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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Krebstherapie im Wandel

Im Jahre 1971 rief der amerikanische Prasident Richard Nixon in einer Rede an
die Nation den War on Cancer, den Krieg gegen Krebs, aus. Doch trotz grol3er
Investitionen in die Krebsforschung gehen auch heute, 50 Jahre spéater, noch ein
Viertel aller Todesfélle in Deutschland auf Tumore zurick; die Inzidenz von
Tumorerkrankungen ist seitdem sogar deutlich gestiegen (Statistisches
Bundesamt, 2021). Auch wenn einzelne Tumorentitaten wie Hodgkin-Lymphome
oder Hodenkrebs heutzutage selbst bei fortgeschrittenem Krankheitsstadium
haufig geheilt werden konnen, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
metastasiertem Darmkrebs immer noch bei nur ca. 16%, bei metastasiertem
Bronchialkarzinom sind es sogar nur ca. 7% (National Cancer Institute, USA,
2021).

Von den Anfangen der Krebstherapie bis heute gilt die vollstandige Beseitigung
des Tumorgewebes als ideales Ziel der Behandlung; der Goldstandard hierfir ist
bei den meisten soliden Tumoren die chirurgische Entfernung (Sporn, 1996).
Zudem wird versucht, Tumorzellen tUber Schadigung ihrer DNA abzutdten —
durch Bestrahlung oder medikamentts mittels Chemotherapie (Sorenson et al.,
1990; Hickman et al., 1994). Eine neuere Entwicklung sind die sogenannten
targeted therapies, also gezielte Therapien, bei denen bestimmte Strukturen des
Tumors, z.B. Uberexprimierte Wachstumsfaktor-Rezeptoren, durch monoklonale
Antikorper angegriffen werden. Auch diese Behandlung zielt vor allem auf eine
Zerstorung der Tumorzellen, beispielsweise durch Antikorper- oder Komplement-
abhangige Zytotoxizitat oder durch Induktion von Apoptose, ab (Boross und
Leusen, 2012; Salles et al., 2017).

Nachteil der bisherigen Therapien ist zum einen die haufige Resistenzbildung
gegen die eingesetzten Medikamente: So ist die Chemotherapie mit Taxanen
oder Anthrazyklinen heutzutage die Standardtherapie bei Triple-negativem

Brustkrebs, jedoch entwickelt ein grol3er Teil der Patientinnen spatestens
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innerhalb von drei bis finf Jahren eine Resistenz (Nedeljkovi¢ und Damjanovic,
2019). In malignen Melanomen fuhren BRAF-/MEK-Inhibitoren als Vertreter der
targeted therapies zu teils beeindruckendem Schrumpfen der Tumormasse,
allerdings kommt es auch hier haufig zu einer Resistenzbildung mit rasanter
Ruckkehr des Tumors (Kozar et al., 2019). Aul3erdem kdénnen Bestrahlung und
Chemotherapie, aber auch targeted therapies, zu teils lebensbedrohlichen
Nebenwirkungen fihren, die in vielen Fallen therapielimitierend sind — von
Panzytopenien mit konsekutiver Immunschwache bis hin zu Pankreatitiden oder
Strahlennekrosen.

In den letzten Jahren kamen als neue Saule der Tumortherapie die Immun-
Checkpoint-Inhibitoren hinzu. Diese Medikamente basieren darauf, dass
bestimmte Oberflachenproteine auf T-Zellen, sogenannte Immun-,Checkpoints®,
die Immunantwort bremsen, um Uberschie3ende Reaktionen des Immunsystems
zu verhindern. Allerdings kann dadurch auch die Tumorbek&dmpfung durch das
Immunsystem abgeschwacht werden. Durch Inhibition dieser
Oberflachenproteine wie CTLA-4 oder PD-1 werden die T-Zellen ,enthemmt* und
kénnen starker auf Tumore reagieren (Walunas et al., 1994; Carter et al., 2002;
Schreiber et al., 2011). 2011 kam als erster Immun-Checkpoint-Inhibitor der
CTLA-4-Antikorper Ipilimumab auf den Markt, spater folgten PD-1-Antikdrper wie
Nivolumab und Pembrolizumab. Vor allem in der Behandlung von metastasierten
malignen Melanomen, die nur sehr schlecht auf die Standard-Chemotherapie mit
Dacarbazin ansprechen, konnten durch die Immun-Checkpoint-Inhibitoren grof3e
Erfolge erzielt werden (Robert et al., 2015; Carreau und Pavlick, 2019). Aber
auch bei metastasierten nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen verlangert
Pembrolizumab das Uberleben (Reck et al., 2016). Durch die Disinhibition des
Immunsystems zeigt sich in der Behandlung zunachst vor allem ein
zytoreduktiver Effekt, der durch die Induktion von Zelltod im Tumor erklart werden
kann. Interessanterweise bleibt bei einem Teil der Patient*innen im Anschluss
ein stabiler Tumorrest zuriick, der nicht mehr wesentlich proliferiert, aber auch

nicht weiter zuriickgeht (Topalian et al., 2012). Dies kdnnte durch die sogenannte
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Seneszenz erklart werden, ein Ruhezustand der Zellen, in dem sie zwar nicht
sterben, aber auch nicht weiter proliferieren (Wieder et al., 2017).

Seit ihrer Entdeckung wird die Seneszenz in der Wissenschaft sehr ambivalent
betrachtet: Zum einen wird sie als unerwinschter Alterungsprozess gesehen, der
zur Pathogenese diverser degenerativer Erkrankungen beitragt, der dem Erfolg
verschiedener Tumortherapien im Weg steht und der teilweise sogar die
Entstehung von Malignomen férdern kann. Andererseits werden aber auch grole
Hoffnungen in die Bedeutung der Seneszenz flr die Kontrolle fortgeschrittener
Tumorerkrankungen gesetzt. Statt einer kompletten Ausléschung des Tumors mit
haufig lebensgefahrlichen Nebenwirkungen kdnnte sie eine Kontrolle des Tumors
in einem stabilen Zustand ermdglichen — ein neuartiger und womdglich
erfolgversprechender Ansatz fir die Krebstherapie (Wang et al., 2003; Ewald et
al., 2010).

1.2 Seneszenz

1.2.1 Replikative und Physiologische Seneszenz

Im Jahre 1961 beschrieben zwei US-amerikanische Forscher erstmals, dass
menschliche Fibroblasten in Kultur nur ca. 50 Zellteilungen durchlaufen kénnen,
bevor sie einen Wachstumsstillstand erreichen (Hayflick und Moorhead, 1961).
Dieser Zustand wurde spater als replikative Seneszenz (lat. senescere = altern)
bezeichnet.  Wahrend dieses Phanomen  zunachst von  vielen
Wissenschatftler*innen als Artefakt der Zellkultur abgetan wurde, weil3 man
heute, dass sich beim Menschen auch in vivo in alternden Geweben seneszente
Zellen ansammeln (Dimri et al., 1995; Ressler et al., 2006). An den Enden der
menschlichen Chromosomen befinden sich Telomere, repetitive DNA-
Sequenzen, die sich — wie in Abbildung 1 dargestellt — bei jeder Zellteilung etwas
verklrzen. Sind die Telomere komplett abgebaut, ist nach einer bestimmten Zahl
von Zellteilungen keine weitere Proliferation mehr moglich bzw. kommt es zu
einer Schadigung der DNA (Harley et al., 1990). Bestimmte Proteine wie ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated) und ATR (ATM- and Rad3-Related) leiten
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daraufhin eine sogenannte DNA Damage Response (DDR) ein, bei der Uber das
Protein p53 ein Zellzyklusarrest bewirkt wird (D’Adda di Fagagna et al., 2003;
Herbig et al., 2004). Eines der wichtigsten Ziele von p53 ist p21¢?1, das Zyklin-
abhangige Kinasen (CDK) inhibiert und zu einem initial transienten
Zellzyklusarrest fuhrt. Bleibt eine Reparatur des Schadens aus und dauert der
Wachstumsstillstand Uber langere Zeit an, wird p16'NK4A aktiviert, ebenfalls ein
CDK-Inhibitor, der tber Aktivierung des Retinoblastom-Gens (RB) zu einem
permanenten Wachstumsstillstand fihrt (Stein et al.,, 1999; Rodriguez und
Meuth, 2006).

Manche Zellen kénnen der Alterung durch Telomerverkirzung aus dem Weg
gehen, indem sie das Enzym Telomerase bilden, welches die Telomere
verlangert und somit zu einer langeren Teilungsfahigkeit fuhrt (Bodnar et al.,
1998). Dieses Enzym ist beispielsweise in Keimzellen vorhanden, aber
normalerweise nicht in somatischen humanen Zellen (Wright et al., 1996). Es
konnte gezeigt werden, dass manche Tumorzellen Telomerase bilden und somit
ein Werkzeug besitzen, um die Seneszenz umgehen und sich weiter zu teilen
(Shay und Bacchetti, 1997).

Seneszenz wird jedoch nicht nur durch Zellalterung und Telomerverkirzung
verursacht; sie ist auch an der physiologischen Morphogenese bestimmter
Gewebe in der Embryonalentwicklung beteiligt, beispielsweise des Mesonephros
(Urniere) oder des Saccus endolymphaticus im Innenohr (Nacher et al., 2006).
Fir die Induktion dieser programmierten, sogenannten physiologischen
Seneszenz scheint vor allem p21€P! eine Rolle zu spielen. Wahrend in p21-
Knockout-Mausen deutlich weniger seneszente Zellen auftraten, schien der
Knockout von p53 keinen Effekt auf diese Art von Seneszenz zu haben, sodass
hier von einem p53-unabhangigen Signalweg ausgegangen wird. Auch p16'NK4A
scheint hier keine Voraussetzung fur den Wachstumsstillstand zu sein (Mufioz-
Espin et al., 2013, Storer et al., 2013).
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Abbildung 1: Replikative und Physiologische Seneszenz

Nach einer bestimmten Anzahl an Zellteilungen kommt es zu einer zunehmenden
Telomerverkiirzung mit DNA-Schadigung. Dies fuhrt tber die DDR zur Aktivierung von ATR und
ATM, die tber p53 und p21, teilweise auch tber p16™**A, zur replikativen Seneszenz fuihren. Die
physiologische Seneszenz dient der embryonalen Entwicklung bestimmter Gewebe und wird Uber
p21- und RB-Aktivierung eingeleitet.

ATM Ataxia Teleangiectasia Mutated, ATR ATM- and Rad3-Related, CDK Zyklin-abhangige
Kinasen, DDR DNA Damage Response, RB Retinoblastom.

1.2.2 Stress-induzierte Formen von Seneszenz

Oft scheint Seneszenz auch eine Reaktion auf Stress zu sein oder einen Schutz
vor Krebsentstehung zum Ziel haben. Ist in einer Zelle ein Onkogen wie HRAS
durch eine Mutation Uberaktiv und bewirkt dadurch eine uUberschiel3ende
Proliferation der Zelle, kann dies zur Tumorentstehung beitragen (Bos, 1988).
Wird jedoch mutiertes HRAS in gesunde Fibroblasten transfiziert, fihrt die hohe
Mitogenitat und wabhrscheinlich die erhthte Anzahl von DNA-Schaden bei
Hyperproliferation zunachst zu einer DDR mit vermehrter Expression von p53
und p16™K4A und somit, wie in Abbildung 2 zu sehen, zur OIS, der Onkogen-
induzierten Seneszenz (Di Micco et al., 2006). Es sind weitere Mutationen von
Seneszenz-relevanten Genen wie p53, pl6'NK4A  oder RB nétig, damit ein
mutiertes HRAS zu dauerhaft erhohter Zellproliferation fuhren kann (Serrano et
al., 1997). Auch Mutationen des Onkogens BRAF fuhren zu einer OIS, wie z.B.
in Navi der Haut, die haufig eine BRAFY6%E-Mutation aufweisen. Allerdings
fihren hier DDR-unabhangige Signalwege zu einer Aktivierung von p16'NK4A
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(Michaloglou et al., 2005). In Mausen mit einem p16'Nk4A-Knockout konnte eine
erhohte Rate an spontanen Tumoren beobachtet werden, was fir eine Tumor-
protektive Funktion der OIS spricht (Sharpless et al., 2001).

Der Verlust von Tumorsuppressorgenen wie PTEN kann tber mTOR zu einer
p53-abhéangigen Seneszenz fuhren, die in der Literatur als PICS, PTEN loss-
induced cellular senescence, bezeichnet wird (Chen et al., 2005; Alimonti et al.,
2010). Fur den Verlust anderer Tumorsuppressorgene wie Neurofioromin 1, RB
oder INPP4B wurde ebenfalls eine DDR-abhangige Seneszenz-induzierende
Wirkung beschrieben (Shamma et al., 2009; Gewinner et al., 2009; Nardella et
al., 2011). Auch DNA-schadigende Tumortherapie, beispielsweise Bestrahlung
oder Chemotherapeutika wie Docetaxel, Bleomycin, Cyclophosphamid oder das
Anthrazyklin Doxorubicin, kdnnen eine Seneszenz, die sogenannte Therapie-
induzierte Seneszenz (TIS), bewirken, indem sie zu einer DDR mit einer
vermehrten Expression von p53 sowie zur Aktivierung von pl6/NK4A fiihren (te
Poele et al., 2002, Ewald et al., 2010).

Eine neuere Entdeckung ist, dass auch das menschliche Immunsystem fir die
Seneszenzeinleitung eine Rolle spielen kann. Beispielsweise zeigten
Patient*innen mit metastasiertem Melanom nach Transfusion autologer CD4-
positiver T-Zellen eine stabile Remission (Hunder et al., 2008). Insbesondere den
T-Helfer-1-Zytokinen Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-o)
kommt eine tragende Rolle bei der Tumorkontrolle durch T-Zellen zu (Muller-
Hermelink et al., 2008). Sie dienen normalerweise vor allem der Immunabwehr
gegen Viren, bestimmte Bakterien und Protozoen (Fitzgerald et al., 2001;
Schroder et al., 2004). IFN-y induziert den JAK-STAT-Pathway und fihrt neben
einer Hochregulation der MHC-Oberflachenproteine Typ | und Il auch zu einer
Expression diverser antiviral oder apoptotisch wirkender Proteine, z.B. IFN-
inducible protein 10 (CXCL-10), welches als chemischer Lockstoff fir Monozyten
und T-Lymphozyten fungiert (Taub et al, 1993). TNF-a bindet an TNF-Rezeptor-
1 und -2 und kann diverse Pathways aktivieren, unter anderem den NF-«xB-

Signalweg, der zu Inflammation und Proliferation fuhrt, aber auch den
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extrinsischen Pathway der Apoptose, der den Tod der Zelle bewirkt (Wajant et
al., 2003).

Stress-induzierte Seneszenz

Onkogen- PTEN-Verlust Therapie- Zytokin-

induzierte induzierte induzierte induzierte
Seneszenz (OIS) Senesz. (PICS) Seneszenz (TIS) Senesz. (CIS)
fHRAS Bestrahlung IFN-y ® °

4 BRAF M ChemH W

Hyperproliferation Proliferation DNA-Schadigung TH1-Zytokine

ATM § ATR mTOR 4 ATM t ATR %
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Abbildung 2: Formen der Stress-induzierten Seneszenz

Zur Onkogen-induzierten Seneszenz (OIS) kommt es durch tGberaktive Onkogene wie HRAS oder
BRAF, die zu einer Hyperproliferation der Zelle fiihren. Uber DNA-Schaden kommt es entweder
zur Einleitung einer DDR mit p53-Aktivierung tber ATM und ATR oder direkt zur Aktivierung des
p16'NK4A/RB-Pathways. Verlust des Tumorsuppressors PTEN fihrt iber mTOR und p53 zur
PTEN-Verlust-induzierten Seneszenz (PICS). Therapien wie Chemotherapie oder Bestrahlung
bewirken Uber DNA-Schadigung und entweder den p53- oder den p16™*“4/RB-Pathway die
Therapie-induzierte Seneszenz (TIS). Die Zytokine IFN-y und TNF-a kdnnen uber den
p16"NK4A/RB-Pathway zur Zytokin-induzierten Seneszenz (CIS) fuhren.

ATM Ataxia Teleangiectasia Mutated, ATR ATM- and Rad3-Related, BRAF v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B, CDK Zyklin-abhéngige Kinasen, DDR DNA Damage
Response, HRAS Harvey Rat sarcoma virus GTPase, IFN-y Interferon-gamma, mTOR
mammalian target of rapamycin, PTEN Phosphatase and Tensin homolog, RB Retinoblastom,
SASP Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phanotyp, TNF-a Tumornekrosefaktor alpha.
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Es konnte in Maustumoren gezeigt werden, dass IFN-y und TNF-a kombiniert
tber den p16'NK4A/RB-Pathway die sogenannte Zytokin-induzierte Seneszenz
(CIS) ausldsen kénnen; Voraussetzung daflr ist das Vorhandensein des STAT1-
Rezeptors sowie des TNF-Rezeptors 1 (Braumduller et al., 2013). Auch in
humanen Zellmodellen konnte dies bestatigt werden (Hubackova et al., 2016;
Rentschler et al.,, 2018). Die CIS ist insofern eine besondere Form der
Seneszenz, als dass sie nicht primar Zell-intrinsisch durch DNA-Schaden,
sondern durch einen externen Reiz in Form von Rezeptorbindung verursacht wird
(Wieder et al., 2017).

1.2.3 Merkmale seneszenter Zellen

Die Seneszenz ist ein permanenter Wachstumsstillstand, bei dem die Zelle per
definitionem in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert ist und nicht mehr weiter
proliferiert, obwohl sie metabolisch aktiv bleibt (Di Leonardo et al., 1994). Im
Gegensatz zu anderen Formen des Wachstumsstillstands wie der sogenannten
Quieszenz kann die Seneszenz auch durch eine pro-mitogene Umgebung nicht
wieder aufgehoben werden (Dimri und Campisi, 1994). Da zumindest
physiologische Einflussfaktoren die Zellen normalerweise nicht mehr zur
Proliferation bringen konnen, wird Seneszenz auch als irreversibler
Zellzyklusarrest bezeichnet (Campisi, 2013). Jedoch kann beispielsweise die
Inaktivierung des p53-Pathways zuvor seneszente Zellen, abhangig von deren
p16'NK4A-Expression, wieder proliferieren lassen (Beauséjour et al., 2003, Dirac
und Bernards, 2003). Der Zellzyklusarrest ist das zentrale Merkmal der
Seneszenz, er kommt jedoch auch bei nicht-seneszenten Zellen vor,
beispielsweise nach terminaler Differenzierung, und kann somit nicht allein zur
Definition der Seneszenz herangezogen werden (Kuilman et al., 2010).

Neben dem Wachstumsstillstand besitzen seneszente Zellen meist diverse
weitere Besonderheiten, die aber ebenfalls solitar betrachtet keine exklusiven
Merkmale der Seneszenz darstellen: Typischerweise nehmen seneszente Zellen

eine groBe und flache, Spiegelei-dhnliche Morphologie mit zahlreichen
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Auslaufern an; haufig sind auch multiple Zellkerne zu finden (Serrano et al.,
1997).

Seneszente Zellen weisen eine hohe Aktivitat der sogenannten Seneszenz-
assoziierten R-Galaktosidase (SA-R-Gal) auf (Dimri et al., 1995). Wahrend diese
lysosomale Hydrolase bei einem pH von 4,0 auch bei proliferierenden Zellen
nachweisbar ist, ist sie bei einem suboptimalen pH von 6,0 normalerweise nur in
seneszenten Zellen deutlich mittels Blaufarbung detektierbar, und zwar auch
aul3erhalb der Lysosomen (Lee et al., 2006). Da sie sowohl in Zellkulturen als
auch in Geweben relativ leicht anfarbbar ist, wird die SA-R-Gal seit nunmehr
zwanzig Jahren als einer der wichtigsten Biomarker flir Seneszenz verwendet
(Debacg-Chainiaux et al., 2009; Calcinotto et al., 2019).

Zudem kénnen seneszente Zellen zahlreiche, oft pro-inflammatorische, Faktoren
sezernieren, die nicht ihrem urspringlichen Sekretom entsprechen (Campisi,
2005). Dieser sogenannte Seneszenz-assoziierte sekretorische Phanotyp
(SASP) entwickelt sich einige Tage nach Induktion der Seneszenz und wird durch
persistierende DNA-Schadigung stimuliert, besonders durch DDR-Proteine wie
ATM, das DNA-Reparaturprotein Nibrin und das Tumorsuppressorgen CHK2
(Rodier et al., 2009). Der SASP enthélt diverse Zytokine und Chemokine,
Proteasen und Wachstumsfaktoren und ist ein weiteres wichtiges
Unterscheidungsmerkmal seneszenter Zellen von Zellen in anderen Formen des
Wachstumsstillstands.

Die Rolle des SASP im Kdrper wird oft als zweischneidiges Schwert mit Vor- und
Nachteilen angesehen (Zender und Rudolph, 2009). Einige der im SASP
enthaltenen Faktoren wie IL-6 und IL-8 fihren zu chronischer Inflammation und
kénnen eine Tumor-fordernde Wirkung auf die Zellen der Umgebung entfalten,
indem sie das Wachstum und die Aggressivitdt umliegender prakanzerdser
Zellen stimulieren (Coppé et al., 2008). So kdnnen seneszente Fibroblasten in
umgebenden pramalignen Epithelzellen die Proliferationsrate, Migration und
Invasivitat erhohen (Krtolica et al., 2001, Parrinello et al., 2005). Allerdings
scheint eine weitere Funktion des SASP auch zu sein, umliegende Zellen in

Seneszenz zu bringen und zu halten, da z.B. die enthaltenen Interleukine 6 und



Einleitung

8 u.a. durch Stimulation des Rezeptors CXCR2 Wachstumsstillstand fordern
(Acosta et al., 2008, Kuilman et al., 2008). Weitere positive Effekte des SASP
sind sein Beitrag zur Gewebeformung in der Embryonalentwicklung sowie seine
Fibrose-hemmende Wirkung und die Forderung der Wundheilung, z.B. Uber den
enthaltenen Platelet-derived Growth Factor AA (Krizhanovsky et al., 2008; Jun
und Lau, 2010; Demaria et al., 2014).

Auf molekularer Ebene weisen seneszente Zellen typischerweise erhdhte Level
an pl16"™k4A und/oder p21°P! auf, die Uber die Inhibition von CDK zum
Zellzyklusarrest fuhren (Calcinotto und Alimonti, 2017). AulB3erdem sind in
seneszenten Zellen kondensierte, sogenannte Seneszenz-assoziierte
Heterochromatin-Foci (SAHF) zu finden und z.B. mittels DAPI anfarbbar, die
abhangig von RB pro-proliferative Transkriptionsfaktoren supprimieren (Narita et
al., 2003).

1.3 Apoptose

1.3.1 Charakteristika und Pathways der Apoptose

Die Apoptose ist ein programmierter Zelltod, der zunéchst zu einer
Kondensierung von DNA und Zellkern, spater zu einer Fragmentierung der Zelle
und einer raschen und geordneten Phagozytose durch umgebende Zellen fuhrt
(Kerr et al., 1972). Im Gegensatz dazu ist die Nekrose ein unkontrollierter und
pathologischer Zelltod, bei dem es aufgrund der Unfahigkeit der Zelle, das
Membranpotential aufrecht zu erhalten, zu einer Zellschwellung, zum Platzen der
Zelle und zur Freisetzung von Zellbestandteilen in die Umgebung kommt, was
eine Inflammation im umliegenden Gewebe zur Folge hat (Leist und Jaattela,
2001).

Die Apoptose ist ein evolutionar hochkonservierter Mechanismus und hat in
multizellularen Organismen einen wesentlichen Anteil an der physiologischen
Homoostase von Geweben, an der Embryonalentwicklung und an der Befreiung
des Organismus von infizierten oder entarteten Zellen (Zou und Niswander,
1996; Elmore, 2007; Goldar et al., 2015). Defekte in der Apoptose kdnnen beim
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Menschen zu Entwicklungsstérungen, Autoimmunerkrankungen oder Tumoren
fuhren (Mountz et al., 1994; Fulda, 2010; Hassan et al., 2014). Die Umgehung
der Apoptose wird als eines der prominentesten Merkmale bzw. Hallmarks von
Malignomen angesehen (Hanahan und Weinberg, 2000); sie ist auch eine
Hauptursache fur deren haufige Resistenz gegen Chemotherapeutika (Chen et
al., 2018).

Typische Charakteristika der Apoptose umfassen das pyknotische Schrumpfen
der Zelle, DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensierung, wéahrend die
Zellmembran zunachst intakt bleibt (Hacker, 2000; Saraste und Pulkki, 2000;
Kroemer und Martin, 2005). Die Zellmembran kann aufgrund des Abbaus der
intrazellularen Strukturproteine Blaschen, sogenannte Blebs, ausbilden. Spater
teilt sich die Zelle in mehrere Apoptosekdorperchen auf, die Zellorganellen oder
Kernbestandteile enthalten und deren Plasmamembran immer noch intakt ist.
Das Phospholipid Phosphatidylserin, das normalerweise nur auf der inneren
Seite der Zellmembran vorhanden ist, wird durch sogenannte Flippasen auf die
aulRere Membranseite gekehrt; hierdurch werden die apoptotischen Zellen bzw.
Apoptosekdrperchen von Makrophagen erkannt und phagozytiert (Hengartner,
2001; van Cruchten und van den Broeck, 2002).

Als Hauptmerkmal der Apoptose wird haufig die Aktivierung von
Cysteinproteasen, die ihr Substrat C-terminal von Aspartat spalten, sogenannten
Caspasen, angesehen (Alnemri et al., 1996). Diese liegen normalerweise in der
Zelle in inaktiver Form, als Zymogene, vor und bilden eine Enzymkaskade, bei
der zunachst die Initiatorcaspasen wie Caspase 8, 9 oder 10 autokatalytisch aktiv
werden missen. Die Initiatorcaspasen aktivieren im Anschluss Effektorcaspasen
wie Caspase 3, 6 und 7. Diese kbnnen diverse zellulare Proteine spalten, z.B.
Strukturproteine wie Aktin und Lamin, aber auch den DNA Fragmentation Factor
(DFF), der durch Abspaltung seiner a-Untereinheit aktiv wird und dann zur DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensation fuhrt (Enari et al., 1998; Liu et al.,
1998; Shi, 2002).

Die Aktivierung der Caspasen kann vorwiegend uber zwei verschiedene
Pathways eingeleitet werden (s. Abb. 3). Beim extrinsischen Pathway bindet ein

11
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sogenannter Todesligand wie TNF-a, Fas-Ligand oder TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) an einen Todesrezeptor wie CD95 (auch: Fas), TNF-
Rezeptor Typ 1 oder den TRAIL-Rezeptor auf der Zellmembran (Jin und El-Deiry,
2005). Nach Aktivierung des Todesrezeptors kommt es zur Rekrutierung der Fas-
associated death domain (FADD) bzw. TNF receptor-associated death domain
(TRADD) und der Procaspase 8 und/oder 10, die zusammen den death-inducing
signaling complex (DISC) bilden. Durch den DISC kann die Procaspase 8/10 in
aktive Caspase 8/10 umgewandelt werden. Diese spaltet dann unter anderem
die Caspase 3, wodurch die Caspasenkaskade aktiviert und die Apoptose
eingeleitet wird (Guicciardi und Gores, 2009; Pistritto et al., 2016).

Zum intrinsischen Pathway kommt es durch eine Freisetzung von Cytochrom C
aus den Mitochondrien in das Zytoplasma. Ursache ist meist eine irreparable
DNA-Schadigung, beispielsweise aufgrund von oxidativem Stress, ionisierender
Strahlung oder Chemotherapie (Green und Kroemer, 2004; Kroemer et al.,
2007). Diese fuhrt zu einer Aktivierung von p53, welches die Transkription
bestimmter pro-apoptotischer Proteine aus der BCL-2-Familie férdert und zu
einer Aktivierung von Bax und Bak flihrt. Diese bewirken eine Porenbildung in
den Mitchondrien und somit eine Freisetzung von Cytochrom C. Das Cytochrom
C bindet im Zytosol an den apoptosis protease-activating factor 1 (Apaf-1) und
Procaspase 9, wodurch sich das sogenannte Apoptosom bildet, was dem DISC
des extrinsischen Pathways &hnelt. Innerhalb dieses Apoptosoms kann die
Caspase 9 aktiviert werden, die nun ebenfalls die Caspasen-Kaskade aktiviert,
beginnend mit der Caspase 3 (Shi, 2002).

12
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Abbildung 3: Extrinsischer und intrinsischer Apoptose-Pathway

Die Apoptose kann einerseits Uber den extrinsischen Weg eingeleitet werden, bei dem ein Ligand
wie TRAIL, FasL oder TNF-o an die entsprechenden Rezeptoren bindet und zur Bildung eines
DISC fihrt, der die Caspase 8 aktiviert. Diese spaltet Procaspase 3, 6 und 7 und fihrt so zur
Apoptose. Beim intrinsischen Weg fuhren diverse Stressoren zu DNA-Schédigung, dies aktiviert
p53, welches zum einen direkt Uber Aktivierung von Bax und Bak zur Permeabilisierung der
Mitochondrien und Cytochrom-C-Austritt flhrt, zum anderen indirekt tiber Stimulation von BH3-
only-Proteinen wie BIM, PUMA oder Noxa, die anti-apoptotische Proteine wie BCL-2 inhibieren.
Der Cytochrom-C-Austritt fihrt zur Bildung eines Apoptosoms mit Apafl, was zur Spaltung der
Procaspase 9 fuhrt, die ebenfalls die Caspasenkaskade einleitet und zur Apoptose fiuihrt. Die
Caspase 8 aus dem extrinsischen Weg kann tber Spaltung von Bid auch den intrinsischen Weg
aktivieren.

AIF Apoptosis-inducing factor, Apafl Apoptosis protease-activating factor 1, Bak Bcl-2
homologous killer, Bax Bcl-2 associated X protein, BCL-2 B-cell lymphoma 2, BCL-X. B-cell
lymphoma extra large, (t)Bid (truncated) BH3 interacting-domain death agonist, BIM BCL-2-
interacting mediator of cell death, DISC Death-inducing signaling complex, Endo G
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Endonuclease G, FADD Fas-associated death domain, FasL First Apoptosis Signal-Ligand,
PUMA p53 upregulated mediator of apoptosis, ROS reaktive Sauerstoffspezies, TNF-a
Tumornekrosefaktor-a, TRADD TNF-receptor-associated death domain, TRAIL TNF-related
apoptosis-inducing ligand.

Modifiziert nach Iranpour et al., 2016.

Der extrinsische und intrinsische Pathway laufen jedoch nicht streng getrennt
voneinander ab, sondern besitzen zahlreiche Interaktionen. So konnte gezeigt
werden, dass auch fir eine Apoptose uber den extrinsischen Aktivierungsweg
eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und eine Aktivierung des
Apoptosoms erforderlich sein kann, da die Caspase-8-Aktivitat allein oft nicht
ausreichend ist, um die Caspase 3 in genligendem Ausmald zu spalten. Der
Zwischenschritt erfolgt tGber die Aktivierung des Proteins Bid aus der BCL-2-
Familie durch die Caspase 8, das wiederum zu einem Austritt von Cytochrom C
aus den Mitochondrien fuhrt (Danial und Korsmeyer, 2004).

Zudem gibt es auch Mechanismen im Prozess der Apoptoseeinleitung, die
unabhangig von Caspasen ablaufen. Oxidativer Stress und Porenbildung in der
Mitochondrienmembran fiihren beispielsweise auch zu einer Aktivierung und
Migration der Proteine Apoptosis-inducing factor (AIF) und Endonuclease G
(Endo-G) aus den Mitochondrien in den Zellkern, wo sie eine DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensierung bewirken (Joza et al., 2008;
Varecha et al., 2012).

Nichtsdestotrotz scheint vor allem die Caspase 3 bei der Apoptose eine
essenzielle Rolle einzunehmen: In MCF-7-Zellen, die aufgrund einer Deletion im
Exon 3 des CASP3-Gens nicht mehr Uber eine funktionierende Caspase 3
verfugen, konnten Mikroinjektionen des Apoptose-auslésenden Cytochrom C
keine Apoptose ausldsen; nach Transfektion eines fir Procaspase 3 codierenden
Plasmiden jedoch wurde die Apoptosefahigkeit wiederhergestellt (Li et al., 1997).
Zudem zeigen MCF-7-Zellen auch unter Stimulation mit TNF-a. keine Apoptose-
typische DNA-Fragmentierung und kein Blebbing der Membran, was ebenfalls
durch die Transfektion eines fir Procaspase 3 codierenden Plasmiden

rickgangig gemacht werden kann (Janicke et al., 1998).
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1.3.2 Die Rolle von Proteinen der BCL-2-Familie in der Apoptose

Die B cell lymphoma 2 (BCL-2)-Familie spielt eine wichtige Rolle in der Einleitung
des intrinsischen Apoptose-Pathways, da sie die Permeabilisierung der aul3eren
Mitochondrienmembran reguliert. Sie enthalt sowohl pro- also auch anti-
apoptotische Proteine, die miteinander interagieren. Sie besitzen eine oder
mehrere der insgesamt vier hochkonservierten BCL-2-Homology (BH)-Domé&nen
BH-1, BH-2, BH-3 und BH-4 (Shamas-Din et al., 2013; Kvansakul und Hinds,
2014).

Die BCL-2-Familie lasst sich in drei Gruppen unterteilen: Eine Gruppe umfasst
Proteine, die bei der Initiierung der Apoptose mitwirken. Diese enthalten nur die
BH-3-Domane und werden daher auch BH-3-only-Proteine genannt. lhre
Transkription wird beispielsweise durch p53 gefordert und sie fihren zu einer
Disinhibition der Apoptose. Wichtige Vertreter der BH-3-only-Proteine sind Bid,
BIM, PUMA und Noxa (Czabotar et al., 2014). Die zweite Gruppe besteht
hauptséachlich aus den Apoptose-Effektoren Bax (BCL-2 associated X protein)
und Bak (BCL-2 antagonist/killer), die multiple BH-Doméanen besitzen und durch
Formung von Oligomeren Poren in der Mitochondrienmembran bilden kénnen,
durch die Cytochrom C ins Zytosol entweichen kann. In proliferierenden Zellen
sind Bax und Bak meist durch die dritte Gruppe der BCL-2-Familie gehemmit.
Diese ist anti-apoptotisch und beinhaltet ebenfalls Proteine mit multiplen BH-
Domanen, die jedoch das Uberleben der Zelle férdern sollen, beispielsweise
BCL-2, BCL-X. oder MCL-1 (Pistritto et al., 2016).

Defekte  und  Fehlregulationen  der  BCL-2-Familie  kénnen  die
Malignomentstehung férdern. So liegt beispielsweise in tber 90% der follikularen
Lymphome eine Translokation zwischen Chromosom 14 und 18 vor, die zu einer
Uberexpression von BCL-2 und somit zu einer Apoptoseresistenz des Tumors
fuhrt (Tsujimoto et al.,, 1984). Viele Malignome weisen aufl3erdem eine
Amplifizierung der Anti-Apoptose-Proteine BCL-X. oder MCL-1 auf (Fernandez-
Marrero et al., 2016). Einige Tumore besitzen Deletionen oder Promotor-
Hypermethylierungen der BH-3-only-Proteine BIM oder PUMA (Tagawa et al.,
2005; Zantl et al., 2007).
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Da der intrinsische Apoptose-Pathway essenziell fir die Reaktion der Zelle auf
Chemotherapie oder Bestrahlung ist, tragen Defekte der BCL-2-Familie auch
haufig zur Therapieresistenz von Tumoren bei. Die Expression der BH-3-only-
Proteine PUMA, Noxa oder BIM hat beispielsweise eine gro3e Relevanz fur das
Ansprechen  von  Tumoren auf Chemotherapeutika, aber auch
Tyrosinkinaseinhibitoren oder Glucocorticoide (Happo et al., 2010; Bachmann et
al., 2005; Kuroda et al., 2006).

Aufgrund der hohen Relevanz fir Tumorwachstum und Zelltod sind die Proteine
der BCL-2-Familie heute das Ziel moderner Therapieansatze. Venetoclax ist
beispielsweise ein BH-3-Mimetikum, das an das anti-apoptotische Protein BCL-
2 bindet, dieses somit inaktiviert und die Apoptose der Zelle fordert. Besonders
bei der chronischen lymphatischen Leukamie konnten mit Venetoclax deutliche
Fortschritte in der Therapie erzielt werden (Schieber und Ma, 2019; Rohner et
al., 2020). Erste Inhibitoren von MCL-1, das eine besonders hohe anti-
apoptotische Potenz besitzt und in diversen Tumoren tGberexprimiert ist, wurden

auch bereits entwickelt und zeigten Erfolge (Kotschy et al., 2016).

1.4 Die ,.Entscheidung“ zwischen Apoptose und Seneszenz

Eine Schadigung der DNA kann, wie bereits oben beschrieben, sowohl tGber die
DDR zur Seneszenz als auch tber den intrinsischen Pathway zur Apoptose der
Zelle fuhren. Da die Apoptose eine sicherere und endglltigere Lésung bei
entarteten Zellen zu sein scheint und seneszente Zellen mit ihnrem SASP sogar
kanzerogen wirken konnen, stellt sich die Frage, warum die Seneszenz
Uberhaupt noch parallel zur Apoptose existiert. Ist sie ein ,Back-up-
Mechanismus®, falls eine Apoptose nicht moglich ist? Hat sie vielleicht auch
Vorteile gegenuber der Apoptose? Und welche Faktoren entscheiden dariber,
welchen der beiden Wege die Zelle nach DNA-Schadigung oder nach Stimulation
des Todesrezeptoren einschlagt?

Ein Kriterium, das hierbei eine Rolle spielt, scheint der Level an Stress zu sein,

dem die Zelle ausgesetzt ist. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine

16



Einleitung

hohe Dosis von Doxorubicin in Brustkrebszellen oder Kardiomyozyten zur
Apoptose fuhrt, wahrend bei niedrigeren Konzentrationen eher eine Seneszenz
eintritt (Song et al., 2005; Spallarossa et al., 2009). Gleiches wurde auch fur
verschiedene Dosen von Etoposid, UVB und oxidativem Stress durch H20:2
beschrieben (Chen und Ames, 1994; Debacqg-Chanieux et al., 2005; Probin et al.,
2006). Zudem spielt die Art der Zellen eine Rolle: Wahrend bei T-Lymphozyten
bereits eine Strahlendosis von 2 Gy zur Auslosung der Apoptose ausreicht,
gehen Fibroblasten bei 50 Gy immer noch eher in Seneszenz (Childs et al.,
2014).

Auf molekularer Ebene scheinen die Konzentration und die Art der Aktivierung
von p53 und p21©P! eine Schlusselrolle zu spielen. Bei der Behandlung humaner
Fibroblasten mit einer mittelstarken Dosis von H202, bei der ein Teil der
Fibroblasten in Seneszenz und ein Teil in Apoptose geht, wird in beiden Fallen
p53 aktiviert, jedoch ist die Expression in den apoptotischen Zellen ca. doppelt
so hoch (Chen et al., 2000). Ob eher pro-apoptotische oder pro-seneszente
Zielgene durch p53 aktiviert werden, hangt auch von posttranslationalen
Modifikationen wie Acetylierungen ab: Mutationen an bestimmten
Acetylierungsstellen von p53 fihren zu einer Unfahigkeit, Apoptose einzuleiten,
bei gleichzeitig erhaltener Moglichkeit zum Zellzyklusarrest mittels Seneszenz (Li
et al., 2012). Auch eine Behinderung der Kooperativitat der vier Untereinheiten
von p53 fuhrt zu einem selektiven Verlust der Apoptosefahigkeit (Timofeev et al.,
2013).

p21CPL gilt als eines der wichtigsten pro-seneszenten Zielgene von p53. Es
konnte gezeigt werden, dass die Methyltransferase DNTM3a bei apoptotischen
Zellen die Expression von p21 inhibiert. Eine Antagonisierung von DNTM3a
bewirkt bei Behandlung mit Doxorubicin auch in sonst Apoptose-ausldésenden
Dosierungen einen wesentlich hoheren Anteil von seneszenten Zellen (Gartel
und Tyner, 2002; Zhang et al., 2011). Wird in Mausen das p21-Gen ausgeknockt,
das fur die embryonale Seneszenz bendétigt wird, wird dies im Gegenzug
zumindest teilweise durch Apoptose kompensiert (Muiioz-Espin et al., 2013;
Storer et al., 2013).
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Zudem kann eine Behinderung der Apoptosefahigkeit, beispielsweise durch
Modifikationen der Proteine aus der BCL-2-Familie, in bestimmten Fallen zu einer
begiinstigten Einleitung von Seneszenz fiihren. So fiihrt eine Uberexpression des
anti-apoptotischen BCL-2 in  Fibroblasten zu einer verminderten
Apoptosefahigkeit, die unter Behandlung mit Adriamycin in einer erhohten
Fraktion seneszenter Zellen resultiert (Nelyudova et al., 2007). Werden
Neuroblastom-Zellen mit Doxorubicin behandelt und gleichzeitig mit einem Pan-
Caspasen-Inhibitor in ihrer Apoptosefahigkeit behindert, so geht ein signifikant
hoherer Anteil der Zellen in Seneszenz mit erhdhter Expression von p21 und SA-
3-Gal (Rebbaa et al., 2003).

1.5 Die HCT-116-Zelllinie und Doxorubicin

HCT-116 ist eine humane Zelllinie aus dem Kolonkarzinom eines erwachsenen
Mannes und ist in der Forschung fur diagnostische und therapeutische Verfahren
in der Krebstherapie etabliert (Brattain et al., 1981). Zu ihren Charakteristika
gehort eine Mutation im Codon 13 des RAS-Protoonkogens (American Type
Culture Collection, 2021) sowie eine Storung der DNA-Mismatch-Reparatur bzw.
Mikrosatelliteninstabilitat aufgrund eines MLH-1-Defekts (Bronner et al., 1994;
Mohr und lllmer, 2005). Zudem kénnen HCT-116-Zellen p16™NK4A nicht richtig
exprimieren, da sie in einem Allel eine Frameshift-Mutation besitzen und das
andere Allel durch Promotor-Hypermethylierung inaktiviert ist (Mydhénen et al.,
1998).

Sowohl p53 als auch Bax und Bak sind in den HCT-116-Wildtyp-Zellen (WT)
intakt. Es konnte jedoch mittels Einzelzelldilution und PCR-Analyse der
verschiedenen Subklone der HCT-116-Zellen eine neue Zelllinie mit spontaner
homozygoter inaktivierender Mutation im Bax-Gen (Bax”) kultiviert werden
(Zhang et al., 2000). HCT-116-Linien mit Bak-Knockout (Bak”) bzw. doppelter
Bax-Defizienz und Bak-Knockout, vereinfacht Bax-Bak-Doppelknockout (DKO),
wurden aus WT- bzw. Bax’-Zellen gewonnen, indem in das Exon 5 des Bak-

Gens ein vorzeitiges Stop-Codon uber einen Vektor eingefuhrt wurde, was zur
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Inaktivierung von Bak fuhrt. Studien mit Apoptose-Stimuli zeigten jedoch einen
starkeren Apoptose-hemmenden Effekt einer Bax-Defizienz im Vergleich zum
Bak-Knockout in HCT-116-Zellen (Wang und Youle, 2012).

Doxorubicin ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Anthrazykline. Diese
interkalieren in die DNA und stéren dadurch die weitere Zellteilung, auf3erdem
fuhren sie zu einer Hemmung der Topoisomerase-Il, die flr eine ungestorte
Verdopplung der DNA bzw. Auflockerung der Helix-Windungen wahrend der
Zellteilung bendétigt wird. Es kommt zu DNA-Strangbrichen und durch die DNA-
Schadigung auch zu einer Induktion des p53-abhangigen intrinsischen Apoptose-
Pathways (Wang et al., 2004). Doxorubicin wird in Kolonkarzinomen zwar nicht
mehr als Standardtherapie angewandt, kommt jedoch weiterhin zum Einsatz
(Colombo et al., 2011). In der Behandlung mit Doxorubicin geht bei einer
Dosierung von 1 mM ein Grof3teil der HCT-116-WT-Zellen in Apoptose, wahrend
eine deutlich hohere Doxorubicin-Dosierung von 100 mM keine Apoptose,
sondern Nekrose verursacht (Yokochi und Robertson, 2004). Eine Behandlung
von HCT-116-Zellen mit sehr geringen Dosen Doxorubicin |6st hingegen in den
meisten Zellen Seneszenz aus, wahrend ein kleiner Anteil an aneuploiden Zellen

weiter proliferiert (Sliwinska et al., 2009).

1.6 Fragestellung

Apoptose und Seneszenz sind zwei parallel existierende Mechanismen des
menschlichen Koérpers, um auf DNA-Schadigung zu reagieren und die
entsprechend verédnderten Zellen an der Proliferation zu hindern. Wahrend die
Apoptose der definitivere und weniger riskante Weg zu sein scheint, hat sich die
Seneszenz trotzdem evolutionar gehalten und besitzt gleichermalien eine grol3e
Relevanz fir die Verhinderung von Krebs, da beispielsweise das Fehlen des
Seneszenz-Mediators p16'NK4A zu einer erhohten Tumorrate flhrt.

Wie unter 1.4 beschrieben, gibt es erste Hinweise darauf, dass Zellen in Reaktion
auf Stress vermehrt in Seneszenz gehen, wenn ihre Apoptosefahigkeit

beispielsweise durch Caspase-Inhibitoren oder durch Uberexpression von BCL-
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2 eingeschrankt ist. Dies legt den Schluss nahe, dass Seneszenz bei DNA-
Schadigung ein alternativer Pathway zur Apoptose sein kdnnte, der vermehrt in
Anspruch genommen wird, wenn die Apoptoseféahigkeit einer Zelle beeintrachtigt
ist.

Um diese Hypothese weiter zu ergrtinden, soll in dieser Arbeit analysiert werden,
ob eine Defizienz der pro-apoptotischen Proteine aus der BCL-2-Familie Bax
bzw. Bak, die vor allem den intrinsischen bzw. mitochondrialen Apoptose-
Pathway betreffen und zu einer Freisetzung von Cytochrom C fihren, eine
vermehrte Seneszenzinduktion als Reaktion auf Tumortherapie bewirken kann.
Hierzu sollen die oben beschriebenen HCT-116-Zelllinien verwendet werden. Da
das Fehlen von Bax einen grol3eren Effekt auf die Apoptosefahigkeit der HCT-
Zellen hat (siehe 1.5), wird in den meisten folgenden Experimenten auf die
zusatzliche Testung mit Bak’-Zellen verzichtet. Zunachst soll untersucht werden,
ob eine Behandlung mit den TH1-Zytokinen IFN-y und TNF-a in WT- und Bax™-
Zellen zu unterschiedlichen Wachstumsraten fiihrt und ob es in Bax’-Zellen
eventuell aufgrund verminderter Apoptosefahigkeit vermehrt zu einer Zytokin-
induzierten Seneszenz kommt.

Da Bax und Bak grof3tenteils fur den intrinsischen p53-abhangigen Apoptose-
Pathway relevant sind, soll im Anschluss noch der Effekt des DNA-schédigenden
Anthrazyklins Doxorubicin auf die unterschiedlichen Linien der HCT-116-Zellen
beobachtet werden. Auch hier sollen vor allem die Unterschiede in der Fraktion
apoptotischer Zellen nach Behandlung sowie im Wachstumsverhalten nach

Behandlungsstopp beleuchtet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate

Die in Tabelle 1 aufgefuihrten Gerate wurden fir diese Arbeit verwendet.

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Gerat und Geratename Firma
Abzugshaube
Airflow Controller AC2 Waldner
Brutschrank
Hera Cell 240 ThermoFisher Scientific
Durchflusszytometer
BD LSR I BD Biosciences
ELISA-Reader
Multiskan EX ThermoFisher Scientific
Plate Reader Infinite 200 Pro Tecan

Gelelektrophoresegerat

PowerPac Basic Power Supply Biorad
Gelelektrophoresekammern

Sub Cell GT Biorad

Gelelektrophoresesystem, vertikal

Mini-Protean Tetra System Biorad
Heizblock
Metallblock-Thermostat Typ LS-2 VLM
Infrarot Imaging System
Li-Cor Odyssey Li-Cor
Light Cycler
Light Cycler 480 II Roche
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Mikroskope

Inverses Phasenkontrastmikroskop DMIL Leica

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Mikroskopkamera
AxioCam MRc
Nassblotter
10 x 10 cm Elektroblotter
Neubauer-Zahlkammern
Neubauer improved (1 mm? Flache pro
Quadrat, 0,1 mm Tiefe)
PCR-Cycler
Peglab Primus 96 Advanced
pH-Meter
CG842
Photometer
BioPhotometer 6131; 8,5 mm
Pipettierhilfe
Pipet Boy acu
Sterile Werkbank
HeraSafe KS 18
UV-Transilluminator
UVT-28 ME mit 442K Easy Kamera
Vortexmischer
MS2 Minishaker
Waage
Typ CP224S, Wiegegenauigkeit: 0,1 mg
Wasserbad
Wasserbad, 14 Liter, Typ 1003
Wippe
Platform STR8

22

Zeiss

Zeiss

Biostep

Glaswarenfabrik Karl Hecht

Peqglab Biotechnologie

Schott

Eppendorf

Integrated Biosciences

ThermoFisher Scientific

Herolab

IKA

Sartorius

GFL

Stuart Scientific
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Zentrifugen
Biofuge pico ThermoFisher Scientific

Heraeus Multifuge 3S-R ThermoFisher Scientific

2.1.2 Verbrauchsmaterial

In Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit benutzten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.
Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material Firma

Gefalle und Rohrchen
CELLSTAR Polypropylen Réhrchen: 15, 50 ml Greiner
CryoTubes Cryo.s, 2ml Greiner
Eppendorf Safe-Lock Tubes: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf
Falcon Round-Bottom Polystyrene Tubes (FACS) ThermoFisher
UV-transparente Klvetten Sarstedt

Pipettenspitzen

gestopfte: 10 pl, 100 pl, 1000 pl Filter Tips Sarstedt

ungestopfte: 10 pl, 100 pl, 1000 pl Starlab

Stabpipetten: 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Costar
Zellkulturflaschen und -platten

CELLSTAR Zellkulturflaschen: 25, 75, 175 cm? Greiner

CELLSTAR Zellkulturplatten: 6 & 12 Well Greiner

CELLSTAR Zellkulturplatten: 96 Well: weil3 und Greiner

transparent

CELLSTAR Zellkulturschale, Durchmesser 100 mm Greiner
Sonstiges

Immobilon-FL Transfer Membran (LICOR) Merck

Whatman Filterpapier, Typ 3017-915 GE Healthcare Life

Science
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2.1.3 Reagenzien und Kits

In der folgenden Tabelle 3 sind die verwendeten Reagenzien und Kits aufgefuhrt.

Tabelle 3: Reagenzien und Kits

Reagenzien und Kits Firma
Beta-Galactosidase Staining Kit US Biological
Caspase-Glo 3/7 Assay Promega

Cell Proliferation Kit Il (XTT) Roche

DAPI Invitrogen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH
Doxorubicinhydrochlorid Sigma-Aldrich
Ethanol, absolut VWR
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat Roth

Fetales Kalberserum (FCS) Perbio-Science
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | BD Biosciences
Glycin Roth

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), ohne Phenolrot ThermoFisher
HEPES-Puffer 1 M Biochrome GmbH
Interferon-y, rekombinant, human R&D Systems
iScript cDNA Synthesis Kit Biorad

KAPA® SYBR Fast gPCR Kit Roche
L-Glutamin Merck

MEM Amino Acids (50X), ohne L-Glutamin Sigma-Aldrich
Methanol VWR
Milchpulver, Blotting grade, fettarm Roth
Natriumchlorid 299,5 % Roth
Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich
Natriumpyruvat (100 mM) Biochrome GmbH
Nonident P40 Substitute Fluka BioChemie
Nucleospin RNA Isolation Kit Macherey-Nagel
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PageRuler Prestained Protein Ladder

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
Penicillin-Streptomycin

PhosStop EASYpack

Pierce BCA Protein Assay Kit

Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit
Proteaseinhibitoren “complete” Tabletten
RPMI 1640 Medium

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot

SDS

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
Tetramethylrhodamin-Methylester

Tris ultrapure

Trypanblau (0,4%)

Trypsin-EDTA (0,05%)
Tumornekrosefaktor-a, rekombinant, human
Tween-20

Wasser, ultrapur
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2.1.4 AntikOrper

Die in Tabelle 4 aufgeflhrten Antikérper wurden in dieser Arbeit fir den Western

Blot verwendet.
Tabelle 4: Verwendete Antikdrper fir den Western Blot

Art des Antikorpers Spezies Verdinnung Firma

Priméarantikorper

Bax, N-Terminus, polyklonal Kaninchen 1:20.000 Acris
Bak, N-Terminus, polyklonal Kaninchen 1:500 Merck
Caspase-3, monoklonal Maus 1:500 Acris
beta-Aktin, Klon C4, monoklonal Maus 1:5.000 Merck
beta-Aktin, monoklonal Kaninchen 1:1.000 Cell
Signaling
Sekundéarantikorper

anti-Maus-IgG, IRDye, rot Ziege 1:15.000 Li-Cor
anti-Kaninchen-IgG, IRDye, griin  Ziege 1:15.000 Li-Cor

2.1.5 Primer
Die in Tabelle 5 genannten Primer wurden zur Durchfihrung der quantitativen

Polymerasekettenreaktion verwendet.

Tabelle 5: Basensequenzen der verwendeten Primer
BP = Basenpaare, se = sense, as = anti-sense.

Gen Sequenz BP

Housekeeping-

Gene

AGC CTC GCC TTT GCC GA (se)
Actin CTG GTG CCT GGG GCG (as) 174
Aldolase GTG TTG TGG GCA TCA AGG TAG A (se)

CGA AGT CAG CTC CGT CCT TCT (as) 129
GAPDH CAG CCT CAA GAT CAT CAG CAA TG (se)

ATACCAAAG TTG TCATGG ATG ACC TT (as) 84
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HPRT TGA TAG ATC CAT TCC TAT GAC TGT AGA (se)

AAG ACA TTC TTT CCA GTT AAA GTT GAG (as) 126
TBP CAC GAA CCA CGG CAC TGA TT (se)

TTT TCT TGC TGC CAG TCT GGA C (as) 89

Gene of Interest
CXCL-10 GAA AGC AGT TAG CAA GGA AAG GT (se)
GAC ATATAC TCC ATG TAG GGA AGT GA (as) 132

2.1.6 HCT-116-Zellen

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurden in dieser Arbeit HCT-116-

Zellen untersucht — humane Colonkarzinom-Zellen (Brattain et al., 1981). Diese

lagen in drei verschiedenen Linien vor:
1. HCT-116-WT-Zellen:  Wildtyp mit intaktem Bax und Bak

2. HCT-116-Bax”-Zellen: spontane, homozygote, inaktivierende
Mutation in Bax, Bak intakt (Zhang et al., 2000)

3. HCT-116-DKO-Zellen: ,Doppelknockout®: Bax™-Zellen mit
zusatzlichem Vektor-vermittelten Bak-
Knockout (Wang und Youle, 2012)

Die Zellen wurden freundlicherweise von Privatdozent Dr. Frank Essmann vom

Interfakultaren Institut fur Biochemie (IFIB) in Tubingen zur Verfigung gestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fur diese Arbeit wurden Versuche in vitro mit Tumorzellen der Zelllinie HCT-116

durchgefuhrt. Die verwendeten Zellen wurden im Brutschrank Hera Cell 240 bei
einer Temperatur von 37°C mit einem CO2-Anteil von 5% und einer
Luftfeuchtigkeit von Uber 95% kultiviert. Normalerweise lagen die Zellen in T175-

Zellkultur-Flaschen vor und wurden mindestens einmal wdchentlich bzw. bei
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Konfluenz trypsiniert und neu ausgesat. Ein Wechsel des Zellkulturmediums

erfolgte mindestens ein weiteres Mal pro Woche.

Zellkulturmedium

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden in einem modifizierten RPMI-
Medium kultiviert. Die genaue Zusammensetzung des Mediums ist Tabelle 6 zu

entnehmen.

Tabelle 6: Zusammensetzung des modifizierten RPMI-Zellkultur-Mediums

Inhaltsstoffe Volumen [ml]
RPMI 1640 Medium 500

Fetales Kéalberserum (FCS) 50
Penicillin/Streptomycin 5

L-Glutamin 2,5
Hepes-Puffer 5
Natriumpyruvat 5
Aminosauren-Mix 5

Passaqge der Zellen

Um die Zellen zu passagieren, wurden zunachst Zellkulturmedium sowie Trypsin
auf 37°C erwarmt. Auf einer sterilen Werkbank wurde der Uberstand aus den
Zellkulturflaschen abgenommen und verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen
mit steriler phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen. Danach wurde in
jede Flasche bzw. auf jede Zellkulturplatte so viel Trypsin gegeben, dass die
Zellen damit bedeckt waren. Nun wurden die Zellen fur funf Minuten bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert, damit sie sich vom Boden der Flasche ablésen kdnnen.
Diese Dissoziation wurde anschlielend unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.
Bei ungentigender Ablésung wurden die Zellen entweder noch wenige Minuten
weiter inkubiert oder sie wurden mechanisch durch vorsichtiges Beklopfen der

Zellkulturflasche gelost.
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Im Anschluss wurde die Reaktion des Trypsins durch Hinzugabe von der
dreifachen Menge an Zellkulturmedium gestoppt, die abgelosten Zellen wurden
in Falcon-Rohrchen transferiert und fur finf Minuten bei 1.500 rpm in der Heraeus
Multifuge 3S-R zentrifugiert (entspricht 189 g). Danach konnte der Uberstand
entfernt werden und das Zellpellet in 1 ml RPMI-Medium suspendiert werden. Um
nun die Zellzahl zu bestimmen, wurden je nach GrolRe des Zellpellets 10-50 pl
der Zellsuspension 1:1 bis 1:10 mit Trypanblau verdinnt bzw. angefarbt und in
Neubauer-Zahlkammern Ubertragen. Es wurde die Zellzahl in vier Quadraten der
Zahlkammer bestimmt und mithilfe des Durchschnitts der Zellzahl aus den
Quadraten und dem Verdunnungsfaktor die Gesamtzellzahl berechnet.
Anschlieend wurde die gewilnschte Menge an Zellen in die gewinschten

Zellkulturflaschen bzw. —platten ausgesat.

Einfrieren der Zellen

Um Zellen zur spateren Weiterverwendung und Kultivierung einzufrieren, wurde
ein Gefriermedium aus fetalem Kalberserum und 10% DMSO verwendet. Es
wurden pro einzufrierender Zelllinie ca. 108 bis 107 Zellen mit einer moglichst
niedrigen Passagenzahl mit PBS gewaschen, in 1 ml des Gefriermediums
suspendiert und in CryoTubes Ubertragen. Diese wurden dann innerhalb eines
CryoFreezers in einen Gefrierschrank mit -80°C Uberfiihrt, wo sie kontrolliert um
1°C pro Minute heruntergekihlt wurden. Wenn sie -80°C erreicht hatten, konnten

sie aus dem CryoFreezer entnommen und in einem Gefrierfach gelagert werden.

Auftauen der Zellen

Um eingefrorene Zellen wieder aufzutauen, wurden diese ca. eine Minute in ein
Wasserbad mit 37°C gehalten und anschlieend vorsichtig in 10 ml
vorgewarmtem Zellkulturmedium suspendiert. Danach wurden sie fir 5 min bei
1.500 rpm (189 g) in der Heraeus Multifuge 3S-R zentrifugiert, der Uberstand
wurde im Anschluss abgenommen und die Zellen dicht in eine Zellkulturflasche
ausgesat. Nach dem Auftauen von Zellen wurde mindestens eine Woche
gewartet, bis die ersten Versuche mit diesen Zellen gestartet wurden, um

Einflisse des Zellstresses durch das Auftauen zu minimieren.

29



Material und Methoden

2.2.2 Behandlung der Zellen
Um die Effekte der Zytokine IFN-y und TNF-o. sowie des Zytostatikums

Doxorubicin beurteilen zu kdnnen, wurden die HCT-116-Zellen zunachst auf
frischen Platten oder Wells ausgeséat und erhielten fiir die ersten 24 Stunden noch
keine Behandlung, damit sie adhéarieren konnten. AnschlieBend wurde der
Uberstand entfernt und neues Medium, das die entsprechende zu testende
Substanz enthielt, wurde hinzugegeben. Grundsatzlich wurde fur jeden Versuch
auch eine Negativkontrolle angelegt, bei der die Zellen nur eine

Kontrollbehandlung erhielten.

Behandlung mit Interferon-y und Tumornekrosefaktor-a

Sowohl Interferon-y (IFN-y) als auch Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) lagen in PBS
gel6st in einer Konzentration von 1 mg/ml vor und waren als Aliquots bei -20°C
gelagert. Um Zellen mit IFN-y und TNF-a zu behandeln, wurde von den bereits
seit 24 Stunden ausgeséaten Zellen der Uberstand abgenommen und verworfen.
Nun wurde aus frischem Zellkultur-Medium und den Zytokinen eine Mischung
hergestellt, die je nach Versuch falls nicht anders angegeben 100 ng/ml IFN-y
und 10 ng/ml TNF-a enthielt, da sich diese Dosierung in der Vergangenheit als
effektiv zur Induktion von Seneszenz erwiesen hat (Braumdller et al., 2013). Die
Zellen wurden nun mit dem Medium, das die Zytokine enthalt, je nach Experiment
fur mindestens 48 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurde parallel eine weitere
Probe von Zellen unter den gleichen Bedingungen mit reinem Zellkulturmedium

ohne Zugabe der Zytokine behandelt.

Behandlung mit Doxorubicin

Doxorubicin lag in DMSO geldst in einer Konzentration von 1 mM vor und wurde
lichtgeschutzt bei einer Temperatur von 4°C gelagert. Auch hier wurde zur
Behandlung die gewilnschte Menge an Doxorubicin mit Zellkulturmedium
vermischt und auf die Zellen gegeben. Falls nicht anders angegeben, wurde eine
Standardkonzentration von 0,5 UM verwendet. Als Negativkontrolle diente hier
Zellkulturmedium gemischt mit der gleichen Menge an DMSO wie in der

Behandlung.
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2.2.3 In-vitro Growth-Arrest-Assays

Um den Einfluss von IFN-y und TNF-a bzw. von Doxorubicin auf die Zellzahl in
vitro zu ermitteln, wurden sogenannte Growth-Assays oder Growth-Arrest-
Assays, also Wachstumsuntersuchungen, mit den Zellen durchgeflihrt. Hier
wurden die Zellen zunéchst fur eine Passage mit dem Substrat bzw. der
entsprechenden Mediumkontrolle behandelt und im Anschluss wurde fir
mindestens zwei weitere Passagen das Wachstumsverhalten der Zellen bzw. die
Entwicklung der Zellzahl beobachtet (Braumdiller et al., 2013).

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit einer Dichte von ca. 1 x 10* Zellen/cm?
ausgesat und zum Adhérieren fur 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand von den Wells abgenommen, verworfen und
frisches Medium mit der gewilnschten Behandlung, z.B. Doxorubicin,
hinzugegeben. Als Negativkontrolle wurden stets auch Zellen nur mit
Zellkulturmedium (ggf. mit DMSO-Zusatz als Kontrolle zur Doxorubicin-
Behandlung) behandelt. Anschliel3end wurden die Zellen mit der Behandlung im
Brutschrank inkubiert (Passage 0, p0). Nach der gewtinschten Behandlungszeit
wurden die Zellen gewaschen und trypsiniert. Hier wurde besonders darauf
geachtet, nach dem Trypsinieren keine Zellen mehr auf der Platte zu
hinterlassen, damit die Zellzahl genau bestimmt werden kann. Die Zellen wurden
mithilfe der Neubauer-Zahlkammer gezahlt; durch Farbung mit Trypanblau
konnten nicht-lebendige Zellen detektiert werden und wurden nicht mitgezahilt.
Im Anschluss wurde eine definierte Zahl an Zellen neu ausgeséat. Diese Zellen
wurden nun nur noch mit Zellkulturmedium ohne weitere Substrate inkubiert, fur
ca. 96 h oder bis die Zellen der Mediumkontrolle konfluent waren (Passage 1,
pl). Nach Ablauf dieser Passage wurden die Zellen trypsiniert und gezahlt, fur
die zweite Passage (p2) ausgesat und wieder fir ca. 96 h im Brutschrank
inkubiert. Nach der zweiten Passage wurden die Zellen ein letztes Mal trypsiniert

und gezahlt.
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2.2.4 XTT-Test zur Bestimmunqg der Zellviabilitat

Der XTT-Test ist ein kolorimetrischer Test zur Bestimmung der Zellviabilitat. Er
beruht darauf, dass nur durch stoffwechselaktive Zellen mit intakten
Mitochondrien das gelbe Tetrazoliumsalz XTT gespalten werden kann, da das
dafr bendtigte Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System Teil der
mitochondrialen Atmungskette ist. Bei der Spaltung entsteht orangefarbenes
Formazan, das kolorimetrisch quantifiziert werden kann und somit eine Aussage
Uber die Menge lebendiger Zellen in verschiedenen Proben erlaubt (Paull et al.,
1988; Roehm et al., 1991). Der Test wurde nach Behandlung der HCT-116-Zellen
mit den Substanzen IFN-y und TNF-a oder Doxorubicin bzw. der entsprechenden
Mediumkontrolle durchgefuhrt. Hierzu wurde das Cell Proliferation Kit Il (XTT) der
Firma Roche nach Herstellerangaben verwendet.

Zunachst wurden das im Kit enthaltene Electron-coupling reagent und das XTT
labeling reagent im Verhéltnis 1:50 vermischt und diese Losung 3:7 in RPMI
Medium zum fertigen XTT Reaction Mix verdinnt. Die behandelten Zellen lagen
auf 96-Well-Platten vor. Der Uberstand aus den Wells wurde entfernt und in jede
Well wurden 100 pl des XTT Reaction Mix hinzugegeben. Nun wurde sofort bei
einer Wellenlange von 492 nm die Ausgangsextinktion gemessen und die Platte
im Anschluss bei 37°C inkubiert. Danach wurde zu verschiedenen Zeitpunkten,
beispielsweise nach 30 Minuten, einer Stunde, drei Stunden und vier Stunden,
erneut die Extinktion bestimmt und die Ausgangsextinktion davon subtrahiert. So
konnte die Aktivitat der lebendigen Zellen wahrend der Inkubationszeit bestimmt
werden. Im Anschluss wurden die Werte der behandelten Zellen mit jenen der

nur mit Zellkulturmedium kontrollbehandelten Zellen verglichen.

2.2.5 LDH-Test zur Bestimmung der Zytotoxizitét

Der LDH-Test dient der Ermittlung des Anteils toter Zellen nach verschiedenen
Behandlungen und somit der Untersuchung der Zytotoxizitat bestimmter
Substanzen. Er beruht auf der Tatsache, dass sterbende Zellen ihre
Membranintegritat verlieren und somit das normalerweise im Zytosol vorliegende

Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) nach extrazellular gelangt. Da die LDH die
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Umwandlung von Laktat zu Pyruvat katalysiert und dabei zu einer Reduktion von
NAD* zu NADH fuhrt, kann die LDH-AKktivitat tber NADH bestimmt werden, das
ein Tetrazoliumsalz zu rotem Formazan reduziert, dessen Menge wiederum
kolorimetrisch bestimmt werden kann (Nachlas et al., 1960; Decker und
Lohmann-Matthes, 1988). In dieser Arbeit wurde dazu das Pierce LDH
Cytotoxicity Assay Kit der Firma ThermoFisher Scientific verwendet.

Der im Kit enthaltene Substrat-Mix wurde in 11,4 ml ultrapurem Wasser gelost
und mit dem Assay-Puffer zur Reaction Mixture vereinigt, der Lysepuffer 1:10 mit
RPMI-Medium verdinnt und 1 pl der LDH-Positivkontrolle in 10 ml PBS geldst.
Zur Durchfuhrung des Tests wurden bereits im Voraus die Zellen auf eine 96-
Well-Platte ausgesat, konnten 24 h adharieren und wurden anschlief3end fir den
gewilnschten Zeitraum mit der gewlinschten Substanz behandelt. Zu Beginn des
Tests wurden je 50 pl des Uberstandes der behandelten 96-Well-Platten auf eine
neue 96-Well-Platte tbertragen und der restliche Uberstand verworfen. Die
adhéarenten Zellen wurden anschlie3end mit 100 ul des verdinnten Lysepuffers
aus dem Kit lysiert und pro Well je 50 pl des Lysats ebenfalls auf eine neue 96-
Well-Platte als LDH-Maximalwerte tibertragen. Als Negativkontrolle wurden 50 pl
reines RPMI-Medium verwendet, als Positivkontrolle die zuvor aus dem Kit
hergestellte LDH-Positivkontrolle.

Im Anschluss wurden in jede Well 50 pl der Reaction Mixture hinzugefugt und
somit die Reaktion gestartet. Die Platten wurden nun fir 30 min lichtgeschuitzt
bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden nach Ablauf
der Zeit in jede Well 50 ul der im Kit enthaltenen Stop Solution gegeben und
anschlie3end die Extinktion bei 492 nm sowie bei 620 nm (Hintergrundaktivitat)
gemessen. Fur die Auswertung wurde die jeweilige Extinktion bei 620 nm von der
Extinktion bei 492 nm subtrahiert, auch der Mittelwert der Extinktion der Medium-
Negativkontrolle wurde von den restlichen Werten abgezogen. Um nun den
Prozentsatz der getOteten Zellen zu bestimmen, wurde pro Well der Wert der
LDH-Aktivitat des Uberstandes auf den Gesamtwert inklusive der lysierten Zellen

aus der gleichen Well bezogen.
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2.2.6 Seneszenz-assoziierte-R-Galaktosidase-Assay

Die R-Galaktosidase ist ein Enzym, das Galaktose aus glykosidischen Bindungen
abspalten kann. Sie kommt normalerweise vorzugsweise in Lysosomen vor. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass bei vielen seneszenten Zellen die [3-
Galaktosidase hochreguliert und bei einem pH von 6 im gesamten Zytosol verteilt
zu finden ist (Dimri et al., 1995; Kurz et al., 2000). Daher spricht man hier auch
von der Seneszenz-assoziierten beta-Galaktosidase (SA-R3-Gal), die als ein
Standard-Biomarker fir seneszente Zellen gilt. Im SA-R-Gal-Assay wird die SA-
3-Galaktosidase mithilfe von X-Gal nachgewiesen, einer Verbindung aus
Galaktose und einem Indolfarbstoff. Wenn das Enzym in den Zellen vorhanden
ist, spaltet es die Galaktosidase ab und bewirkt so, dass das tbrige Indol zu einer
Blaufarbung der Zelle fuhren kann (Itahana et al., 2007). In dieser Arbeit wurde
zum Nachweis der SA-R-Galaktosidase das beta-Galactosidase Staining Kit der
Firma USBiological verwendet.

Die zu untersuchenden und bereits behandelten Zellen lagen auf einer 96-Well-
Platte vor. Zunachst wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurden zum Fixieren der Zellen auf der Platte
in jede Well 100 ul der im Kit enthaltenen Fixierlésung (1:10 mit Reinstwasser
verdunnt) pipettiert und die Platte fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde die Fixierlosung entfernt und die Zellen erneut zweimal mit PBS
gewaschen. Nun wurden je 100 pl der laut Anleitung des Kits hergestellten
Farbelbsung in die Wells pipettiert und die Platte mit Alufolie geschutzt Uber
Nacht bei 37 °C und 0% COz2 inkubiert. CO2-Freiheit und Stabilitat des pH-Werts
sind fur diesen Assay essenziell, da die SA-R-Galactosidase-Farbung nur bei
einem pH-Wert von 6 optimal funktioniert. Am nachsten Tag wurde die
Farbelbsung entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, und anschlie3end
zur Anfarbung der Zellkerne je 100 pl DAPI (1:360 in PBS verdinnt)
hinzugegeben und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurde erneut mit PBS gewaschen und am Ende wurde jede Well mit 50 pl PBS
zum Mikroskopieren Uberschichtet. Nun konnte unter dem Fluoreszenzmikroskop

die Gesamtzellzahl mittels der durch DAPI angefarbten Zellkerne bestimmt und
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davon der Anteil an blau gefarbten, SA-R-Galaktosidase-positiven Zellen
bestimmt werden. Pro Well wurden mindestens drei Bildausschnitte ausgewertet,
um eine mdoglichst reprasentative Auszahlung zu gewahrleisten. Zum
Fotografieren der Zellen wurde das Programm AxioVision von Carl Zeiss

verwendet, zum anschlielRenden Auszéhlen die Anwendung ImageJ.

2.2.7 Western Blot

Zum Nachweis von Proteinen wurde in dieser Arbeit der Western Blot verwendet.

Bei dieser Methode werden die Proteine aus den Zellen zunachst
elektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss auf eine Membran Utbertragen
bzw. ,geblottet®. Mithilfe von Antikdrpern kénnen die Proteine, die von Interesse
sind, auf der Membran markiert und den einzelnen Proben zugeordnet werden
(Laemmli, 1970; Burnette, 1981). Zunachst missen die Proteine mittels Lyse aus
den Zellen gewonnen werden. Hierzu wurde stets auf Eis gearbeitet, um eine
Aktivierung der zelleigenen Proteasen zu vermeiden. Zum Lysieren der Zellen
wurde ein RIPA-Lysepuffer mit der aus Tabelle 7 ersichtlichen
Zusammensetzung verwendet. Zusatzlich wurden dem Lysepuffer jeweils 10 %
PhosStop zur Hemmung der Phosphatasen und 10 % Proteaseinhibitoren
hinzugefiigt. Zu 5 x 10° Zellen wurden 200 pl des Lysepuffers pipettiert und die
Mischung anschlie3end im Vortexmischer geschittelt. Danach wurden die Zellen
in flissigem Stickstoff schnell eingefroren und auf einem Heizblock wieder
aufgetaut. Diese Prozedur wurde finf Mal wiederholt, um die Zerstérung der
Zellmembran sicherzustellen. Nach dem letzten Auftauen wurden die Zellen bei

13.000 rpm (entspricht 16.060 g) fur eine Minute in der Biofuge pico zentrifugiert.

Tabelle 7: Rezepturen fir den Western Blot

Name Rezeptur
RIPA-Lysepuffer 50 mM TRIS
150 mM NacCl
1% NP-40
0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS
2,5 mM EDTA
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ad 100ml VE-H20
10X TBS 24,23 g Trizma

80,06 g NaCl

ad1ll,pH 7,6 VE-H20
IX TBST 100 ml 10X TBS

900 ml VE-H20

0,5 ml Tween-20
2X Laemmli Puffer 125 mM TRIS-HCI

20 % Glycerol

10% 2-Mercaptoethanol

4% SDS

0,04 % Bromphenol-Blau

ad pH 6,8 HCI (37%)
Semi-Dry-Puffer 48 mM TRIS

29 mM Glycin

13 mM SDS

20 % Methanol

ad 11 VE-H20
Trenngelpuffer (Lower Tris) 15M TRIS

10 % SDS

250 ml H20

ad pH 8,8 HCI (37%)
Sammelgelpuffer (Upper Tris) 0,5M TRIS

10 % SDS

250 ml H20

ad pH 6,8 HCI (37%)
10X Laufpuffer 248 mM TRIS

144 g Glycin

109 SDS

ad 11 VE-H20

Fur jede Probe musste im Anschluss die Proteinkonzentration bestimmt werden.
Hierzu wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit von ThermoFisher Scientific
verwendet. Grundlage des Assays ist, dass Cu?*-lonen durch Proteine in
alkalischer Umgebung zu Cu*-lonen reduziert werden (Biuret-Reaktion).
Bicinchoninsaure (BCA) bildet einen farbigen Komplex mit den Cu*-lonen, der
bei 562 nm Wellenlange eine starke Absorption zeigt, die photometrisch
bestimmt werden kann und die Rulckschlisse auf die Proteinkonzentration
erlaubt (Smith et al., 1985). Pro Probe wurden Doppelwerte bestimmt, zudem
wurde der Leerwert des Lysepuffers abgezogen und eine Standardreihe mit

Albumin in bekannten Konzentrationen verwendet.
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Nun wurden die Proteine mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Dieses Verfahren beruht darauf, dass
durch das anionische Natriumdodecylsulfat (SDS) die Eigenladung der Proteine
uberdeckt wird und die Proteine aufgrund von Abstol3ung durch die negative
Ladung und Denaturierung durch Warme ihre Struktur verlieren und linearisiert
werden, sodass sie im Anschluss nach ihrer Kettenlange aufgetrennt werden
kbnnen (Laemmli, 1970). Fur die Elektrophorese wurden in dieser Arbeit
ausschlief3lich 12%iges Sammelgel sowie 5%iges Trenngel verwendet. Deren
Zusammensetzung lasst sich Tabelle 8 entnehmen.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Gele

Substanz Volumen [ml] pro Gel
Sammelgel, 5 % H-O 34
Polyacrylamid, 30% 0,85
Sammelgelpuffer, pH 6,8 0,625
SDS 0,05
APS 0,05
TEMED 0,005
Trenngel, 12 % H20 3,3
Polyacrylamid, 30 % 4
Trenngelpuffer, pH 8,8 2,5
SDS 0,1
APS 0,1
TEMED 0,004

Die Gele wurden zwischen 1,5 mm voneinander entfernte Glasplatten gegossen
— zuerst das Trenngel und nach ca. 15 min das Sammelgel. Nachdem die Gele
fest geworden sind, wurden sie in die Gelelektrophorese-Kammer gestellt und
mit Laufpuffer Gbergossen. In die linke Geltasche wurden zur spateren
Bestimmung der Proteingrof3en 5 pl des Molekulargewichtsmarkers PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder gegeben; die Ubrigen Taschen wurden mit je 5
ug Protein aus jeder Probe befullt und mit dem gleichen Volumen an Laemmli-
Puffer gemischt. Als Positivkontrolle diente ein Lysat aus Hela-Zellen. Die Gele

wurden zunachst fur 15 min bei 90 V, danach bei 120 V laufen gelassen, bis die
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Lauffront fast das Ende des Gels erreicht hat. Um die Proteine auf eine Membran
zu Ubertragen, wurde in dieser Arbeit die Methode des Wet-Blot verwendet
(Renart et al., 1979). Die Polyvinylidendifluorid-Membran wurde zunachst in
Methanol aktiviert, anschlieRend wurde sie — umgeben von Schwammen und
Whatman-Filterpapieren — auf das Gel gelegt und so in die Kammer gespannt,
dass die negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran wandern konnten.
Die Kammer wurde mit Semi-Dry-Puffer befillt, geschlossen und fir 120 Minuten
bei 100 V und 300 mA laufen gelassen.

Nach dem Blot mussten zunachst die unspezifischen Proteinbindungsstellen auf
der Membran geblockt werden. Hierzu wurde in dieser Arbeit 5%ige
Milchpulverlésung verwendet, von der die Membran 30 min bedeckt wurde,
danach wurde sie fur weitere 30 min mit TBST gewaschen. Im Anschluss wurde
die Membran tber Nacht bei 4°C mit 5 pl Prim&rantikdrperldsung inkubiert, die
zu gleichen Teilen aus Odyssey-Block-Puffer und TBST bestand. Danach wurde
die Membran 3x fur jeweils 15 min mit TBST gewaschen und lichtgeschitzt far
eine Stunde mit den Sekundarantikdrpern in TBST inkubiert. Eine Liste der
verwendeten Primar- und Sekundarantikorper ist Tabelle 4 zu entnehmen. Es
folgten 4 Waschschritte mit TBST fur jeweils 10 min und ein Waschschritt fur 5
min mit TBS. Nun konnte die Membran mithilfe des LiCor-Odyssey Imaging
Systems auf Fluoreszenzsignale untersucht werden. Im Anschluss wurden die

Scans mit dem Programm Image Studio Lite der Firma LiCor bearbeitet.

2.2.8 Aktivitatsbestimmung der Caspase 3

Die Caspase 3 ist ein Schltisselenzym flr die Initialisierung der Exekutionsphase
der Apoptose. Mithilfe des Caspase-Glo-3/7-Assays kann die Aktivitat der
Caspase 3 und damit die Apoptoseaktivitdt verschiedener Zellen uber
Lumineszenzmessung quantifiziert werden. Das in dem Caspase-Assay-
Substrat enthaltene Aminoluziferin wird durch die Caspase 3 gespalten und
verursacht dann ein Lumineszenzsignal, das gemessen werden kann und

dessen Hohe proportional zur Caspase-3-Aktivitat ansteigt (O’Brien et al., 2005).
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Fur die Caspase-3-Aktivitatsbestimmung wurden die zu untersuchenden Zellen
auf 12-Well-Plates ausgesat und nach 24 h Adhésionszeit mit Doxorubicin bzw.
Mediumkontrolle + DMSO behandelt (fir jede Bedingung drei Wells). Nach der
Behandlung wurden der Uberstand sowie die trypsinierten Zellen in FACS-
Roéhrchen dberfihrt und fir 5 Minuten bei 1500 rpm (189 g) in der Heraeus
Multifuge 3S-R zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets
jeweils in 1 ml PBS resuspendiert. Von dieser Suspension wurden pro Réhrchen
je 5 pl auf eine weilRe 96-Well-Platte Gbertragen (jeweils Doppelwerte) und pro
Well 45 pl des Caspase-Assay-Substrats aus dem Kit hinzugegeben.
Anschlieend wurde in einem Tecan Multiplate Reader die Platte auf
Temperaturen zwischen 20 und 30°C erwarmt und es wurde vierzig Zyklen lang
alle zwei Minuten die Lumineszenz gemessen. Fur die Auswertung wurde ein
Zyklus ausgesucht, bei dem die Caspase-Aktivitat bereits hoch war, jedoch noch
keine Sattigung erreicht hat. Um auszuschlie3en, dass durch die Behandlung
und die damit verbundene niedrigere Zellzahl eine falsch niedrige Caspase-
Aktivitat gemessen wird, wurde parallel ein BCA-Assay zur Bestimmung der
Proteinkonzentration mit den gleichen Proben durchgefuhrt (zur Durchfiihrung
s.2.2.7) und die Ergebnisse der Caspase-Aktivititsmessung auf die

Proteinkonzentration normiert.

2.2.9 Durchflusszytometrie nach TMRE und Annexin

Eine weitere Methode zur Untersuchung des Zelltods ist die Quantifizierung von
apoptotischen Zellen mittels Durchflusszytometrie. Die Durchflusszytometrie
beruht auf dem Prinzip, dass Zellen in einem laminaren Strom an einem Laser
vorbeigeleitet werden. Die dabei entstehende Lichtstreuung wird gemessen und
erlaubt Aussagen Uuber die Zusammensetzung der Zellpopulation. Am
relevantesten sind die Vorwartsstreuung (FSC, forward scatter) und
Seitwartsstreuung (SSC, side scatter) des Lichts, die Aussagen tber Grol3e bzw.
Granularitat und Kernstruktur der Zellen erlauben. Zudem kdnnen mittels diverser
Fluoreszenzfarbstoffe verschiedene Targets in oder auf den Zellen markiert
werden und die Zellen ebenfalls im Hinblick auf das Vorhandensein dieses

Targets quantifiziert werden (Hulett et al., 1969). Gelegentlich wird der Begriff
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FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) synonym fir die
Durchflusszytometrie verwendet, auch wenn hier genau genommen zusatzlich
eine Sortierung der Zellen vorgenommen wird.

In vitalen Zellen liegt das Phospholipid Phosphatidylserin auf der Innenseite der
Zellmembran und gelangt nur in apoptotischen Zellen durch sogenannte
Flippasen nach auf3en (Verhoven et al., 1995). Annexin-V ist ein Protein, welches
sich spezifisch an Phosphatidylserin binden kann und somit, wenn es mit einem
Fluoreszenzfarbstoff wie Allophycocyanin (APC) markiert ist, in der
Durchflusszytometrie zur Detektion apoptotischer Zellen herangezogen werden
kann (van Engeland et al., 1998; Crowley et al., 2016). TMRE
(Tetrametyhlrhodamin-Methylester) ist ein Farbstoff, der sich aufgrund seiner
positiven Ladung in aktiven Mitochondrien ansammelt, da sie in Relation ein
negatives Membranpotential Avm besitzen. In apoptotischen Zellen kommt es
jedoch, insbesondere nach Einleitung des intrinsischen Pathways, bereits friih im
Ablauf der Apoptose zu einem Zusammenbruch des Membranpotentials der
Mitochondrien und TMRE akkumuliert nicht mehr, ist also in diesen Zellen
niedriger (Jayaraman, 2005; Perry et al., 2011). Dies kann mittels Farbung mit
einem  Fluoreszenzfarbstoff, in diesem Fall Phycoerythrin  (PE),
durchflusszytometrisch quantifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden die behandelten und unbehandelten HCT-116-Zellen
sorgfaltig trypsiniert und zentrifugiert; der Uberstand wurde entfernt. Zur Farbung
mit TMRE wurde ein Gemisch aus 8,35 ml RPMI-Medium, 170 ul FCS und 3,4 pl
TMRE hergestellt, jede Probe mit 300 pl dieser Losung vermischt und 30 min bei
37 °C im Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Proben zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Zur Markierung mit Annexin-V wurde eine 1:200-
Verdinnung von Annexin-V mit HBSS vorgenommen und wiederum 300 pl der
LAsung mit den Zellpellets vermischt. Das Gemisch wurde lichtgeschuitzt und auf
Eis gelagert und maoglichst rasch die Durchflusszytometrie begonnen. Hierzu
wurden die Proben, die in FACS-RoOhrchen vorlagen, mithilfe des
Durchflusszytometers BD LSR Il analysiert. Die Auswertung erfolgte mittels BD
FACS-Suite-Software. Es wurden zunachst mithilfe des FSC und SSC
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Einzelzellen definiert, indem kleine sowie zu groRe Partikel aus der
Quantifizierung ausgenommen wurden. Somit sollte eine Verfalschung der Werte
durch Zelldetritus bzw. verklumpte Zellen minimiert werden. Im Anschluss wurde
der Anteil der Annexin-positiven bzw. TMRE-niedrigen Zellen an der
Gesamtpopulation bestimmt.

2.2.10 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Amplifizierung von
DNA-Abschnitten in einer Probe. Dazu werden Primer verwendet, die zu einem
bestimmten Gen passen, und der entsprechende DNA-Abschnitt wird mittels
DNA-Polymerasen vervielfaltigt (Saiki et al., 1988). Bei der quantitativen PCR
(gPCR) soll zusatzlich die Genexpression auf mMRNA-Ebene quantifiziert werden.
Dazu wird die zelleigene RNA mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT)
in komplementare DNA (cDNA) transkribiert (Spiegelman et al., 1971). Um eine
Aussage Uber die Quantitat der urspriinglich vorliegenden RNA treffen zu
kbnnen, kann im Rahmen einer sogenannten Real-Time-gPCR ein
Fluoreszenzfarbstoff verwendet werden, der in die DNA interkaliert und dessen
Signalstarke proportional mit der Menge an PCR-Produkten zunimmt (Heid et al.,
1996). Da jedoch in unterschiedlichen Proben aufgrund diverser Fehlerquellen
unterschiedliche Mengen an RNA und cDNA vorliegen kénnen, werden zur
Reduktion von daraus resultierenden Fehlern ebenfalls sogenannte
Housekeeping-Gene analysiert, also Gene wie Actin oder Aldolase, die in der
Zelle immer gebraucht und stabil exprimiert werden. Indem die Quantitat des
,Gene of Interest®, in dieser Arbeit CXCL-10, mit der Quantitat der Housekeeping-
Gene in Relation gesetzt wird, konnen Messfehler aufgrund von abweichender
Menge an DNA oder RNA ausgeglichen werden.

Die Zellen, die in der qPCR untersucht werden sollten, lagen als Pellets bei
- 80 °C eingefroren vor. Zunachst musste die RNA aus diesen Zellen isoliert
werden, dazu wurde das NucleoSpin-RNA-Kit von Macherey-Nagel verwendet.
Gemal dem Protokoll des Kits wurden die Zellen zunéchst lysiert, im Anschluss
wurde die RNA gebunden, die DNA mittels DNase verdaut und die Probe in
mehreren Schritten filtriert, sodass am Ende pure RNA vorlag. Dann wurde die
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Konzentration der RNA in den einzelnen Proben photometrisch Gber die optische
Dichte (OD) bei 260 nm Wellenlange gemessen. Zudem wurde kontrolliert, ob
die OD260/0D280-Ratio zwischen 1,8 und 2,0 liegt, um eine zu grol3e
Kontamination mit Proteinen auszuschliel3en. Auf3erdem wurde zur Kontrolle der
RNA-Qualitat eine Elektrophorese in 1%igem Agarosegel durchgefuhrt und
mithilfe eines UV-Transilluminators verifiziert, ob in allen Proben RNA vorhanden
ist. Zur Synthese der cDNA wurde das iScript cDNA Synthesis Kit der Firma
Biorad verwendet. GemalR Anleitung des Herstellers wurde der Mastermix aus
Puffer und RT vorbereitet, zusammen mit 1 pg RNA gemischt und mit RNase-
freiem Wasser auf 15 pl aufgefillt. Nun wurden die Proben im PCR-Gerat
folgendem Programm unterzogen:

1. 25 °C fur 5 min

2. 42 °C fur 30 min

3. 85 °C fur 5 min
Die Proben wurden danach bei 4°C gekuhlt. Zur Erfolgskontrolle der cDNA-
Synthese erfolgte eine Test-PCR fur das Housekeeping-Gen GAPDH. Im
Anschluss wurde zur Qualitatskontrolle der cDNA, RNA und der Primer sowie zur
Erstellung eines Standards eine Praamplifikation der gepoolten cDNA
durchgefuhrt. Hierbei sollte die Differenz der Ct-Werte zwischen cDNA und
Negativkontrolle mit H2O mindestens 4 betragen. Nun folgte die eigentliche
gPCR. Hierzu wurde die cDNA 1:5 verdinnt je 1 pl cDNA mit 9 pl Mastermix
(bestehend aus 2 pl H20, 5 ul KAPA-SYBR-Mix, 1 pl sense-Primer und 1 pl
antisense-Primer) in Doppelwerten auf eine PCR-Platte pipettiert, zentrifugiert

und im LightCycler ® folgendem Programm unterzogen:

1. Prainkubation: 95°C flir 5 min

2. Amplifikation: 45 Zyklen a: 95°C fur 10 s (Denaturierung)
60°C fur 10 s (Annealing)
72°C fur 10 s (Elongation)

3. Schmelzkurvenbestimmung: 95°C fur 10 s
65°C fur 1 min
Erhitzen auf 95°C mit 0,06°C/s

4. Kihlung 40°C
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Mithilfe der LightCycler ® 480 Il Software der Firma Roche konnte anhand der
Standardreihen und der verdiinnten cDNA-Proben der Cr-Wert von behandelten
und unbehandelten Proben ermittelt werden. Pro Primer erfolgten zudem
Negativkontrollen mit RNA und H20. Pro Bedingung bzw. Verdinnung wurden

Doppelwerte bestimmt.

2.2.11 Statistische Auswertung

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Daten in Form des arithmetischen
Mittelwerts (MW) = Standard Error of the Mean (SEM) dargestellt. Die
Berechnung erfolgte mithilfe des Programms Microsoft Excel. Die Abkirzung n
entspricht dabei den technical replicates, also der Anzahl der technischen
Wiederholungen des Experiments, die in die Berechnung eingeflossen sind. Um
Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen festzustellen, wurde eine
statistische Testung mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way-ANOVA)
vorgenommen. Die Voraussetzungen zur Durchfiihrung einer ANOVA waren bei
den vorhandenen Daten erfullt, nAmlich die Unabh&ngigkeit der Messungen, die
Nominalskalierung  der  unabhéngigen  Variable, die  annahernde
Normalverteilung sowie mindestens eine Intervallskalierung der abhangigen
Variable und eine Varianzhomogenitat (Howell, 2002). Im Anschluss wurde eine
post-hoc-Testung mittels Tukey’s post-hoc vorgenommen, um zu erkennen,
welche Gruppen sich signifikant unterscheiden. Das Signifikanzniveau betrug

dabei, wenn nicht anders angegeben, 5%.
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrolle der Expression Apoptose-relevanter Proteine in
den HCT-116-Zelllinien

Das Ziel dieser Arbeit ist, Unterschiede im Apoptoseverhalten zwischen HCT-
116-Zellen mit Wildtyp-Genen fur Bax und Bak (im Folgenden: WT) sowie HCT-
116-Zellen mit einer Defizienz der entsprechenden Gene herauszuarbeiten (im
Folgenden: Bax’ fur Zellen ohne Bax sowie DKO fiir Bax’-Zellen mit
zusatzlichem Knockout von Bak), nachdem diese mit IFN-y und TNF-a bzw. mit
Doxorubicin behandelt wurden. Im Anschluss soll, falls signifikante Unterschiede
vorhanden sind, dberprift werden, ob dies einen Einfluss auf die
Seneszenzinduktion hat. Um die Grundlage der Arbeit, namlich die
unterschiedliche Expression von Bax und Bak in den verschiedenen HCT-116-
Zelllinien sowie die ansonsten vergleichbare Expression anderer Apoptose-
relevanter Proteine, vor Beginn der eigentlichen Experimente zu verifizieren,
wurden zun&chst Western Blots zur Kontrolle des Vorhandenseins der jeweiligen
Proteine durchgefuhrt.

3.1.1 Bestimmung der Bax- und Bak-Expression

Damit die Expression von Bax und Bak in den HCT-116-Zellen nachgewiesen
werden konnte, wurden von jeder der drei Zelllinien je zwei verschiedene Proben
aufbereitet (s. Abb. 4). Im Western Blot fir Bak (Abb. 4A) ist zu erkennen, dass
sowohl die HCT-116-WT- als auch die Bax”-Zellen eine deutliche Bande bei ca.
26 kDa haben und somit Bak exprimieren, wahrend diese Bande — wie erwartet
— bei den HCT-116-DKO-Zellen fehlt.

Im Western Blot flr Bax (Abb. 4B) ist eine Bande bei 21 kDa nur bei HCT-116-
WT zu finden, wahrend die Bax’- und DKO-Zellen kein Bax aufweisen. Somit
entspricht die Bax- bzw. Bak-Proteinexpression in den drei HCT-116-Zelllinien

den Erwartungen.
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Abbildung 4: Expression von Bak und Bax in HCT-116-Zellen

A Western Blot zum Nachweis von Bcl-2 homologous antagonist killer (Bak).

B Western Blot zum Nachweis von Bcl-2-associated protein (Bax).

Von jeder Zelllinie wurden jeweils zwei separat gewonnene Proben verwendet. Pro Probe wurden
5 pg Protein aufgetragen. Als Kontrolle wurde 3-Actin verwendet. Als Positivkontrolle fir die Bak-
bzw. Bax-Expression dient HELA-Zellextrakt. Scheinbares Molekulargewicht in Kilo-Dalton (kDa)
angegeben.

DKO Doppel-Knockout, HELA Henrietta-Lacks-Zervixkarzinom-Zellen, WT Wildtyp.

3.1.2 Western Blot zum Nachweis der Caspase 3 in den HCT-116-Zellen

Um sonstige Defekte im Apoptose-Pathway bei den verschiedenen HCT-116-
Zelllinien auszuschlieRen, wurde in dieser Arbeit auch noch das Vorhandensein
eines essenziellen Proteins zur Einleitung der Apoptose untersucht — der
Procaspase 3 (s. Abb. 5). Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist die
Caspase 3 ein Schlusselprotein der Apoptose, das sowohl durch den
intrinsischen als auch durch den extrinsischen Pathway aktiviert wird und u.a. die
DNA-Fragmentierung einleitet. Daher sollte zur Beurteilung der Effekte einer
Bax- bzw. einer kombinierten Bax- und Bak-Defizienz zunachst verifiziert werden,
dass die Procaspase 3 in allen Zellen gleichermallen vorhanden ist. In

Abbildung 5 ist zu erkennen, dass alle drei HCT-116-Zelllinien eine Bande bei
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32 kDa aufweisen und die Procaspase 3 exprimieren. Somit ist die Grundlage

zum Vergleich der Apoptosefahigkeit dieser Zellen gegeben.

& & FO O
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Abbildung 5: Expression von Procaspase 3 in HCT-116-Zellen

Western Blot zum Nachweis der Expression der Procaspase 3 in HCT-116-Zellen. Von jeder
Zelllinie wurden jeweils zwei separat gewonnene Proben verwendet. Pro Probe wurden 5 g
Protein aufgetragen. Als Kontrolle wurde 3-Actin verwendet. Scheinbares Molekulargewicht in
Kilo-Dalton (kDa) angegeben.

DKO Doppel-Knockout, WT Wildtyp.

3.2 Einfluss von IFEN-y und TNF-a auf Apoptose- und
Seneszenzinduktion in den HCT-116-Zelllinien

Die Zytokine IFN-y und TNF-o werden unter anderem von T-Helfer-1-Zellen
gebildet und sezerniert. In den letzten Jahren sind sie auch in der
Seneszenzforschung vermehrt in den Fokus geriickt, da sie — neben ihrer
Abwehrfunktion gegen Viren sowie einige Bakterien und Protozoen — auch einen
Zellzyklusarrest und somit eine sogenannte Zytokin-induzierte Seneszenz (CIS)
einleiten kénnen. Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit auch fiur die HCT-116-
Zellen Uberprift werden, ob IFN-y und TNF-a einen CIS bewirken, und wenn ja,

ob dieser Effekt mit der Apoptoseféhigkeit der Zellen im Zusammenhang steht.

3.2.1 Effekte von IEN-y und TNF-a auf die Zellviabilitdt und den Zelltod

Zunachst sollte betrachtet werden, welchen Einfluss IFN-y und TNF-a in
verschiedenen Konzentrationen auf die Zellviabilitdt haben und ob es hierbei
einen Unterschied zwischen den WT- und den in ihrer Apoptosefahigkeit etwas

eingeschrankten Bax”-Zellen zu erkennen gibt. Zu diesem Zweck wurden die
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Zellen Uber mehrere Tage mit den beiden Zytokinen in etablierten
Standarddosierungen behandelt. In der lichtmikroskopischen Beurteilung der
Morphologie (Abb. 6A) ist zu erkennen, dass in den mit IFN-y und TNF-a
behandelten Zellkulturen die Zellen deutlich weniger dicht angesiedelt sind als in
der entsprechenden Mediumkontrolle. Der Effekt scheint sowohl bei den WT- als
auch bei den Bax’-Zellen gleichermaRen aufzutreten. Morphologische
Unterschiede der einzelnen Zellen in Bezug auf ZellgroRe, Zellbeschaffenheit
oder Nucleoli sind maximal leicht ausgepragt; die behandelten Zellen beider
Zelllinien wirken im Vergleich zur Mediumkontrolle etwas abgerundet. Um im
Folgenden eine genauere Aussage Uber die Quantitat vitaler Zellen in den mit
Zytokinen behandelten und den unbehandelten Proben treffen zu kénnen, wurde
ein XTT-Test durchgefuhrt (s. Abb. 6B).
A
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Abbildung 6: Einfluss von IFN-yund TNF-a auf Zellmorphologie und Viabilitat

A Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen der HCT-116-WT- bzw. Bax’-Zellen nach 96 h
Behandlung mit 200 ng/ml IFN-y und 10 ng/ml TNF-a.. VergréRerung 200x, MaRRbalken entspricht
50 pm.

B XTT-Test zur Beurteilung der Zellviabilitat im Vergleich zur Mediumkontrolle nach 72-stiindiger
Behandlung mit IFN-y und TNF-a in aufsteigenden Konzentrationen. Auswertung erfolgte nach
30 min Inkubationszeit. Mittelwert £+ SEM. n= 6 technical replicates pro Bedingung. Statistische
Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA und Tukey's post-hoc Test. Als statistisch
signifikant (*) gelten p-Werte <0,05.
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In diesem Test wird die Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes XTT in
orangefarbenes Formazan photometrisch gemessen. Diese Umwandlung kann
nur durch lebendige Zellen mit funktionsfahigen Mitochondrien durchgefihrt
werden. Der XTT-Test bestétigt in diesem Fall, dass sowohl bei den WT-, als
auch bei den Bax”- Zellen nach Behandlung mit IFN-y und TNF-o. weniger
lebendige Zellen vorhanden sind als in der entsprechenden Mediumkontrolle.
Dieser Effekt zeigt zudem eine Konzentrationsabhangigkeit. Desweiteren sind
die WT-Zellen signifikant starker von der Wachstumseinschrankung betroffen als
die Bax”’-Zellen.

Allein durch den XTT-Test ist aber noch nicht erkennbar, ob die niedrigere
Zellzahl nach Behandlung mit IFN-y und TNF-a eher durch einen zytotoxischen
Effekt der Zytokine, also durch die Induktion von Zelltod, zustande kommt, oder
ob die Zellen unter Zytokinbehandlung nur eine geringere Wachstumsrate hatten,
die die Unterschiede in der Zellzahl zur Mediumkontrolle erklaren kann. Um zu
untersuchen, inwieweit der Unterschied im obigen XTT-Test durch einen
zytotoxischen Einfluss von IFN-y und TNF-a auf die HCT-116-Zellen bedingt ist,
wurde daher ein LDH-Test durchgefihrt (s. Abb. 7).
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Abbildung 7: Einfluss von IFN-y und TNF-a auf die Induktion von Zelltod

LDH-Test zum Vergleich der Zytotoxizitat von IFN-y und TNF-a in aufsteigenden Konzentrationen
nach 72-stiindiger Behandlung. Zuvor wurden 40.000 Zellen/Well ausgesét. Zur Bestimmung des
Anteils toter Zellen an der Gesamtzellzahl (% Zytotoxizitat) wurde fir jede Well die LDH im
Uberstand ins Verhéltnis zur Gesamt-LDH nach Lyse der jeweils adharenten Zellen gesetzt.
Mittelwert £ SEM. n = 6 technical replicates pro Bedingung.

Mit diesem Test wird das Vorhandensein des Enzyms Laktatdehydrogenase im
Zelliberstand gemessen — ein Enzym, das normalerweise nur intrazellular
vorkommt und somit ein Marker flr Zerstdérung der Zellintegritat und Zelltod ist.

Die Ergebnisse des LDH-Tests zeigen, dass die Behandlung mit IFN-y und TNF-
o einen zytotoxischen Effekt auf die HCT-116-Zellen hat und zu Zelltod fuhrt, da
in den Zytokin-behandelten Proben deutlich mehr LDH im Uberstand zu finden
ist als in den jeweiligen Mediumkontrollen. Dieser Effekt scheint nur sehr leicht
konzentrationsabhangig zu sein bzw. bei den verwendeten Konzentrationen
bereits gesattigt gewesen zu sein. Im Gegensatz zum XTT-Test ist hier kein

signifikanter Unterschied zwischen den WT und Bax’- vorhanden.
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3.2.2 Einfluss von IEN-y und TNF-a. auf das Wachstumsverhalten im
Growth Arrest Assay

Da sich die WT- und Bax”-Zelllinien hinsichtlich der Zelltodinduktion durch IFN-y
und TNF-a nicht wesentlich unterschieden, sollte daraufhin noch in einem Growth
Arrest Assay untersucht werden, wie genau das Wachstum der beiden Zelllinien
wahrend und nach der Behandlung mit IFN-y und TNF-a. beeintrachtigt wird.
Sowohl bei den WT-Zellen (Abb. 8A) als auch bei den Bax™-Zellen (Abb. 8B) ist
sogar wahrend der Phase der Behandlung mit IFN-y und TNF-a. ein Wachstum
zu erkennen, wenn auch schwéacher ausgepragt als in der entsprechenden

Mediumkontrolle.

A 100000 - WT B 100000 - Bax”
— 10000 1 10000
9] =
S 1000 A @ 1000 -
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= 100 - = g
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cEU 10 T :/ 10 T
N 1 - < 1 A
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0,1 1 2 0,1 -
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p(-1)  p(0) p@)* p@)* p(-1)  p(0) p@)* pE)*
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—a— Mediumkontrolle
—&—|FN-y + TNF-a

Abbildung 8: Growth-Arrest-Assay der HCT-116-Zellen nach TH1-Zytokin-
Behandlung

Repréasentative Growth-Arrest-Assays nach 72 Stunden Behandlung mit 100 ng/ml IFN-y und 10
ng/ml TNF-a bzw. mit Zellkulturmedium als Kontrolle.

A Growth Arrest Assay der HCT-116-WT-Zellen

B Growth Arrest Assay der HCT-116-Bax’-Zellen

Nach der jeweiligen Behandlung erfolgte eine Waschung und erneute Aussaat mit
Zellkulturmedium fiir Passage (p) 1 und 2. Ermittlung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer.
Werte mit * sind extrapoliert. Versuch wurde unter &hnlichen Bedingungen sowie mit &hnlichen
Ergebnissen drei weitere Male wiederholt.
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Nachdem die Behandlung mit IFN-y und TNF-a beendet wurde und die Zellen
nur noch mit Zellkulturmedium kultiviert wurden, stieg die Proliferationsrate
wieder an und in der zweiten Passage war die Wachstumsgeschwindigkeit,
erkennbar am Anstieg der Wachstumskurve, bereits wieder mit der der
Mediumkontrolle zu vergleichen. Die beiden Zytokine IFN-y und TNF-o. haben
also Uber die gesamte Zellpopulation gesehen maximal einen Wachstums-
bremsenden Effekt, konnten aber nicht einmal wahrend der Behandlung die
Proliferation komplett stoppen. In diesem Versuch war der wachstumshemmende
Effekt der beiden Zytokine bei den Bax’-Zellen etwas starker ausgepragt,

persistierte jedoch auch nicht in den anschlieRenden Passagen mit Medium.

3.2.3gPCR fiir CXCL-10 zur Kontrolle des IEFN-y-Signalweqgs in den HCT-116-
Zellen

Da der gemessene Effekt von IFN-y und TNF-a auf die HCT-116-Zellen
insgesamt im Vergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen Ergebnissen
relativ gering ist, sollte noch getestet werden, ob der entsprechende Signalweg
fur diese Zytokine in den HCT-116-Zellen Uberhaupt intakt ist oder ob die geringe
Reaktion der Zellen auf die IFN-y und TNF-a-Behandlung auf einen Defekt in der
Signalkaskade zuriickzufiihren ist.

IFN-y bindet im menschlichen Organismus an den IFN-y-Rezeptor. Ein Protein,
das in Zellen nach Stimulation durch IFN-y vermehrt exprimiert wird, ist IFN-
inducible protein 10 (CXCL-10). Um die Aktivierung der IFN-y-Signalkaskade zu
untersuchen, wurden daher in einer quantitativen Polymerasekettenreaktion
jeweils die mit IFN-y und TNF-a. behandelten Zellen und die entsprechenden
Mediumkontrollen exemplarisch auf inren CXCL-10-mRNA-Gehalt hin verglichen
(s. Abb. 9).

Sowohl bei den HCT-116-WT-Zellen (Abb. 9A) als auch bei HCT-116-Bax™
(Abb. 9B) ist nach der Behandlung ein deutlicher Anstieg der CXCL-10-
Expression zu erkennen. Dies spricht sehr dafiir, dass IFN-y an die Zellen

gebunden und eine vermehrte Transkription von CXCL-10 bewirkt hat.
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Abbildung 9: Expression von CXCL-10 nach Behandlung mit IFN-y und TNF-a

Quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) zum Nachweis und zur relativen Quantifizierung
von CXCL-10-RNA nach 96-stiindiger Behandlung der HCT-116-Zellen mit 100 ng/ml IFN-y und
10 ng/ml TNF-a bzw. mit Zellkulturmedium. Einzelexperiment mit Doppelwerten fiir jede
Bedingung.

A Relative CXCL-10-Expression in HCT-116-WT-Zellen nach IFN-y und TNF-a-Behandlung.

B Relative CXCL-10-Expression in HCT-116-Bax’-Zellen nach IFN-y und TNF-a-Behandlung.

Mit IFN-y und TNF-a als Stimulatoren konnte in den HCT-116-Zellen also trotz
intakter Signalwege kein stabiler Wachstumsarrest induziert werden, sodass bei
fehlender Seneszenzinduktion auch keine Aussagen zum Einfluss Apoptose-
regulierender Proteine auf ebendiese zu treffen sind. Zudem unterschieden sich
die WT- und Bax’-Zelllinien im Hinblick auf inr Wachstums- und Zelltodverhalten
unter der Zytokinbehandlung nur wenig, sodass der Ansatz mit IFN-y— und TNF-
o—Behandlung nicht weiterverfolgt wurde. Stattdessen sollte zur Einleitung von
Seneszenz in den HCT-116-Zellen nun ein anderer etablierter Induktor

verwendet werden, namlich das Chemotherapeutikum Doxorubicin.
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3.3 Einfluss des Zytostatikums Doxorubicin auf die Induktion
von Apoptose und Seneszenz in HCT-116-Zellen

3.3.1 Einfluss von Doxorubicin auf Zellviabilitdt und Zelltod

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist Doxorubicin ein Zytostatikum, das
in die DNA interkaliert und die Zellteilung stort. Da die Bax’-Zellen einen Defekt
im intrinsischen Apoptose-Pathway besitzen, ware zu erwarten, dass es hier
unter Behandlung mit Doxorubicin zu einem anderen Wachstums- und
Zelltodverhalten kommt als bei den WT-Zellen. Um dies zu prufen und um die
richtige Dosierung fur weitere Versuche zu etablieren, wurde zunachst mittels
XTT-Test der Einfluss von Doxorubicin auf die Zellviabilitdt in den beiden
Zelllinien untersucht (s. Abb. 10).
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Abbildung 10: Einfluss von Doxorubicin auf die Zellviabilitat

XTT-Test zur Beurteilung der Zellviabilitat nach 24-stiindiger Behandlung mit Doxorubicin in
aufsteigenden Konzentrationen und anschliel3end 48-stiindiger Inkubation in Zellkulturmedium.
40.000 Zellen pro Well ausgesat. Die Auswertung erfolgte nach 30 min Inkubationszeit. Extinktion
bei 492 nm gemessen und ins Verhaltnis zur Mediumkontrolle gesetzt.

Mittelwert £ SEM. n= 6 technical replicates pro Bedingung. Statistische Auswertung erfolgte
mittels One-way ANOVA und Tukey’s post-hoc Test. Keine statistisch signifikanten Unterschiede
(p-Wert <0,05) zwischen WT- und Bax’-Zellen bei Behandlung mit gleicher Konzentration an
Doxorubicin.

Es zeigte sich in beiden Zelllinien eine signifikante Abnahme der lebendigen
Zellen unter Doxorubicin-Behandlung, dieser Effekt war zudem angedeutet

konzentrationsabhangig. In niedrigeren Dosierungen scheinen die Bax™’-Zellen
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die Behandlung mit Doxorubicin etwas besser Uberlebt zu haben als die WT-
Zellen mit dem funktionierenden Bax, allerdings war der Unterschied in diesem

Experiment nicht statistisch signifikant.

3.3.2 Einfluss von Doxorubicin auf den Zelltod im LDH-Test

Der XTT-Test zeigte eine Reduktion der Zellzahl unter Behandlung mit
Doxorubicin, aber da erstens durch diesen Test keine Aussage uber den Zelltod
gemacht werden kann und zweitens kein signifikanter Unterschied zwischen WT-
und Bax’-Zellen festgestellt werden konnte, sollte auch hier ein LDH-Test zur
Bestimmung der Zytotoxizitdt der Doxorubicin-Behandlung in den beiden
Zelllinien durchgefthrt werden (s. Abb. 11).
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Abbildung 11: Einfluss von Doxorubicin auf Zelltodinduktion

LDH-Test zum Vergleich der Zytotoxizitat von Doxorubicin in aufsteigenden Konzentrationen
nach 72-stiindiger Behandlung der HCT-116-Zellen. 10.000 Zellen pro Well ausgesat. Zur
Bestimmung des Anteils toter Zellen (% Zytotoxizitat) wurde fiir jede Well die LDH im Uberstand
ins Verhdltnis zur Gesamt-LDH nach Lyse der jeweils adharenten Zellen gesetzt.

Mittelwert + SEM. n= 6 technical replicates pro Bedingung. Statistische Auswertung erfolgte
mittels One-way ANOVA und Tukey’s post-hoc . Als statistisch signifikant (*) gelten p-Werte
<0,05.

Hier zeigte sich ein deutlicher konzentrationsabhangiger Effekt des Doxorubicins.
In beiden Zelllinien fihrte das Zytostatikum zu einer Zunahme des Zelltods,

jedoch in der WT-Gruppe zu einem signifikant héheren Anteil toter Zellen als in
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der Bax’-Gruppe, passend zur initialen Hypothese, dass die Bax-Defizienz zu
einer Beeintrachtigung der Apoptosefahigkeit unter Doxorubicin-Behandlung

fuhren konnte.

3.3.3 Untersuchung der Zelltodinduktion in der Durchflusszytometrie und
im Caspase-3-Assay

Um genauer spezifizieren zu kénnen, inwieweit es sich bei dem Zelltod, der unter
Doxorubicin-Behandlung vor allem in den WT-Zellen, weniger auch in den Bax™
-Zellen stattfindet, wirklich um Apoptose handelt, wurde diesbezuglich zunachst
eine Durchflusszytometrie nach TMRE durchgefihrt. Wie bereits im Methodenteil
beschrieben, sammelt sich TMRE in Mitochondrien mit intaktem
Membranpotential an, wahrend es bei sterbenden Zellen nicht mehr akkumuliert
und somit niedriger ist. In Abbildung 12A ist zu erkennen, dass es bei den WT-
Zellen nach Behandlung mit Doxorubicin zu einem deutlichen zweiten Peak von
Zellen mit niedrigem TMRE, also mit kollabiertem Membranpotential der
Mitochondrien, kommt, wahrend dieser bei den Bax’-Zellen wesentlich kleiner
ausgepragt ist. Uber alle Versuche gemittelt ergab sich bei den Bax’-Zellen kein
signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Zellen
hinsichtlich der TMRE-Akkumulation, wéhrend es bei den WT-Zellen zu einer
deutlichen Zunahme TMRE-niedriger Zellen kam. Dies kdnnte darauf hinweisen,
dass Doxorubicin nur in den WT-Zellen zu einer signifikanten Apoptose-Induktion
fuhrt, wahrend dies in den Bax’-Zellen nicht der Fall ist.

Nun sollte noch mit einem weiteren Marker bestatigt werden, dass es signifikante
Unterschiede zwischen den WT- und den Bax™-Zellen in der Apoptosefahigkeit
unter Doxorubicin-Behandlung gibt. Daher wurde, wie im Abschnitt Material und
Methoden beschrieben, eine weitere durchflusszytometrische Analyse
durchgefuhrt, bei der mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs APC Uber Annexin-V
eine Umkehrung der Zellmembran untersucht werden konnte, wie sie bei der
Apoptose typisch ist (s. Abb. 13).
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Abbildung 12: Nachweis von TMRE in zur Zelltodanalyse

Durchflusszytometrie zum Nachweis von TMRE nach 48 Stunden Behandlung der HCT-116-
Zellen mit 0,5 uM Doxorubicin bzw. Mediumkontrolle mit der gleichen Menge DMSO versetzt. PE

Phycoerythrin.

A Reprasentative Plots aus der Durchflusszytometrie fir TMRE.

B Vergleich des Anteils der Zellen mit niedrigem TMRE in behandelten und unbehandelten Zellen.
Grenzwert fur ,niedriges TMRE" entspricht den Abbildungen in 12A. Mittelwert £ SEM. n= 6
technical replicates. Statistik mittels One-way ANOVA und Tukey’s post-hoc. Als signifikant (*)

gelten p-Werte <0,05.

56




Ergebnisse

WT- 48 h Medium + DMSO WT — 48 h Doxorubicin

>
o

0
1

ﬁ &
E o]
CF oE
- 93 — 1
=E Annexin ctrl g G Annexin ctrl
S T3 O o3
= =
2 = gm
e ]
g 2
a_: IIIIIII T IIIIIII T C'_— T ||||||| T
10 10° ) 10 10 10t 10°
< APC-H APC-H
% Bax - — 48 h Medium + DMSO Bax - — 48 h Doxorubicin
a9
N a

0
i

INTARInnTa

0

Annexind ctrl Annexin+ ctrl

Count

o v o e i e
YL A Y P

Count

100 1
T

111

di
i

1Ll
1111

it

T TTTIT

f

I IIHIIl I

. e Tin 10° ) 10” 10* 10°

APC-H APC-H
Fluoreszenzintensitat APC
35 + *
B

c 30 A

Qo

9]

N 25 -

(0]

=

=20 - .

] ® Mediumkontrolle

£ 15 0,5 UM Doxorubicin

®

€ 10 -

<

R 5

0 )

HCT-116 WT HCT-116 Bax -/-

Abbildung 13: Durchflusszytometrische Messung der Annexin-Bindung an HCT-
116-Zellen mittels APC

Durchflusszytometrie zur Quantifizierung Annexin-V-markierter Zellen nach 48 Stunden
Behandlung mit 0,5 uM Doxorubicin bzw. Mediumkontrolle mit DMSO. APC Fluoreszenzfarbstoff
Allophycocyanin.

A Repréasentative Histogramme aus der Durchflusszytometrie.

B Vergleich des Anteils Annexin-positiver Zellen in behandelten und unbehandelten Gruppen.
Grenzwert fur ,Annexin-positiv® entspricht Abbildung 13A. Mittelwert + SEM. n = 6 technical
replicates. Statistik mittels One-way ANOVA sowie Tukey’s post-hoc. Als statistisch signifikant (*)
gelten p-Werte <0,05.
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Werden WT-Zellen mit Doxorubicin behandelt, so zeigt sich im Histogramm der
Durchflusszytometrie ein deutlicher Peak Annexin-positiver Zellen; in der
Mediumkontrolle hingegen ist ein solcher Peak nicht zu erkennen (Abb. 13A). Bei
den Bax’-Zellen sieht man in den Histogrammen im Vergleich zur
Mediumkontrolle nur einen geringen Anstieg Annexin-positiver Zellen nach
Behandlung mit Doxorubicin. Dieser Anstieg ist zwar ebenfalls signifikant (s. Abb.
13B), jedoch ist er bei den Bax’-Zellen deutlich geringer ausgepragt. Sowohl die
Messung der Mitochondrienaktivitdt mittels TMRE als auch die Messung der
Annexin-V-Bindung an Phosphatidylserin sprechen also dafiir, dass die WT-
Zellen unter Doxorubicin-Behandlung vermehrt in Apoptose gehen, wahrend dies
bei den Bax”’-Zellen nur auRerst begrenzt der Fall ist. Sie zeigen zwar einen
geringen Anstieg an Zellen mit nach auf3en gekehrtem Phosphatidylserin, jedoch
sind kaum Zellen mit Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, wie es fir
Apoptose ebenfalls typisch ware, zu finden.

Da die Durchflusszytometrie bereits Hinweise auf einen Unterschied im
Apoptose-Verhalten zwischen WT- und Bax™-Zellen geliefert hat, sollte nun noch
die Aktivitat der Caspase 3 in beiden Zelllinien nach Behandlung mit Doxorubicin
untersucht werden (s. Abb. 14). Hierzu wurde ein Caspase-3-Assay verwendet,
bei dem die Aktivitat der Caspase 3 Uber die Spaltung des Substrats
Aminoluziferin gemessen wurde, dessen Spaltprodukte Uber Lumineszenz
quantifiziert werden kdnnen (fir eine genaue Beschreibung s. Material und
Methoden). Um Verzerrungen durch eine unterschiedliche Zellzahl in mit
Doxorubicin behandelten und unbehandelten Proben zu vermeiden, wurden die
gemessenen Werte im Anschluss auf die Proteinmenge der Proben, die mittels
BCA-Assay bestimmt wurde, normiert. In Abbildung 14 zeigt sich bei den WT-
Zellen eine 6-fach gesteigerte Apoptoseaktivitat der mit Doxorubicin behandelten
Zellen im Vergleich zu den Zellen der Mediumkontrolle, wahrend die Aktivitat bei
den Bax”-Zellen nur ca. auf das 2-fache angestiegen war. Zudem ist nur bei den
WT-Zellen der Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Zellen

statistisch signifikant. Auch dieses Ergebnis spricht fir eine durch die Bax-
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Defizienz deutliche Einschrankung in der Apoptosefahigkeit der Bax”’-Zellen

unter Doxorubicin-Behandlung.
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Abbildung 14: Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat mittels Caspase-3-Assay

Caspase-3-Aktivitatsassay nach 48 Stunden Behandlung mit Medium + DMSO bzw. 0,5 pM
Doxorubicin. Lumineszenzbestimmung alle 2 min, Zur Berechnung Werte der Caspase-3-Aktivitat
nach 36 min verwendet, da hier héchste Aktivitat. Werte normiert auf im BCA-Assay bestimmten
Proteingehalt der Proben. Mittelwert £+ SEM. n = 3 technical replicates. Statistik mittels One-way
ANOVA sowie Tukey’s post-hoc. Als signifikant (*) gelten p-Werte <0,05.

3.3.4 Effekte von Doxorubicin auf das Wachstumsverhalten der HCT-116-
Zellen

Um nun zu beobachten, ob das Unvermégen bzw. die Schwierigkeit, unter
Doxorubicin in Apoptose zu gehen, in den Bax”’-Zellen stattdessen zu einer
vermehrten Induktion von Seneszenz fihrt, sollte zunéchst das
Wachstumsverhalten beider Zelllinien unter Doxorubicin-Behandlung beobachtet
werden. Bereits morphologisch zeigten sich in beiden Zelllinien deutliche Effekte
der Behandlung (s. Abb. 15). Wahrend die unbehandelten Mediumkontrollen
sowohl der WT- als auch der Bax’-Zellen dicht mit Zellen bewachsen sind, zeigt
sich in den behandelten Gruppen, passend zu den Ergebnissen des XTT- und
LDH-Tests, ein deutlich vermindertes Wachstum. Unter den WT-Zellen, die mit
Doxorubicin behandelt wurden, sind auf3erdem geschrumpfte, zerfallene und
fragmentierte Zellen zu sehen, passend zu einem durch Doxorubicin induzierten

Zelltod. Die Bax’-Zellen hingegen zeigten nach Doxorubicin-Behandlung
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haufiger eine deutlich veranderte Morphologie: Die Zellen wirken insgesamt
vergroRRert, sie entwickeln eine flache, Spiegelei-ahnliche Morphe, die Zellkerne
sind sehr prominent und enthalten zum Teil sogar multiple Nucleoli. Dies spricht
weniger fur eine Induktion von Zelltod in dieser Gruppe, sondern eher fir die
Ausbildung seneszenter Zellen, deren Morphologie typischerweise ebenfalls

durch gro3e und flache Zellen gekennzeichnet ist.

¥ Q)
WT - Mediumkohtrolle WT — Doxorubicin L
’;‘-— - ‘. ©

-

Bax " Doxorubicin —

Bax”Mediumkontrolle

Abbildung 15: Morphologie nach Doxorubicin-Behandlung

Morphologie der HCT-116-Zellen nach 96-stindiger Behandlung mit 0,5 puM Doxorubicin.
Lichtmikroskopische = Aufnahmen  unter  200-facher  VergréRerung.  Reprasentative
Bildausschnitte. MaRbalken entspricht 50 um.

Nun sollte auch quantitativ beurteilt werden, inwieweit die Behandlung mit
Doxorubicin in den WT- und Bax’-Zellen zu unterschiedlichem
Wachstumsverhalten fuhrt (s. Abb. 16). Hierzu wurden pro Experiment von
beiden Zelllinien je zwei Mal 100.000 Zellen ausgeséat und mit Doxorubicin bzw.
mit einer DMSO-Mediumkontrolle behandelt. Nach 24 Stunden wurden die
Uberlebenden Zellen geerntet, gewaschen, gezahlt und ohne Doxorubicin fur

zwel weitere Passagen ausgesat. Wie in Abbildung 16 zu sehen, wachsen
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sowohl die WT- als auch die Bax’-Zellen, sofern sie nicht mit Doxorubicin
behandelt werden, exponentiell bis zu einer Zellzahl von tber 1 Milliarde. Unter

Behandlung mit Doxorubicin jedoch erreicht die maximale Zellzahl nicht einmal

eine Million.
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Abbildung 16: Wachstumsverhalten der HCT-116-Zellen unter Doxorubicin-
Behandlung

Reprasentative Growth Arrest Assays nach 24 Stunden Behandlung mit 0,5 uM Doxorubicin bzw.
mit Zellkulturmedium und DMSO als Kontrolle. AnschlieBend jeweils Waschung und Neuaussaat
mit Zellkulturmedium fir Passage (p) 1 und 2. Ermittlung der Zellzahl mittels Neubauer-
Zahlkammer. Pro Bedingung dreimalige Durchfihrung des Versuchs. * Werte fur p(1) und p(2)
sind extrapoliert.

A Growth Assays der HCT-116-WT-Zellen ohne bzw. mit Doxorubicin-Behandlung.

B Growth Assays der HCT-116-Bax”-Zellen ohne bzw. mit Doxorubicin-Behandlung.

Bei den WT-Zellen, die keinen Defekt im Gen flr Bax haben, sieht man in diesem
Growth Arrest Assay unter der Behandlung einen reduktiven Effekt auf die

Zellzahl; nach der Behandlung scheint sich der zytotoxische Effekt des
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Doxorubicin weiterhin auf die Zellen auszuwirken und es kommt zu einer weiteren
Abnahme der Zellzahl (Abb. 16A). Bei den Bax”-Zellen ist der Effekt wahrend
der Behandlungs-Passage ahnlich, auch wenn es hier noch etwas weniger zu
einer Reduktion der Zellzahl kommt (Abb. 16B). Interessanterweise bleibt die
Zellzahl jedoch auch in den folgenden Passagen im Vergleich zu den WT-Zellen
weitestgehend konstant, was ein weiterer Hinweis auf das Eintreten von
Seneszenz sein konnte, die durch die Behandlung mit Doxorubicin induziert

wurde.

3.3.5 Beurteilung der Seneszenzinduktion durch Doxorubicin im SA-[3-
Galactosidase-Assay

Die bisherigen Ergebnisse sprechen dafiir, dass Bax”’-Zellen weniger in
Apoptose gehen als WT-Zellen, wenn sie Stress in Form von Doxorubicin
ausgesetzt sind; zudem hat der Growth-Arrest-Assay gezeigt, dass es bei den
Bax”-Zellen unter Doxorubicin-Behandlung zu einem Wachstumsstillstand sowie
zu einer Seneszenz-charakteristischen Veranderung der Morphologie kommt.
Daher sollte nun mit einer spezifischeren Methode Uberprift werden, inwieweit
die Behandlung der Zellen mit Doxorubicin tatsachlich zur Seneszenzinduktion
fuhrt und ob es zwischen den WT- und Bax”-Zelllinien einen Unterschied gibt.
Hierzu wurde der in der Seneszenz-Forschung weit verbreitete SA-[3-
Galactosidase-Assay verwendet (s. Abb. 17). Bei diesem Test wird die
Seneszenz-assoziierte R-Galaktosidase, ein lysosomales Enzym, das bei
seneszenten Zellen verstarkt exprimiert wird, blau angefarbt und die Zellen mit
Blaufarbung im Anschluss quantifiziert (s. 2.2.6).

In Abbildung 17A sind reprasentative Ausschnitte der mit Doxorubicin bzw. mit
Mediumkontrolle und DMSO behandelten WT- und Bax”-Zellen zu sehen. Es ist
bei beiden Zelllinien ein deutlicher morphologischer Unterschied zwischen den
unbehandelten und den mit Doxorubicin behandelten Zellen zu erkennen.
Waéhrend die unbehandelten Zellen relativ dicht wachsen und eine normale Form
aufweisen, zeigen sowohl die WT- als auch die Bax”-Zellen, die mit Doxorubicin

behandelt wurden, eine Spiegelei-artige Vergrolerung und Abflachung der
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Zellen, sowie prominente Nucleoli, wie sie auch fir seneszente Zellen
charakteristisch sind.

Allerdings gibt es unter den behandelten Bax”-Zellen deutlich mehr blaugefarbte
Zellen als unter den WT-Zellen. Auch in der Auszahlung (s. Abb. 17B) bestatigt
sich, dass es nach Behandlung mit 0,5 pM Doxorubicin einen signifikanten
Unterschied zwischen WT- und Bax”-Zellen in der Expression von SA-R-
Galaktosidase gibt. Bei einer noch starkeren Behandlung mit 1 uM Doxorubicin
kommt es bei den Bax’-Zellen eher wieder zu einer Abnahme des Anteils
seneszenter Zellen und der Unterschied ist nicht mehr signifikant.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Experimente mit Doxorubicin in
den HCT-116-Zellen, dass Zellen mit Bax-Defizienz unter Doxorubicin-
Behandlung signifikant weniger in den Zelltod gehen als HCT116-WT-Zellen.
Dies scheint vor allem durch den signifikant geringeren Anteil an apoptotischen
Zellen begrundet zu sein. Stattdessen zeigt sich unter Doxorubicin-Behandlung
in den Bax’-Zellen ein Wachstumsarrest, der auch nach Wegnahme der
Behandlung persistiert, wahrend die WT-Zellen in ihrer Anzahl deutlicher
abnehmen. Der Anteil seneszenter Zellen ist bei den Bax’-Zellen nach
Behandlung mit Doxorubicin signifikant hoher als bei den WT-Zellen, sodass ein
Zusammenhang der verminderten Apoptosefahigkeit mit der

Seneszenzinduktion vermutet werden kann.
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Abbildung 17: SA-R-Galactosidase-Assay

A Morphologie der HCT-116-Zellen nach 48 Stunden Behandlung mit 0,5 pM Doxorubicin bzw.
entsprechendem Zellkulturmedium mit  DMSO. Reprasentative Bildausschnitte.
Lichtmikroskopische Aufnahmen in 200x Vergréerung, MalRbalken = 100 pum.

B Kumulative Ergebnisse eines SA-[3-Galactosidase-Assays hach 48 Stunden Behandlung mit
Mediumkontrolle/DMSO, 0,5 uM oder 1 uM Doxorubicin. Gesamtzellzahl mithilfe von DAPI-
Farbung ermittelt. Mittelwert + SEM. n = 9 technical replicates. Statistik mittels One-way ANOVA
sowie Tukey’s post hoc. Als statistisch signifikant (*) gelten p-Werte <0,05.
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3.3.6 Untersuchung im Vergleich mit HCT-116 Bax-Bak-Doppelknockout-
Zellen

Zuletzt sollte noch mithilfe der HCT-116-DKO-Zellen untersucht werden, ob das
Fehlen von Bax und Bak gleichzeitig einen starkeren Effekt auf die Induktion von
Seneszenz hat als eine alleinige Bax-Defizienz. Hierzu wurde zunachst ein
weiterer LDH-Test durchgefiihrt, um die Induktion von Zelltod in den DKO-Zellen
mit den WT- und Bax”-Zellen zu vergleichen (s. Abb. 18). In diesem Versuch
zeigt sich bereits bei der Mediumkontrolle der WT-Zellen eine relativ hohe LDH-
Aktivitat, maoglicherweise durch die in diesem Experiment gewahlte hohere
Zelldichte. Wie bereits im vorhergegangenen LDH-Test in Abbildung 11 nimmt
der Anteil toter Zellen unter Behandlung mit Doxorubicin aber auch hier trotzdem
noch deutlich zu. Bei den Bax’-Zellen bleibt hingegen die LDH-Aktivitat relativ
stabil und steigt auch bei Behandlung mit 1 uM Doxorubicin nur leicht an. Bei den
DKO-Zellen zeigen sich wie bei den Bax”’-Zellen bei Inkubation mit 0,5 uM
Doxorubicin noch keine grol3eren LDH-Verdnderungen, bei 1 uM Doxorubicin
hingegen kommt es zu einem deutlicheren Anstieg der LDH-Aktivitat, der sich
unter Berlcksichtigung der unterschiedlichen Ausgangswerte in den
Mediumkontrollen kaum noch von den WT-Zellen unterscheidet, sodass eine
zuséatzliche Hemmung des Zelltods durch das Bak-Knockout zumindest global im
LDH-Test nicht erkennbar ist.

Nun sollte noch analysiert werden, ob es bei den DKO-Zellen im Vergleich zu
den Bax”’-Zellen eine ahnliche oder sogar eine starkere Seneszenzinduktion
unter der Doxorubicin-Behandlung gibt. Hierzu wurde zunachst ein Growth Arrest
Assay durchgefuhrt (s. Abb. 19A). Es zeigte sich bei den WT-Zellen, ahnlich wie
in den Versuchen in Abbildung 16 ein deutlicher Abfall der Zellzahl unter der
Behandlung und auch fortgesetzt in den nachfolgenden Passagen, in denen die
Zellen nur noch in Mediumkontrolle inkubiert waren. Wie in den Vorexperimenten
blieb die Zellzahl bei den Bax’-Zellen hingegen eher auf einem konstanten Level.
Die DKO-Zellen waren wahrend der Doxorubicin-Behandlung &hnlich stabil wie
die Bax’-Zellen, im Anschluss nahm ihre Zellzahl aber minimal starker ab. In

diesem Experiment ist also kein additiver Effekt des Bak-Knockouts auf die
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Induktion eines Wachstumsarrests zu erkennen, im Gegenteil scheint sogar bei
den Zellen mit alleinigem Fehlen von Bax ein etwas stabilerer Wachstumsarrest

induziert zu werden.

30 ~

® Mediumkontrolle
< Doxorubicin 0,5 uM

m Doxorubicin 1 pM

% Zytotoxizitat

Abbildung 18: Zelltodinduktion durch Doxorubicin in DKO-Zellen im Vergleich zu
WT und Bax 7

LDH-Test nach 72-stiindiger Behandlung mit Doxorubicin in aufsteigenden Konzentrationen.
40.000 Zellen pro Well ausgesét. Zur Bestimmung des Anteils toter Zellen (% Zytotoxizitat) wurde
fir jede Well die LDH im Uberstand ins Verhéltnis zur Gesamt-LDH nach Lyse der adharenten
Zellen gesetzt. Mittelwert £+ SEM. n = 6 technical replicates pro Bedingung.

Ein SA-R-Galaktosidase-Assay nach 96 Stunden Behandlung mit Doxorubicin
(Abb. 19B) zeigte wie in den Versuchen in Abbildung 17 einen starken Anstieg
seneszenter Zellen in der Bax’-Zelllinie im Vergleich zu den WT-Zellen. Die
DKO-Zellen gehen zwar starker in Seneszenz als die WT-Zellen, aber weniger
als die Bax’-Zellen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Experimente mit den HCT116-DKO-Zellen
keinen zusatzlichen Effekt des weiteren Knockouts von Bak auf den Anteil
seneszenter Zellen oder auf die Induktion eines Wachstumsarrests. Selbst bei
Betrachtung der Induktion von Zelltod durch Doxorubicin kommt es durch das

Doppel-Knockout nicht zu einem gréf3eren Anteil Gberlebender Zellen.
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Abbildung 19: Effekte von Doxorubicin auf Seneszenzinduktion in DKO-Zellen im
Vergleich zu WT und Bax ™

A Reprasentativer Growth Arrest Assay nach 48-stiindiger Behandlung mit 0,5 uM Doxorubicin
bzw. Zellkulturmedium mit DMSO. Wegnahme der Behandlung Waschung und Neuaussaat mit
Zellkulturmedium fir Passage (p) 1 und 2. Ermittlung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer.
* Werte fur p(1) und p(2) sind extrapoliert. Experiment wurde unter &hnlichen Bedingungen und
mit &hnlichen Ergebnissen zwei weitere Male wiederholt.

B SA-R-Galactosidase-Assay nach 96-stiindiger Behandlung mit 0,5 pM Doxorubicin bzw.
Mediumkontrolle + DMSO. Bestimmung der Gesamt-Zellzahl mittels DAPI-Farbung. Mittelwert +
SEM. n = 6 technical replicates pro Bedingung.
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4. Diskussion

Seneszenz und Apoptose sind zwei alternative Wege, mit denen veranderte
Zellen an der Proliferation gehindert werden kénnen, zum Beispiel nach DNA-
Schadigung. Somit dienen sie beide u.a. der Verhinderung von Krebsentstehung
und der Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts in diversen Geweben. Dass
Seneszenz und Apoptose parallel existieren, wirft die Frage auf, inwieweit sie
miteinander konkurrieren und wie determiniert wird, welchen der beiden Wege
die Zelle einschlagt, insbesondere da sie groltenteils durch die gleichen
Stressoren induziert werden kénnen (Ou et al., 2021). Wie in der Einleitung
dargelegt, sind einige Einflussfaktoren auf diese ,Entscheidung® bereits
beschrieben worden, beispielsweise die Art der Zelle, die Dosis des Stressors
und die Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege (Song et al., 2005;
Childs et al., 2014; Li et al., 2012). Da Seneszenz und Apoptose &hnliche
Funktionen im Korper erfillen und durch &hnliche Reize ausgeldst werden
kénnen, liegt zudem die Vermutung nahe, dass bei Behinderung des einen
Weges der andere vermehrt in Anspruch genommen wird. Passend zu dieser
Hypothese zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine Einschrankung der
Apoptosefahigkeit aufgrund einer Bax-Mutation dazu fuhrt, dass
Darmkrebszellen als Antwort auf DNA-Schéadigung, in diesem Fall durch
Doxorubicin, weniger in Apoptose und stattdessen vermehrt in Seneszenz
gehen.

Ahnliche Ergebnisse lieferten bereits einige andere Studien, bei denen
beispielsweise durch Einsatz eines Caspasen-Inhibitors oder Uberexpression
von BCL-2 die Apoptose erschwert wurde und die entsprechenden Zellen als
Reaktion auf Stress vermehrt in Seneszenz gingen (Rebbaa et al., 2003;
Nelyudova et al., 2007). Umgekehrt fihrt eine Behinderung der Seneszenz durch
ein  Knock-out von p21 in HCT-116-Zellen zu weniger langfristigem
Wachstumsarrest als Reaktion auf Behandlung mit Adriamycin bzw. Doxorubicin,
stattdessen konnte eine vermehrte Apoptoseinduktion nachgewiesen werden

(Waldman et al., 1996; Chang et al., 1999). Zur Hypothese, dass Seneszenz und
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Apoptose konkurrieren, passt auch, dass nach Festlegung auf einen der beiden
Wege der jeweils alternative Weg in der Zelle gehemmt wird. So zeigen
seneszente Zellen eine erhdhte Apoptoseresistenz, wenn sie beispielsweise UV-
Strahlung oder Zytostatika ausgesetzt werden (Marcotte et al., 2004; Sasaki et
al., 2001), moglicherweise aufgrund hoher p21-Expression, die trotz anhaltender
DDR zu einem Uberleben der Zelle fiihrt, wahrend ein p21-Knockdown die Zellen
wieder apoptotisch werden lasst (Yosef et al., 2017). Zudem weisen seneszente
Zellen erhohte Level anti-apoptotischer Proteine aus der BCL-2-Familie auf,
deren Inhibition die Zellen ebenfalls wieder vermehrt in Apoptose gehen lasst
(Yosef et al., 2016). In apoptotischen Zellen wird umgekehrt das Seneszenz-
Programm gehemmt, vermittelt beispielsweise lUber die DNTM3a (Zhang et al.,
2011).

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Zellkultur

Alle Versuche in dieser Arbeit wurden mit humanen Darmkrebszellen der Linie
HCT-116 in Kultur durchgefuhrt. Die Zellen sind gut charakterisiert und relevante
Mutationen, die die Ergebnisse beeinflussen kodnnten, bereits bekannt,
beispielsweise eine gestorte DNA-Reparatur aufgrund eines MLH-1-Defekts
(Bronner et al., 1994) oder die Mutation bzw. Promotorhypermethylierung von
pl6é (Myohanen et al.,, 1998). Da nur eine Zelllinie genutzt wurde, ist die
Allgemeingultigkeit der Ergebnisse allerdings limitiert. So wurden fur HCT-116-
Zellen bereits in verschiedenen Arbeiten relevante Unterschiede im Apoptose-
und Seneszenzverhalten zu anderen humanen Zelllinien beschrieben,
beispielsweise in Bezug auf einen starkeren Effekt einer alleinigen Bax-Defizienz
als in anderen Zellen (Wang und Youle, 2012) oder auch auf erschwerte
Seneszenzinduktion durch Zytokine (Tyciakova et al., 2021).

Die Beschréankung auf die Methode Zellkultur mit einer Zelllinie macht die
Ergebnisse zudem anfélliger fur innersystemische Fehler. Zwar sind die
Versuche leichter wiederholbar und die Reproduzierbarkeit kann gut Uberprift

werden; allerdings kdnnte beispielsweise eine unentdeckte Neumutation der
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Zellen, eine Kontamination oder eine versehentliche Fehleinstellung der
Rahmenbedingungen auch zu reproduzierbar veranderten Ergebnissen fuhren.
AulRerdem limitiert das in-vitro-Setting die biologische Aussagekraft der
Ergebnisse: Im Organismus liegen Tumorzellen nicht isoliert vor, sondern
interagieren mit ihrer Umgebung und werden durch diverse Zytokine,
Wachstumsfaktoren etc. beeinflusst. So werden bei der Apoptose in vivo die
Apoptosekdrperchen von Makrophagen phagozytiert und das Zellinnere gelangt
normalerweise nicht nach aufl3en. Ein Fehlen dieser Clearance, wie es in der
Zellkultur der Fall ist, fhrt allerdings nach einiger Zeit zur sekundaren Nekrose
mit Platzen der Zelle, was eine Inflammation der Umgebung zur Folge haben
kann und somit ggf. auch die anderen Zellen in den Versuchen beeinflusst (Silva,
2010). Auch seneszente Zellen haben in vitro teils andere Eigenschaften,
beispielsweise zeigen sie die bereits oben beschriebene, flache Zellmorphologie
zwar in Kultur, in vivo ist diese jedoch kaum anzutreffen (Gonzéalez-Gualda et al.,
2021).

Insbesondere bei der Untersuchung von Zellproliferation, Zelltod und Seneszenz
spielt zudem die Dichte der Zellen auf dem Nahrboden eine erhebliche Rolle, da
subkonfluente Zellen aufgrund von Nahrstoff- und Platzmangel nicht mehr so
stark proliferieren kdnnen wie spéarlich ausgesate Zellen und es zu vermehrtem
Auftreten von Zelltod kommen kann, auch ohne Einsatz von zytotoxischen
Agenzien (Song et al., 2009). Allerdings ergibt sich bei einem Vergleich von mit
Zytokinen bzw. Doxorubicin behandelten Zellen mit einer unbehandelten
Mediumkontrolle in Kultur zwangslaufig nach einiger Zeit ein Unterschied in der
Zellzahl und -dichte, da die Behandlung ja die Proliferation behindert. Diesem
Problem wurde in der vorliegenden Arbeit beispielsweise in den in-vitro Growth-
Arrest-Assays derart begegnet, dass in jeder neuen Passage nur eine definierte
Zahl an Zellen der Mediumkontrolle neu ausgeséat und die Gesamtzellzahl mittels
Extrapolation berechnet wurde (s. 2.2.3).

In den meisten anderen Fallen war allerdings aufgrund des Versuchssettings
keine Reduktion der Zelldichte in der Mediumkontrolle wahrend des Versuchs

maoglich. Insbesondere flr die Untersuchung von Seneszenz im SA-[3-Gal-Assay
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sind mehrtagige Behandlungsdauern vonnéten, sodass hier ein besonders
eklatanter Unterschied in der Zelldichte nicht zu vermeiden ist. Die hohere
Zelldichte konnte in der Mediumkontrolle zu vermehrtem Auftreten von
Seneszenz oder Apoptose aufgrund der Konfluenz fiihren, was eine
Unterschéatzung des Behandlungseffekts zur Folge haben wirde.

Unterschiede in der Zelldichte hatten auch einen starken Einfluss auf die
Ergebnisse des LDH-Zytotoxizitatsassays. So zeigte sich nach 72 h ein Anteil
toter Zellen von ca. 5% in der Mediumkontrolle, wenn 10.000 Zellen pro Well
ausgesat wurden (s. Abb. 11), wahrend der Anteil ca. 10% bei einer Aussaat von
40.000 Zellen pro Well betrug (s. Abb. 7), was fir eine zusatzliche
Zelltodinduktion durch die Konfluenz spricht. Dies dirfte den Unterschied
zwischen Mediumkontrolle und behandelten Proben allerdings eher verkleinert
haben, sodass hier nicht von einer Uberschatzung der Behandlungseffekte

auszugehen ist.

4.1.2 Charakterisierung von Zellviabilitat und Zelltod

Zur Untersuchung der Zellviabilitat nach Behandlung wurde in dieser Arbeit der
XTT-Test verwendet. Dieser Test macht indirekt Angaben Uber die Zellzahl,
indem er die Verstoffwechselung des Tetrazoliumsalzes XTT misst, die
normalerweise vor allem in den Mitochondrien stattfindet (Roehm et al., 1991).
Vorteil der Viabilititsmessung Uber die Mitochondrienaktivitat ist, dass
frihapoptotische Zellen, in denen die Integritat der Mitochondrien bereits zerstort
wurde, die gemessene Zellviabilitéat nicht erhdhen, was bei anderen Methoden
zur Viabilitatsbestimmung, beispielsweise mit Trypanblau, nicht der Fall ware.
Allerdings ist diese Methode auch sehr stérungsanfallig, da XTT z.B. bei
Vorliegen von reaktiven Sauerstoffspezies vermehrt verstoffwechselt wird (Wang
et al., 2011) und ein niedriger extrazellularer pH-Wert, z.B. bei Verbrauch des
Zellkulturmediums, die Extinktion des Formazans verringern kann (Johno et al.,
2010). Zudem werden lebendige, aber stoffwechselinaktive Zellen,
beispielsweise im Stadium der Quieszenz, von dem Assay kaum erfasst. Die

Ergebnisse des XTT-Tests dienen also allenfalls als erste Orientierung, zumal
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durch den Test keine Aussage dartber getroffen werden kann, welcher Anteil der
Viabilitatsunterschiede auf unterschiedliche Proliferationsraten und welcher auf
die Induktion von Zelltod zurtickzufiihren ist.

Der durch die Behandlungen mit Zytokinen oder Doxorubicin ausgeloste Zelltod
wurde in dieser Arbeit mit diversen Methoden charakterisiert. Der LDH-Test
diente in diesem Zusammenhang zunachst einem Uberblick Uber die
Zelltodinduktion im Allgemeinen, da er keine Aussage uber die jeweiligen Anteile
von Apoptose und Nekrose treffen kann. Die Menge an LDH im Uberstand
korreliert mit der Zahl toter Zellen in der Probe, allerdings ist diese Methode wie
der XTT-Test sehr storungsanfallig, da beispielsweise unterschiedliche pH-Werte
und Zelldichten (s.0.) die Ergebnisse verfalschen kénnen, ebenso wie im fetalen
Kalberserum enthaltene LDH-Mengen (Thomas et al., 2015). Zudem besteht die
Gefahr, durch bloRen Vergleich der absoluten extrazellularen LDH-Aktivitat den
Behandlungseffekt zu unterschatzen, da nach mehrtagiger Behandlung mit
Zytokinen oder Doxorubicin die Gesamtzellzahl in den behandelten Proben
aufgrund der Proliferationshemmung deutlich niedriger ist, sodass die absolute
Anzahl toter Zellen trotz Behandlung gleich oder niedriger als in der
Mediumkontrolle sein kann. Daher wurden in dieser Arbeit im Anschluss an die
LDH-Messung im Uberstand die restlichen Zellen der jeweiligen Probe lysiert und
eine erneute LDH-Messung durchgefiihrt, sodass der Anteil toter Zellen an der
Gesamtzellzahl bestimmt werden konnte.

Zur  weiteren  Charakterisierung der Art des Zelltods wurden
durchflusszytometrisch zum einen Annexin-V, zum anderen TMRE in den
behandelten Zellen bestimmt. Da Annexin-V an Phosphatidylserin bindet, das bei
der Apoptose von der inneren zur aul3eren Seite der Zellmembran gekehrt wird
(Verhoven et al., 1995; van Engeland et al., 1998), ist diese Methode theoretisch
spezifischer flir Apoptose als der LDH-Test und kann Apoptose bereits in
friheren Stadien detektieren. Allerdings wird bei Zerstérung der Integritat der
Zellmembran, wie z.B. bei Nekrose, auch Phosphatidylserin freigelegt und
Annexin-V kann binden, sodass nekrotische Zellen ebenfalls mitgezahlt werden

konnen (Crowley et al., 2016). Zuséatzlich zur Annexin-V-Bindung wurde TMRE
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bestimmt, das sich in Zellen mit funktionalen Mitochondrien ansammelt, wahrend
es in Zellen, bei denen das Membranpotential der Mitochondrien bereits kollabiert
ist, wie z.B. frihapoptotischen Zellen, nicht mehr akkumuliert (Perry et al., 2011).
Allerdings ist auch hier keine komplette Spezifitat fir Apoptose gegeben, da in
nekrotischen Zellen ebenfalls die Mitochondrienfunktion versagt (Watanabe et
al., 2002). Als weitere, Apoptose-spezifischere Methode wurde daher ein
Caspase-3-Aktivitdtsassay angeschlossen. Da die Caspase-3 nur in
apoptotischen Zellen in der aktiven Form vorliegt, findet hier durch nekrotische
oder in anderen Formen des Zelltods befindliche Zellen kaum eine Verféalschung
der Messergebnisse statt. Eine mogliche Fehlerquelle bei diesem Assay sowie
bei den beiden durchflusszytometrischen Untersuchungen ist jedoch die
Zellgewinnung von den Platten mittels Trypsinierung, da beim Ernten der Zellen,
bei der Zentrifugation und diversen Waschprozessen apoptotische Zellen in
grolRerem Ausmald als andere Zellen verloren gehen kénnen (Wlodkowich et al.,

2009), was zu einer Unterschéatzung des Behandlungseffekts fuhren kénnte.

4.1.3 Bestimmung von Seneszenz

Der sichere Nachweis von Seneszenz ist schwierig, da es keinen universellen
Seneszenz-spezifischen Marker gibt, der in nicht-seneszenten Zellen nicht
vorkommt. Zudem herrscht unter seneszenten Zellen eine grol3e Heterogenitat
vor, sodass einzelne typische Merkmale nicht bei allen seneszenten Zellen
ausgepragt sind. Die aktuelle Empfehlung in der Seneszenzforschung ist daher,
mehrere Seneszenzcharakteristika parallel nachzuweisen, um die diagnostische
Sicherheit zu erhdhen (Gal et al., 2019; Gonzalez-Gualda et al., 2021). In dieser
Arbeit wurden die Seneszenz-typische Morphologie, der Wachstumsarrest und
die erhdhte Expression von SA-R-Gal als verschiedene Seneszenzmarker
verwendet. Zur Untersuchung des Seneszenz-assoziierten Wachstumsarrests
wurden in-vitro Growth-Arrest-Assays durchgefuhrt, deren wesentlicher
Bestandteil die wiederholte Bestimmung der Zellzahl ist (Braumdiller et al., 2013).
Die Zellen wurden mithilfe von Neubauer-Zahlkammern quantifiziert (s. 2.2.3),

was Uber das Auszéhlen von Zellen in vier Quadraten und die anschliel3ende
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Bestimmung des Mittelwerts eine relativ verlassliche Aussage uUber die
Gesamtzellzahl erlaubt. Insbesondere bei sehr niedrigen Zellzahlen, wie sie
beispielsweise nach Behandlung mit Doxorubicin auftreten, ist diese Methode
allerdings nicht mehr besonders reliabel, da Fehler aufgrund unterschiedlicher
Zelldistribution starker ins Gewicht fallen. Zudem gab es zwar klar definierte
Kriterien, welche Zellen gezéhlt und welche aufgrund einer Trypanblau-
Anfarbung als tot erachtet werden; nichtsdestotrotz kann hier eine gewisse
Subjektivitat bzw. Untersucherabhéngigkeit nicht ausgeschlossen werden,
insbesondere da keine Verblindung stattgefunden hat. Ahnliches gilt fiir den SA-
3-Gal-Assay, da auch hier der Anteil seneszenter bzw. blau gefarbter Zellen
mittels Auszahlung der Zellen durchgefiihrt wurde (s. 2.2.6). Zum einen kann hier
schon die Bestimmung der Gesamtzellzahl Uber DAPI-gefarbte Zellkerne
problematisch sein, da seneszente Zellen h&ufig multiple Zellkerne aufweisen
(Herranz und Gil, 2018). Zum anderen lasst sich beim Auszéhlen der
blaugefarbten seneszenten Zellen ebenfalls ein Mal3 an Subjektivitat nicht
vermeiden, da es immer wieder grenzwertig blau gefarbte Zellen gab. Diesem
Problem sollte begegnet werden, indem eine hohe Anzahl von Zellen ausgezahlt

wurde, um die Auswirkungen einzelner Fehlentscheidungen zu minimieren.

4.2 Ergebnisdiskussion

4.2.1 Seneszenzfahigkeit der HCT-116-Zellen

Waéhrend aufgrund vielversprechender Ergebnisse von Immuntherapien in der

Behandlung von Tumoren grolRes Potential flr eine therapeutische Nutzung der
Zytokin-induzierten Seneszenz gesehen wird (Wieder et al., 2017; Brenner et al.,
2020), konnte in dieser Arbeit durch Behandlung der HCT-116-Zellen mit IFN-
yund TNF-o kein stabiler Wachstumsarrest und somit auch keine Zytokin-
induzierte  Seneszenz  hervorgerufen werden (s. Abb. 8). Eine
Seneszenzinduktion mithilfe des DNA-schadigenden Zytostatikums Doxorubicin
war allerdings mdglich (s. Abb. 15-17), was als Positivkontrolle beweist, dass die

verwendeten HCT-116-Zellen grundséatzlich zur Seneszenz fahig sind und dass
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die angewandten Methoden diese auch detektieren kdnnen. In zahlreichen
anderen Arbeiten wurde ebenfalls gezeigt, dass HCT-116-Zellen seneszent
werden koénnen — ausgelost beispielsweise durch Zytostatika wie den
Topoisomerase-I-Inhibitor Camptothecin (Han et al., 2002; Zhang et al., 2014),
das alkylierend wirkende Cisplatin (Berndtsson et al., 2007) oder andere in der
Tumortherapie verwendete Medikamente wie Histon-Deacetylase-Inhibitoren
(Xu et al.,, 2005) oder Curcumin, das im haufig komplementarmedizinisch
verwendeten Kurkuma enthalten ist (Mosieniak et al., 2012).

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde auch bereits
mehrfach fur das hier verwendete Doxorubicin eine Seneszenz-Induktion in HCT-
116-Zellen mit Wachstumsarrest, Ausbildung der klassischen vergrofRerten,
flachen und polyploiden Zellmorphologie und vermehrter Expression von SA-[3-
Gal beschrieben (Chang et al., 1999; Sliwinska et al., 2009). Daflr sind bereits
Dosierungen von 0,1 pM Doxorubicin ausreichend (Sliwinska et al., 2009),
wahrend bei einer hoheren Dosierung von 1 uM Doxorubicin die meisten HCT-
116-Zellen apoptotisch werden (Yokochi und Robertson, 2004). Allerdings
konnen HCT-116-Zellen, die mit dem Zytostatikum Etoposid in Seneszenz
gebracht wurden, nach ca. 7 Tagen spontan den Wachstumsarrest verlassen und
in ein proliferatives Stadium zurlckkehren (Saleh et al.,, 2019). Ein ahnliches
Verhalten wurde auch bei Doxorubicin-induzierter Seneszenz in HCT-116
beschrieben (Mosieniak et al., 2015), sodass weiterhin strittig ist, ob es sich bei
der Therapie-induzierten Seneszenz z.B. in HCT-116-Zellen eher um einen
,Seneszenz-ahnlichen Zustand® als eine echte Seneszenz handelt (Saleh et al.,
2019).

Dass eine Behandlung mit den TH1-Zytokinen IFN-yund TNF-a generell
ebenfalls zur Seneszenz fihren kann, wurde fur diverse unterschiedliche
Zelllinien gezeigt, sowohl im Mausmodell als auch in humanen Zellen (Sasaki et
al., 2008; Braumdller et al., 2013; Wang et al., 2014). In murinen Inselzelltumoren
war dabei die in dieser Arbeit verwendete Dosierung von 100 ng/ml IFN-y und 10
ng/ml TNF-a effektiv zur Seneszenzinduktion, auch geringere Dosen waren

teilweise schon ausreichend (Braumdiller et al., 2013).
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Dass es in den HCT-116-Zellen durch IFN-yund TNF-o, wie in dieser Arbeit
gezeigt, nicht zur Einleitung einer Seneszenz kommt, kann zum einen in der Art
bzw. Herkunft der Zellen begriindet liegen. In HCT-116-Zellen, deren Expression
von TNF-a-mRNA Uber retrovirale Transduktion kunstlich erhéht wurde, konnte
durch die TNF-a-Uberexpression keine Seneszenz hervorgerufen werden,
wahrend bei Melanomzellen mit der gleichen Transduktion ein erheblicher Anteil
der Zellen seneszent wurde (Tyciakova et al., 2021). Zudem ist bisher als
wichtigster Signalweg zur Einleitung der CIS der p16'N%4A-RB-Weg beschrieben
(Braumdller et al., 2013), dieser Weg ist in HCT-116-Zellen jedoch durch
Hypermethylierung des p16'NK4A-Promotors deutlich eingeschrankt (Myéhanen et
al., 1998). Allerdings wurde auch eine durch p21 mediierte
Proliferationshemmung durch IFN-y beschrieben (Hobeika et al., 1999), und
dieser Signalweg ist in den HCT-116-Zellen intakt. Sowohl in murinen B-Zell-
Lymphomen als auch in humanen Melanomzellen wurde zudem als Reaktion auf
Immuntherapie eine IFN-y-abhangige Aktivierung des p53-p21-Signalwegs in
seneszenten Zellen beobachtet, wahrend ein p21-Knock-out die Seneszenz
verhinderte (Brenner et al., 2020). Allerdings ist — im Gegensatz zur Therapie-
induzierten Seneszenz durch Doxorubicin — bisher nicht vollstéandig geklart, ob
bzw. inwieweit auch bei Zytokin-Behandlung der p53-p21-Signalweg allein, auch
unabhangig vom p16'NX4A-RB-Weg, zur Seneszenz fiihren kann.

Als weitere mdgliche Erklarung fur die fehlende Seneszenzinduktion in den HCT-
116-Zellen durch die Zytokine wurde ein Defekt im IFN-y-Signalweg in dieser
Arbeit Uber den Nachweis einer Steigerung der CXCL-10-Expression
weitestgehend ausgeschlossen (s. Abb. 9), jedoch sind andere, bisher nicht
beschriebene Defekte des TNF-a-Signalwegs ebenfalls moéglich. Dazu wirde
auch passen, dass es in dieser Arbeit selbst wahrend der Behandlung mit IFN-
yund TNF-a zu einer weiteren, allenfalls leicht gebremsten, Proliferation der
Zellen kam (s. Abb. 8), wahrend in der Literatur fur die beiden Zytokine in
Kombination  eine  deutliche  Proliferationshemmung, zumeist  mit
Apoptoseinduktion, beschrieben ist (Wu et al., 1994; Konur et al., 2005).
Allerdings existieren in Bezug auf Zelltodinduktion durch IFN-yund TNF-o
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Unterschiede zwischen verschiedenen Zelllinien, beispielsweise war in einer
Studie mit zwei verschiedenen Retinoblastom-Zelllinien fur die eine Zelllinie eine
Behandlung mit IFN-y allein zur Apoptoseinduktion ausreichend, wahrend fur die
andere Zelllinie die Kombination mit TNF-o n6tig war (Cullinan und Brandt, 2004).
Zudem gibt es Hinweise darauf, dass TNF-a generell durchaus einen Effekt auf
HCT-116-Zellen hat, da nach TNF-a-Behandlung eine Anderung der
Morphologie, des Zytoskeletts und der Zellsteifigkeit im Sinne einer Epithel-
Mesenchym-Transformation beschrieben wurde (Liu et al., 2017). Weiterhin kann
TNF-a die Produktion der Chemokine CXCL-1 und -2 in HCT-116 auslésen (Zhou
et al., 2018), sodass generell davon auszugehen ist, dass in den Zellen auch die
fur TNF-a bendtigten Signalwege ausgepragt sind. Warum sich die Wirkung von
IFN-y und TNF-o auf HCT-116-Zellen so sehr von deren Wirkung auf andere

Tumorzellen unterscheidet, bleibt weiterhin offen.

4.2.2 Einfluss einer Bax-Defizienz auf Apoptose- und Seneszenzinduktion

Bax ist neben Bak eines der wichtigsten pro-apoptotischen Mitglieder der BCL-
2-Familie und fihrt (Gber eine Permeabilisierung der &ul3eren
Mitochondrienmembran zum Austritt von Cytochrom C und zur konsekutiven
Apoptoseeinleitung (s. 1.3.2). Bax-defiziente HCT-116-Zellen gingen in den oben
gezeigten Versuchen unter Behandlung mit Doxorubicin signifikant weniger in
Zelltod bzw. Apoptose als WT-Zellen (s. Abb. 11-14). Das passt dazu, dass Bax
wesentlicher Bestandteil des intrinsischen Apoptosewegs ist, der durch DNA-
Schédigung, z.B. durch Doxorubicin, und anschlielRende p53-Aktivierung initiiert
wird (Yamaguchi et al., 2004), sodass bei Bax-Defizienz eine Stdérung der
Apoptoseinduktion zu erwarten ist. In der Literatur wurde bereits mehrfach
beschrieben, dass das Fehlen von Bax die Apoptose erschwert: Beispielsweise
kénnen murine Fibroblasten mit Bax-Knockout als Reaktion auf eine Infektion mit
Influenza-A nicht wie die Wildtyp-Zellen apoptotisch werden, sondern sterben
stattdessen auf anderen Wegen, die Merkmale von Autophagie zeigen (McLean
et al., 2009). Auch fir Bax-defiziente HCT-116-Zellen konnte im Vergleich zu

entsprechenden WT-Zellen eine deutlich eingeschrankte Apoptosefahigkeit
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gezeigt werden, z.B. unter Behandlung mit 5-Fluoruracil oder nichtsteroidalen
Antirheumatika (Zhang et al., 2000), mit dem Flavonoid Pinocembrin (Kumar et
al., 2007), dem Spindelgift Nocodazol (Castedo et al., 2006), mit Adriamycin
(Ming et al., 2006) oder Camptothecin (Wang und Youle, 2012).

In dieser Arbeit konnte das Fehlen von Bax eine Apoptoseinduktion allerdings
nicht komplett verhindern. Wéahrend die zwar niedrige, aber dennoch signifikante
Erhohung der extrazellularen LDH (s. Abb. 11) und der Annexin-V-Bindung (s.
Abb. 13) auch noch durch alternative Formen von Zelltod erklart werden kdnnten,
ist die Erh6hung der Caspase-3-Aktivitat unter Doxorubicin-Behandlung (s. Abb.
14) ein relativ sicheres Zeichen fur eine zumindest leichte Apoptoseinduktion. In
den meisten der o0.g. Studien, z.B. mit 5-Fluoruracil oder Camptothecin, gab es
ebenfalls eine residuale Apoptoseinduktion in Bax”’-Zellen. Als mogliche
Erklarungen hierfur wurden in der Literatur zum einen die teils redundanten
Rollen von Bax und Bak beschrieben, sodass Bak mdglicherweise zum Teil die
pro-apoptotischen Aufgaben von Bax tlbernommen hat (Wei et al., 2001), zudem
ist in einigen Fallen eine direkte Transkriptions-unabhangige Apoptoseinduktion
durch p53 Uber die Caspase-8 moglich, fur die Bax primar nicht essenziell ist
(Ding et al., 2000).

Die Abbildungen 15 bis 17 zeigen weiterhin, dass Bax’-Zellen unter Behandlung
mit Doxorubicin eine Seneszenz-typische Morphologie sowie einen stabilen
Wachstumsarrest aufweisen und vermehrt SA-3-Gal exprimieren, was allesamt
charakteristische Merkmale der Seneszenz sind, wahrend dies bei den WT-
Zellen weniger oder teils gar nicht ausgepragt ist. Dies legt den Schluss nahe,
dass die Apoptosehemmung durch Fehlen von Bax bei DNA-Schadigung eine
vermehrte Seneszenzinduktion bewirkt. Wahrend der Einfluss einer Bax-
Defizienz auf die Therapie-induzierte Seneszenz bisher zur Kenntnis der Autorin
noch nicht anderswo in &hnlicher Form untersucht wurde, kann eine anderweitige
Inhibition der Apoptose, wie bereits oben beschrieben, ebenfalls zu vermehrter
Seneszenz fuhren. So bewirkt die Inhibition von Caspasen in HCT-116-Zellen
einen Switch von Apoptose zu Seneszenz nach Doxorubicin-Behandlung

(Rebbaa et al., 2003). Eine Uberexpression des anti-apoptotischen BCL-2 fiihrt
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in Endometrium- und Lungenkrebszellen zu vermehrter Seneszenz als Reaktion
auf Doxorubicin (Crescenzi et al., 2003) und in Fibroblasten auf Adriamycin
(Nelyudova et al., 2007). Die Inhibition des pro-apoptotischen Proteins Bim kann
ebenfalls eine vermehrte Seneszenz bewirken (Drullion et al., 2012). Umgekehrt
fuhrte in HCT-116-Zellen die Behandlung mit einem Irinotecan-Metaboliten zu
einer BCL-Xc- und p53/p21-abhéngigen Seneszenz, wahrend eine Inhibition des
anti-apoptotischen BCL-XL einen Shift von Seneszenz zu Apoptose zur Folge
hatte (Hayward et al., 2003). Es gibt also mittlerweile zahlreiche Hinweise darauf,
dass eine Beeinflussung des Gleichgewichts pro- und anti-apoptotischer Proteine
in der Zelle Einfluss auf die Entscheidung zwischen Seneszenz und Apoptose
nach DNA-Schadigung nehmen kann. Allerdings bleibt weiterhin offen, wie genau
bzw. Uber welche Signalwege eine erschwerte Apoptose mechanistisch zur
Seneszenz fihrt, inwieweit dieses Prinzip auf alle humanen Zellen und
Tumorentitaten Ubertragbar ist und ob sich die aufgrund von Apoptoseresistenz
seneszent gewordenen Zellen in ihren Eigenschaften von anderen seneszenten

Zellen unterscheiden.

4.2.3 Zusatzliche Effekte eines Bax-und Bak-Doppel-Knockouts

Interessanterweise zeigte sich in dieser Arbeit bei der Verwendung von HCT-
116-Zellen mit einem Doppel-Knockout fiir Bax und Bak kein zusatzlicher Effekt
auf die Inhibition von Apoptose und die Induktion von Seneszenz; die Zellen
nahmen in dieser Hinsicht sogar eher eine mittlere Position zwischen WT- und
Bax”-Zellen ein (s. Abb. 18 und 19). In der Literatur sind groRtenteils kontrare
Ergebnisse beschrieben: So fuhrte ein Doppel-Knockout von Bax und Bak in
murinen  embryonalen  Fibroblasten zu einer nahezu kompletten
Apoptoseresistenz bei Behandlung mit Staurosporin, Etoposid oder UVC-
Strahlung, wahrend Einzel-Knockouts von Bax und Bak deutlich schwachere
Effekte hatten (Wei et al., 2001). Auch fir Ovarialzellen von Hamstern ist eine
durch Staurosporin auslosbare Apoptose mit nachweisbarer Caspasen-
Aktivierung beschrieben, die durch ein Doppel-Knockout von Bax und Bak

komplett verhindert wird (Cost et al., 2010). M&ause mit einem alleinigen Bax-
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Knockout sind zudem nahezu normal lebensfahig mit kleineren Defekten
beispielsweise der Spermatogenese (Knudson et al., 1995), Bak’-Mause zeigen
praktisch gar keine Auffalligkeiten, aber nur 10% von Bax”’Bak”’-Mausen
Uberleben die ersten Stunden nach der Geburt und zeigen dann klare Hinweise
auf Stérungen der Apoptose, beispielsweise persistierende Interdigitalhaute und
einen verschlossenen Vaginalkanal (Lindsten et al.,, 2000). In humanen
Glioblastomen mit Bax-Defizienz wurde eine erhohte in-vitro-Resistenz fur einige
Zytostatika wie Doxorubicin beschrieben; ein zusatzliches Knockout von Bak
fuhrte hier ebenfalls zu noch starkerer Apoptoseresistenz gegen weitere
Agenzien (Cartron et al., 2003).

In HCT-116-Zellen wurde ebenfalls ein starker anti-apoptotischer Effekt eines
Bax-Bak-Doppel-Knockouts beschrieben: Unter Behandlung mit 1 pM
Staurosporin sterben nahezu alle HCT-116-WT-Zellen nach 12 Stunden,
wahrend bei den DKO-Zellen auch nach 24 Stunden keine Zunahme an toten
Zellen detektierbar war (Pedro et al.,, 2015). Die Effektstarke des Bax-Bak-
Doppel-Knockouts im Vergleich zur alleinigen Bax-Defizienz scheint unter
anderem vom Apoptosestimulus abzuhangen: So wurde z.B. bei Behandlung mit
nichtsteroidalen Antirheumatika wie Indometacin eine nahezu komplette
Apoptoseresistenz sowohl bei Bax”’- als auch bei DKO-Zellen ohne signifikante
Unterschiede beobachtet (Wang und Youle, 2012). Die gleiche Studie zeigte aber
auch, dass bei Behandlung mit Camptothecin oder 5-Fluoruracil die DKO-Zellen

Apoptose-resistenter waren als die Bax™-Zellen.

4.3 Ausblick: Nutzung des Einflusses der BCL-2-Familie auf
Seneszenz und Apoptose in der Tumortherapie

Seneszenz spielt in der Krebsforschung eine wachsende Rolle — zum einen als
unerwinschter Mechanismus, der den Erfolg diverser Therapien kompromittiert,
indem er die Apoptose von Tumorzellen verhindert und tber den SASP pro-
inflammatorische und tumorfordernde Effekte auf die Umgebung ausuibt
(Demaria et al, 2017), zum anderen als Schutzmechanismus vor

Krebsentstehung sowie als neuartiger Ansatz zur Tumorkontrolle in
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fortgeschrittenen Stadien (Wieder et al., 2017). Insbesondere bei chronisch
persistierenden seneszenten Zellen scheinen jedoch die negativen Effekte zu
Uberwiegen. Sie werden mit diverse degenerativen bzw. altersbedingten
Erkrankungen wie Sarkopenie, Osteoporose oder Arthrose (Baker et al., 2011,
Farr et al., 2017) sowie mit dem Versagen diverser Tumortherapien (Ou et al.,
2021) in Verbindung gebracht, sodass die Elimination dieser Zellen bzw. ihrer
Effekte aktuell in den Fokus der Forschung rtickt.

Ein potenzieller therapeutischer Ansatz ist in diesem Zusammenhang die
Inhibition pro-inflammatorischer Bestandteile des SASP. So konnte fir bestimmte
bereits zugelassene Medikamentengruppen wie JAK-1/2-Inhibitoren gezeigt
werden, dass diese u.a. zu einer reduzierten Sekretion von IL-6 und somit zu
einer reduzierten systemischen Inflammation in alteren Mausen fihren (Xu et al.,
2015). Eine ahnliche Wirkung tUber Reduktion der IL-6-Sekretion seneszenter
Zellen wurde auch fiur Simvastatin in Brustkrebszellen beschrieben (Liu et al.,
2015).

Zur Eliminierung seneszenter Zellen wird aktuell auch an der Wirkstoffgruppe der
sogenannten Senolytika gearbeitet. Diese Therapeutika sollen seneszente Zellen
trotz ihrer hohen inharenten Apoptoseresistenz in den Zelltod treiben. Die Stoffe
Dasatinib und Quercetin bewirken beispielsweise tber die Inhibition Seneszenz-
fordernder Signalwege und Tyrosinkinasen eine vermehrte Apoptose der
entsprechenden Zellen, was einen positiven Effekt u.a. auf Atherosklerose,
Lungenfibrose oder Alzheimer-Demenz haben kann (Roos et al., 2016; Schafer
et al., 2017; Zhang et al., 2019); zudem Uberlebten gealterte Mause, die mit den
beiden Medikamenten behandelt wurden, langer (Xu et al., 2018).

Auch Proteine der BCL-2-Familie haben sich in diesem Zusammenhang als
relevant hervorgetan, da sie eine wichtige Stellschraube in der Entscheidung
zwischen Apoptose und Seneszenz darstellen. Navitoclax inhibiert die anti-
apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-XL und BCL-W, was in einigen Arten
seneszenter Zellen zur Apoptose fuihrt, aber keine vermehrte Apoptose in nicht-
seneszenten Zellen zur Folge hat (Zhu et al., 2016). In zahlreichen Tumoren

konnte eine bemerkenswerte Reduktion seneszenter Zellen durch Navitoclax
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beobachtet werden, beispielsweise in Bronchialkarzinomzellen, die zuvor
bestrahlt oder mit Etoposid behandelt wurden (Saleh et al., 2020) oder in
Brustkrebszellen nach Chemotherapie mit Doxorubicin (Shahbandi et al., 2020).
Dieser Effekt scheint insbesondere auf der BCL-XL-Inhibition zu beruhen, zudem
wird Bax fur die Wirkung von Navitoclax benétigt (Saleh et al., 2020). Allerdings
kann Navitoclax, womdoglich durch die BCL-Xi-Inhibition, zu schweren
Thrombopenien fuhren, was den klinischen Einsatz deutlich erschwert (Suvarna
et al., 2019). Zudem hé&ngt seine Wirksamkeit von der Expression verschiedener
Proteine der BCL-2-Familie in den seneszenten Zellen ab, sodass es sogar
innerhalb des gleichen Tumors zu deutlich unterschiedlichen Reaktionen auf
Navitoclax kommen kann (Shahbandi et al., 2020). AufRerdem fehlen
Langzeitstudien, damit mogliche weitere Effekte durch die Elimination
seneszenter Zellen mit ausreichender Sicherheit beurteilt werden kdnnen
(Carpenter et al., 2021). Mittlerweile wurde auch der selektive BCL-2-Inhibitor
Venetoclax entwickelt, der Uber Disinhibition von Bax seneszente Zellen in den
Zelltod treiben soll.

Trotz der o0.g. Limitationen von Senolytika wird bereits in einigen
Veroffentlichungen eine zweistufige adjuvante Tumortherapie mit einer weniger
toxischen, Seneszenz-induzierenden Chemotherapie als ersten Schritt und
anschlieBender Gabe von Senolytika postuliert (Short et al.,, 2019). Ein
detaillierteres Verstandnis der Interaktion zwischen Apoptose und Seneszenz
und der Regulation verschiedener Proteine der BCL-2-Familie als Reaktion auf
diverse Tumortherapien kdnnte dabei helfen, gezieltere und weniger toxische
Wirkstoffe zu entwickeln und womoglich einem klinischen Einsatz der Senolytika
den Weg zu ebnen.
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5. Zusammenfassung

Seneszenz und Apoptose sind zwei parallel im menschlichen Kérper existierende
Zellschicksale, mit denen dieser unter anderem auf Stress reagieren und sich vor
in ihrem Wachstumsverhalten veranderten Zellen und damit vor der Entstehung
eines Tumors schitzen kann. Wahrend die Apoptose als Form des
programmierten Zelltods zur Elimination der veranderten Zelle fihrt, ist
Seneszenz jedoch lediglich ein Wachstumsstillstand, in dem die Zelle weiterhin
die Umgebung beeinflussen und potenziell negative Effekte austiben kann.
Apoptose und Seneszenz scheinen zwei konkurrierende Alternativen zu sein, da
sie durch die gleichen Stressoren ausgeltst werden kdnnen und beide dem Ziel
der Proliferationshemmung von geschadigten Zellen dienen. Wie in der Zelle eine
,Entscheidung“ zwischen den beiden Wegen gefallt wird und wie diese
moglicherweise auch medikamentés beeinflusst werden kann, ist in den
vergangenen Jahren vermehrt Gegenstand der Forschung gewesen.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, ob eine Behinderung der Apoptose
durch das Fehlen der pro-apoptotischen Proteine Bax bzw. Bak zu einer
alternativen Seneszenzinduktion als Reaktion auf apoptogene Stimuli fihrt. Dazu
wurden humane Darmkrebszellen der Linie HCT-116 verwendet, die entweder
kein Bax (Bax’), kein Bax und kein Bak (DKO) oder beide Proteine normal
exprimieren (WT). Die Zellen wurden zum einen mit den Zytokinen IFN-y und
TNF-o behandelt, um eventuelle Unterschiede in der Zytokin-induzierten
Seneszenz zu untersuchen; zum anderen mit dem in der Tumortherapie
bewahrten, DNA-schadigenden Chemotherapeutikum Doxorubicin.

Durch IFN-y und TNF-a konnte in den HCT-116-Zellen kein fir die Seneszenz
charakteristischer Wachstumsstillstand hervorgerufen werden, méglicherweise
aufgrund eines funktionellen Defizits des CDK-Inhibitors p16'NK4A in HCT-116-
Zellen, der fur die Einleitung der Zytokin-induzierten Seneszenz eine zentrale
Rolle zu spielen scheint. Eine Behandlung mit Doxorubicin konnte in den HCT-
116-Zellen allerdings eine Seneszenz induzieren, wahrscheinlich wie in der

Literatur beschrieben Gber DNA-Schéadigung und den p53-p21-Signalweg. Unter
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Behandlung mit Doxorubicin zeigte sich in Bax’-Zellen weniger Apoptose als in
WT-Zellen, dafiir gingen signifikant mehr Bax’- als WT-Zellen in Seneszenz. Ein
zusatzliches Fehlen von Bak in den DKO-Zellen zeigte weder auf die
Apoptosehemmung noch auf die Seneszenzinduktion additive Effekte im
Vergleich zu den einfach Bax-defizienten Zellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, wie bereits einzelne andere Studien, dass
eine Manipulation der Apoptose-regulierenden Proteine der BCL-2-Familie
neben der Apoptose auch die Seneszenz in Zellen beeinflussen kann. Zwar sind
die Mechanismen der Interaktion dieser beiden Wege noch nicht bis ins Detail
verstanden, jedoch werden sogar bereits die ersten Medikamente entwickelt, die
durch Verschiebung des Gleichgewichts der pro- und anti-apoptotischen Proteine
der BCL-2-Familie seneszente Zellen eliminieren kénnen und die ein breites
Anwendungspotenzial von altersbedingten, degenerativen Erkrankungen bis hin

zur Krebstherapie versprechen.
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