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1 Vorwort

Zum Gelingen einer Krebstherapie ist neben dem Wissen zum Status des Patienten die
Kenntnis Uber die Eigenschaften des Tumors von &ufRerster Wichtigkeit. Je detaillierter die
Informationen zu einem Tumor sind, desto gezielter kann ein Zytostatikum fir eine
anstehende Therapie ausgewahlt werden. So besteht die Méglichkeit, bestimmte, nicht in
jedem Tumor vorkommende Zielstrukturen, als therapeutische Targets zu nutzen, wie es
beispielsweise schon in der Behandlung von HER/2-positivem Brustkrebs der Fall ist.
Weiterhin kénnen unnoétige — weil nicht wirksame — Therapien vermieden werden, wenn
bekannt ist, dass eine Resistenz gegeniber einem Zytostatikum vorliegt. Bei genauer
Kenntnis des Resistenzmechanismus kann auch dieser als Angriffspunkt dienen und
dadurch Uberwunden werden. Daher ist die Erforschung der molekularen Grundlagen von
Resistenzmechanismen ein Schritt auf dem Weg zur Individualisierung der Krebstherapie.

Neben Resistenzen, die viele Zytostatika gleichermal3en betreffen, gibt es auch
Mechanismen, die nur gegen bestimmte Zytostatika oder Gruppen von Zytostatika gerichtet
sind. Diese kdnnen genauso vielfaltig gestaltet sein, wie der Wirkmechanismus selbst. Vor
diesem Hintergrund ist es wichtig, die molekularen Effekte von Tumortherapeutika zu kennen
und zu wissen, auf welche Art und Weise sich Krebszellen deren Wirkung entziehen kénnen.
Die Zytostatika Etoposid und Doxorubicin gehéren zu der Gruppe der Topoisomerase
[la-Inhibitoren. Da deren Wirkung auf der Erzeugung von DNA-Doppelstrangbriichen beruht,
besteht ein moglicher Resistenzmechanismus in der Reparatur solcher Strangbriiche. Im
Rahmen  dieser Arbeit werden die molekularen Effekte dieser beiden
Topoisomerase lla-Inhibitoren vor dem Hintergrund der DNA-Reparatur betrachtet.
AbschlieRRend soll der Einfluss von Inhibitoren der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur auf die

Sensitivitdt von Tumorzellen gegeniiber Etoposid und Doxorubicin untersucht werden.



2 Einleitung

2.1 Humane Topoisomerasen

Topoisomerasen erzeugen transiente Einzel- oder Doppelstrangbriiche in der DNA, um
deren Supercoiling zu entspannen. Sie ermdéglichen dadurch Prozesse wie Replikation,
Transkription und Chromatin Remodeling und erleichtern Wechselwirkungen zwischen der
DNA und Proteinen [1, 2]. Topoisomerasen lassen sich dem Typ | (Typ IA und IB) oder dem
Typ Il zuordnen [1]. Typ I-Topoisomerasen schneiden immer nur einen DNA-Strang, die
Typ lI-Enzyme schneiden beide Strange der DNA [2]. Typ I-Topoisomerasen sind
Monomere, die fir ihre Arbeit kein ATP benétigen. Typ ll-Topoisomerasen bilden
Homodimere, die mit Mg®* und ATP funktionieren [3]. Auch die Typ IA-Enzyme brauchen ein
divalentes Metall-lon. Sie binden kovalent an ein 5-Phosphat-Ende des Strangbruchs —
anders als der Typ IB, der ohne Metall-Kation arbeitet und an das 3"-Ende bindet [2, 3].
Abgesehen von den Typ IA-Topoisomerasen, die nur fir negatives Supercoiling zustandig
sind, kdnnen alle Topoisomerasen sowohl positives als auch negatives Supercoiling [2]
relaxieren.

Neben der im Folgenden naher betrachteten Topoisomerase lla existiert noch ein weiteres
Isoenzym, die Topoisomerase lIB. Die Gene beider Isoformen haben sehr &hnliche
Sequenzen und die Enzyme zeigen vergleichbare katalytische Eigenschaften. Allerdings wird
die Topoisomerase lIf — im Gegensatz zur Topoisomerase lla — zellzyklusunabhéngig
exprimiert [2]. Die Bedeutung der Topoisomerase IIf ist nicht ganz Klar [4]. Sie kann die
Funktionen der Topoisomerase lla nicht ersetzen und scheint daher spezielle Aufgaben zu
Ubernehmen. Man vermutet eine Beteiligung an der neuralen Entwicklung [3, 4] und an der

Regulation der Transkription [5].

2.1.1 Topoisomerase Il a

Die Topoisomerase lla ist wichtig fir das Uberleben proliferierender Zellen, was sich in
steigender  Proteinexpression wahrend des Zellwachstums &ufRert. Sie wird
zellzyklusabhangig exprimiert und zeigt maximale Konzentrationen in der G2/M-Phase [3, 4],
was mit ihrem Wirken zusammenhéangt. Topoisomerase lla ist essentiell fir die Replikation
und die Chromosomen-Segregation [3, 6]. Ihr wird aber auch eine Rolle in der Transkription
zugesprochen [5].

Um zu  verstehen, wie es zu einem DNA-Doppelstrangbruch  durch
Topoisomerase lla-Inhibitoren kommt, ist es hilfreich, den Mechanismus genauer zu

betrachten, nach welchem Typ lI-Topoisomerasen einen DNA-Doppelstrang schneiden,
2



einen anderen Doppelstrang durch die entstandene Liicke passagieren und die DNA wieder
zusammenfigen. Der N-terminale Bereich der Topoisomerase Ila beinhaltet die
ATP-Bindungsstelle. Zentral befinden sich eine TOPRIM-Doméne, die das zweiwertige
Kation komplexiert, und die Doméne, die fir die Erzeugung des transienten Strangbruchs
und dessen spaterer Ligation verantwortlich ist. Die C-terminale Domé&ne steuert die
nukleare Lokalisation des Enzyms. AufRerdem reguliert sie vermutlich die Aktivitdt des
Enzyms durch post-translationale Modifikationen und beeinflusst dessen Funktion mittels
Protein-Protein-Wechselwirkungen [5].

In Abb. 1 ist der Mechanismus der Strangpassage veranschaulicht. Die beiden mit dem
homodimeren Enzym in Kontakt tretenden DNA-Segmente werden als G-Segment (gate)
und T-Segment (transported) bezeichnet. Das G-Segment wird von dem Enzym durchtrennt,
um im Anschluss daran das T-Segment durch diese Offnung filhren zu kénnen. Unter der
Bindung von ATP andert die Topoisomerase ihre Konformation und geht aus dem Zustand
einer offenen Klammer in eine geschlossen Form iber. In Anwesenheit von Mg?* greift jedes
Monomer Uber ein Tyrosin eine Phosphodiester-Bindung der DNA des G-Segments an.
Jedes Tyrosin bindet dabei kovalent an das 5°-Ende eines Stranges des durchtrennten
Doppelstrangs. Dieses Intermediat aus Enzym und kovalent gebundener DNA wird als
‘Cleavage Complex’ bezeichnet und ist fir die Wirkung von Topoisomerase lla-Inhibitoren
von Bedeutung [3]. Nun erfolgt die Passage des T-Segments. Dieses wird schlie3lich wieder
freigesetzt und der Doppelstrang wird verschlossen. Unter ATP-Hydrolyse erfahrt das
Homodimer eine erneute Konformationséanderung, die es in die urspringliche Form einer

offenen Klammer versetzt. Das G-Segment kann sich dabei von dem Enzym ldsen [2, 3, 5].
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Abb. 1 Mechanismus der Strangpassage durch Typ ll-Topoisomerasen. Aus Nitiss, J.L., DNA
topoisomerase Il and its growing repertoire of biological functions. Nat Rev Cancer, 2009 [5]

2.2 Topoisomerase Il a-Inhibitoren

Der durch die Topoisomerase lla vorubergehend generierte Doppelstrangbruch kann durch
Topoisomerase lla-Inhibitoren in einen irreversiblen Strangbruch konvertieren. Diese
Wirkung soll hier naher anhand der fir diese Arbeit verwendeten Tumortherapeutika
Etoposid und Doxorubicin erklart werden.

2.2.1 Etoposid

Etoposid ist der Name des Podophyllotoxin-Derivats 4'-Demethylepipodophyllotoxin 9-(4,6-
O-ethylidene-B-D-glucopyranosid). Im Gegensatz zu Podophyllotoxin, das im Rhizom von

Podophyllum-Arten vorkommt, zeigt es keine Wirkung auf den Spindelapparat [7].
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Abb. 2 Struktur von Etoposid [8]

2211 Wirkmechanismus
Die toxische Wirkung von Etoposid beruht darauf, dass es die Menge an durch

Topoisomerase lla vermittelten Doppelstrangbriichen steigert [9]. Es fixiert den Cleavage
Complex und verhindert somit, dass der zuvor erzeugte Strangbruch wieder verschlossen
wird [10]. Kollidieren nun Faktoren der Replikations- oder Transkriptionsmaschinerie mit
diesem Komplex aus Topoisomerase und kovalent gebundener DNA, so wird er zerstort und
der gespaltene DNA-Strang kann nicht mehr zusammengeflgt werden [7, 11]. Die
Wirksamkeit des Topoisomerase lla-Inhibitors ist dabei auch von der Nukleinsduresequenz
in der Nahe des Cleavage Complex abhéngig [2, 12].

Etoposid kann sowohl die Bildung von Doppel- als auch Einzelstrangbriichen vermitteln. Das
liegt daran, dass die beiden Topoisomerase-Monomere des Cleavage Complex unabhéngig

voneinander je ein Etoposid-Molekil binden [2, 9, 13].

2212 Angaben zur Anwendung
Etoposid wird oral oder intravends - auch als das besser wasserldsliche

Etoposidphosphat — appliziert. Etoposidphosphat wird durch alkalische Phosphatasen im
Blut rasch in Etoposid umgewandelt. Es besitzt vergleichbare pharmakokinetische und
pharmakodynamische Eigenschaften wie Etoposid [7]. Die Angaben zur absoluten
Bioverfugbarkeit von Etoposid nach oraler Applikation schwanken zwischen 40 % und 70 %
[14]. Ein Hersteller gibt flr seine Weichkapseln eine absolute Bioverfligbarkeit von 50 % +
25% an [15]. Angaben eines pharmazeutischen Unternehmers zu maximalen
Plasmaspiegeln nach intravendser Gabe liegen nach dreieinhalbstindiger Infusion von 150

mg/m? bei 20,0 + 3,7 pg/ml fur Etoposidphosphat und 19,6 + 4,2 ug/ml fiir Etoposid sowie



nach einstiindiger Infusion von durchschnittich 100 mg/m? bei 20,1 +4,1 pg/ml und
19,0 £ 5,1 pg/ml fur Etoposidphosphat und Etoposid [16].

Etoposid wird vorwiegend renal eliminiert. Annahernd 40 % werden unverandert
ausgeschieden [17]. In geringem Mal3e erfolgt hepatische Metabolisierung zum cis-Lakton
und zur Hydroxycarbonsaure [18]. Ungefahr ein Drittel wird durch Demethylierung und
Glucuronidierung entfernt [7]. Die terminale Halbwertszeit betragt vier bis vierzehn Stunden
[19].

Etoposid wird in Kombination mit anderen Chemotherapeutika zur Behandlung von
Bronchialkarzinomen, = Morbus  Hodgkin und  Non-Morbus  Hodgkin-Lymphomen,
Chorionkarzinomen und Hodentumoren eingesetzt. Als Monotherapeutikum kann es in der
palliativen Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms nach Versagen einer
platinhaltigen Standardtherapie indiziert sein [20, 21]. Dosierungen und Therapieintervalle

sind Tab. 1 zu entnehmen.



Tab. 1 Auszlge aus Fachinformationen/Rote Liste zur Dosierung von Etoposid

Produkt

Dosierung/Schema

ETO-cell® 20

zur Herstellung
einer

Infusionslésung

mg/ml Konzentrat

50-100 mg/m2 i.v. d. 1-5, bzw. 120-150 mg/m2 i.v. d. 1, 3, 5.[20]

Etomedac 20

zur Herstellung

einer

Infusionslésung

mg/ml Konzentrat

(zum Verdinnen)

In Kombination mit anderen zugelassenen
chemotherapeutischen Mitteln 100-120 mg/m?Tag in Form von
Dauerinfusionen von 30 Minuten fir einen Zeitraum von 3 bis 5
Tagen, an die sich eine Ruhephase von zehn bis zwanzig Tagen
anschlief3t. Im Allgemeinen werden drei bis vier Chemotherapie-
Zyklen angewandt. Dosis und Anzahl der Zyklen sollen in
Abhangigkeit des Grades der Knochenmarksuppression und der
Reaktion des Tumors angepasst werden. Bei Patienten mit
Nierenfunktionsstérung ist die Dosis entsprechend

anzupassen.[21]

LASTET® 25
mg/50 mg/100

mg

Weichkapseln

Die Patienten erhalten LASTET Weichkapseln in einer
Dosierung von 100-200 mg/m?® Kérperoberflache taglich
wahrend finf aufeinanderfolgenden Tagen mit mindestens
21-tagigen Intervallen zwischen zwei Zyklen. Ein Zyklus sollte
generell erst dann wiederholt werden, wenn eine Erholung des
Knochenmarks durch hamatologische Kontrollen bestéatigt

worden ist.[15]

2.2.2 Doxorubicin

Doxorubicin gehdrt zu der Gruppe der Anthrazykline. Wahrend deren antibiotische Aktivitat
schon langer bekannt war, wurde man erst in den friihen 1960er Jahren auf die
Antitumoraktivitdt dieser Substanzen aufmerksam. Zwei dieser Verbindungen, die ein
ausgesprochen breites Spektrum in ihrer Antitumorwirkung aufweisen, wurden schlielich

aus Streptomyces peucetius isoliert:

Doxorubicin [22].

Daunorubicin und das hier ndher betrachtete



Abb. 3 Struktur von Doxorubicin [23]

2221 Wirkmechanismus
Doxorubicin interkaliert in die DNA. Der planare Chromophor platziert sich dabei

sequenzspezifisch zwischen die DNA-Basen [22, 24]. Der Daunosamin-Zucker sitzt in der
kleinen Furche der DNA. Dieser Zustand wird durch Van-der-Waals-Kréfte und
Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert [22, 25]. Das in der DNA fixierte Molekil stort die
Arbeit von Helikasen [26] und blockiert dadurch die Transkription und die Synthese der DNA
[27, 28]. Ein zweiter Wirkmechanismus ist die Hemmung der Topoisomerase lla durch das
interkalierte Doxorubicin nach sequenzspezifischer Bindung an den Cleavage Complex [24].
Wie schon in 2.2.1.1 fur Etoposid beschrieben, wird der Cleavage Komplex auf diese Art
zunéchst stabilisiert. Durch das Zusammentreffen mit der Replikations- oder
Transkriptionsmaschinerie wird er schlieBlich zerstért und kann den zuvor generierten
DNA-Strangbruch nicht mehr verschlief3en.

Die im Molekil enthaltene Chinon-Struktur kann zu einem Semichinon-Radikal reduziert
werden. Dieses ist selbst - oder nach der Erzeugung von ROS - potentiell schadigend fir die
DNA. Freie Radikale kénnen zur Lipidperoxidation in Membranen fihren und werden fir die
kardiotoxische Wirkung von Doxorubicin verantwortlich gemacht. Ob eine klinisch relevante

Beteiligung an der erwinschten Antitumorwirkung besteht, ist nicht sicher [29].

2222 Angaben zur Anwendung
Nach intraventser Gabe wird Doxorubicin schnell im Organismus verteilt. Die Elimination

aus dem Blut erfolgt triphasisch (t12a = 4,8 min; t1/23 = 2,6 h; t1/2y = 48 h). Die Substanz
wird nur zu einem geringen Teil renal eliminiert. Ungefahr 50 % des Wirkstoffes werden biliar
ausgeschieden. Doxorubicin wird in der Leber metabolisiert. Dabei entsteht - neben inaktiven
Agylkonen - das aktive Doxorubinol [30-32]. Géngige Dosierungen in der Monotherapie sind
Einzeldosen von 50-80 mg/m? Kérperoberflache, die alle drei Wochen verabreicht werden. In
der Polychemotherapie sind Dosierungen von 30-40 mg/m® Kérperoberflache (blich, die

ebenfalls in einem Abstand von drei Wochen appliziert werden sollen [31].
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Bolusapplikationen im Bereich von 15 bis 90 mg/m? filhrten zu maximalen initialen
Plasmakonzentrationen von 5 pM; in der Regel werden Konzentrationen von 1 bis 2 pM
gemessen. Die Plasmaspiegel fallen schnell ab und sind dann zwischen 250 nM und 750 nM

angesiedelt, was in etwa dem Bereich einer kontinuierlichen Infusion entspricht [29].

Doxorubicin hat zahlreiche Anwendungsgebiete, die in der folgenden Liste aufgefuhrt sind
[33]:

» Kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC)

* Mammakarzinom

* Rezidivierendes Ovarialkarzinom

» Systemische Therapie des lokal fortgeschrittenen oder metastasierten

Harnblasenkarzinoms

» Intravesikale Rezidivprophylaxe beim oberflachlichen Harnblasenkarzinom

* nach transurethraler Resektion

* Neoadjuvante und adjuvante Therapie des Osteosarkoms

» Fortgeschrittenes Weichteilsarkom bei Erwachsenen

* Ewing-Sarkom

e Morbus Hodgkin

* Non-Hodgkin-Lymphome

» Akute lymphatische Leukamie

» Akute myeloblastische Leukamie

» Fortgeschrittenes multiples Myelom

» Fortgeschrittenes oder rezidivierendes Endometriumkarzinom

e Wilms-Tumor

» Fortgeschrittenes papillares/follikulares Schilddriisenkarzinom

» Anaplastisches Schilddriisenkarzinom

» Fortgeschrittenes Neuroblastom

Neben den fir Zytostatika typischen Nebenwirkungen wie Myelosuppression, Alopezie,
Ubelkeit und Erbrechen, birgt Doxorubicin das Risiko der Kardiotoxizitéat [30-32].

2.3 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

Doppelstrangbriiche in der DNA — exogen oder endogen verursacht— zdhlen zu den
gefahrlichsten DNA-Schaden. Sie entstehen beispielsweise wahrend der Meiose oder der
V(D)J-Rekombination, durch kollabierende Replikationsgabeln, ROS, ionisierende Strahlung

oder auch durch Zytostatika. Werden diese Schaden nicht oder falsch repariert, so kann
9



dies zu genomischer Instabilitat fihren oder den Zelltod auslésen [34]. Die Zelle verflgt
jedoch uber die Moglichkeit, DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren. Dazu nutzt sie zwei
Mechanismen: das Non-homologous end-joining und die homologe Rekombination. Beide

werden im Folgenden néher erlautert [34-36].

2.3.1 Non-homologous end-joining (NHEJ)

Das NHEJ filigt gebrochene DNA-Enden ohne oder mit nur geringer Sequenzhomologie
zusammen [36, 37]. Dieser Reparaturweg wird haufig als schneller [35], aber zu Fehlern
neigender Prozess beschrieben, der in Saugetierzellen im  Vergleich zur
Homologen Rekombination (HR) vorherrscht [38, 39].

Der Ablauf des NHEJ ist in Abb. 4 schematisch dargestellt. Zunachst werden die freien
Enden des Doppelstrangbruchs durch den Ku-Komplex, einem Heterodimer aus den beiden
Proteinuntereinheiten Ku70 und Ku86, gebunden. Zusammen mit der DNA-PKcs (catalytic
subunit of DNA protein kinase), die eine Serin-/Threonin-Proteinkinase-Aktivitat aufweist,
bildet Ku das trimere Holoenzym DNA-PK (DNA-Proteinkinase) [38, 39]. Es wird
angenommen, dass dieser Komplex die DNA-Enden vor dem Abbau durch Nukleasen
schitzt, und die Enden Uberbrickt [38, 40]. DNA-PK phosphoryliert und aktiviert sich selbst
und andere fur die Schadensantwort relevante Zielproteine (z. B. Artemis, XRCC4) [34, 41].
Komplexere Doppelstrangbriiche miissen vor der Ligation prozessiert werden. An diesem
Vorgang koénnen verschiedene Nukleasen, wie der MRN-Komplex oder Artemis, und
DNA-Polymerasen beteiligt sein [42]. Im letzten Schritt werden die beiden DNA-Enden durch
den Komplex aus XRCC4 und Ligase IV zusammengefigt. XLF (Cernunnos) scheint diesen

Prozess zu unterstitzen [43, 44].
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Abb. 4 Ablauf des NHEJ aus Pastwa und Blasiak [38]

Neben diesem bekannten NHEJ-Weg, in dem die DNA-PK eine zentrale Funktion Gbernimmt
und der deshalb D-NHEJ (DNA-PK-dependent) genannt wird, ist in der Literatur ein zweiter
Weg beschrieben. Dieser wird als B-NHEJ (Backup-NHEJ) bezeichnet. Zellen, die
Mutationen in Faktoren des klassischen NHEJ aufwiesen (DNA-PKcs, Ku, DNA-Ligase 1V,
XRCC4), konnten DNA-Doppelstrangbriiche immer noch reparieren. Dies ging allerdings
langsamer von statten, als durch D-NHEJ. Da dieser Vorgang aber durch das Fehlen
funktionstiichtiger Proteine der Homologen Rekombination nicht beeinflusst wurde, kam die

HR als Reparaturmechanismus nicht in Frage. lliakis et al. [45] leiteten daraus einen
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alternativen NHEJ-Weg  ab. Dieser ist langsamer, fuohrt  haufiger zu
Chromosomenaberrationen und ist nur dann aktiv, wenn der klassische Weg ausfallt.
Anscheinend kommt das B-NHEJ aber der Homologen Rekombination zuvor [45, 46]. Das
Backup-NHEJ enthalt noch viele Unbekannte. Man vermutet eine Beteiligung von PARP
(poly(ADP-ribose) polymerase) an der Schadenserkennung, von MRN und CtIP an der
Prozessierung der DNA-Enden und von XRCC1/Liglll an der Ligation der Enden [46].

2.3.2 Homologe Rekombination (HR)

Durch die Homologe Rekombination kénnen fehlende oder beschadigte DNA-Sequenzen
neu synthetisiert werden. Hierzu wird auf homologe Sequenzen, vorzugsweise von einem
Schwesterchomatid, zurtickgegriffen. Aus diesem Grund ist die Homologe Rekombination
mit bestimmten Zellzyklusphasen — der S und der G2-Phase — assoziiert [46, 47]. Dieser
Reparaturweg ist im Vergleich zur NHEJ komplexer und gilt als fehlerfrei [48]. Zu Beginn der
HR werden die DNA-Enden zu DNA-Einzelstrangen mit 3"-Uberhéngen geschnitten. Dieser
Schritt wird durch den MRN-Komplex unterstiitzt [48]. Obwohl MRE11l, das dem
MRN-Komplex angehort, sowohl Endo- als auch Exonukleaseaktivitat besitzt, konnte bisher
nicht bestatigt werden, dass es einen Beitrag zur Aufbereitung der DNA-Enden wahrend der
HR leistet. Jedoch vermutet man, dass der MRN-Komplex mit anderen Komponenten
wechselwirkt und dadurch die Prozessierung der DNA-Enden ermdglicht. Einer dieser
Faktoren ist CtIP (CtBP-interacting protein) [46, 49]. Im Anschluss an diesen ersten Schritt
bildet der generierte Einzelstrang ein Rad51-Nukleoproteinfilament aus, das aus je einem
Rad51-Protein pro drei Nukleotiden besteht. Dieser Vorgang wird durch das
einzelstrangbindende Protein RPA, durch Rad54 und Rad52 begtinstigt [50]. Rad54, dessen
eigene ATPase-Aktivitat durch DNA-Doppelstrdnge aktiviert wird, stabilisiert die
Wechselwirkungen von Rad51 und DNA-Einzelstrangen [50]. Rad52 bindet Einzelstrange
und Uberhénge von doppelstrangiger DNA und kann sie vor dem Angriff durch Nukleasen
schitzen [51]. Das Filament dehnt die DNA, was wichtig fir die schnelle und effiziente
Homologie-Suche ist [52].

Das Nukleoproteinfilament stellt dann eine Verbindung zwischen dem eindringenden
DNA-Einzelstrang und der homologen Sequenz auf der Template-DNA her. AnschlieBend
erfolgt die DNA-Synthese, wobei das 3"-Ende des eindringenden Einzelstranges als Primer
genutzt wird. Damit die Synthese stattfinden kann, muss Rad51 abgeldst werden [52]. Dieser
Prozess wird vermutlich von Rad54 untersttitzt [46, 52].

Die Uberkreuzten Verbindungen, die durch das Einwandern des Einzelstranges in den
Doppelstrang entstanden sind (Holliday Junctions, siehe Abb. 5), werden abschlieRend

getrennt. Am Ende liegen wieder zwei intakte DNA-Doppelstrange vor.
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Abb. 5 Doppelstrangbruch-Reparatur durch Homologe Rekombination aus Tan et al. [50]

Ein Rad51-unabhéngiger Mechanismus ist das Single Strand Annealing (Abb. 6), bei dem
repetitive Sequenzen des komplementéaren Strangs als Template dienen. Hier wird also kein
zweiter Doppelstrang bendtigt. Dieses Verfahren ist moglich, wenn sich in Nachbarschaft zu
den DNA-Enden auf beiden Seiten des Strangbruchs die gleiche DNA-Sequenz befindet. Der
Strang wird dann bis zur komplementédren Sequenz geschnitten, was zum Verlust einer

dieser repetitiven Elemente fuhrt.
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2.3.3 Wabhl des Reparaturwegs

Ob wund in welchem Mal} ein Reparaturmechanismus an der Beseitigung eines
Doppelstrangbruchs beteiligt ist, hangt von vielen Faktoren ab. Grundsatzliche Unterschiede
existieren zwischen verschiedenen Organismen. So gilt NHEJ als dominanter Mechanismus
in Saugetierzellen. In Hefen herrscht die Homologe Rekombination vor [38].

Da die HR homologe Sequenzen bevorzugt einem Schwesterchromatid entnimmt, kdnnte
dessen Verfligbarkeit Giber den Reparaturweg entscheiden. So wird angenommen, dass die
Homologe Rekombination vor allem in der S- oder der G2-Phase stattfindet, da hier
genugend Templates vorliegen [47].

Ein weiterer Aspekt ist die Natur des Doppelstrangbruchs. Komplexere Strangbriiche neigen
starker zur Resektion ihrer DNA-Enden und zur Bindung von Rad51 und bedirfen
maoglicherweise eher der HR [54].

Auch die Struktur des Chromatins vermag einen Einfluss auf die Reparatur zu haben. So gibt
es Hinweise darauf, dass Doppelstrangbriiche im Heterochromatin verstarkt durch HR
repariert werden [34, 55].

NHEJ kann in jeder Phase des Zellzyklus arbeiten. Die Proteine des DNA-PK-Komplexes
werden in groRen Mengen exprimiert und binden schnell an den Doppelstrangbruch. Der
Mechanismus fuihrt zu einer raschen Ligation der DNA-Enden. All diese Tatsachen sprechen
dafirr, dass NHEJ in den meisten Fallen zuerst beansprucht wird. Erst, wenn die erfolgreiche

Ligation der DNA-Enden mdglich ist, tritt die HR in den Vordergrund. Die beiden
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Reparaturoptionen sollten nicht als konkurrierend betrachtet werden. Vielmehr tragen sie
gemeinsam und erganzend dazu bei, dass ein Doppelstrangbruch in der DNA entfernt
wird [46, 54, 56].

2.4 Koordination der Schadensantwort

Um die Integritat des Genoms zu bewahren, stehen der Zelle komplexe Mechanismen zur
Verfligung. Neben der schon beschriebenen DNA-Reparatur gibt es weitere Moglichkeiten,
auf einen DNA-Strangbruch zu reagieren. So kodnnen erhohte dNTP-Levels, eine
Veranderung der Transkription relevanter Gene oder die Induktion eines Zellzyklusarrests
dazu beitragen, mit dem Schaden umzugehen. Ist der DNA-Strangbruch nicht reparabel,
wird die geschadigte DNA durch das Auslésen des Zelltods entfernt [57, 58]. Die genannten
Optionen stehen dabei nicht isoliert nebeneinander, sondern kooperieren.

Zunachst muss ein DNA-Doppelstrangbruch durch sogenannte Sensoren erkannt werden.
Diese aktivieren eine aufwendige Signalkaskade, in der das Schadenssignal weitergeleitet
und verstarkt wird. Am Ende dieses Wegs stehen Effektoren, die die konkrete Reaktion der
Zelle, wie z. B. DNA-Reparatur oder Zelltod, hervorrufen (Abb. 7).

DMNA double strand break

. . DSB sensors

amplification cascade

@ DSB signal transduction

DMNA damage response effectors

Abb. 7 Schadensantwort auf einen DNA-Doppelstrangbruch aus Tutt und Yarnold [59]
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Der Komplex aus MRE11, Rad50 und NBS1 (MRN) fungiert als initialer Sensor von DNA
Doppelstrangbriichen [75, 76]. MRN rekrutiert ATM zu dem Doppelstrangbruch. Es folgt die
Autophosphorylierung von ATM an Serl1981. Dies lost seine Dissoziation von einem
inaktiven Dimer in das aktive Monomer aus, in welchem die katalytische Domane frei liegt
[75, 77]. Eines der Substrate ist das Histon H2AX, das von ATM — aber auch von DNA PK
oder ATR - zu yYH2AX phosphoryliert wird [60]. yH2AX fihrt Uber eine Wechselwirkung mit
dem MDC1-Protein (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1), welches wiederum mit
MRN interagiert, zu einer weiteren Aktivierung von ATM. MDC1 ruft Gber Ubiquitin-Ligasen
und weiter Proteine die Ubiquitinierung von Histonprotein in der N&he des
Doppelstrangbruchs hervor. Dies fuhrt vermutlich dber die Exposition spezifischer
Histonstrukturen zur Akkumulation von 53BP1. Dieser Schadensmediator kann durch
Wechselwirkung mit dem MRN-Komplex eine weitere Rekrutierung von ATM an den
Doppelstrangbruch hervorrufen [61, 62]. ATM phosphoryliert zahlreiche weitere Substrate,
die in die Regulierung von Zelltod, Zellkylus, DNA-Reparatur und die Kontrolle der
Transkription von fir die Stress-Anwort relevanten Genen involviert sind. Dazu gehdren
unter anderem p53, CHK2, BRCA1, SMC1 und Artemis [63-65].

DNA Damage

—— chromatin relaxation

YOO 5
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-
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-

MRE11 Rad50 @
T

DRC A
:JJ'-'EIJ":

l Reduction of torsional strain of DNA I

dimer

SB
>

G, arrest

DNA Repair
Cell Cycle checkpoint

Abb. 8 ATM-Signalweg nach einem DNA-Doppelstrangbruch aus Darzynkiewic et al. [65]. Darstellung
nach Kitagawa et al. [66] und modifiziert von Darzynkiewic et al. [65]. A) Induktion des
DNA-Doppelstrangbruchs. MRN und Chromatinrelaxation mit anschlieender Aktivierung und
Monomerisierung von ATM, das dann katalytisch aktiv wird. B) ATM-Rekrutierung zum
Doppelstrangbruch. C) Phosphorylierung diverser Substrate durch ATM (NBS1, BRCA1, SMC1).
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Neben ATM sind auch ATR und DNA-PK an der Koordination der Schadensantwort beteiligt
[67, 68].

Der Tumorsuppressor p53 kann sowohl einen Zellzyklus-Arrest als auch Apoptose
vermitteln. Nach seiner Phosphorylierung durch ATM steigert es die Transkription von p21.
Dadurch wird dessen hemmende Wirkung auf Cyclin-abhé&ngig Kinasen (CDKs) verstarkt
und somit der Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus verhindert. ATM wirkt
aul3erdem stabilisierend auf p53, in dem es die Ubuiquitin-Ligase Mdm2 phosphoryliert und
dadurch deren Wechselwirkung mit p53 unterbindet. Die Ubiquitinierung und der dann
folgende Abbau von p53 werden so gehemmt [64, 67]. Die Phosphorylierung von CHK2
durch ATM kann Uber die Inaktivierung von Cdc25 einen G2/M-Arrest hervorrufen [64, 67].
NBS1-Phosphorylierung fuhrt nach  Phosphorylierung von SMC1 zu einem
S-Phase-Arrest [69].

Die proapoptotische Wirkung von p53 beruht auf der Regulation von bcl-2/Bax-Genen. Eine
vermehrte Expression von Bax férdert dabei den Zelltod [60, 65, 70].

Ein Modell zur Regulierung der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur durch ATM und
DNA-PKcs ist in Abb. 9 dargestellt. Sowohl ATM als auch DNA-PKcs phosphorylieren
zahlreiche Proteine, die zur Aktivierung der Homologen Rekombination fuhren, darunter c-
Abl, SMC1, BRCA1 und CHK1 (A). DNA-PKcs stabilisiert ATM. Die Phosphorylierung der
DNA-PKcs — durch ATM oder sich selbst - fihrt zur deren Dissoziation von den DNA-Enden,
was den Zugang von Reparaturproteinen des NHEJ oder der HR ermdéglicht (B) [34].

A ATM <+ DNA-PKcs B DNAPKcs ctabilizes 7V dimer (inactive)
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Abb. 9 Modell der Co-Regulation der DNA-Doppestrangbruchreparatur durch ATM und DNA-PKcs aus
[34].

Ein DNA-Doppelstrangbruch kann also diverse Signalwege aktivieren, die unabhéngig oder
zusammen arbeiten. Insgesamt sind diese sehr aufwendig reguliert. Dabei haben viele
Proteine Uberlappende Funktionen oder ein Protein kann verschiedene Reaktionen — z.B.
Apoptose oder Zellzyklusarrest — ausldsen. Dies tragt dazu bei, dass der genaue Beitrag der

einzelnen Faktoren und deren Bedeutung nicht im Einzelnen geklart sind.
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2.5 Zelltod

Wann immer mdglich, soll eine Therapie mit Zytostatika den Tod der Tumorzellen
herbeifihren. Der Zelltod kann auf verschiedenen Wegen ausgelost werden. Zur
Differenzierung unterschiedlicher Arten des Zelltods werden biochemische, morphologische
oder funktionelle Charakteristika herangezogen [71-73]. Klassischerweise wird zwischen
einem physiologischen, programmierten Zelltod - der Apoptose - und der Nekrose, einem
eher chaotischen Prozess, der nach schadigenden &auf3eren Einflissen ablauft,
unterschieden [70, 71].

2.5.1 Apoptose

Die Apoptose ist ein hoch regulierter Vorgang, bei dem einzelne Zellen — losgeldst von ihren
Nachbarzellen — sterben [74]. Morphologische Kennzeichen sind das Schrumpfen der Zelle,
Chromatin-Kondensation, die Fragmentierung des Zellkerns und die Abschnirung
sogenannter apoptotischer Koérperchen — kleine membranumschlossene Vesikel, die
Zellorganellen enthalten [70, 71]. Da wahrend der Apoptose die Membranintegritat
aufrechterhalten wird, kann der Zellinhalt nicht in den extrazellularen Raum austreten. Im
Gegensatz zur Nekrose kommt es daher nicht zu Entzindungsreaktionen [70, 74]. Die
apoptotischen Kérperchen werden schliel3lich phagozytiert.

Auf molekularer Ebene wird die Apoptose durch extrazellulare oder intrazellulare
Stresssignale ausgeldst. Der extrinsische Weg wird Uber einen sogenannten ,death receptor”
eingeleitet, der nach Ligandbindung zur Aktivierung der Initiator-Caspase-8 und weiteren
Caspasen fuhrt [71, 73-75]. Caspasen sind Cystein-Proteasen, die zunachst als inaktive
Pro-Caspasen vorliegen und im Rahmen der Apoptose durch Spaltung an einem
Aspartat-Rest enzymatisch aktiv werden. Durch Spaltung verschiedener Proteine leiten sie
die Phase der apoptotischen Degradierung ein [70, 74, 75]. Der intrinsische Weg reagiert auf
eine intrazellulare Stresssituation, z. B. DNA-Schaden, und wird durch Mitochondrien
vermittelt. Reguliert wird er durch Proteine der Bcl-2-Familie, die Apoptose-Hemmer (Bcl-2,
Bcl-X.) oder proapoptotische Proteine (Bax, Bad, Bid) sind. Der Tumorsuppressor p53
steuert die Balance dieser Faktoren [70, 75]. Bax fuhrt zu Verdnderungen der
Mitochondrienmembran, was die Freisetzung von Cytochrom ¢ und AlF (apoptosis-inducung
factor) begunstigt. Cytochrom c bindet und aktiviert Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor-1). Dadurch wird die Umwandlung von Procaspase-9 in Caspase-9 herbeigefihrt.
Diese aktiviert wiederum verschiedene nachgeschaltete Caspasen, die die weiteren
Prozesse und zellularen Veranderungen wahrend der Apoptose auslésen [70, 75] (Abb. 10).
Apoptotische Zellen, die nicht phagozytiert wurden, kénnen in eine sekundare Nekrose

Ubergehen [74].
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Abb. 10 Molekulare Wege der Apoptose und die Beziehung zwischen apoptotischen und
nicht-apoptotischem Zelltod. Nach Saraste et al.[75]. Apaf-1 = apoptosis protease-activating factor,
ROS = reactive oxygen species.

2.5.2 Nekrose

Der Zelltod durch Nekrose beinhaltet ein Anschwellen der Zelle und den Verlust der
Membranintegritat. Der Zellinhalt wird frei, was zu Entzindungsreaktionen im umliegenden
Gewebe filhren kann [71, 74]. Traditionell wurde die Nekrose als ungeordnet und wenig
reguliert beschrieben. Inzwischen wird diese Unterscheidung zwischen der ,programmierten”
Apoptose und der ,chaotischen“ Nekrose nicht mehr so strikt getroffen [72, 76]. Auch die
Nekrose kann reguliert ablaufen und zeigt neben den morphologischen Veranderungen auch
charakteristische biochemische Merkmale. Die gestérte Funktion der Mitochondrien fuhrt zu
vermehrter Bildung von ROS, sinkendem  ATP-Gehalt und Verédnderungen in der
Calcium-Homoostase. Aullerdem kommt es zur Aktivierung von nicht-apoptotischen
Proteasen, wie Calpaine und Cathepsine. Durch die Hemmung dieser Faktoren, z.B. durch
Calcium-Chelatoren oder Calpain- bzw. Cathepsin-Inhibitoren kann die Nekrose unterbunden

werden, was fur ihren aktiven Beitrag am Geschehen spricht [72, 76].
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Auch die Tatsache, dass Nekrose Uber einen death-receptor-vermittelten Weg ablaufen
kann, spricht daftr, dass ihr Charakter weitaus weniger zufallig ist, als ehemals

angenommen [76, 77].

2.5.3 Mitotische Katastrophe

Obwohl die mitotische Katastrophe in manchen Veréffentlichungen als eigener Zelltodmodus
beschrieben wird [78], ist sie vielmehr ein Mechanismus, der den Ereignissen Apoptose,
Nekrose oder auch Seneszenz vorgeschaltet sein kann [73, 79]. Heute wird mit diesem
Modell ein an die Mitose gekoppelter Zelltod erklart, der durch ein frihzeitiges und

fehlerhaftes Eintreten in die Mitose ausgeldst wird [79].

2.6 Zellulare Resistenzmechanismen gegen

Topoisomerase Il a-Inhibitoren

Resistenzmechanismen setzen die Empfindlichkeit einer Tumorzelle gegeniber dem
verwendeten Zytostatikum herab. Zu den zellularen Mechanismen, die das Ansprechen auf
Topoisomerase lla-Inhibitoren herabsetzen, zahlen die Uberexpression von P-Glykoprotein
oder MRP (Multidrug Resistance-Related Protein), die Reduktion des
Topoisomerase lla-Gehalts oder eine Veranderung in der Aktivitat des Enzyms [2]. Auch die
Reparatur von DNA-Strangbriichen wird als Resistenzfaktor beschrieben [26, 80]. Durch
Inaktivierung dieser Mechanismen koénnte man die Zytostatika-Empfindlichkeit wvon
Tumorzellen verbessern.

P-Glykpprotein gehért zur Familie der ABC-Transporter. Dieser Membrantransporter bindet
eine groRe Zahl von Arzneistoffen, die strukturell sehr verschieden sein kdnnen, und
schleust sie unter ATP-Hydrolyse aus der Zelle in den Extrazellularraum. Dies fuhrt
intrazellular zu reduzierten Arzneistoffkonzentrationen. In der Krebstherapie kommt es
dadurch zu einer Kreuzresistenz gegenuber unterschiedlichen Zytostatika. Das Phanomen
dieser durch P-Glykoprotein vermittelten Kreuzresistenz ist als Multridrug Resistance (MDR)
bekannt. Sowohl Etoposid als auch Doxorubicin sind Substrate von P-Glykoprotein.
AulRerdem werden sie von einer weiteren Pumpe, dem MRP1 (Multidrug Resistance-Related
Protein) ausgeschleust [81, 82].

Da die Topoisomerase Illa den DNA-Strangbruch vermittelt, kbnnen spezielle Modifikationen,
die dieses Enzym betreffen, ebenfalls zu einer verdnderten Sensitivitat beitragen. Dazu
gehort die Abnahme des Topoisomerase lla-Gehalts, die durch eine verminderte
Transkription bedingt sein kann. Auch eine veranderte Lokalisation des Enzyms aufgrund
einer Genmutation ist bekannt. So gibt es Zelllinien, deren Topoisomerase sich verstarkt im
Zytoplasma aufhalt und eine verringerte Konzentration am Wirkort, dem Zellkern,
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aufweist [83]. In beiden Fallen ergibt sich ein vermindertes Ansprechen auf
Topoisomerase lla-Inhibitoren, da das Target nicht ausreichend vorhanden ist.

Mutationen der Topoisomerase lla konnen an diversen Stellen Resistenzen gegenuber
Topoisomerase lla-Inhibitoren verursachen. Sie kénnen die Wechselwirkung von Wirkstoff
und Enzym betreffen oder die katalytische Aktivitdt reduzieren. Beispielsweise fihrt eine
Mutation in Ser-1106 des Molekiils zur post-translationalen Hypophosphorylierung mit einer
herabgesetzten Aktivitdt des Enzyms und einer geringeren Sensitivitat fir Etoposid [84].
Weitere Mechanismen, die den Effekt von Topoisomerase lla-Inhibitoren abschwéachen
kénnten, betreffen die Signalwege nach Induktion des DNA-Strangbruchs. So kann eine
verminderte Expression von Apoptose vermittelnden Caspasen eine zellulare Resistenz
gegenluber Etoposid verursachen [26]. Auch das an der Regulation von Apoptose und
Zellzyklus beteiligte p53 ist ein Kanditat. Ferner ermdglicht ber-abl durch einen G2/M-Arrest
die Reparatur von durch Etoposid erzeugten DNA-Strangbrichen [26]. Und auch die
Expression anti-apoptotischer Gene wie bcl-2 kénnte zur Verminderung des zytotoxischen
Effekts von Topoisomerase lla-Inhibitoren beitragen [83].

Was die DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur betrifft, so wurde bereits fir Reparaturproteine
der HR und des NHEJ gezeigt, dass sie die Sensitivitdt von Tumorzellen beeinflussen [80,
85, 86] und vermutet, dass eine verdnderte Reparaturrate durch erhdéhte Rad51- oder
DNA-PKcs-Level klinische Relevanz haben kénnte [86].

Es gibt demnach zahlreiche potentielle Resistenzmechanismen, die entweder - wie die
MDR - sehr verbreitet vorkommen oder aufgrund der speziellen Pharmakodynamik typisch
fur die Gruppe der Topoisomerase lla-Inhibitoren sind. Die klinische Relevanz ist allerdings

nur in wenigen Fallen geklart.
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3 Fragestellung

Fur die Optimierung der Krebstherapie ist es wichtig, die Bedeutung von
Resistenzmechanismen einschatzen zu koénnen. Im Falle der hier ndher beleuchteten
Zytostatika Etoposid und Doxorubicin aus der Gruppe der Topoisomerase lla-Inhibitoren,
stellt die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen einen mdglichen Mechanismus dar, der
die Sensitivitdt von Tumorzellen herabsetzten kann. Es ist davon auszugehen, dass die
zytotoxische  Wirkung der Topoisomerase lla-Inhibitoren auf der Induktion von
DNA-Strangbriichen, insbesondere von DNA-Doppelstrangbriichen,  beruht.  Die
Beobachtung, dass solche Strangbriiche von der geschadigten Zelle wieder verschlossen
werden koénnen, fuhrte zu der Annahme, dass dieser Reparaturvorgang der Tumorzelle
Resistenz verleihen kann. Jedoch ist der Zusammenhang weniger deutlich. Die zytotoxische
Wirkung bleibt oft bestehen — auch, wenn der Strangbruch vorher entfernt wurde. Es stellt
sich also die Frage, inwiefern dieser Mechanismus tatsachlich die Wirkung von
Topoisomerase lla-Inhibitoren reduzieren kann.

Der Weg von der Entstehung eines DNA-Doppelstrangbruchs bis zu seiner Reparatur ist
sehr aufwendig kontrolliert und beschéftigt viele verschiedene Proteine, die den Schaden
erkennen, Schadenssignale weiterleiten und ihn schlie3lich beheben. Das Wissen darum,
welche Proteine an diesen Prozessen beteiligt sind, kann dazu beitragen, neue
therapeutische Targets zu finden. Durch die Hemmung reparaturvermittelnder Proteine
konnte man Zellen schlie3lich sensitiver fur den Angriff von Topoisomerase lla-Inhibitoren
machen. Denkt man diesen Gedanken weiter, so steht am Ende eine mogliche Reduktion
der Dosis dieser Arzneistoffe in einer Chemotherapie und vielleicht eine dadurch bedingte

bessere Vertraglichkeit.

Die Beeinflussung der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur durch pharmakologische
Inhibitoren  und  deren  Auswirkung auf die  Sensitivitit gegentber den
Topoisomerase lla-Inhibitoren Etoposid und Doxorubicin sollen in der AML-Zelllinie THP-1

und der Kolonkarzinomzelllinie CACO-2 untersucht werden.

Im Besonderen werden auf dem Weg dorthin folgende Fragen gestellt:
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Werden die durch Doxorubicin und Etoposid verursachten DNA-Doppelstrangbriiche

repariert? Gibt es dabei Unterschiede zwischen den beiden Zytostatika?

In welchem Zusammenhang stehen die DNA-Reparatur und die zytotoxischen Effekte?
Welche Proteine tragen zur Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche bei?

Ist es mdglich, durch Hemmung ausgewahlter Proteine, die an der Schadensantwort auf

einen DNA-Doppelstrangbruch beteiligt sind, die Sensitivitat gegenuber

Topoisomerase lla-Inhibitoren zu erhéhen?
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4 Ergebnisse

4.1 Inkubationsbedingungen

Um die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen zu charakterisieren und deren Bedeutung
fur das Ansprechen auf Topoisomerase lla-Inhibitoren beurteilen zu kénnen, missen
zunachst DNA-Strangbriiche (DSB) generiert werden. Aus diesem Grund wurden anhand
von Vorversuchen mit dem Comet-Assay Bedingungen ermittelt, die in den beiden Zelllinien
THP-1 und CACO-2 eine Zunahme von DSB im Vergleich zur Kontrolle bewirkten. Dies war
bei einer dreistiindigen Inkubation und einer Konzentration von 5 pM Etoposid bzw.
Doxorubicin der Fall, so dass der groldte Teil der Experimente mit diesen Bedingungen
durchgefuhrt wurde. In den folgenden Versuchen wurde das Verhalten der Zellen in den
Stunden nach dieser Inkubation beobachtet. Zu diesem Zweck wurde ein Mediumswechsel
von zytostatikahaltigem zu zytostatikafreiem Medium durchgefihrt und die Zellen zu
verschiedenen Zeiten nach Austausch des Mediums analysiert. Fir die Beschreibung der
Inkubationszeiten wird fur eine dreistiindige Inkubationszeit und ein sich anschlieRendes
zytostatikafreies Intervall von beispielsweise einer Stunden in manchen Fallen abkirzend die

Angabe ,3 h + 1 h* verwendet.

4.2 DNA-Strangbriiche nach Behandlung mit

Topoisomerase Il a-Inhibitoren

Etoposid und Doxorubicin fihrten unter den gewahlten Bedingungen zu DNA-Strangbriichen
(DSB). Von Bedeutung fur diese Arbeit ist die Frage, ob die Zellen in der Lage sind, diesen
Schaden wieder zu beheben oder ob die Doppelstrangbriiche bestehen bleiben. Um dies zu
klaren, wurde das Schadensausmall zu verschiedenen Zeiten nach Austausch des
zytostatikahaltigen Mediums gegen normales Wachstumsmedium mit Hilfe des
Comet-Assays bestimmt (Abb. 11).
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Abb. 11 DSB nach dreistiindiger Behandlung mit 5 uM Etoposid und anschlieRender zytostatikafreier
Inkubation (1/3/6/12/24 h). Der im Comet-Assay ermittelte Score wurde auf die Kontrolle normiert
(relativer DNA-Schaden). Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen (THP-1; 3 h + 1
h; n = 2) und deren Standardabweichungen, die aus Griinden der Ubersicht nur in eine Richtung
aufgetragen wurden (+ = p <0,001; # = p <0,01; " = p < 0,05 gegen die Kontrolle).

In beiden Zelllinien war direkt nach der Behandlung mit Etoposid eine signifikante Zunahme
an DSB gegenlUber der Kontrolle zu verzeichnen (THP-1: 2,81+0,67; CACO-2:
1,98 £ 0,18; p < 0,05), wobei die THP-1-Zellen etwas empfindlicher reagierten. Der absolute
Comet-Score der Kontrolle betrug dabei 121,00 + 11,32 fur die
THP-1-Zellen und 189,50 + 86,75 fur die CACO-2-Zellen. Der relative DNA-Schaden in den
behandelten CACO-2-Zellen erreichte bereits eine Stunde nach der Inkubation das Niveau
der Kontrolle und war signifikant gegen den Initialschaden (1,11 £+ 0,18; p = 0,004). Bei den
THP-1-Zellen war die Anzahl der DSB nach ca. drei bis sechs Stunden vergleichbar mit der
der Kontrolle. Der Schaden nahm aber schon unmittelbar nach der Inkubation mit Etoposid
um mehr als die Halfte ab und war drei Stunden nach Mediumswechsel signifikant gegen
das Ausgangsniveau der DSB (1,14 £ 0,21; p = 0,01). Nach 24 h waren die DSB in beiden
Zelllinien behoben (THP-1: 1,04 +0,10; CACO-2: 0,93 £ 0,01). Sowohl die THP-1- als auch
die CACO-2-Zellen waren demnach in der Lage, die DSB zu entfernen. Da die
CACO-2-Zellen adharent wachsen, kdonnte die Abnahme der DSB jedoch auch dadurch
bedingt sein, dass stark geschéadigte Zellen, die sich von von der Kulturschale abgeltst
hatten, beim Mediumswechsel abgesaugt wurden und somit in dem Ergebnis nicht mehr
reprasentiert waren. Bei der Suspensionszelllinie THP-1 bestand diese Méglichkeit nicht, da

der Mediumswechsel hier mittels Zentrifugation erfolgen musste.
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Abb. 12 DSB nach dreistindiger Behandlung mit 5 uM Doxorubicin  und anschlieRender
zytostatikafreier Inkubation (1/3/6/12/24 h). Der im Comet-Assay ermittelte Score wurde auf die
Kontrolle normiert (relativer DNA-Schaden). Gezeigt sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen
Versuchen und deren Standardabweichungen, die aus Grinden der Ubersicht nur in eine Richtung
aufgetragen wurden (+ = p £ 0,001; # = p < 0,01 gegen die Kontrolle).

Nach einer dreistiindigen Behandlung mit 5 uM Doxorubicin (Abb. 12) wurde in beiden
Zelllinien eine im Vergleich zur Kontrolle (absoluter Wert der Kontrolle THP-1:
121,67 £10,69; CACO-2: 137,08 +15,27) signifikant erhéhte Anzahl von DSB detektiert
(THP-1: 2,99 £0,25; p<0,001; CACO-2: 2,71 +£0,32; p=0,001). Der Initialschaden der
CACO-2 blieb Uber den gesamten Zeitraum bestehen. Auch die in den THP-1-Zellen
erzeugte DSB blieben bis 24 h nach Beenden der Zytostatikainkubation signifikant
gegeniber der Kontrolle erhdht. Im Gegensatz zu der Inkubation mit 5 uM Etoposid konnten
die Zellen die Doppelstrangbriche nicht entfernen. Der auf die Kontrolle normierte
Initialschaden war bei den CACO-2-Zellen —nicht aber bei den THP-1 — nach der
Doxorubicin-Inkubation signifikant héher als nach der Etoposid-Behandlung (p = 0,03). Um
auszuschlieen, dass die Abnahme der Doppelstrangbriiche bei den adharent wachsenden
Zellen nach der Etoposid-Inkubation darauf zurlckzufihren ist, dass sich sehr stark
geschadigte Zellen bereits von der Kulturschale abgeltst hatten und beim Mediumswechsel
abgesaugt wurden, wurde in zwei Ansatzen eine Zahlung der CACO-2-Zellen nach
Behandlung durchgefiihrt. Die im Uberstand befindlichen Zellen sowie die in der Kulturschale
angewachsenen Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten gezéahlt und der Prozentsatz

abgel6ster Zellen ermittelt.
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Abb. 13 Anteil abgeldster CACO-2-Zellen. Gezahlt wurde der Uberstand und die in der Kulturschale
angewachsenen Zellen nach dreistiindiger Etoposid-Behandlung (5 uM) und anschlielender
zytostatikafreien Inkubation. Das Diagramm zeigt Mittelwerte mit Standardabweichungen
(symmetrisch um den Mittelwert verteilt; hier nur in eine Richtung aufgetragen) aus zwei
unabhéngigen Experimenten.

Hier konnte zu keinem Zeitpunkt eine Zunahme abgel6ster Zellen im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt werden (Abb. 13). Die Zellen wurden zudem mikroskopiert. Auch dabei waren im
Uberstand nur vereinzelte Zellen zu sehen. Demnach ist anzunehmen, dass die Abnahme
der Doppelstrangbriiche nach der Behandlung mit 5 uM Etoposid tatsachlich durch eine
Reparatur der DNA zustande kommt.

Da beide Zelllinien die durch Etoposid induzierten Strangbriiche schnell wieder beheben
konnten, wurde in einem weiteren Versuch mit einer zehnfach hdheren Konzentration
(50 uM) behandelt (Abb. 14). Mdglicherweise kann so ein starkerer, nicht mehr zu

entfernender Initialschaden entstehen.
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Abb. 14 DNA-Doppelstrangbriiche nach dreistiindiger Behandlung mit 50 uM Etoposid und
anschlieBender zytostatikafreier Inkubation (3 h + 1/3/6/12/24 h). Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei (THP-1) bzw. zwei (CACO-2) unabhangigen Experimenten
(** = p =0,0001; * = p £0,001 gegen die Kontrolle).

Die durch diese hohe Etoposid-Konzentration entstandenen Doppelstrangbriiche konnten
von den THP-1-Zellen entfernt werden, obwohl der auf die Kontrolle (absoluter Wert der
Kontrolle: 114,17 £ 8,55) bezogene Initialschaden sehr hoch war (4,39 + 0,30; p < 0,0001
gegen die Kontrolle). Alle Werte sind signifikant (p < 0,001) gegen den Initialschaden (1 h:
1,37+0,04; 3h: 1,09+£0,09; 6h: 0,93+0,06; 12 h: 1,62+0,41; 24 h: 1,23+0,04).
Bemerkenswert ist, dass der Grofdteil des Schadens schon innerhalb der ersten Stunden
behoben wurde.

Die in den CACO-2-Zellen (absoluter Wert der Kontrolle: 126,00 + 5,66) entstandenen
DNA-Strangbriiche hingegen blieben grolitenteils bestehen. Zwar konnte der relative
Schaden (0 h: 2,98+0,15) reduziert werden. Vierundzwanzig Stunden nach
Mediumswechsel lag er jedoch immer noch bei 2,15 £ 0,36. Nach sechs Stunden erreichte
die Kurve ein Minimum (1,75 + 1,66), stieg dann aber wieder leicht an.

Im Gegensatz zu der Behandlung mit 5 uM Etoposid, unterschieden sich beide Zelllinien in
der Antwort auf die Inkubation mit 50 uM. Die THP-1-Zellen wiesen hier eine hohere
Reparaturkapazitat als die CACO-2 auf. Abgesehen von dem Wert zwolf Stunden nach
Mediumswechsel waren die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien signifikant
(0O h: p=0,009; 1 h: p=0,001; 3 h: p=0,002; 6 h: 0,002; 12 h: 0,02),

Um den Einfluss der unterschiedlichen Schadensklassen auf den Initialschaden zu

denonstrieren, wurde die durchschnittliche Zellzahl in jeder Klasse pro 100 Zellen ermittelt.
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Tab. 2 Anteil der einzelnen Schadensklassen am Initialschaden nach dreistiindiger Behandlung mit
Topoisomerase lla-Inhibitoren. Gezahlt wurden 100 Zellen.

Klasse THP-1 THP-1 THP-1 CACO-2 CACO-2 CACO-2
Eto 5 uM Eto50 uM | Dox 5 uyM | Eto 5 pM Eto 50 uM | Dox 5 pM

1 38 3 12 25 28 18

2 9 2 12 13 6 15

3 3 5 23 12 8 13

4 6 9 19 9 10 6

5 17 47 15 21 21 31

6 27 34 10 20 28 17

Um den Anteil gar nicht bis wenig geschadigter, mittel und stark geschadigter Zellen je 100
gezahlten Zellen direkt nach der Behandlung zu veranschaulichen, wurden die Klassen 1
und 2 (wenig/gar nicht geschadigt), 3 und 4 (mittlerer DNA-Schaden) und 5 und 6 (stark
geschadigt) zusammengefasst (Abb. 15).
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Abb. 15 Zahl der Zellen mit verschieden starkem DNA-Schaden pro 100 Zellen (n =3, MW) nach
dreistundiger Behandlung mit Topoisomerase lla-Inhibitoren.

Die CACO-2-Zellen zeigten nach allen drei Bedingungen nur wenige Unterschiede. Im
Vergleich zu 5 uM Etoposid fihrten Doxorubicin und 50 uM Etoposid zu 5-6 % weniger
wenig/nicht geschadigter Zellen und einem um 7-8 % erhthten Anteil stark geschadigter

Zellen.
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Bei den THP-1-Zellen fiuhrte die Behandlung mit 50 uM zu einem hohen Anteil stark
geschadigter Zellen (Klasse 5: 46,8/Klasse 6: 34,4). Zellen der Schadensklasse 1 und 2
waren fast nicht mehr vorhanden (Klasse 1: 2,8/Klasse 2: 1,8). Die Doxorubicin-Inkubation
fuhrte im Vergleich zu den beiden Etoposid-Bedingungen zu einem hdheren Anteil an Zellen
mit einem mittelstarken Schaden der Klassen 3 (22,83) und 4 (19). Der Anteil der Klassen 1
und 2 betrug 11,5 und 11,67 Zellen je 100 Zellen. Nach der Behandlung mit 5 uM Etoposid
waren durchschnittlich 28,25 THP-1-Zellen ohne DNA-Schaden (Klasse 1). Auf 100 Zellen

kamen hier 33,5 stark geschadigte.

4.3 Zelltodanalytik zur Unterscheidung von Apoptose und Nekrose

Beide Zelllinien konnten den durch 5 uM Etoposid verursachten Schaden entfernen. Im
Folgenden wurde untersucht, ob die Zellen im Anschluss an die Behandlung Uberleben
konnten oder starben. Mithilfe einer Doppelfarbung mit Propidiumiodid und Annexin-V-FITC
wurde dabei zwischen vitalen, nekrotischen und apoptotischen Zellen unterschieden (9.6.1).
Da Etoposid in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést vorliegt, wurde zusétzlich ein Vergleich
unbehandelter Kontrollzellen mit einer Losungsmittelkontrolle durchgefiihrt (Abb. 17). Wegen
der starken Eigenfluoreszenz von Doxorubicin, die in diesem Experiment stérend ist, wurde
bei mit Doxorubicin behandelten Zellen keine Charakterisierung des Zelltods vorgenommen.
Hier wurde stattdessen ein Viabilitdtsassay tiber mehrere Tage durchgefihrt.

Der Anteil vitaler THP-1-Zellen nahm bereits nach der dreistiindigen Inkubation mit Etoposid
signifikant ab (81,74 % + 1,26 % gegen KO: 86,98 % * 0,85 %; p = 0,004) (Abb. 16). Drei
Stunden nach Mediumswechsel hatten nur 50,08 % der THP-1-Zellen Uberlebt. Dieses
Niveau blieb bis 72 h nach Beginn des zytostatikafreien Intervalls bestehen. Der Prozentsatz
apoptotischer Zellen nahm bis sechs Stunden nach Mediumswechsel zunéchst zu (6 h:
37,34 % + 3,23 %) und ging anschliel3end kontinuierlich zurtick, bis er sich nach 72 h wieder
dem Wert der Kontrolle naherte. Auch der Anteil nekrotischer Zellen nahm nach der
Behandlung zu. Er blieb Uber den Zeitraum der gesamten Messung signifikant gegen die

Kontrolle erhoht.
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Abb. 16 Zelltodanalytik — Unterscheidung von Apoptose und Nekrose nach dreistiindiger Behandlung
mit 5 UM Etoposid und anschlieBender Inkubation in zytostatikafreiem Medium (n = 3, Mittelwerte +
Standardabweichungen; * = p < 0,01; # = p < 0,05 gegen die dazugehérige Kontrolle).

Der Anteil vitaler CACO-2-Zellen blieb Gber den gesamten Zeitraum auf einem &hnlich hohen
Niveau. Lediglich unmittelbar nach Inkubationsende trat eine deutlichere Reduktion (KO:
72,85 % + 2,42 %; 0 h: 61,08 % + 12,57 %) auf, die jedoch nicht signifikant war. Gleichzeitig
stieg die Zahl nekrotischer Zellen - ebenfalls ohne Signifikanz (36,89 % + 14,12 %). Der
Prozentsatz apoptotischer Zellen erreichte sechs Stunden nach Mediumswechsel ein
Maximum von 16,66 % + 19,49 % und sank dann wieder auf Kontrollniveau. Insgesamt kam
es bei den CACO-2-Zellen zu keinen relevanten Veranderungen der einzelnen Fraktionen.

Die Zelltoduntersuchungen konnten demnach einen Unterschied zwischen beiden Zelllinien
feststellen. Die THP-1-Zellen reagierten empfindlicher als die CACO-2-Zellen und zeigten bis

120 h nach Mediumswechsel einen signifikant hoheren Nekrose-Anteil als die Kontrolle.
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AuRerdem waren hier drei und sechs Stunden nach Behandlung mehr apoptotische als
nekrotische Zelle zu verzeichnen. Bei den CACO-2 blieb der Anteil apoptotischer Zellen
immer unter dem der nekrotischen Zellen. Da die CACO-2 stark zusammenhangende
Cluster bilden, wurden sie zur Vereinzelung der Zellen sehr kraftig auf- und abpipettiert. Der

relativ hohe Anteil nekrotischer Zellen schon in der Kontrolle ist darauf zuriickzufuhren.

Tab. 3 Zelltodananyltik THP-1

Zeit nach

Mediums- | vital [%] STABW |apoptotisch [%] | STABW | nekrotisch [%] | STABW
wechsel [h]

Ko 86,98 0,85 5,19 1,16 7,83 0,30
0 81,74 1,26 8,00 1,45 10,26 2,70
3 50,08 3,24 36,39 2,65 13,54 0,82
6 46,87 1,28 37,45 3,30 15,67 4,00
Kzs 88,72 3,46 3,03 0,51 8,25 2,96
24 51,27 5,01 14,72 191 34,01 3,66
Kas 89,14 1,08 3,98 0,29 6,88 1,23
48 49,56 4,36 13,84 4,61 36,60 4,88
K7, 81,44 9,70 7,09 4,65 11,47 5,14
72 55,00 8,41 7,91 2,32 37,11 6,58
Kos 90,17 0,86 1,37 0,17 8,45 1,02
96 62,60 9,65 2,30 0,55 35,10 9,88
K120 92,34 0,86 0,95 0,30 6,71 1,14
120 73,16 3,63 2,02 0,30 24,82 3,87
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Tab. 4 Zelltodanalytik CACO-2

Zeit  nach

Mediums- | vital [%0] STABW |apoptotisch [%] | STABW | nekrotisch [%] | STABW
wechsel [h]

Ko 72,85 2,42 4,27 1,12 22,87 1,35
0 61,08 12,57 2,03 1,71 36,89 14,12
3 69,01 4,75 8,11 8,00 22,88 11,10
6 63,67 18,24 16,66 19,49 19,67 1,63
Kos 70,44 3,72 0,95 0,29 28,61 3,93
24 74,89 2,46 0,60 0,44 23,76 2,22
Kas 77,55 2,16 0,23 0,10 22,41 2,20
48 74,62 2,42 1,39 1,30 24,35 1,76
K7, 80,84 0,49 1,09 0,17 18,07 0,50
72 74,22 5,61 0,16 0,07 25,62 5,55
Koe 72,40 3,02 0,10 0,06 27,51 3,02
96 75,55 1,10 0,05 0,04 24,39 1,07
K12 76,36 2,31 1,66 1,69 21,98 2,32
120 76,54 1,32 1,51 0,57 21,95 1,37

Der Vergleich der unbehandelten Kontrollen mit einer Ldsungsmittelkontrolle
(0,1 % Dimethylsulfoxid in Medium; Inkubationszeit: 3 h, dann Mediumswechsel gegen
normales Wachstumsmedium) zeigte, dass DMSO unter diesen Bedingungen keinen

Einfluss auf die Vitalitéat der Zellen hatte.
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Abb. 17 Vergleich von Kontrollen und Losungsmittelkontrollen (Dimethylsulfoxid) nach Doppelfarbung
mit Annexin-V-FITC und Propidiumiodid zu verschiedenen Zeitpunkten nach Mediumswechsel.
Dargestellt ist der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen als Mittelwert + Standardabweichung
aus drei unabhéngigen Experimenten.

4.4 Zellviabilitdt nach Behandlung mit Doxorubicin

Der Einfluss von Doxorubicin auf die Viabilitat der Zellen wurde mit dem CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay untersucht (9.4). Die Zellen wurden drei Stunden mit
5 uM Doxorubicin behandelt und anschlieRend in zytostatikafreiem Medium inkubiert. Die
Analyse der behandelten Zellen und einer Kontrolle erfolgte jeweils 24 h, 48 h und 144 h

nach Mediumswechsel.
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Abb. 18 Zellviabilitdét nach dreistiindiger Behandlung mit 5 uM Doxorubicin und anschlieender
zytostatikafreier Inkubation fiir 24 h/48 h/144 h (n = 3; Mittelwert + Standardabweichung; * = p <0,01;
# = p < 0,05 gegen die Kontrolle ). Die Werte sind auf die Kontrolle normiert. RLU = relative light units

Die Viabilitat beider Zelllinien nahm ab. Die THP-1-Zellen reagierten schneller und starker als
die CACO-2-Zellen. Nach 24 h betrug der gemessene Wert nur noch 28,09 + 3,12
(p = 0,0006 gegen die Kontrolle). Nach 144 h war keine metabolische Aktivitdt mehr
vorhanden.

Die CACO-2-Zellen zeigten nach der Inkubation mit Doxorubicin ebenfalls eine reduzierte
Viabilitdt. Der gemessene Wert lag nach 24 h immer noch bei 82, 63 + 3,95, nach 48 h bei
61,75 £ 21,99 und nach 144 h bei 22,31 +11,22. Es konnte also auch sechs Tage nach
Inkubationsende noch ATP detektiert werden.

Die Verlaufe der beiden Kurven unterschieden sich zu jedem Messzeitpunkt signifikant (24 h:
0,00005; 48 h: 0,01, 144 h: 0,03).
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4.5 Koloniebildungsvermdgen von CACO-2-Zellen

Um den Einfluss der zytostatischen Behandlung auf das Proliferationsvermégen zu
untersuchen, wurde das Koloniebildungsvermogen der adharenten Zelllinie CACO-2 nach
Behandlung beobachtet. Die Zellen wurden daflr drei Stunden mit Doxorubicin bzw.
Etoposid behandelt und anschlieBend zwei Wochen in zytostatikafreiem Medium inkubiert
(9.4.3).

Tab. 5 Bedingungen Colony Formation Assay

Zytostatikum Inkubationszeit | Konzentrationen [uM] Plating Efficiency
Etoposid 3h 0,5/5/50 30,00%
Doxorubicin 3h 0,5/5/50 30,02 %

Die Behandlungen mit 0,5 puM (53,92 + 13,30 Kolonien) und 5 uM (53,17 = 21,01 Kolonien)
Etoposid hatten keine signifikante Auswirkung auf das Proliferationsvermogen der CACO-2-
Zellen relativ zur Kontrolle (60,04 + 8,43 Kolonien). Eine dreistiindige Behandlung mit 50 uM
Etoposid bewirkte hingegen eine hoch signifikante Verminderung der Kolonien (7,75 *
2,63 Kolonien; p gegen die Kontrolle = 0,00002).

Eine dreistiindige Inkubation mit 0,5 uM Doxorubicin flihrte zu einer signifikanten Abnahme
der Kolonien (37,22 + 0,51 Kolonien; p gegen die Kontrolle = 0,01) im Vergleich zur Kontrolle
(60 + 9,28 Kolonien). Durch die Behandlung mit 5 uM nahm die Zahl der Kolonien noch
starker ab (3,89 +2,22; p gegen die Kontrolle =0,0005). Auch zu der niedrigeren
Konzentration mit 0,5 yuM wurde hier ein hoch signifikanter Unterschied erreicht (p =
0,00001). 50 pM Doxorubicin waren in der Lage, die Proliferation fast vollstdndig zu
unterbinden (0,5 + 0,71 Kolonien; p = 0,000007).

Beide Topoisomerase lla-Inhibitoren konnten die Proliferation der CACO-2-Zellen hemmen.
In aquimolaren Konzentrationen bewirkte Doxorubicin einen starkeren Effekt als Etoposid
(Abb. 19).
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Abb. 19 Koloniebildungsvermégen von CACO-2-Zellen nach Behandlung mit Etoposid (n = 4) bzw.
Doxorubicin (n = 3; 50 uM: n = 2). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der in den
Experimenten ermittelten Koloniezahlen (p-Werte gegen die Kontrolle).

4.6 Einfluss der Topoisomerase Il a-Inhibitoren auf den Zellzyklus

Die Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen wurde
durchflusszytometrisch gemald der beschriebenen Methode analysiert (9.6.2). Um
auszuschlieRen, dass das Lésungsmittel DMSO unter den gewaéhlten Bedingungen einen
Einfluss auf den Zellzyklus hat, wurde ein Vergleich von unbehandelten und mit 0,1 %
DMSO behandelten Zellen (3 h Inkubation, dann Mediumswechsel) zu verschiedenen Zeiten
durchgefuhrt. Dabei gab es keinen relevanten Einfluss auf die Verteilung der verwendeten
Zellen auf die Zellzyklusphasen (Abb. 20).
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Abb. 20 Zellzyklusanalytik - Einfluss des Loésungsmittels (0,1 DMSQ). Vergleich von Kontrollen mit
Losungsmittelkontrollen (n=3; Mittelwerte + Standardabweichungen; #=p<0,05 gegen die
dazugehdrige Kontrolle).

Die Ergebnisse der Behandlung mit Etoposid sind in Abb. 21 dargestellt.

In den THP-1-Zellen veranderte sich vor allem der sub-G1-Anteil der THP-1-Zellen. Dieser
nahm nach der Etoposid-Inkubation zu und blieb Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
gegenuber der Kontrolle erhéht. Nach 24 h betrug er 47,71 % + 10,34 % (p = 0,002) gegen
K24 (3,29 % * 0,54 %). Parallel dazu nahm der G1-Anteil ab. Der Anteil der Zellen in der
S-Phase schwankte und stieg im Vergleich zur Kontrolle nach 72 h signifikant an (K72:
12,91 % + 10,34 %; 72h: 21,08 % + 2,47 %). Drei Stunden und sechs Stunden nach
Mediumswechsel war der Anteil der Zellen in der G2/M-Phase stark reduziert (KO: 16,84 %
+1,95 %; 3 h: 3,84 % £ 0,92 %; p = 0,0005; 6 h: 1,87 % + 0,61 %; p = 0,0002). Anschlieend

stieg der Wert wieder an.
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Abb. 21 Zellzyklusanalytik nach Behandlung mit 5 uM Etoposid und anschlieBender Inkubation in
zytostatikafreiem Medium (n =3, Mittelwerte * Standardabweichungen; *=p <0,01; #=p <0,05
gegen die dazugehérige Kontrolle).

Bei den CACO-2-Zellen fielen die Unterschiede zwischen Kontrollen und behandelten Zellen
geringer aus und waren von kurzer Dauer. Anders als bei den THP-1-Zellen blieb der
sub-G1-Anteil konstant. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen aus der Zelltodanalytik.
Der G1-Anteil sank zunachst von 48,28% +2,93 % auf 34,15% + 4,52 % (6 h, p =0,01).
Danach stieg er wieder an, bis er schlieBlich nach 48 h das Kontrollniveau erreichte. Der
Prozentsatz der Zellen, die sich in der S-Phase befinden nahm bis drei Stunden nach
Inkubationsende zu (KO: 18,75 % + 4,27 %; 3 h: 27,75 % + 2,83 %; p = 0,04). AnschlieRend

fiel der Wert wieder auf das Ausgangshiveau.
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Der G2/M-Anteil stieg bis sechs Stunden nach Mediumswechsel leicht an. Diese
Veranderung ist allerdings nicht signifikant.

Die Behandlung mit Doxorubicin ergab folgendes Bild (Abb. 22): Auch hier nahm der
sub-G1-Anteil der THP-1-Zellen zu. Nach 24 h betrug er 15,68 % + 12,97 % (K24: 3,32 % +
0,42 %). Nach 72 h handelte es sich bei 17,45 % * 2,33 % der mit Doxorubicin behandelten
Zellen um Zellen mit reduziertem DNA-Gehalt (p gegen K72 = 0,005; K72: 6,46 % + 2,44 %).
Im Vergleich zur Etoposid-Inkubation war der Anteil an sub-G1-Zellen geringer.

Der G1-Anteil lag zu Beginn bei 51,31 % + 11,85 % (KO0). Bis sechs Stunden nach
Inkubationsende sank er auf 36,94 % + 6,12 %, und naherte sich dann nach 24 h (42,07 % +
12,99 %) wieder der Kontrolle (K24: 46,10 % * 4,67 %) an.

Der Anteil der Zellen, die sich in der S-Phase befanden, nahm nur geringflgig zu (1,36fach
nach 6 h bzw. 1,32fach nach 24 h bezogen auf KO bzw. K24).

Der G2/M-Anteil nahm bis 3 h nach Mediumswechsel zu. Nach 24 h war dann ein im
Vergleich zur Kontrolle erniedrigter Wert zu verzeichnen (K24: 29,00% + 7,37 %; 24 h: 13,87
+ 11,4 %). Zu signifikanten Veranderungen kam es ausschlie3lich bei den sub-G1-Zellen (6
h, 48h und 72 h; p <0,01). Nach 48 h und 72 h konnte nur noch zwischen sub-G1-Zellen und
den restlichen Zellen unterschieden werden. Eine genauere Auswertung war nicht maglich.
Die Doxorubicin-Behandlung loste bei den CACO-2-Zellen eine Verschiebung der Zellen in
die G2/M-Phase aus. Dieser Effekt war am deutlichsten nach 24 h ausgepragt (K0/24:
24,67 % + 11,44 %; 24 h: 69,46 % + 0,87 %; p gegen KO/24 = 0,000003). Danach ging der
Anteil zwar zuriick, blieb aber gegentiber dem Kontrollniveau signifikant erhoht.

Der sub-G1-Anteil blieb wéhrend der gesamten Messung niedrig.

Der Anteil der Zellen, die sich in der G1-Phase befanden, war im Vergleich zur Kontrolle ab
sechs Stunden nach Mediumswechsel erniedrigt (6h bis 72h: p < 0,05 gegen die Kontrolle).
Nach 24 h waren nur noch 13,78 % + 1,30 % der Zellen in der G1-Phase. Danach nahm der
Wert wieder zu. Der Prozentsatz der S-Phase-Zellen nahm nach 24 h ab (K0/24: 26,22 % +
6,57 %; 24 h: 1421 % + 2,68 %) und war signifikant gegen die Kontrolle. Die
folgenden Werte unterschieden sich nicht mehr von dem S-Phase-Anteil unbehandelter

Zellen.
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Abb. 22 Zellzyklusanalytik nach Behandlung mit 5 pM Doxorubicin und anschlieBender Inkubation in
zytostatikafreiem Medium (n = 3, Mittelwerte + Standardabweichungen; * = p < 0,01; # = p < 0,05
gegen die dazugehdrige Kontrolle).Die Fehlerbalken der G2/M-Phase sind nach oben abgeschnitten.
Die Standardabweichung ist symmetrisch um den Mittelwert verteilt.

4.7 Analyse der Expression ausgewahlter Proteine

DNA-Doppelstrangbriiche werden vor allem durch die beiden Hauptreparaturwege NHEJ
(non-homologous end joining) und HR (homologous recombination) repariert. Fir die
Proteinanalytik wurden deshalb zunéchst Proteine ausgewahlt, die diesen beiden
Reparaturwegen angehoren. AuRerdem wurde das Protein, dessen Funktion durch Etoposid
und Doxorubicin gehemmt wird — die Topoisomerase lla — untersucht.

Beide Zelllinien wurden drei Stunden mit 5 uM Etoposid bzw. 5 pM Doxorubicin behandelt.
AnschlieRend wurde das zytostatikahaltige Medium durch normales Wachstumsmedium
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ersetzt. Die Proteine wurden 0/1/3/4,5/6/12 h und 24 h nach dem Mediumswechsel isoliert

(9.5) und anschliel3end semi-quantitativ bestimmt.

4.7.1 Proteine des NHEJ und Topoisomerase Il a

Nach der Behandlung der THP-1 mit Etoposid (Abb. 23 oben) stiegen die NHEJ-Proteine
Ku70 und Ku86 nur geringfligig an. Der Gehalt an DNA-PKcs nahm starker zu und erreichte
nach 24 h fast das Achtfache des Kontrollwertes (ohne Signifikanz). Die Menge an
Topoisomerase lla-Protein erhéhte sich ebenfalls. Nach 24 h lag sie bei 5,83 +2,08
(p =0,02).
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Abb. 23 Proteine des NHEJ nach Behandlung mit Etoposid. Die Werte wurden auf die Kontrolle (K)
normiert (n = 3, Mittelwerte + Standardabweichungen; * = p <0,01; # = p < 0,05 gegen die Kontrolle
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Abb. 24 Western Blot. NHEJ-Proteine und Topoisomerase lla in THP-1-Zellen nach
Etoposid-Behandlung. DNA-PKcs: 420 kDa, Topo: 170 kDa, Ku86: 86 kDA, Ku70: 70 kDa.

Die Veranderungen der Proteine der CACO-2-Zellen nach der Inkubation mit Etoposid (Abb.

23 unten) waren nicht von relevantem Ausmal3.

TN e w— — — — — DNA-PKcs

-_ — — -
T — . Ku86
/ e e —— et ) I~ . Ku70
K Oh 1h 3h 45h 6h 12h 24h

Abb. 25 Western Blot. NHEJ-Proteine und Topoisomerase lla in CACO-2-Zellen nach
Etoposid-Behandlung. DNA-PKcs: 420 kDa, Topo: 170 kDa, Ku86: 86 kDA, Ku70: 70 kDa.

Auch nach der Behandlung der Zellen mit Doxorubicin reagierten die THP-1-Zellen mit einer
Veranderung ihrer Proteinlevels (Abb. 26 oben). Die starkste Zunahme war bei der
Topoisomerase lla zu beobachten. Die Werte drei Stunden (4,13 +0,33; p = 0,00008), 4,5
Stunden (4,53 +1,42; p= 0,01) und sechs Stunden (5,30+£2,30; p=0,03) nach
Mediumswechsel waren signifikant gegen die Kontrolle. Die NHEJ-Proteine Ku70 und Ku86
stiegen nur leicht an und erreichten ihr Maximum nach 12 h (Ku86: 1,94 + 0,35) bzw. 24 h
(Ku70: 1,67 £0,00). Wie schon nach der Behandlung mit Etoposid reagierten die

THP-1-Zellen auch auf das Doxorubicin mit einem erhthten Gehalt an DNA-PKcs-Protein.
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Nach sechs Stunden ergab sich ein gegen die Kontrolle signifikanter Wert von 3,47 + 1,16
(p = 0,02). Anschlieend sank der DNA-PKcs-Gehalt wieder.
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Abb. 26 Proteine des NHEJ nach Behandlung mit Doxorubicin. Die Werte wurden auf die Kontrolle (K)
normiert (n = 3, Mittelwerte + Standardabweichungen; * = p < 0,01; # = p < 0,05 gegen die Kontrolle;
CACO-2: DNA-PKcs, Topo n = 4; THP-1: Ku86 und Ku70 n=2).
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Abb. 27 Western Blot. NHEJ-Proteine und Topoisomerase lla in THP-1-Zellen nach
Doxorubicin-Behandlung. DNA-PKcs: 420 kDa, Topo: 170 kDa, Ku86: 86 kDA, Ku70: 70 kDa.

Die CACO-2-Zellen zeigten auch nach der Doxorubicin-Behandlung kaum eine Veranderung
(Abb. 26 unten). Lediglich der Gehalt an Ku86 zeigte eine geringfugig steigende Tendenz.
Signifikant erhdht waren die Werte nach einer Stunde (1,36 £+ 0,09; p = 0,002) und nach drei
Stunden (1,64 +0,39; p = 0,05).
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Abb. 28 Western Blot. NHEJ-Proteine und Topoisomerase lla in CACO-2-Zellen nach
Doxorubicin-Behandlung. DNA-PKcs: 420 kDa, Topo: 170 kDa, Ku86: 86 kDA, Ku70: 70 kDa.
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4.7.2 Proteine der Homologen Rekombination

Wahrend der Rad51-Gehalt in den THP-1-Zellen Uber die Dauer der Behandlung konstant
blieb, stieg der Rad54-Gehalt an. Der Werte nach sechs (2,66 + 0,19; p gegen K = 0,0001)
und zwolf Stunden (3,27 + 0,51; p = 0,001) sind hoch signifikant gegen den der Kontrolle.
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Abb. 29 Proteine der HR nach Behandlung mit Etoposid. Die Werte wurden auf die Kontrolle (K)
normiert (n = 3, Mittelwerte + Standardabweichungen; * = p <0,01; # = p < 0,05 gegen die Kontrolle).
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Abb. 30 Western Blot. HR-Proteine und Topoisomerase lla in THP-1-Zellen nach
Etoposid-Behandlung. Rad54: 84 kDa, Rad51: 37 kDa.

Der Gehalt der HR-Proteine der CACO-2 anderte sich nach der dreistiindigen Inkubation mit

Etoposid nicht relevant.
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Abb. 31 Western Blot. HR-Proteine und Topoisomerasella in CACO-2-Zellen nach
Etoposid-Behandlung. Rad54: 84 kDa, Rad51: 37 kDa.

Die Doxorubicin-Inkubation fuhrte bei den THP-1-Zellen (Abb. 32 oben) zu einer
Verdopplung des Rad54-Gehalts im Vergleich zur Kontrolle (4,5h: 1,98 + 0,60; p = 0,05; 6 h:
2,10 £0,71; p =0,055). Nach 24 h lag der Gehalt der behandelten Zellen wieder auf dem
Niveau unbehandelter Zellen. Doxorubicin hatte zundchst keinen bedeutenden Einfluss auf
die Menge des Rad51-Proteins. Nach 12 h und 24 h fielen die Werte unter den Kontrollwert
(24 h: 0,25 £ 0,06; n = 2).
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Abb. 32 Proteine der HR nach Behandlung mit Doxorubicin. Die Werte wurden auf die Kontrolle (K)
normiert (n = 3, Mittelwerte + Standardabweichungen; * = p < 0,01; # = p < 0,05 gegen die Kontrolle;
CACO-2: Rad54 n = 4; THP-1: Rad51 n=2).

K Oh 1lh 3h 45h 6h 12h 24h

Abb. 33 Western Blot. HR-Proteine und Topoisomerase lla in THP-1-Zellen nach
Doxorubicin-Behandlung. Rad54: 84 kDa, Rad51: 37 kDa.
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Die CACO-2-Zellen reagierten auch hier unempfindlich. Der Rad51-Gehalt stieg nicht
relevant an. Der Rad54-Gehalt nimmt etwas starker zu (24 h: 2,26 + 1,15) — allerdings ohne

Signifikanz.

-——~ | —
—-— e e Raoss

---——-1--1--.---I--".--.-.‘
Rad51
12h 24h

K Oh 1lh 3h 45h 6h

Abb. 34 Western Blot. HR-Proteine und Topoisomerasella in CACO-2-Zellen nach
Doxorubicin-Behandlung. Rad54: 84 kDa, Rad51: 37 kDa.

Um zu Uberprifen, ob die gesteigerte Proteinexpressionen von DNA-PKcs,
Topoisomerase lla und Rad54 nach der Etoposid-Behandlung durch Effekte des
Losungsmittels des Etoposids verursacht wurden, wurde eine dreistiindige Behandlung mit
0,1 % DMSO durchgefiihrt und anschlieBend fur 24 h in normalem Wachstumsmedium
inkubiert. Dabei konnten keine Effekte des Losungsmittels festgestellt werden.

.
‘ DNA-PKcs
- - Topo A W DNA-PKCs

A W Topo

- - Rad54
B coose

K DMSO K DMSO

Abb. 35 Western Blot. Dreistiindige Behandlung mit DMSO ( THP-1 (links) und CACO-2 (rechts) und
anschlieende Inkubation in normalem Wachstumsmedium fiir 24 h.
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Abb. 36 Western Blot. Einfluss von 0,1 % DMSO (3 h mit anschlieBendem DMSO-freien Intervall von
24 h) auf die Proteinexpression von Rad54, Topoisomserase lla und DNA-PKcs in THP-1-Zellen.
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4.8 Vergleich des Topoisomerase Il a-Gehalts in THP-1 und
CACO-2-Zellen

Da Unterschiede im Topoisomerase lla-Gehalt zu einem unterschiedlichen Ansprechen der
verwendeten Zelllinien auf Topoiomerase lla-Inhibitoren beitragen koénnen, wurden die
isolierten Proteine unbehandelter Kontrollen auf demselben Tris-Acetat-Gel (3-8 %)
elektrophoretisch aufgetrennt (15 pg Proteinlosung/10 pl). Die Proteine wurden mittels
Western Blot auf eine PVDF-Membran Ubertragen und die Topoisomerase lla detektiert
(Proteinanalytik9.5).

Topoisomerase lla-Gehalt
2500000 -
= 2000000 -
2 1500000 -
=
©
c
=2 1000000 -
(7]
500000 -
*
O T 1
CACO-2 THP-1
Zelllinie

Abb. 37 Topoisomerase lla-Gehalt unbehandelter THP-1 und CACO-2. Das Diagramm zeigt die
Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Bestimmungen. *=p < 0,01 gegen
CACO-2.

Der Gehalt in den THP-1-Zellen war signifikant niedriger als in den CACO-2-Zellen
(p = 0,008).

4.9 Genexpressionsanalyse

Neben klassischen HR- und NHEJ-Genen wurden hier weitere fur die Behebung des
DNA-Schadens wichtige Kandidaten untersucht, um einen Hinweise darauf zu bekommen,
welche Proteine auRerdem nédher betrachtet werden konnten. Diese sind beispielsweise Teil
der Schadenserkennung und Signalweiterleitung (ATM) oder kontrollieren den Zellzyklus
(CHK1). Die Zellen wurden fiir drei Stunden mit 5 uM Etoposid bzw. Doxorubicin behandelt.

AnschlieRende wurde das zytostatikahaltige Medium durch normales Wachstumsmedium
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ersetzt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und gemafR der beschriebenen Methode

aufgearbeitet und analysiert (9.7).
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Abb. 38 Multiplex- Genexpressionsanalyse. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen.
Die Werte wurden auf die Kontrollwerte normiert (K = 100 %). Etoposid: n = 3 (THP-1 Etoposid: CHK1
und ATMn=2; CACO-2 Etoposid: ATMn=1); Doxorubicin. n=2 (CACO-2 Doxorubicin:
ATM n = 1);*=p <0,01; # = p £ 0,05 gegen die Kontrolle.

Die starkste Veranderung der Genexpression war eine Zunahme von ATM nach Behandlung
der THP-1-Zellen mit Etoposid (150,07 % * 12,45 %). Weitere Zunahmen fielen deutlich
geringer aus oder zeigten hohe Standardabweichungen (DNA-PKcs, Rad54). MRE11 lag bei
116,49 % + 8,59 % (p = 0,03 gegen die Kontrolle). Die mit Doxorubicin inkubierten THP-1

tendierten zu verminderten Expressionslevels. So waren bei Nibrin (76,49 % % 5,43 %),
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Ku70 (73,33 % + 6,43 %), Topoisomerase lla (68,24 % + 9,84 %), CHK2 (77,83 % + 5,78 %)
und CHK1 (77,25 % + 4,22 %) Abnahmen tber 20 % zu sehen.

Die CACO-2-Zellen zeigten eine verstéarkte Expression von BRCA2 nach Behandlung mit
Doxorubicin (127,62 % + 3,98 %). Auch CHK1 (120,39 % + 16,93 %) stieg an. Etoposid

bewirkte keine relevanten Veranderungen.

4.10 Proteinanalytik von CHK1 und ATM

4.10.1ATM

Da ATM nach der Behandlung der THP-1-Zellen mit Etoposid in der
Genexpressionsananalyse anstieg, wurde anschlielBend ein Western Blot durchgefihrt, um
zu untersuchen, ob sich auch auf Proteinebene eine Veréanderung zeigt. Die Zellen wurden
dafir drei Stunden mit 5 uM Etoposid behandelt und nach einem Mediumswechsel 24 h in
zytostatikafreiem Medium inkubiert. Die isolierten Proteine wurden gemafl der
beschriebenen Methoden (9.5) isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und
detektiert.

THP-1 ATM
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Abb. 39 Proteinanalytik von ATM in THP-1-Zellen in etoposidbehandelten THP-1 (3 h5 pM
Etoposid + 24 h zytostatikafreie Inkubation). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen
aus drei unabhangigen Versuchen. DMSO ist die Lésungsmittelkontrolle (3 h 0,1 % DMSO, dann 24 h
in normalem Wachstumsmedium). # = p < 0,05 gegen die Kontrolle.

Auch auf Proteinebene war nach der Inkubation mit Etoposid ein Anstieg des ATM-Levels zu
beobachten (3,36 +1,21; p gegen K=0,03). Die Behandlung mit dem Ld&sungsmittel

(DMSO) fuhrte nicht zu nennenswerten Veranderungen (1,38 £ 0,44).
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4.10.2 CHK1

Die Behandlung mit Doxorubicin fuhrte in der Genexpressionsanalyse bei beiden Zelllinien
zu einer Veranderung von CHK1 (THP-1: Abnahme; CACO-2: Zunahme). Um zu sehen, ob
Doxorubicin auch den Gehalt von CHK1-Protein beeinflusst, wurden die Proteine nach
entsprechender Behandlung der Zellen (3 h5 pM Doxorubicin + 24 h zytostatikafreie

Inkubation) isoliert und analysiert (9.5).
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c c
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Abb. 40 Proteinanalytik von CHK1 in doxorubicinbehandelten THP-1 und CACO-2 (3h5 puM
Doxorubicin + 24 h zytostatikafreie Inkubation). Das Diagramm zeigt
Mittewerte + Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. *=p <0,01; # =p < 0,05
gegen die Kontrolle.

In beiden Zellen nahm der CHK1-Proteingehalt im Vergleich zur Kontrolle (K = 1) ab. Bei den
THP-1 zeigte sich eine starkere Abnahme (0,35 0,15;p gegen K=0,001). Der
CHK1-Gehalt in den CACO-2-Zellen sank auf 0,75 £ 0,13 (p gegen K = 0,03).

4.11 Einfluss pharmakologischer Inhibitoren auf die Etoposid-Sensitivitat
von THP-1-Zellen

Mit den Inhibitoren (1.8) ATM Kinase Inhibitor, L189, NU7026 und TCS 2312 kann die
Funktion der Proteine ATM, Ligase I/lll/IV, DNA-PKcs und CHK1 gehemmt werden. ATM und
CHK1 und DNA-Pkcs kamen aufgrund der Ergebnisse der Western Blots der THP-1-Zellen
in Frage. Der Ligase-Inhibitor ist eine neue Komponente. Er soll eine hemmende Wirkung
auf die Ligation der DNA-Enden eines Doppelstrangbruches austben [87].

Die THP-1-Zellen konnten die durch Etoposid verursachten DNA-Doppelstrangbriiche
schnell beheben. Daher sollte untersucht werden, ob dies durch die Kombination mit einem

pharmakologischen Inhibitor, der in fir die Reparatur entscheidende Schritte eingreift,
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unterbunden werden kann. Auf diesem Weg kénnte die Wirksamkeit von Etoposid erhdht
werden.

Zunachst wurde der Einfluss der Inhibitoren auf die Viabilitdt der Zellen bei verschiedenen
Konzentrationen mit dem CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (9.4) untersucht.
AnschlieRend wurde eine Inhibitorkonzentration ausgewahlt, die alleine nicht zu toxisch war,
zusammen mit Etoposid aber starker wirksam war als Etoposid alleine. Diese Konzentration
wurde dann fiur die sich anschlieRenden Untersuchungen zum Einfluss des Inhibitors auf den
zeitlichen Verlauf der DNA-Strangbriiche (Comet-Assay) verwendet. Der Schadensverlauf
unter Einfluss des Inhibitors wurde mit dem Verlauf der inhibitorfreien 5 puM
Etoposid-Behandlung (3 h + 0/1/3/6/24 h) verglichen.

Der jeweilige Inhibitor blieb Uber die gesamte Inkubation in dem Medium. Das Zytostatikum
wurde nach der Vorinkubation mit dem Inhibitor zugesetzt und nach drei Stunden wieder

entfernt.

Tab. 6 Zeitschemata Inhibitoren

Dauer der Dauer der Inkubation Dauer der Inkubation in
Vorinkubation mit mit 5 UM Etoposid + zytostatikafreiem
Inhibitor Inhibitor Medium + Inhibitor

CellTiter-Glo® 1h 3h 24 h

Luminescent Cell

Viability Assay —

5 uM Etoposid +

Inhibitor

CellTiter-Glo® 28 h

Luminescent Cell

Viability Assay —

Inhibitor

Comet-Assay -5 1lh 3h 1/3/6/24 h

UM Etoposid +

Inhibitor

Comet-Assay - 28 h

Inhibitor
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4.11.1 DNA-PKcs-Inhibitor NU7026

411.1.1 Bestimmung der Zytotoxizitdt des DNA-PKcs- Inhibitors auf
THP-1-Zellen

Die Inkubation mit dem DNA-PKcs-Inhibitor NU7026 war bei allen untersuchten
Konzentrationen (5/10/20 uM) deutlich weniger toxisch als Etoposid oder die Kombinationen
aus Etoposid und dem Inhibitor (20 uM NU7026: 0,77 £ 0,13).

Die Kombination aus 5 uM Etoposid und NU7026 fuhrte zu einer reduzierten Viabilitat. Hier
waren 10 uM (0,29 + 0,03; p = 0,01) und 20 uM (0,25 + 0,01; p = 0,005) signifikant gegen die
Inkubation mit Etoposid alleine (Abb. 41).
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Abb. 41 Viabilitdat der THP-1-Zellen nach Behandlung mit 5 uM Etoposid und/oder verschiedenen
Konzentrationen des DNA-PKcs-Inhibitors NU7026 gemafl? dem Schema in Tab. 6 (n = 3; Mittelwerte
+ Standardabweichungen; *=p< 0,01; #=p< 0,05- NU7026 gegen 5 pM Etoposid +
NU7026;A =p< 0,01; A=p< 0,05gegen 5uM Etoposid). Die Werte wurden auf die
Lésungsmittelkontrolle normiert (0,5 % DMSO).

Fur die Untersuchung des Einflusses des Inhibitors auf das Reparaturvehalten nach der
Behandlung mit 5 uM Etoposid wurde eine Konzentration von 20 uM NU7026 gewahlit. Der
Effekt nach Behandlung mit der Kombination entsprach ungefédhr der Summe der Wirkung

der einzelnen Komponenten, ist also additiv.

411.1.2 Einfluss des DNA-PKcs-Inhibitors auf den V erlauf der
DSB-Reparatur

Mithilfe des Comet-Assays wurde untersucht, ob der Inhibitor einen Effekt auf die Reparatur
des durch Etoposid induzierten DNA-Schadens hat. Dabei wurde gemaf der beschriebenen

Methode vorgegangen (9.8.2).
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Abb. 42 Einfluss des DNA-PKcs-Inhibitors NU7026 auf die DNA-Reparatur (n =3;
Mittelwerte und Standardabweichungen — aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in eine Richtung
aufgetragen; *=p< 0,01; #=p< 0,05gegen die Kontrolle; 1h5uM Etoposid:
n = 2).Inkubationsschema gemanR Tabelle Tab. 6.

Durch den Inhibitor alleine entstanden keine DNA-Doppelstrangbriiche. Die Kombination aus
Etoposid und dem DNA-PKcs-Inhibitor flihrte zu einem relativen DNA-Schaden von
4,56 + 0,69 (p gegen die Kontrolle = 0,0009). Auch eine Stunde (2,53 + 0,38; p = 0,002), drei
(2,11 +0,67; p=0,05) und sechs Stunden (1,91+0,39; p=0,02) nachdem das
etoposidhaltige Medium gegen zytostatikafreies Medium gewechselt wurde, waren die Werte
noch signifikant gegen den Kontrollwert erhéht. Die Werte nach 1/3/6/24 h waren jeweils
signifikant niedriger als der Initialschaden (p = 0,01/0,01/0,004/0,001). Direkt nach
Mediumswechsel und sechs Stunden spéter fiihrte der Inhibitor zusammen mit Etoposid zu
einem signifikant héheren Schaden als die reine Etoposid-Inkubation mit 2,81 + 0,67 (p
< 0,05).

Vergleicht man den Verlauf der DSB nach Inkubation mit der Kombination beider Wirkstoffe
mit dem Verlauf der DSB nach Behandlung mit 5 M Etoposid, so fallt auf, dass sich ersterer
viel spater dem Kontrollniveau nahert. Dies kdnnte eine Folge des hdheren Initialschadens
sein. Dagegen spricht, dass die Kurve nach einer dreistindigen Inkubation mit 50 uM
Etoposid (4.2), die einen ahnlich hohen Initialschaden aufwies (4,39 £ 0,30), bereits nach
drei Stunden wieder das Level der Kontrolle erreichte. Der DNA-Pkcs-Inhibitor hatte also

einen Einfluss auf den Verlauf der Reparatur.
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4.11.2 ATM Kinase Inhibitor

4.11.2.1 Bestimmung der Zytotoxizitat des ATM-Inhib  itors auf THP-1-Zellen
Der ATM-Kinase-Inhibitor zeigte mit steigender Konzentration eine zunehmend starke

Toxizitédt. Die Viabilitdt der THP-1-Zellen nach der Inkubation mit 25 pM Inhibitor
unterscheidet sich nicht mehr von der nach der Behandlung mit der Kombination aus
Etoposid und 25 pM Inhibitor (Eto + Inhibitor: 0,08 £ 0,06; Inhibitor: 0,09 £ 0,03). Da die
Viabilitdten nach der Inkubation mit Etoposid + 10 pM ATM-Kinase-Inhibitor und Etoposid +
5 uM ATM-Kinase-Inhibitor sehr ahnlich waren, 5 uM des Inhibitors alleine aber weniger
toxisch wirkten als 10 uM, wurde diese Konzentration fir die folgenden Reparaturversuche
gewabhilt.
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Abb. 43 Viabilitdt der THP-1-Zellen nach Behandlung mit 5 uM Etoposid undloder verschiedenen
Konzentrationen des ATM-Kinase-Inhibitors gemaR dem Schema in Tab. 6 (n=3; Mittelwerte
+ Standardabweichungen; *=p< 0,01, #=p< 0,05-5pM Etoposid + ATM-Inhibitor gegen
ATM-Inhibitor; A =p< 0,01; A=p< 0,05gegen 5pM Etoposid). Die Werte wurden auf die
Lésungsmittelkontrolle normiert (0,35 % DMSO).

4.11.2.2 Einfluss des ATM-Inhibitors auf den Verlau f der DSB-Reparatur
Der Initialschaden unmittelbar nach der dreistiindigen Behandlung mit der Kombination aus

Etoposid und dem ATM-Kinase-Inhibitor (4,49 + 0,15) war héher als der nach der Inkubation
nur mit Etoposid (2,81 + 0,67). Dieser Unterschied hielt jedoch nicht lange an. Bereits drei
Stunden nach Mediumswechsel lagen beide Kurven wieder auf dem Niveau der Kontrolle.

Mit dem Zusatz von 5pM ATM-Kinase-Inhibitor konnte die Reparatur der

Doppelstrangbrtiche nicht verhindert werden.
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Abb. 44 Einfluss des ATM-Kinase-Inhibitors auf die DNA-Reparatur. n=3;
Mittelwerte und Standardabweichungen — aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in eine Richtung
aufgetragen; *=p < 0,01; gegen die Kontrolle; 1 h5uM Etoposid, 3h/6h 5 pM Etoposid +
ATM-Inhibitor, 3 h Inhibitor: n = 2). Inkubationsschema gemanR Tabelle Tab. 6.

4.11.3 CHK1-Inhibitor TCS 2312

41131 Bestimmung der Zytotoxizitdt des CHKI1-Inhi bitors auf
THP-1-Zellen

Der CHK1-Inhibitor zeigte in den getesteten Konzentrationen eine konzentrationsabhangige
Toxizitét, die nicht besonders stark ausfiel (Abb. 45). 250 nM fihrten zu einer Abnahme der
Viabilitdt der THP-1-Zellen auf 0,68 + 0,12 (p gegen Ldsungsmittelkontrolle = 0,01). Jede
verwendetet Konzentration unterschied sich signifikant von ihrer Kombination mit 5 puM
Etoposid. Erst die Kombination aus 250 nM Inhibitor und Etoposid filhrte 24 h nach dem
Mediumswechsel gegen den Inhibitor enthaltendes zytostatikafreies Medium zu einer
signifikant niedrigeren Viabilitat (0,20 + 0,15; p = 0,05) als die Etoposid-Inkubation ohne den
Inhibitor (0,56 + 0,17).

Die Wirkung auf die Viabilitat nach der Behandlung mit der Kombination aus Inhibitor und
Etoposid entspricht naherungsweise der Summe aus den Effekten der einzelnen
Komponenten.

Fur die Reparaturuntersuchungen wurde die Inhibitorkonzentration von 250 nM verwendet.
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Abb. 45 Viabilitat der THP-1-Zellen nach Behandlung mit 5 uM Etoposid und/oder verschiedenen
Konzentrationen von TCS 2312 gemdR dem Schema in Tab. 6 (n=3; Mittelwerte
+ Standardabweichungen; *=p< 0,01; #=p< 0,05 TCS 2312 gegen
5 uM Etoposid + TCS 2312;A =p < 0,01; A =p < 0,05 gegen 5 uM Etoposid). Die Werte wurden auf
die Losungsmittelkontrolle normiert (0,01 % DMSO).

4.11.3.2 Einfluss des CHK1-Inhibitors auf den Verla  uf der DSB-Reparatur
Der relative DNA-Schaden unmittelbar nach der dreistiindigen Behandlung mit 5 uM

Etoposid + 0,25 uM TCS 2312 betrug 3,27 + 0,95 und lag damit im Bereich des Schadens
nach  der Inkubation mit Etoposid alleine (2,81+0,67). Wahrend die
DNA-Doppelstrangbriiche aber nach der Inkubation mit 5 pM Etoposid schnell entfernt
werden konnten (3 h nach Mediumswechsel: 1,14 +0,21), blieb der Schaden unter dem
zusatzlichen Einfluss des CHK1-Inhibitors bis 24 h nach Mediumswechsel leicht erhdht
(1,64 +0,52; p gegen die Kontrolle = 0,05). Der Unterschied zwischen beiden Kurven (5 pM
Etoposid + 0,25 pM TCS 2312 und 5 puM Etoposid) war nach sechs Stunden signifikant
(1,64 £ 0,28 und 1,08 £+ 0,10; p = 0,02).

Der Inhibitor beeinflusste demnach das Reparaturvermégen der THP-1-Zellen, die den durch

Etoposid verursachten Schaden nicht mehr vollstandig beheben konnten.
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Abb. 46 Einfluss des CHK1-Inhibitors TCS 2312 auf die DNA-Reparatur. n=4;
Mittelwerte und Standardabweichungen — aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in eine Richtung
aufgetragen; * = p <0,01; # = p £ 0,05 ; gegen die Kontrolle; 1 h 5 uM Etoposid: n =2; 1 h Etoposid +
TCS 2312 ,3 h TCS 2312: n = 3). Inkubationsschema gemafR Tabelle Tab. 6.

4.11.4 Ligase-Inhibitor L189

411.4.1 Bestimmung der Zytotoxizitdt des Ligase-In  hibitors auf
THP-1-Zellen

Der Einfluss des Inhibitors L189 auf die Viabilitdt der THP-1-Zellen war gering. Die
Inkubation mit 25 pM L189 flhrte zu einer Abnahme der Viabilitat auf 0,81 £ 0,11 (Abb. 47).
Dieser Wert war signifikant gegen die Lésungsmittelkontrolle (p = 0,01). Die dreistiindige
Behandlung mit 5 pM Etoposid und 5/10/25 pM des Inhibitors und anschlieender
zytostatikafreien Inkubation mit Inhibitor fihrte zu einer signifikant niedrigeren Viabilitat als
mit dem Inhibitor alleine. FiUr die folgenden Reparaturbeobachtungen wurde eine
Inhibitorkonzentration von 25 uM verwendet. Hier war die metabolische Aktivitat der Zellen
nach zytostatischer Behandlung stark reduziert (5 uM Etoposid + 25 uM L189: 0,22 + 0,16; p
gegen 5 uM Etoposid = 0,054; 5 uM Etoposid: 0,64 +0,32). Die Kombination bewirkte eine
Reduktion der Viabilitdt um 78 %, Etoposid flhrte zu einer 36%igen Abnahme und durch
den Inhibitor alleine sank der Wert um fast 19 %. Der Effekt der Kombination aus Inhibitor

und Etoposid Uberstieg demnach die Wirkung der Summe der Einzeleffekte.
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Abb. 47 Viabilitdt der THP-1-Zellen nach Behandlung mit 5 uM Etoposid und/oder verschiedenen
Konzentrationen von L189 gemdl3 dem Schema in Tab. 6 (n=4; Mittelwerte
+ Standardabweichungen; *=p <0,01; # = p <0,05 L189 gegen 5 uM Etoposid + L189; 10 uM L189/
5 pM Etoposid + 5puM/10 yM L189: n=3; 5uM L189: n=2 ). Die Werte wurden auf die
Lésungsmittelkontrolle normiert (0,35 % DMSO).
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4.11.4.2 Einfluss des Ligase-Inhibitors auf den Ver  lauf der DSB-Reparatur
Im Vergleich zu der Kurve nach Etoposid-Behandlung gab es durch die zusatzliche

Inkubation mit 25 uM Inhibitor L189 keine relevanten Veradnderungen. Zwar war der
Initialschaden etwas erhdht (3,88 £+ 0,44) und der Wert drei Stunden nach Mediumswechsel
zeigte noch eine signifikante Abweichung vom Kontrollwert. Diese ist aber gering (1,26 £
0,16 p =0,04) und die Kurven verlaufen insgesamt sehr ahnlich. Der Ligase-Inhibitor L189
hatte demnach keinen relevanten Einfluss auf das Reparaturvermégen der THP-1-Zellen

nach der Behandlung mit 5 puM Etoposid.

5 L189
45
=—=25uM L189
4 2%
€ 4 =5 M Etoposid + 25 M L189
0 L
E —-5 M Etoposid
s 3
Q
I =—Kontrolle
& 25
=
o
2
©
e
D T T T 1
0 6 12 18 24

Zeit nach Mediumswechsel [h]

Abb. 48 Einfluss des Ligase-Inhibitors L189 auf die DNA-Reparatur. n=3;
Mittelwerte und Standardabweichungen — aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in eine Richtung
aufgetragen; *=p< 0,01; #=p< 0,05 gegen die Kontrolle; 6h25uM L189: n=2).
Inkubationsschema gemaf Tabelle Tab. 6.
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4.12 Ergebnisiuberblick

Fur beide Zytostatika konnten Bedingungen gefunden werden, unter denen in den
THP-1- und den CACO-2-Zellen DSB induziert wurden.

Die durch 5 uM Etoposid verursachten DNA-Doppelstrangbriche konnten in beiden
Zelllinien rasch entfernt werden. Die Inkubation mit 50 uM Etoposid verursachte in
den THP-1-Zellen einen signifikant héheren Schaden als in den CACO-2-Zellen.
Trotzdem konnten nur die THP-1-Zellen die entstandenen Doppelstrangbriiche
beheben.

Etoposid fiihrte in den THP-1-Zellen zu vermehrtem Zelltod. Der Anteil vitaler Zellen
blieb bei den CACO-2-Zellen weitgehend konstant.

Der durch Doxorubicin verursachte Schaden konnte nicht repariert werden.
Doxorubicin war fur beide Zelllinien toxisch. Die THP-1-Zellen reagierten sensitiver,
gemessen als schnellere Abnahme ihres ATP-Gehalts. Bei den CACO-2-Zellen war
auch sechs Tage nach der Inkubation noch ein Rest ATP detektierbar.

Doxorubicin hemmte konzentrationsabhangig die Bildung von Kolonien in den
CACO-2-Zellen. Schon 0,5 uM hatten einen negativen Einfluss auf die Proliferation.
Etoposid erzielte erst ab 50 uM eine signifikante Abnahme der Kolonienzahl.

Der Zellzyklus wurde am starksten nach der Behandlung der CACO-2-Zellen mit
Doxorubicin beeinflusst. Hier kam es 24 h nach Mediumswechsel zu einer deutlichen
Zunahme des G2/M-Antelils.

Die THP-1-Zellen reagierten im Vergleich zu den CACO-2-Zellen mit stérkeren
Veranderungen ihrer Proteinexpression. Die Behandlung mit Etoposid fihrte zu
einem relevanten Anstieg des Gehalts folgender Proteine: Rad54, DNA-PKcs,
Topoisomerase lla. Nach der Doxorubicin-Behandlung stiegen die Proteingehalte der
DNA-PKcs und der Topoisomerase lla. Die Proteinexpression von Rad51 sank.

Der Topoisomerase lla-Gehalt war in den CACO-2-Zellen signifikant hoher als in den
THP-1-Zellen.

Die Genexpressionsanalyse zeigte geringe Veranderungen in der Expression weniger
Gene. Deutliche und fir weitere Untersuchungen interessante Veranderungen
betrafen ATM (Etoposid, THP-11) und CHK1 (Doxorubicin THP-1|/CACO-21).

Auf Proteinebene wurde eine Zunahme des ATM-Gehalts in THP-1-Zellen nach der
Etoposid-Inkubation detektiert. In beiden Zelllinien nahm der CHK1-Gehalt nach der

Doxorubicin-Behandlung signifikant gegen die Kontrolle ab.
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Der ATM-Kinase-Inhibitor verstarkte die Toxizitat von Etoposid. Auf die Reparatur von
durch Etoposid induzierten DSB hatte er keinen relevanten Einfluss. Initial entstanden
mehr DSB als nach der Inkubation nur mit Etoposid.

Die Inkubation der THP-1-Zellen mit Etoposid und 25 pM Ligase-Inhibitor (L189)
verstarkte die Toxizitat gegentiber der Inkubation mit Etoposid alleine. Die Reparatur
der DSB konnte nicht relevant beeinflusst werden. Auch hier war die anféngliche
Menge an DSB verglichen zu der reinen Etoposid-Inkubation erhoht.

Die Kombination aus DNA-Pkcs-Inhibitor NU7026 und Etoposid war in der gewahlten
Konzentration signifikant starker toxisch als Etoposid alleine. Auch der Verlauf der
Reparatur konnte dadurch gehemmt werden.

Der CHK1-Inhibitor TCS2312 konnte in der gewahlten Konzentration die Toxizitat von

Etoposid verstarken. Auch die Reparatur der DSB konnte gehemmt werden.
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5 Diskussion

5.1 DNA-Schaden nach Behandlung mit Topoisomerase |  la-Inhibitoren

Die durch Etoposid induzierten DNA-Strangbriiche konnten — mit Ausnahme der Inkubation
der CACO-2-Zellen mit 50 uM Etoposid - rasch repariert werden. Im Gegensatz dazu
blieben die durch Doxorubicin induzierten Strangbriiche bestehen.

In der Literatur findet man zahlreiche Beispiele dafir, dass die meisten der durch Etoposid
verursachte DNA-Strangbriiche nach Beenden der Zytostatika-Behandlung schnell entfernt
werden konnen [86, 88-92]. Auch die Persistenz der durch Doxorubicin induzierten
Strangbriiche unter verschiedenen Bedingungen wurde schon beschrieben [92-95].

Welche  wirkstoffbezogenen  Unterschiede konnten zu dem  unterschiedlichen
Reparaturergebnis beitragen?

Wahrend Doxorubicin zwischen die DNA-Basen interkaliert, hat Etoposid diese Fahigkeit
nicht. Es bindet nicht-kovalent und voribergehend an die Topoisomerase, deren
Enzymaktivitdt schnell wiederhergestellt ist, wenn es wieder von Etoposid befreit ist. Die
Ligation der DNA kann bald darauf wieder stattfinden [90, 96]. Da sich die intrazellulare
Etoposid-Konzentration schnell an die der extrazelludren Umgebung angleicht [90],
diffundiert nicht oder nicht mehr an die Topoisomerase gebundenes Etoposid nach dem
Mediumswechsel zu zytostatikafreiem Medium aus der Zelle und kann demnach keine
Wirkung mehr entfalten.

In die DNA interkalierte Doxorubicin-Molektle werden hingegen zuriickgehalten und kénnen
dort auch nach Austausch des zytostatikahaltigen Mediums einen Cleavage Complex
stabilisieren und einen DNA-Strangbruch erzeugen. Auch eine Behinderung von Helikasen
oder die Erzeugung oxidativen Schadens ist weiterhin mdglich. Zudem kdénnte interkaliertes
Doxorubicin in der Nahe des Strangbruchs die Interaktion von Reparaturproteinen und der
DNA stéren. Erst, wenn das Doxorubicin nach einem Strangbruch wieder aus der DNA
gelost wird, kann es aus der Zelle abwandern [92]. Das ungeféahr gleich bleibende Niveau
des DNA-Schadens im Comet-Assay kann somit bedeuten, dass durch die Retention des
Doxorubicins noch neuer Schaden entsteht, parallel dazu aber auch ein kleiner Teil des
zuvor entstandenen Schadens repariert wird.

Topoisomerase lla-Inhibitoren kdnnen sowohl Einzel- als auch Doppelstrangbriiche
erzeugen. Ein Einzelstrangbruch entsteht dann, wenn nur ein Monomer der Topoisomerase
ein Molekil des Zytostatikums bindet [9, 13] und dadurch blockiert wird. Im alkalischen
Comet-Assay werden beide Strangbruch-Arten erfasst. Soubeyrand et al. [90] und

Muslimovic et al. [89] konnten unter verschiedenen Bedingungen feststellen, dass Etoposid
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mehrheitlich Einzelstrangbriiche erzeugt. Soubeyrand et al. [90] beobachteten mit Hilfe des
alkalischen Comet-Assays, dass diese im Vergleich zu Doppelstrangbriichen schnell wieder
legiert wurden [90]. Da Anthracycline ein gréReres Verhdltnis von Doppel- zu
Einzelstrangbriichen als Etoposid aufweisen [2], ist anzunehmen, dass auch dies zu den
Unterschieden im Reparaturverlauf zwischen Doxorubicin und Etoposid beitragt.

Auch der Ort des Doppelstrangbruchs kann dariiber entscheiden, ob dieser reversibel ist
oder bestehen bleibt. So ist die Wahrscheinlichkeit grof3er, dass ein Strangbruch in Regionen
aktiver Gene aufgrund von DNA-abhangigen Prozessen wie der Replikation oder der
Transkription in einen bleibenden Strangbruch umgewandelt wird, als ein Strangbruch im
Heterochromatin [97]. Mdglicherweise bestehen hier Unterschiede zwischen Etoposid und
Doxorubicin.

Es gab keine allgemeingultige Korrelation zwischen der Hohe des ermittelten DNA-Schadens
oder dem Anteil besonders stark geschadigter DNA direkt nach Behandlung und dem
Reparaturergebnis. Der fehlende Zusammenhang zwischen Initialschaden und Ligation der

DNA-Strangbriiche wurde auch an anderer Stelle beobachtet [97].

5.2 Kaorrelation der Zytotoxizitat von Topoisomeras e lla-Inhibitoren und
der DNA-Reparatur

Die Behandlung der THP-1-Zellen mit 5 uM Etoposid fuhrte wahrend des zytostatikafreien
Intervalls zunadchst zu einer Zunahme apoptotischer und schlief3lich nekrotischer Zellen, bei
gleichzeitiger Abnahme apoptotischer Zellen (Abb. 16). Dieser Verlauf resultiert daraus, dass
apoptotische Korperchen, die nicht phagozytiert werden, in eine sekundare Nekrose
Ubergehen [98]. Dass die Behandlung mit Etoposid zu apoptotischem Zelltod fihrt, ist
bekannt [7, 99]. Auch die Korrelation mit dem sub-G1-Anteil, der oft als Kriterium fir
Apoptose herangezogen wird [100], unterstitzt das Ergebnis der Doppelfarbung mit
Propidiumiodid und Annexin V. Bei der Beurteilung des sub-G1-Peaks sollte jedoch beachtet
werden, dass auch im Laufe der Nekrose eine Fragmentierung der DNA stattfindet — wenn
auch weniger gleichmafiig [76]. Zudem gibt es auch die Mdéglichkeit, dass Apoptose ohne die
typische DNA-Fragmentierung stattfindet [101].

Ungefahr 50 % der THP-1-Zellen tberlebten den Angriff durch Etoposid. Dies entspricht in
etwa dem Prozentsatz der Zellen, der wenige bis gar keine DNA-Strangbriiche aufwies. Es
ist zu vermuten, dass die Fraktion starker geschadigter Zellen den Anteil ausmacht, der in
den Zelltod ging. Das wirde bedeuten, dass die Reparatur in diesen Zellen nicht erfolgreich
war. Es ist bekannt, dass kurze Behandlungen mit Etoposid auch dann den Zelltod
herbeifihren kdnnen, wenn eine Ligation der DNA-Enden stattgefunden hat. Die Toxizitéat

von Etoposid steht in Zusammenhang mit der Unféhigkeit, die entstandenen
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DNA-Strangbriiche korrekt zu beheben [90]. Es ist anzunehmen, dass unter den gewahlten
Bedingungen eine schnelle Ligation der DNA-Enden stattfand — sichtbar als Abnahme des
Schadens im Comet-Assay. Da NHEJ sehr schnell repariert [45], ist dieser Reparaturweg
hier wahrscheinlich. NHEJ wiederum gilt als tendenziell unzuverlassig und kann zu fehlerhaft
reparierter DNA fuhren. In der Literatur findet sich dazu die Theorie, dass anschlielend
durch die HR eine Korrektur méglich ist [45, 102]. Offensichtlich konnte dieser Mechanismus
die DNA der THP-1-Zellen nicht korrekt regenerieren, was letzten Endes zu einer schnellen
Einleitung der Apoptose flihrte.

Eine weitere Mdoglichkeit, die Toxizitat trotz der schnellen vermeintlichen Reparatur zu
erklaren, ist die Annahme, dass nur ein sehr geringer Teil der Strangbriche fir die letale
Wirkung von Etoposid verantwortlich ist. In diesem Fall wirden weniger komplizierte
DNA-Strangbriiche - vor allem  Einzelstrangbriiche, aber auch reparable
Doppelstrangbriiche — korrekt zusammengefligt werden. Ein geringer Anteil der
DNA-Strangbrtiche, der nicht repariert werden kann und sich mengenmaRig im Comet-Assay
nicht bemerkbar macht, reicht dann aus, um eine letale Wirkung zu entfalten. Eine Analyse
von Mulsimovic et al. [89] hat ergeben, dass unter den dort gewahlten Bedingungen nur 3 %
der Strangbriiche Doppelstrangbriiche darstellten und nur 10 % dieser Strangbriche,
insgesamt demnach 0,3 %, fUr die von Etoposid vermittelte Toxizitat verantwortlich waren.
Die Behandlung mit 5 uM Etoposid fuhrte bei den CACO-2 Zellen nur zu einer geringen und
nicht signifikanten Zunahme toter Zellen. Dieses Ergebnis wird durch das nach dreistindiger
Inkubation mit 5 uM Etoposid kaum beeintrachtigte Koloniebildungsvermégen im Colony
Formation Assay unterstiitzt. Das klonogene Uberleben gilt als solider Langzeitparameter fiir
die Sensitivitat auf Zytostatika [103]. Eine erst spater durchschlagende Toxizitdt kann daher
ausgeschlossen werden. Die hier zu verzeichnende niedrige Toxizitdt korreliert mit der
schnellen Abnahme der DNA-Strangbriiche im Comet-Assay. Es scheint, dass die
CACO-2-Zellen aufgrund der gelungenen DNA-Reparatur tberleben kénnen. Grundsétzlich
ist die Reparatur von DNA-Strangbriichen ein moglicher Resistenzfaktor. So kdnnen
Proteine der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur die Sensitivitdt gegeniber Etoposid
herabsetzen [80]. Die Beteiligung solcher Proteine an der in den CACO-2-Zellen
stattgefundenen Reparatur wird an anderer Stelle diskutiert. Da die DNA-Strangbriche sehr
schnell entfernt wurden, kann zumindest eine Beteiligung von Proteinen des NHEJ
angenommen werden.

Die hohere Konzentration von 50 UM Etoposid war zytotoxisch, was sich in einer starken
Reduktion des Koloniebildungsvermogens &ufRerte. Dass Etoposid mit steigender
Konzentration starkere Toxizitat aufweist, ist nicht Uberraschend und findet sich auch an
anderer Stelle [91, 104]. Die unter dieser Bedingung auch nur geringe Reduktion der

DNA-Strangbriiche im Comet-Assay, lie3 schon vermuten, dass hier ausreichend nicht
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reparable DNA-Strangbrtche vorlagen, die den Zelltod auslésten. So kdnnte eine solch hohe
Konzentration  vermehrt  Doppelstrangbriiche erzeugen [90]. Da fir einen
DNA-Doppelstrangbruch zwei Molekiile Etoposid nétig sind — fir einen Einzelstrangbruch
jedoch nur eines [9] — scheint dies plausibel.

Die dreistiindige Inkubation mit Doxorubicin verursachte in den THP-1-Zellen im Laufe des
darauf folgenden zytostatikafreien Intervalls von sechs Tagen eine starke Abnahme ihrer
Viabilitdt, gemessen als Reduktion ihrer metabolischen Aktivitat. Schon nach zwei Tagen
konnte fast kein ATP mehr detektiert werden. Nach sechs Tagen gab es keine Viabilitat
mehr. Diese Behandlung war demnach hoch toxisch. Betrachtet man einen weiteren
Parameter, der Zytotoxizitdt widerspiegeln kann, den sub-Gl1-Peak, so sieht man im
untersuchten Zeitraum von drei Tragen nur eine geringe Zunahme fragmentierter DNA. Eine
Fragmentierung der DNA wurde lange als Charakteristikum der Apoptose beschrieben. Wie
schon beschrieben, kann die Apoptose auch ohne dieses Ereignis stattfinden [72, 101].
Zudem konnen sich die morphologischen Verdnderungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
manifestieren [75]. Ein weiterer Punkt ist, dass auch wahrend der Nekrose DNA abgebaut
wird [76]. Aus diesem Grund wird hier vermieden, den Zelltod einem bestimmen Muster
zuzuordnen. Es wird nur festgestellt, dass die THP-1-Zellen die hier gewahlten Bedingungen
nicht Uberlebten. Fur Anthracycline wird oft beschrieben, dass sie Apoptose induzieren [105,
106]. Das gilt auch fur Doxorubicin. Allerdings wurde gerade bei héheren Konzentrationen,
zu welchen man die hier verwendeten 5 uM z&ahlen kann, ebenso nicht-apoptotischer Zelltod
beobachtet [29].

Aufgrund des Fortbestands der DNA-Strangbriiche war unter den gewéhlten Bedingungen —
anders als nach der Behandlung mit Etoposid - ein Sterben der Zellen zu erwarten. Dass die
Persistenz der durch Doxorubicin induzierten DNA-Strangbriiche Zytotoxizitat vermittelt, ist
bereits bekannt [107, 108].

Die Viabilitat der CACO-2-Zellen im Anschluss an die dreistindige Behandlung mit
Doxorubicin nahm ab. Eine relevante Zunahme des sub-G1-Peaks konnte nicht festgestellt
werden. Zu diesem Aspekt wurde hier bereits ausgefiihrt, dass ein Fehlen der
DNA-Fragmentierung alleine nicht ausreicht, um eine genauere Aussage zum Zelltodmodus
zu treffen. Verglichen mit den THP-1-Zellen war die Reduktion der Viabilitat in den
CACO-2-Zellen schwacher ausgepragt und ging langsamer vonstatten. Unter der gewahlten
Bedingung war bis zum Ende der Messung noch ein Rest an Viabilitdt zu sehen. Betrachtet
man das Koloniebildungsvermdégen, so war dies deutlich, aber nicht komplett eingeschrankt.
Da sowohl das initiale Niveau der DNA-Strangbriche als auch der Verlauf der
Reparaturkurven im Comet-Assay bei beiden Zelllinien nach der Inkubation mit Doxorubicin
sehr ahnlich war, scheinen die Unterschiede zu den THP-1-Zellen nicht darauf zu beruhen.

Mdglicherweise ist der zytotoxische Effekt des Doxorubicins auf die CACO-2-Zellen gar nicht
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schwacher als auf die THP-1-Zellen, sonder erst spater sichtbar. Brown et al. [103]
schreiben, dass Zellen nicht sofort nach einer Behandlung sterben, sondern dieser Prozess
Stunden bis mehrere Tage dauern kann und stark zelltypabhangig ist. Eine zu frihe
Beurteilung der Zytotoxizitat spiegelt eher die Geschwindigkeit des Eintritts des Zelltods
wider, als die Gesamtheit toter Zellen. Die hier als Parameter fir die Zytotoxizitat
herangezogenen sinkenden ATP-Levels wurden dber eine Dauer von sechs Tagen
gemessen. Die Viabilitdt der CACO-2 nahm bis dahin ab. Mdglicherweise wére sie zu einem
spateren Zeitpunkt auf das Niveau der THP-1-Zellen gesunken, die kein messbares ATP
mehr aufwiesen. Da die CACO-2-Zellen jedoch noch zur Koloniebildung féhig waren, ist
davon auszugehen, dass tatsédchlich ein geringer Teil der Zellen den Angriff durch

Doxorubicin — im Gegensatz zu den THP-1-Zellen - Uberlebt hat.

5.3 Veranderungen des Zellzyklus nach Behandlung mi  t

Topoisomerase Il a-Inhibitoren

Zellen kdnnen auf eine Zytostatikabehandlung mit einem reduzierten Anteil oder mit einer
Akkumulation in bestimmten Zellzyklusphasen reagieren. Eine Blockade im Zellzyklus kann
der Zelle Zeit fir die Reparatur geschadigter DNA geben oder verhindert ihre weitere
Proliferation, sollte eine Reparatur nicht moglich sein [109]. Sowohl Etoposid als auch
Doxorubicin  wurden in verschiedenen Veroffentlichungen als Ausléser fir einen
Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase beschrieben [110-113].

Unter den gewahlten Bedingungen konnte eine merkliche Akkumulation in der G2/M-Phase
ausschlief3lich in den mit Doxorubicin behandelten CACO-2-Zellen beobachtet werden.
Obwohl eine Zellzyklusblockade ein protektiver Mechanismus ist und Reparatur beglnstigt,
konnten die DNA-Strangbriiche nach der Behandlung mit Doxorubicin nicht behoben werden
und sowohl die Viabilitat als auch das klonogene Uberleben waren stark beeintrachtigt. Eine
G2/M-Blockade kann aber auch eine Art Endstation bedeuten, aus der die Zellen in den
Zelltod gehen, wenn der Schaden zu grofR ist. Auch an anderer Stelle wurde bereits
beschrieben, dass im Falle des Doxorubicins eine Korrelation zwischen Zytotoxizitat und
einem G2/M-Arrest besteht [111, 114]. Die THP-1-Zellen zeigten unter der gleichen
Bedingung keinen Zellzyklusarrest, sondern gingen ohne in der G2/M-Phase zu
akkumulieren in den Zelltod, was bestétigt, dass eine solche Antwort zelltypabhangig ist
[115]. Auf molekularer Ebene konnte der im Vergleich zu den CACO-2-Zellen starker
reduzierte Gehalt des CHK1-Proteins fir das Abwenden des G2/M-Blocks verantwortlich
sein. Das CHKZ1-Protein vermittelt einen G2/M-Arrest. Durch reduzierte CHK1-Levels wird
der Zellzyklus weiter durchlaufen [116]. Zudem wird Uber eine verminderte Interaktion von
CHK1 und Rad51 die HR unterdrickt [117]. Der Rad51-Gehalt nahm unter den
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angewendeten Bedingungen in den THP-1-Zellen deutlich ab, was fir eine Hemmung der
HR-Aktivitat spricht. In den THP-1-Zellen korrelierte das Ausbleiben des G2/M-Arrest mit
einer im Vergleich zu den CACO-2-Zellen schnelleren Reduktion der Viabilitat.

Die Etoposid-Inkubation flihrte zu keinen relevanten Veranderungen der Zellzyklusphasen.
Beide Zelllinien konnten die DNA-Strangbriiche entfernen, ohne dass ein Zellzyklusarrest
beansprucht wurde. Dies spricht — neben der raschen Reparatur der Strangbriche - fur
NHEJ als Hauptreparaturweg, da dieser Mechanismus in jeder Phase des Zellzyklus agieren
kann. Da die HR bevorzugt Schwesterchromatide als Template nutzt, ist deren Aktivitat in
der S- und G2-Phase verstarkt [34, 37]. Auch die THP-1-Zellen entfernten die
DNA-Strangbriiche ohne einen Arrest. Im Gegensatz zu den CACO-2-Zellen stieg hier aber
der Anteil toter Zellen. Ishiyama et al. [112] konnten in anderen als die hier gewahlten
Bedingungen in den THP-1-Zellen einen G2/M-Arrest feststellen. Diese waren durch
niedrigere Konzentrationen und langere Inkubationszeiten von 24 h und 48 h gekennzeichnet
und waren dabei ebenfalls toxisch.

Insgesamt waren die Korrelationen zwischen der Verteilung der Zellzyklusphasen, der
Reparatur und dem Uberleben der Zellen von wirkstoff- und zelltypabhangigen

Unterschieden gepragt.

5.4 Reparaturproteine und Reparaturmechanismus

Die Gehalte der Proteine des NHEJ in den CACO-2-Zellen blieben wahrend der gewahlten
Inkubationen konstant. Weder die in einen Zellzyklusarrest mindende Behandlung mit
Doxorubicin, noch die Behandlung mit Etoposid, die mit erfolgreicher DNA-Reparatur und
Uberleben assoziiert war, waren mit relevanten Veranderungen dieser Proteine verbunden.

Die Untereinheiten des DNA-PK-Komplexes werden in Saugetierzellen in groRen Mengen
exprimiert [118]. Zudem schein die Expression Uber den Zellzyklus hinweg konstant zu
bleiben [119]. Fur die Regulation der Aktivitat der DNA-PK machen Lee et al. [119] eher
post-translationale Ereignisse verantwortlich. Die durchgéngig hohe Expression steht in
Zusammenhang mit der zentralen Funktion in der Schadensantwort. Die konstanten Levels
der NHEJ-Proteine der CACO-2-Zellen -unabhangig von Zellzyklusarrest oder
Reparaturergebnis - sind mit diesen Ausfihrungen konform. Im Gegensatz dazu steigt der
Gehalt an DNA-PKcs in den THP-1-Zellen unter den beiden hier gewahlten Bedingungen. In
diesen Fallen war die Proteinexpression also doch induzierbar. Shen et al. [120] stellten fest,
dass eine erworbene Resistenz auf Doxorubicin in HL-60-Zellen mit einer Zunahme der
MRNA- und Proteinlevels von DNA-PKcs einherging. Medunjanin et al. [121] fanden in ihren
Untersuchungen heraus, dass die DNA-PKcs durch den Estrogenrezeptor-a transkriptional

und translational hochreguliert wird. In der fir diese Arbeit durchgefihrten
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Genexpressionsanalyse (GeXP) wurde eine leichte Zunahme (Etoposid) bzw. Reduktion
(Doxorubicin) der mRNA-Levels der DNA-PKcs registriert. Ob diese zu der Anderung der
Proteinexpression beitragen, soll schon aufgrund der starken Schwankungen um den
Mittelwert nicht beurteilt werden. Grundsatzlich steht die Induktion der Proteinexpression, wie
sie unter den angewendeten Bedingungen in den THP-1-Zellen vorkam, nicht im Gegensatz
zur Literatur. Die verstarkte DNA-PKcs-Proteinexpression nach der Behandlung mit Etoposid
spricht fur eine verstarkte Aktivierung des NHEJ. Allerdings war die Reparatur schon
abgeschlossen, als der Anstieg der DNA-PKcs erst sichtbar wurde. Es wurde auch keine
Resistenz  vermittelt, wie sie Shen et al. [120] nach Induktion der
DNA-PKcs-Proteinexpression unter Doxorubicin fanden, denn die geschadigten
THP-1-Zellen gingen in die Apoptose. Gemal Song et al. [122] ware aufgrund der Apoptose
ein Abbau der DNA-PKcs-Proteine zu erwarten gewesen. Jedoch gibt es auch einen Hinweis
auf persistierende DNA-PKcs-Foci in  apoptotischen  Zellen, in welchen noch
DNA-Strangbriiche bestehen [123]. Folgt man der Theorie von Muslimovic et al. [89], dass
nur sehr wenige — in dem dort beschriebenen Fall 0,3 % - der durch Etoposid induzierten
Strangbriiche toxische Doppelstrangbriche sind, so ware es mdglich, dass trotz der Ligation
im Comet-Assay noch geringe Mengen Strangbriche vorhanden sind. Die erhdhten
DNA-PKcs-Levels kdnnten dann eine anhaltende Bemiihung der THP-1 bedeuten, den noch
bestehenden Schaden zu beheben, wie es de Campos-Nebel et al. [123] beschreiben.

Der anfangliche Anstieg der DNA-PKcs-Proteinkonzentration nach der Behandlung mit
Doxorubicin in den THP-1-Zellen konnte in dem Versuch begrindet sein, die
DNA-Strangbriiche zu beheben. Das DNA-PKcs-Protein wird daraufhin wieder abgebaut. Die
nach 24 h beobachtete starke Abnahme der Viabilitat und der Abbau des Proteins passen
daher in das Bild von Song et al., nachdem die DNA-PKcs im Laufe des Zelltods degradiert
wird [122].

Die Proteine Rad51 und Rad54, die der Homologen Rekombination angehdren, werden
zellzyklusabhéngig exprimiert und zeigen die héchsten Levels in der S- und G2-Phase [80,
124]. Die Expression des Rad54-Gens wird durch Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie
kontrolliert. Auch post-translational findet eine Regulation statt. Mazin et al. [124] schreiben,
dass in Saugetierzellen keine Induktion der Proteinexpression aufgrund eines
DNA-Schadens festzustellen sei. Schonn et al. [91, 92] hingegen beschreiben einen Anstieg
von Rad51 nach der Behandlung einer Kolonkarzinom-Zelllinie mit Doxorubicin oder
Etoposid. Koehn et al. [115] kamen zu dem Schluss, dass die Regulation des Rad51 nach
Doxorubicin-Inkubation in verschiedenen Tumorzellen unterschiedlich ausfallt. Obwohl in den
CACO-2-Zellen nach der Inkubation mit Doxorubicin ein G2/M-Arrest ausgeldst wurde, blieb
die Hohe der Expression des zentralen HR-Proteins Rad51 konstant und wurde demnach

nicht durch die DNA-Strangbriiche beeinflusst.
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Die mangelnden Verdanderungen der Proteingehalte der HR, das Fehlen einer
Zellzyklusblockade und die schnelle Reparatur nach Etoposid-Behandlung der
CACO-2-Zellen weisen auf eine fehlerfreie Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche durch
NHEJ hin. Fir eine Beteiligung der HR gab es keine Anhaltspunkte.

In den THP-1-Zellen ist nach beiden Behandlungen eine verstarkte Rad54-Proteinexpression
sichtbar, wobei der durch Doxorubicin ausgeldste Effekt schwach ist. Dies konnte ein
Hinweis auf eine Beteiligung der HR an der Reparatur des durch Etoposid induzierten
Schadens sein. Die Expression von Rad51 bleibt nach der Etoposid-Inkubation allerdings
konstant.

Die Behandlung mit Doxorubicin fihrte hingegen zu einer starken Abnahme des
Rad51-Proteingehalts. Diese Reduktion von Rad51 steht im Zusammenhang mit der spater
noch diskutierten CHK1-Abnahme. So verhindern niedrige CHK1-Level einen G2/M-Arrest
und flhren zur Verminderung von Rad51-Foci [122, 125].

5.5 Verédnderung des Topoisomerase Il a-Gehalts

Der Topoisomerase lla-Gehalt der THP-1-Zellen stieg sowohl nach der Etoposid- als auch
nach der Doxorubicin-Inkubation an. Mdglicherweise soll mit dieser Reaktion ein Ausgleich
fur das durch den Inhibitor blockierte Enzym geschaffen werden. Koehn et al. [115]
vermuten, dass dies entweder eine Kompensation fir an den Wirkstoff gebundenes Protein
bedeute oder der Anstieg des Topoisomerase lla-Gehalt dem gesteigerten Bedarf aufgrund
topologischer Reorganisation geschuldet ist.

AulRerdem beschreiben sie, dass niedrige Doxorubicin-Konzentrationen in manchen
Zelllinien Topoisomerase lla induzieren koénnen. Auch, wenn5puM keine niedrige
Konzentration ist, so kdnnte es doch sein, dass nach dem Mediumswechsel in der Zelle
verbleibendes Doxorubicin zu einer Induktion fuhrt.

Da der Anstieg des Enzyms nach beiden Behandlungen eintrat, in den CACO-2-Zellen in
beiden Féllen aber ausblieb, kann diese Verénderung nicht auf eine Eigenart des jeweiligen
Topoisomerase lla-Inhibitors zurlickgefiihrt werden, sondern scheint eher eine Eigenschaft
der THP-1-Zellen zu sein. Da diese im Vergleich zu den CACO-2-Zellen niedrigere
Topoisomerase lla-Spiegel aufweisen (Abb. 37), ist eine kompensatorische Antwort, wie sie

Koehn et al. [115] beschreiben, eher zu erwarten.

5.6 Einfluss weiterer Proteine auf die Schadensantw  ort

Die Genexpressionsanalyse diente der Auswahl weiterer Proteine. Da erhohte
MmRNA-Mengen nicht zwangslaufig mit einem Anstieg des betreffenden Proteingehalts

korrelieren, wurde anschlieBend eine Proteinanalytik durchgefihrt, denn fir einen Einfluss
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auf die Schadensantwort ist relevant, dass sich eine Veradnderung auf Proteinebene
bemerkbar macht.

Zur Korrelation von mRNA und Proteingehalt gibt es verschiedene Beobachtungen. Da
MRNAs in Proteine translatiert werden, kann man zumindest eine gewisse Abhangigkeit des
Gehalts von mRNA und Protein vermuten [126]. Insgesamt kamen die Studien, die dies in
humanen oder Hefezellen untersuchten, zu unterschiedlichen Ergebnissen [127] und
konnten in manchen Féllen positive Korrelationen zwischen mRNA- und Proteingehalt
feststellen, in anderen wiederum nicht. Da verschiedene post-transkriptionelle Mechanismen
in die Entstehung eines Proteins aus mRNA involviert sind, korrelieren quantitative
Veradnderungen der mRNA nicht zwangslaufig mit denen des entsprechenden Proteins.
Zudem hangt der messbare Proteingehalt von der Halbwertszeit ab, die von Protein zu
Protein sehr unterschiedlich sein kann. Ein weiterer Grund ist, dass sowohl Methoden der
MRNA- als auch der Proteinanalytik stéranfallig sind [126]. Der Gehalt der mRNA st
demnach hilfreich, nicht aber grundsatzlich geeignet, Voraussagen Uber Proteinmengen zu
treffen [127].

Untersucht wurden im Anschluss an die GeXP das Protein ATM nach Behandlung der
THP-1-Zellen mit Etoposid (GeXP: Anstieg) und das Protein CHK1 nach Behandlung der
THP-1 (GeXP: Abnahme) und der CACO-2 (GeXP: Zunahme) mit Doxorubicin.

5.6.1 ATM

Der Gehalt an ATM-Protein der THP-1-Zellen nach Etoposid-Behandlung stieg hoch
signifikant an. In diesem Fall war also eine Korrelation der Veranderung von mRNA- und
Proteingehalt gegeben, was auf eine Beteiligung der Transkription an der Kontrolle des
ATM-Levels hinweist. Der Proteingehalt von ATM bleibt normalerweise Uber den Zellzyklus
hin weitgehend konstant. Durch ionisierende Strahlung wird schon bereitstehendes Protein
aktiviert [128]. Nach Bestrahlung konnten Brown et al. [129] keine Zunahme der
ATM-Proteinexpression feststellen, was auf eine post-translationale Regulation der
Aktivierung schlieBen lie3. Es finden sich allerdings auch Hinweise darauf, dass der
Proteingehalt von ATM durch eine Veranderung der Transkription beeinflusst wird. Dabei
scheint der Transkriptionsfaktor E2F-1 erhéhte mRNA- und Proteinlevels zu verursachen
[128].

Unter der Voraussetzung, dass der unter der gewahlten Bedingung erfolgte Anstieg des
ATM-Proteingehalts mit einem Anstieg des phosphorylierten Proteins (pATM) einhergeht,
kann eine Beteiligung von ATM an der Schadensantwort angenommen werden. Es ist
bekannt, dass ATM unmittelbar nach der Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen
aktiviert wird [68, 99]. Dies ist auch fur durch Etoposid induzierte Strangbriiche beschrieben
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[13]. Die Proteinkinase ATM steht weit oben in der Sighalkaskade und beeinflusst daher viele
Bereiche der Schadensantwort, wie Zellzyklus, Zelltod und DNA-Reparatur. Riballo et al.
[130] vermuten, dass ATM dann an der Reparatur eines Doppelstrangbruchs beteiligt ist,
wenn dieser geschadigte DNA-Basen oder DNA-Zucker beinhaltet, also kompliziert ist. Dann
kommt die Nuklease Artemis zum Einsatz, die diese DNA-Enden bearbeitet. Artemis wird
dazu von ATM phosphoryliert und aktiviert. Da Etoposid hauptsachlich unkompliziertere
Strangbriiche erzeugt, wird eine Beteiligung von ATM an der Reparatur dieser Strangbriiche
angezweifelt [130, 131]. Hingegen beschreiben neuere Untersuchungen [132], dass ATM
auch fir die volle Aktivierung von DNA-PKcs notwendig ist. So fuhrt die Unterbindung der
Phosphorylierung von DNA-PKcs an Thr-2609, die durch ATM gesteuert wird, zu erhéhter
Radiosensitivitdt und verminderter Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen. Auf diese Art
ist ATM direkter in das NHEJ involviert, da die DNA-PKcs ein zentrales Protein dieses
Reparaturwegs ist. Vor diesem Hintergrund steht die in den THP-1 beobachtete Zunahme
von ATM in Zusammenhang mit der schnellen Reparatur der durch Etoposid induzierten
Doppelstrangbriiche durch NHEJ. Allerdings kann ATM Uber die Phosphorylierung
verschiedener Proteine auch an der Aktivierung der HR beteiligt sein (Abb. 9). Es interagiert
zudem mit dem MRN-Komplex. Dieser ist kein exklusiver Faktor der HR, ist dort aber wichtig
fur die Prozessierung der DNA-Enden [133]. Da die Aktivierung von ATM ein frihes Ereignis
der Schadensantwort darstellt und ATM auch an der Vermittlung der Apoptose beteiligt ist
[133], steht die gesteigerte Expression von ATM auch in Bezug zu der initialen Zunahme

apoptotischer THP-1-Zellen.

5.6.2 CHK1

In beiden Zelllinien fihrte Doxorubicin zu einem reduzierten Gehalt an CHK1-Protein. In den
CACO-2-Zellen war dies deutlich geringer ausgepragt als in den THP-1-Zellen. Bei den
THP-1-Zellen korrelierte die Abnahme der mRNA mit dem verringerten Proteingehalt. Die
CACO-2-Zellen zeigten keine Abnahme der mRNA-Levels.
Die Serin/Threonin-Kinase CHK1 reguliert sowohl den S- als auch den G2-Checkpoint [117,
125]. Zudem ist sie am Ablauf der Homologen Rekombination beteiligt [125]. Eine Abnahme
des Proteingehalts von CHK1 kann demnach zu reduzierter Aktivitdt in diesen Bereichen
fuhren.
Die parallele Abnahme von mRNA- und Proteingehalt der THP-1-Zellen, weisen auf eine
Regulation der Proteinmengen auf Transkriptionsebene hin. Transkriptionskontrollierte
Veranderungen von CHK1-Protein sind bekannt [128]. Eine verminderte Expression von
CHK1 kann p21l-abhangig durch p53 erfolgen [134]. Eine Reduktion von CHKI1-Protein
scheint jedoch nicht grundsatzlich transkriptionskontrolliert zu sein. Die Abnahme kann auch
durch vermehrten Abbau bedingt sein [135, 136].
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Den Abbau von CHK1-Protein nach Inkubation mit einem  neuartigen
Topoisomerase llI-Inhibitor beschreiben Feng et al. [135]. Auch Camptothecin, ein
Topoisomerase I-Inhibitor, induzierte eine Degradation von CHK1 (dber das
Ubiquitin-Proteasom-System [136], wobei eine Phosphorylierung durch ATR sowohl die
Aktivierung als auch den Abbau von CHK1-Protein einleitete. Zhang et al. [136] halten den
Abbau des Proteins unter normalen Bedingungen fur das Auflésen eines Zellzyklus-Arrests
fur wichtig. So soll eine unangemessene Verzdgerung der Replikation vermieden werden.
Feng et al. [135] beschreiben, dass die Degradation von CHK1-Protein ein
Wirkmechanismus ihres Topoisomerase ll-Inhibitors R16 ist und zu dessen zytotoxischer
Aktivitdt beitrdgt. Die Reduktion von CHK1 nach Doxorubicin-Behandlung in den
THP-1-Zellen kdnnte also zu der starken Viabilitatseinbul3e beigetragen haben.

Interessant ist, dass in den THP-1-Zellen mit dem CHK-1-Gehalt auch das Rad51-Protein
abnimmt. In der Literatur ist beschrieben, dass eine Hemmung des CHK1 mittels siRNA oder
chemischer Inhibitoren zu einer Abnahme von Rad51-DNA-Reparatur-Foci fuhrte [137] und
folglich die Homologe Rekombination beeinflusste. Die hier beobachtete Abnahme von
Rad51 kdnnte also auf die Wechselwirkung mit CHK1 zurtickzufiihren sein.

Im Gegensatz zu den CACO-2-Zellen wurde in den THP-1-Zellen keine Zellzyklus-Blockade
ausgelost. Auch dies konnte auf den Abbau von CHK1-Protein zurlickzufihren sein.

Der Riuckgang des CHK1-Levels in den CACO-2-Zellen fiel deutlich geringer aus und schien
nicht transkriptionsreguliert zu sein. Eine Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase wurde
nicht verhindert. Anders als bei den THP-1-Zellen gab es hier auch keine Hinweise auf eine
Beeinflussung der Homologen Rekombination via CHK1 und Rad51.

Die unterschiedlich starke Abnahme des Gehalts an CHK1-Protein ging demnach mit den

abweichenden Reaktionen beider Zelllinien nach der Behandlung mit Doxorubicin einher.

5.7 Bedeutung des Topoisomerase Il a-Gehalts fur die Sensitivitat

gegenuber Topoisomerase Il a-Inhibitoren

Die beiden Zelllinien unterschieden sich in ihrem Topoisomerase lla-Gehalt. Da Etoposid
und Doxorubicin durch die Bindung der Topoisomerase lla DNA-Doppelstrangbriiche
erzeugen, sollte die Empfindlichkeit der Tumorzellen mit der Menge dieses Targets
zusammenhangen. Auch in der Literatur wird diese Korrelation beschrieben [138, 139]. Da
die CACO-2-Zellen hohere Topoisomerase lla-Levels zeigten, missten sie starker
geschadigt gewesen sein und die durch Doxorubicin und Etoposid vermittelte Zytotoxizitat
sollte ausgepragter sein. Ein allgemeiner Zusammenhang zwischen der Sensitivitat und dem
Topoisomerase lla-Level der Zellen konnte jedoch nicht festgestellt werden. Nach

Behandlung mit 50 uM Etoposid war der in den THP-1-Zellen induzierte Schaden sogar
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deutlich héher als in den CACO-2-Zellen. Letztere reagierten auch auf beide Zytostatika mit
einer geringeren Zunahme toter Zellen bzw. einer geringeren Abnahme ihrer Viabilitat. Mit
der zur Proteinisolierung hier verwendeten Methode werden Proteine unabhangig von ihrer
Lokalisation erfasst. Auch eine Unterscheidung zwischen DNA-gebundener und
ungebundener Topoisomerase lla ist nicht moglich. Grundséatzlich kénnte also auch ein
hoherer Gesamtgehalt des Enzyms mit einem vergleichsweise niedrigen Anteil
DNA-gebundenen Enzyms einhergehen. Dies wirde die Empfindlichkeit senken. Eine
reduzierte Topoisomerase lla-Aktivitat kann auflerdem durch eine Modulation der
katalytischen Aktivitat durch Phosphorylierung oder auch durch verschiedene Mutationen im

codierenden Gen entstehen [140].

5.8 Einfluss pharmakologischer Inhibitoren auf die Zytotoxizitat von

Etoposid und den Reparaturverlauf in THP-1-Zellen

Mittels pharmakologischer Inhibitoren kénnen Proteine, deren Wirken der Entfernung des
Schadens und dem Uberleben der Zelle dient, gehemmt werden. Sie sind potentiell
therapeutisch nutzbar. In Kombination mit Topoisomerase lla-Inhibitoren kdnnten sie
verhindern, dass DNA-Doppelstrangbriiche repariert werden und somit die zytotoxischen
Effekte von Doxorubicin und Etoposid verstarken. Im besten Falle kbnnte somit bei gleicher
Dosierung eine bessere Wirkung erzielt werden oder aber die Dosis reduziert werden, um

Nebenwirkungen abzuschwéachen.

5.8.1 Faktoren des NHEJ

5.8.1.1 DNA-PKcs-Inhibitor NU7026
Die nach Etoposid-