen (Bande 3 und 7) stieg die Survivin-Proteinmenge wieder an und
erreichte ein Maximum nach 24h (Bande 4 und 8). Abb. 4.7.2 zeigt die Survivin -
Expression auf RNA-Ebene. Analog zum Protein konnte in einer R.T. - PCR eine
Repression von Survivin zeitabhangig dargestellt werden. Die
Polymerasekettenreaktion (PCR, ,Polymerase chain reaction®) wurde in den
achtziger Jahren entwickelt (Mullis, 1990) und beruht auf der Methode bestimmte
DNA-Abschnitte zu amplifizieren.

Hierfir wurden Panc89 Zellen fur 1 h, 8 h, 24 h und 48 h mit 5 yM BP11 behandelt.
Nach RNA - Isolation (s. Material und Methoden 3.2.10.1) wurden 2 ug RNA/10 pl in
cDNA mittels einer Reversen Transkriptase umgeschrieben (s. Material und
Methoden 3.2.10.2) und mit Hilfe einer quantitativen PCR ausgewertet. Nach 1 h
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folgte eine maximale Repression von Survivin, nach 8 h stieg der Survivin Level
wieder an, erreichte jedoch nicht den maximal Wert der unbehandelten
Kontrollzellen. Nach 24 h erfolgte erneut eine Survivin-Repression. Dies widerspricht
der Survivin - Regulation auf Protein-Ebene, dort stieg die Survivin - Proteinmenge
nach 24 h Behandlung mit 5 yM BP11 auf ein Maximum an (Abb. 4.7.1).

— o —— e A — Survivin

— — — R - Aktin

Abb. 4.7.1: Zeitkinetik der Survivin-Expression in Panc89 Zellen nach BP11 Behandlung

Jeweils 25 pg Zelllysat von Panc89 Zellen wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Western Blot
Analyse wurde mit Hilfe von einem polyklonalen Antikorper gegen Survivin (Cell Signaling, Frankfurt)
durchgefihrt. Als Ladungskontrolle wurde eine R - Aktin Bestimmung durchgefiihrt. Bande 1 zeigt
unbehandelte Kontrollzellen. Bande 2,3,4,5 zeigt die Survivin-Expression nach 5uM BP11 Behandlung
nach jeweils Bande 2 1 h, Bande 3 8 h, Bande 4 24 h und Bande 5 48 h. Bande 6, 7, 8 und 9 zeigt die
Survivin - Expression nach 10 yM BP11 Behandlung nach jeweils Bande 6 1 h, Bande 7 8 h, Bande 8
24 h und Bande 9 48 h.
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Abb. 4.7.2

Panc89 [ Kontrolle O 1h ® 8h @ 24h O 48h

Survivin-Expression

0l B i %

Abb. 4.7.2 Zeitkinetik der Survivin Expression auf RNA-Ebene in Panc89 Zellen

Jeweils 2 ug Gesamt RNA wurden mit Hilfe der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die
Detektion der PCR Amplifikate erfolgte mit Sybr Green. Um Kontaminationen zu erkennen wurde als
Leerwert Aqua ad iniectabilia mitgefiihrt. Bande 1 (gestrichelte Bande) zeigt die Survivin — Expression
von unbehandelten Panc89 Zellen. Bande 2 (gelbe Bande) nach 1h, Bande 3 (schwarze Bande) nach
8 h , Bande 4 (gestreifte Bande) nach 24 h und Bande 5 (graue Bande) nach 48 h 5 yM BP11
Behandlung. Die Expression des Survivin-Gens wurde auf das Housekeeping Gen PBGD normiert.,
da PBGD im Vergleich zu [ - Aktin gering exprimiert wird.
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4.8 Multidrug- Resistenz nach BP11-Behandlung

Die Multidrug-Resistenz (MDR) gilt als wichtiger Chemoresistenzmechanismus. Ein
MDR-Phénotyp der Zellen beruht wu.a. auf der Uberexpression von
Transportproteinen. Das am besten charakterisierte Transportprotein ist das durch
das MDR1-Gen kodierte P - Glykoprotein (Pgp) (Mechetner et al., 1998). Verapamil
(Schema 4.3), ein Phenylalkylamin besitzt die Fahigkeit die Zytostatika - Resistenz
aufzuheben (Zamora et al., 1988). Fur beide Enantiomere des Verapamils wurde der
Angriff am membranstandigen P - Glykoprotein und dessen Blockade nachgewiesen
(Toffoli et al., 1995). Neben der Bindung am P - Glykoprotein wurde ein weiterer
Mechanismus postuliert: Verapamil verbessert die Membrangangigkeit der
eigentlichen Zytostatika (Pajeva et al., 1996; Dey et al., 1997). Um BP11 als
potentielles Zytostatikum weiter zu erforschen, wurde die MDR mit Hilfe des
Kristallviolettassays (s. Material und Methoden 3.2.8.1) an Panc89 und Colo357
Zellen getestet. Die Zellen wurden mit 10 yM Verapamil fir eine Stunde prainkubiert
und anschlieBend mit unterschiedlichen Konzentrationen von BP11 fur 24 h
behandelt. Als Kontrolle dienten einmal unbehandelte, zum anderen nur mit
Verapamil behandelte Zellen. Abb. 4.8 zeigt exemplarisch die Auswertung des
Kristallviolettassays von Panc89 Zellen. Nach Verapamil-Inkubation starben 20% der
Zellen in Bezug auf die unbehandelten Kontrollzellen, die in diesem Experiment als
100% gesetzt wurden. Ab einer Konzentration von 5 uM BP11 starben ca. 40% der
Zellen, wobei die Erhdhung der Konzentration auf 10 uM BP11 keine Verdopplung
der toten Zellen zur Folge hatten. Nach der Behandlung mit 10 yM BP11 Uber einen
Zeitraum von 24 h starben 50% der Panc89 Zellen. Wirde eine Multidrug -
Resistenz Uber das membranstandige P - Glykoprotein bestehen, wurde die
Prainkubation mit Verapamil deutlich mehr tote Zellen durch Blockade des Efflux von
BP11 zur Folge haben. Abb. 4.8 zeigt jedoch nur max. 5% mehr tote Zellen nach
Prainkubation mit Verapamil und anschlieender Behandlung mit 5 uM BP11. Die
Behandlung mit Verapamil und anschlieRender Behandlung mit 10 yM BP11 zeigte
keine Unterschiede im Vergleich zu den mit BP11 alleine behandelten Zellen. BP11
in einer Konzentrationen von 1 yM hatte wie in den vorherigen Experimenten kaum

Einfluss auf die Pankreaskarzinomzelllinien (Colo357 nicht gezeigt).
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Schema 4.3 : Verapamil, ein Calcium- Antagonist mit amphiphilen Charakter.
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Abb. 4.8: Einfluss von Verapamil auf BP11-induzierten Zelltod

Panc89 Zellen wurden fir 1 h mit Verapamil vorbehandelt und anschlie3end fiir 24 h mit BP11 in drei
verschiedenen Konzentrationen (1 uyM, 5 yM und 10 puM) behandelt. Dargestellt ist die Vitalitat in
Prozent, wobei die Kontrollzellen (unbehandelt) 100% gesetzt wurden. Die Werte sind 8 - fach

Bestimmungen, wobei der Mittelwert + SD aufgetragen wurde.
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4.9 Einfluss von BP11 auf humane diploide Fibroblasten

Um BP11 als potentielles Zytostatikum weiter zu untersuchen, wurde der Einfluss
von BP11 auf Fibroblasten getestet. Hierfur wurde einmal der Kristallviolettassay und
zum anderen der Ez4U - Assay durchgefiihrt. Dafiir wurden 1x10* Zellen in 96 - well
Platten ausgesat und am nachsten Tag mit unterschiedlichen Konzentrationen von
BP11 behandelt. Abb. 4.9 A zeigt die graphische Auswertung des
Kristallviolettassays, wobei unbehandelte Zellen als Kontrolle dienten und als 100%
vital angesehen wurden. Abb. 4.9 B zeigt die graphische Auswertung des Ez4U -
Assays, wobei die Auswertung simultan zur Auswertung des Kristallviolettassays
durchgefuhrt wurde.

KIFS [@ Kontrolle | 1uMBP11 0 5uMBP11 @ 10uMBP11

120 1204
100 100
80+ 80

60 60

Vitalitat[% ]

Mitochondrienaktivitat[%]at[%]

40 40

20 204

Abb. 4.9: Einfluss von BP11 - Behandlung auf die Vitalitdt humaner diploider Fibroblasten. Die
Fibroblasten (KIF 5) wurden fir 24 h mit drei verschiedenen Konzentrationen 1 yM (schwarzer
Balken), 5 uM (hell grauer Balken) und 10 uM (dunkel grauer Balken) behandelt.

Abb. A zeigt die graphische Darstellung eines Kristallviolettassays. Dargestellt ist die Vitalitat in
Prozent, bezogen auf unbehandelte Kontrollzellen (gestrichelter Balken), wobei diese als 100%
gesetzt wurden. Die Werte ergeben sich aus einer 8 - fach Bestimmung, der Mittelwert und die
Standardabweichung wurden aufgetragen. Abb. B zeigt die graphische Darstellung eines EZ4U -
Assays. Der Assay wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt (Biomedica, USA). Aufgetragen
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen einer 8 - fach Bestimmung.
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5 DISKUSSION

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist ein hochmaligner, epithelialer Tumor,
der nicht auf die gangigen Chemotherapien anspricht. In einer groRen Anzahl an
Phase - Il - Studien konnte kein Chemotherapeutikum etabliert werden, dass einen
bedeutenden Therapeutischen Effekt zeigt. Fruhere Veroffentlichungen beschreiben
die Beteiligung verschiedener Signaltransduktionswege und Adaptermolekule an der
Apoptoseresitenz, frihzeitigen Metastasierung, sowie weiterer antiapototischer
Mechanismen, wie die Aktivierung von NFKB und AP1 (Trauzold et al, 2005,
Trauzold et al., 2006, Siegmund et al., 2007). Ziel dieser Arbeit war es, das
potentielle Zytostatitikum, BP11, auf seine molekularen Wirkmechanismen beim
Pankreaskarzinom zu testen. Eine Reihe von ausgesuchten Benzo[c]phenanthridin-
Derivaten wurde im Rahmen der Dissertation von llka Kock (llka Kock, 2003 und
nachfolgender Arbeiten) bei in vitro-Testungen im National Cancer Institute und der
Firma Baxter auf ihr zytotoxisches Potential untersucht. Strukturell ahnliche
Substanzen, wie lIrinotecan und Topocetan werden heute erfolgreich in der
Antitumortherapie eingesetzt (Pommier, 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Benzol[c]phenanthridin-Derivat BP11 (6-Amino-11,12-dihydro-1-( 3’ 5-dimethoxy-4’
hydroxyphenyl)benzo[c]phenanthridiniumchlorid) untersucht, welches von allen
getesteten Verbindungen als einzige in der Lage war, das Zellwachstum in einem
Konzentrationsbereich unterhalb von 1 uM zu halbieren (llka Kock, 2003). Es sei
jedoch anzumerken, dass bei beiden Testsystemen keine Pankreaskarzinomzelllinie
ausgewahlt wurde. Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen ergaben sich
aus dem Testsystem der Firma Baxter, die im Rahmen einer bestehenden
Kooperation die Benzo[c]phenanthridin-Derivate mit Hilfe des XTT -
Zytotoxititatsasssays untersucht haben.
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5.1 BP11 inhibiert das Wachstum von Pankreaskarzinomzellen und fiihrt

zur Veranderung im Zellzyklus

Die hier prasentierten Versuche wurden mit etablierten Pankreaskarzinomzelllinien
durchgefuhrt (Sipos et al, 2003) Die Phasenkontrastaufnahmen, die
Wachstumskurven, der *H - Tymidin-Einbau und die durchflusszytometrischen
Analysen zeigten, dass BP11 zu einer Hemmung der Proliferation und zum Zelltod
der Pankreaskarzinomzellen fiihrt. Ahnliche Ergebnisse zeigten Untersuchungen des
Sanguinarin (13-methyl benzodioxolo(5, 6-c)-1,3-dioxolo(4,5-i)phenanthridin) (Kim et
al., 2008).

Schema 5.1

Schema 5.1:

Sanguinarin, ein natlrlich vorkommendes Alkaloid mit Benzophenanthridin-Grundgeriist

Sanguinarin ist ein Benzophenanthridin-Derivat, welches in der Lage ist, das
Wachstum zu inhibieren, sowie den apoptotischen Zelltod in verschiedener malignen
Zelltypen auszulosen (Adhami et al., 2003; Adhami et al., 2004; Ding et al., 2002).
Die Daten unterstitzen meine Ergebnisse, die ein Abrunden der als Monolayer
wachsenden Zellen und eine deutliche Inhibition des Wachstums zeigten.
Eingehende Analysen ergaben einen konzentrationsabhangigen und Zelllinien-
spezifischen Effekt von BP11. So wurde bei der Zelllinie Panc89 der Anstieg der
Zellen in der sub - G1 - Population (apoptotischer Zelltod) nach 24 h Behandlung bei
einer Konzentration von 5 yM bei 50% der Zellen beobachtet. Bei der Zelllinie
Colo357 war eine hohere Konzentration von BP11 (10 yM) nétig, um nach 24 h einen
ahnlichen Effekt zu erzielen. Unterschiede in den Zelllinien ergaben sich auch bei
Zellen in der G1 - Phase. Erneut war der Effekt von BP11 in der Konzentration von 5
MM bei Panc89 deutlich ausgepragter als bei Colo357. Nach 24 h befanden sich nur
noch 8% der Panc89 Zellen in der G1 - Phase, wahrend bei Colo357 der Anteil noch
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bei 20% der Zellen lag. Bei beiden Zelllinien war kein Unterschied zu den
unbehandelten Zellen in der G2 - Phase zu beobachten, was daraus schlie3en Iasst,
dass die Zellen aus der G1 - Phase nach BP11 Behandlung einen irrevesiblen
Schaden erfahren und sterben. Die Hochregulation der Proteine p21 und p27
deuteten auf einen Zellzyklusarrest hin. Das unterschiedliche Zelllinien - spezifische
Verhalten konnte auf Grund der verschiedenen genetischen Grundlagen (Sipos et
al., 2003) auf Unterschiede in den Signaltransduktionswegen der Zelllinien

zurlckzufuhren sein (Siegmund et al., 2007).

5.2 BP11 induziert teilweise apoptotischen Zelltod

Basierend auf den ersten Daten, wurden zusatzlich Zellen, die durch stabile
Transfektion Bclx, in Colo357 Zellen Uberexprimieren, verwendet. Zum einen dienten
die daraus resultierenden Daten, zur Absicherung erster Ergebnisse, zum anderen
um weitere Daten bezuglich des BP11 - induzierten Zelltod zu erhalten. Auch unter
diesem Aspekt konnten andere Gruppen zeigen, dass das strukturell verwandte
Alkaloid Sanguinarin in der Regulation von pro - apoptotischen und anti -
apoptotischen Proteinen der Bcl - 2 Familie zu Gunsten der pro - apoptotischen
Proteine Bax, Bid, Bak anti - apoptotische Familienmitglieder, wie z.B. Bcl - 2, oder
Bclx, runterreguliert (Adhami, et al., 2003). Die in unseren Experimenten verwendete
Pankreaskarzinomzelllinie Panc89 zeigt eine konstitutive Uberexpression von Bclx,
nach BP11 - Behandlung konnte keine Runterregulation von den anti-apoptotischen
Proteinen der Bcl - 2 - Familie beobachtet werden (Daten nicht gezeigt), dieses
widerspricht den Ergebnissen des Sanguinarin nicht vollstandig, deutet bezuglich
des BP11 - induzierten Zelltodes jedoch auf andere, oder zusatzliche Mechanismen
hin.

Bclx, ist ein anti-apoptotisches Protein und gehort zur Familie der Bcl - 2 Proteine.
Zusatzlich zum Zelliberleben (Zhu et al., 2005) wird Bclx. mit der Regulation des
Zellzyklus (ltoh et al., 2003) und der Zelldifferenzierung (Wakabayashi et al., 2000) in
Zusammenhang gebracht.

Nachdem die Apoptoseresistenz vielfach in weiteren Systemen untersucht und
bestatigt wurde (Daten nicht dargestellt) wurden zusatzliche
Zellzyklusuntersuchungen mit den Colo357/Bclx. Zellen durchgefuhrt. Um den
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Zelltod weiter verifizieren zu kdnnen, wurde der Breitspektrum Caspase - Inhibitor
zVAD - fmk in Kombination mit BP11 eingesetzt.

zVAD - fmk (Benzyloxycarbonyl - Valin - Alanin - Aspartat - Fluoromethylketon)
gehort zu den synthetischen Peptidinhibitoren und bindet unspezifisch durch seine
Benzyloxycarbonyl - Gruppe an alle bekannten Caspasen. Die Fluoromethylgruppe
bindet an das aktive Zentrum der Caspasen, was zu einer sofortigen und
irreversiblen Hemmung der Caspasen fuhrt (Borner und Monney, 1999; Garcia -
Calvo et al., 1998). Nukleare Kondensation und Fragmentation kann sowohl caspase
- abhangig, als auch caspase - unabhangig auftreten (Deschesnes et al., 2001). In
dieser Arbeit wurde u.a. der ,klassischen Weg" der Apoptose untersucht, dieser geht
mit einer Caspasen - Aktivierung einher, womit der Einsatz des Breitspektrum -
Caspasen - Inhibitors mit einer Inhibierung des apoptotischen Zelltodes begrindet
ist.

Zelllinien - spezifische Unterschiede traten sowohl bei Zellen in der G1 - Phase, als
auch bei Zellen in der sub - G1 - Phase (apoptotic bodies) auf. Wahrend bei den
Zelllinien Panc89 und Colo357/wt die BP11 - induzierte Abnahme der Zellen in der
G1 - Phase nach Hemmung der Caspasen nicht reversibel war, konnte der Zelltod
bei Zellen, die sich in der sub - G1 - Phase befanden teilweise rickgangig gemacht
werden. Interessanterweise traten bei den Apoptose-resistenten Colo357/Bclx.
Zellen, als auch bei den mit zZVAD - fmk vorbehandelten Zellen jeweils ein G2 - Arrest
auf. Diese Daten liefern den Beweis, dass zumindest ein Teil der Zellen nach BP11 -
Behandlung durch apoptotische Zelltod sterben. Nach Caspase - Inhibition durch
zVAD - fmk war ein verminderter Zelltod durch BP11 festzustellen. Da dieser jedoch
nicht vollstandig gehemmt wurde, deuten diese Ergebnisse auf das Vorhandensein
weiterer Wege fur BP11 induzierten Zelltod. Dabei kommt dem antiapoptotischen,
sowie Zellzyklusregulierendem Protein Survivin eine Schlusselrolle zu.

Eine wesentliche Rolle des Survivins ist die Regulation der Mitoseprogression in
malignen Geweben, deswegen wurde zunachst in Immunfluoreszenzanalysen
geklart, wie weit BP11 Behandlung =zu Mitotischen Abnormalitaten in

Pankreaskarzinomzellen fihrt.
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5.3 BP11 - Behandlung fiihrt zur Zentrosomenamplifikation und

multipolaren Mitosespindeln

In den Immunfluoreszenzanalysen waren bei allen BP11 behandelten Zelllinien
Zentrosomenamplifikationen mit bis zu 4 Zentrosomen in einer Zelle zu beobachten.
Nach BP11 Behandlung waren diese Zellen nicht mehr in der Lage eine funktionelle
Spindel aufzubauen (Abb. 4.5.3 und Abb. 4.5.4). Eine Induktion von multipolaren
Spindeln und Zentrosomenamplifikationen nach BP11 - Behandlung wurde erstmals
im Rahmen dieser Arbeit beschrieben. Zentrosomen spielen in der
Zellzyklusregulation eine zentrale Rolle. Sie sind dynamische Organellen, die
wahrend des Zellzyklus eine Reihe von auffalligen strukturellen Veranderungen, wie
Duplikation (S - Phase), Elongation (G2 - Phase), Reifung (G2/M - Phase),
Separation (G2/M - Phase) und Zentriolendisorientierung (Ende Mitose/G1 - Phase)
durchlaufen (Borens und Boudjuo, 1999; Zimmermann et al., 1999; Urbani und
Stearns, 1999). Die korrekte Ausflihrung ist wichtig fur die Ausbildung einer
bipolaren mitotischen Spindel. Fehlerhafte Zentrosomenduplikation fuhrt zur
Ausbildung von mono - oder multipolarer mitotischer Spindeln. Die nachgewiesenen
Spindel - und Zentrosomendefekte in den BP11 behandelten
Pankreaskarzinomzelllinien lassen auf einen Einfluss eines oder mehrerer Proteine
des mitotischen Zytoskeletts, wie z.B. Tubulin, Mikrotubuli - akzessorischer Proteine
oder zentrosomaler Proteine, wie Survivin schlielen.

Mitotische Abnormalitaten, wie sie nach Behandlung mit BP11 beobachtet wurden,
wurden auch in Zellen gefunden, bei denen ein funktionelles Ausschalten von
Survivin induziert wurde.

.Knocked out’ von Survivin fuhrte nach wenigen Tagen zum Absterben von
Mauseembryonen. Weiterhin fuhrte der ,knocked out’ von Survivin zu schweren
Storungen der Mitose von humanen Zellen. Die Zellen konnten keine regularen
Mitosespindeln ausbilden und wiesen multiple polyploide Zellkerne auf (Uren et al.,
2000). Interessanterweise fuhrte ein ,knocked out® von INCENP zu gleichen
funktionellen Storungen in der Mitose (Uren et al., 2000). INCENP und Survivin
werden als Teil eines sogenannten ,chromosomal passenger complex” beschrieben
(Skoufias et al., 2000; Temme et al., 2003; Uren et al., 2000; Wheatly et al., 2001),
beide Proteine nehmen eine essentielle Rolle wahrend der Mitose ein (Wheatly et al.,
2001). Es wird angenommen, dass Survivin wahrend der Metaphase an die
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Spindelfasern bindet und durch p34°°? - Cyclin B1 phosphoryliert wird. Durch die
Phosphorylierung kann Survivin die Procaspase 9 binden und stabilisieren.
Umgekehrt fuhrt Dephosporylierung zu einem Caspase - 9 - abhangigen
apoptotischen Zelltod. Wahrend der Prometa - und Metaphase binden Survivin, die
Aurora B - Kinase und INCENP am Kinetochor der Chromosomen und bilden den
Kinetochorkomplex (Bolton et al., 2002; Wheatly et al., 2001). Weiterhin organisiert
Survivin als Teil des ,chromosomal passenger complex* durch seine Interaktion mit
Tubulin und einigen Kinasen u.a. die Segregation der Chromosomen (Adams et al.,
2001).

Die zeitabhangige Herrunterregulation von Survivin fuhrt dazu, dass der mitotische
Spindelapparat nicht, oder fehlerhaft ausgebildet wird. Diese Beobachtung konnte
auch in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit gemacht werden. Die dazu
notwendigen Untersuchungen wurden mit freundlicher Unterstutzung von Prof. Uwe
Knippschild, Universitatsklinikum Ulm durchgefihrt. Bereits 15 min nach Behandlung
mit 5 yM BP11 ist eine fehlerhafte Ausbildung des Spindelapparates zu beobachten
(Daten nicht gezeigt). Dieser Versuch (Video) wurde mit freundlicher Unterstitzung
von Herrn Prof. Uwe Knippschild durchgefuhrt. Die schnelle Inaktivierung von
Survivin (Abb. 4.7.1), sowie die fehlerhafte Ausbildung des Spindelapparates fuhren
letztlich sofort zu einem nicht lebensfahigen Zustand bzw. zum programmierten
Zelltod der proliferierenden Zellen. Diese Daten konnten einen wichtigen Schritt in
der Signaltransduktion aufklaren. Die Behandlung von Pankreaskarzinomzellen mit
BP11 endet groften Teils im Zelltod durch Mitotische Katastrophe nach
zeitabhangiger Herrunteregulation von Survivin. Die essentielle Funktion des
Survivins bei der Mitose macht es zu einem interessanten Zielprotein fur die
Entwicklung inhibitorischer Molekule zur Behandlung von Krebs oder anderen

Erkrankungen.
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54 BP11 induzierter Zelltod durch Mitotische Katastrophe

Pankreaskarzinomzellen besitzen fast ausnahmslos mutiertes p53, was einen
tetraploiden Arrest bei einer DNA - Schadigung verhindert und eine verfrihte
Initiation der Mitose und mitotischer Katastrophe zur Folge haben kann. Die Induktion
und die Erhaltung des tetraploiden G1 - Kontrollpunktes erfordert eine intakte p53 -
und pRb - Funktion. Mehreren Berichten zufolge fuhrt das Mikrotubuli-
destabilisierende Nocodazol zu einer Zerstérung des Spindelapparates (Minn et al.,
1996; Wahl et al., 1996), was bei p53 mut. Zellen zu einer Endoreduplikation und
Hyperploidie fuhrt. Western Blot Analysen (CDK1) und Immunfluoreszenz -
Aufnahmen zeigten nach BP11 Behandlung ahnliche Ergebnisse. Die Mitotische
Katastrophe ist durch das Auftreten von aberranten Mitosen charakterisiert. Sie wird
durch verschiedene Stimuli ausgelost. Zum einen fuhrt die Hemmung
unterschiedlicher G2 - Checkpoint Gene, wie ATM, ATR, PLK 1, PLK 2, PLK 3 und
14 - 3 - 30 zur Induktion der Mitotischen Katastrophe (Bunz et al., 1998; Chen et al.,
1999; Roninson et al., 2001; Chen et al., 2003), zum anderen konnen mikrotubulin-
schadigende Agentien, wie Taxane, Vinca-Alkaloide und Cholchicine eine Mitotische
Katastrophe induzieren. Diskutiert wird ebenso eine Herunterregulation von Survivin
(Magalska et al., 2006). Auch der verfruhte Eintritt der Mitose durch Aktivierung der
Cdc2 wird als Initiator der Mitotischen Katastrophe angesehen. Die verfrihte Cdc2 -
Aktivierung zeigten die BP11 behandelten Panc89 Zellen (Abb. 4.5.2 C).
Ursprunglich beschrieb die Mitotische Katastrophe die Zelltodart, bei der die Zellen
durch eine Uberproduktion der cyclinabhangigen Kinasen Cdc2 in Hefen zur Mitose
gezwungen werden (Russell und Nurse, 1986). Heute gibt es jedoch noch keine
klare Definition der mitotischen Katastrophe. Die Ahnlichkeit der mitotischen
Katastrophe mit der klassischen Apoptose aufdert sich vor allem in der Chromatin-
Kondensation (Chakrabarti und Chakrabarti; 1987). Die Zusammenhange sind
jedoch bis heute noch nicht vollig geklart. Unter der Annahme, dass der
programmierte Zelltod nach der Aktivierung der Caspasen - Kaskade ausgelost wird,
scheint die Mitotische Katastrophe unabhangig von der Apoptose abzulaufen. Nabha
et al., 2002 konnte zeigen, das der Caspase - Inhibitor zZVAD - fmk den als Mitotische
Katastrohe bezeichneten Zelltod nicht verhindern konnte (Nabha, et al., 2002).

Zusatzlich fuhrt die Uberexpression von antiapoptotischen Proteinen, wie z.B. Bcl - 2
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zu einer gesteigerten mitotischen Katastrophe (Lock und Stribinskiene, 1996; Ruth
und Roninson, 2000). Die Uberwiegende Meinung ist jedoch, dass die Mitotische
Katastrophe von der Apoptose gefolgt wird (Magalska et al., 2006; Wolanin et al.,
2006). Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstutzen diese Meinung, da die Behandlung
der stabil transfizierten Colo357/Bclx. Zellen mit BP11, sowie die mit zZVAD - fmk
prainkubierten Panc89 und Colo 357/wt Zellen einerseits zur Bildung aberranter
Mitosen fuhrt, andererseits typische apoptotische Merkmale, wie die Parp-Spaltung
zeigen. Interessenterweise zeigen Immunfluoreszenzaufnahmen von
Pankreaskarzinomzellem nach Prainkubation mit zZVAD - fmk und anschlieRender
Behandlung mit BP11, dass die Zahl der aberranten Mitosen weiter ansteigt (Abb.
nicht gezeigt). Diese Ergebnisse deuten auf einen direkten Zusammenhang
zwischen der Mitotischen Katastrophe und der Apoptose hin. So zeigten in den
Zellzyklusanalysen Pankreaskarzinomzellen 10% weniger Zelltod nach Prainkubation
mit zVAD - fmk, als die gleichen nur mit BP11 behandelten Zellen.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass BP11 in einer noch
nicht eindeutig geklarten Art die Polymerisation des Mikrotubulingerustes stort.
Infolgedessen kommt es zur fehlerhaften Ausbildung der Mitosespindel.
Anschliefend geht die Zelle in die sogenannte Mitotische Katastrophe, gefolgt von,
oder parallel der klassischen Apoptose. Die Involvierung des Survivin - Proteins gilt
in den oben genannten Signaltransduktionswegen von Pankreaskarzinomzellen nach
BP11 Behandlung als wahrscheinlich. Zusatzlich spielen weitere Proteine eine
wesentliche Rolle. So werden nach BP11 Behandlung die Proteine p21 und p27
(Abb. 4.5.2 A und 4.5.2 B) hochreguliert, was auf einen Zellzyklusarrest schlie3en
lant (Ogryzko, et al., 1997; Niculesu, et al., 1998; Radhakrishnan et al., 2004). Durch
die gleichzeitige Aktivierung von Cdc2 kommt es zum Einstieg in die Mitose (Abb.
4.5.2 C). Durch die fehlerhafte Ausbildung der Mitosespindel endet die Zelle jedoch
mit der Mitotischen Katastrophe.

Abschliel3end:
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Zellulare Effekte von BP11:

Effekt Evidenz
Proliferation NNV +++
Wachstum J ++
Zentrosomenamplifikation | N +/-
Multipolare Mitosespindel | NN +/-
Kondensiertes Chromatin | A\ +++

Die Involvierung anderer Schlusselproteine sollten

untersucht werden.

im Rahmen weiterer Arbeiten
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6 SCHLUSSFOLGERUNG

Es erscheint interessant und notwendig diese in vitro gewonnenen Daten im
Tiermodell zu Uberprufen, um festzustellen, ob die Behandlung mit BP11 ein neues
Therapiekonzept fur das Pankreaskarzinom darstellen konnte.
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