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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die chronische myeloische Leukéamie (CML) ist eine Krebserkrankung, die durch das onkogene
BCR/ABL Fusionsprotein charakterisiert ist. Die zielgerichtete Therapie mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren ermdglicht in bis zu 80% der Falle eine normale Lebenserwartung. Allerdings bleiben
leukdmische Stammzellen meist erhalten und kénnen zu einer Neuerkrankung fiihren. Derzeit
werden Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI) entwickelt, die als vielversprechende
Krebsmedikamente in der Therapie von hdmatologischen Erkrankungen eingesetzt werden.
Dabei sind Kombinationstherapien mit Chemotherapeutika im Fokus, da sie effizienter als
Monotherapien sind. Hydroxyurea wird aktuell als stabiles Medikament gegen Sichelzellanamie
sowie gegen chronische myeloproliferative Erkrankungen eingesetzt. Aufgrund der Funktion als
Ribonukleotidreduktase-Inhibitor wird Hydroxyurea in Laboren oft dazu verwendet, gezielt
replikativen Stress durch Depletion von dNTPs zu induzieren. Replikativer Stress setzt in den
Zellen eine komplexe Zellantwort in Gang. Dabei spielen Prozesse wie die DNA-
Schadensantwort, Apoptose und Autophagie eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob der Klasse | HDACi MS-275 CML Zellen gegentiber Hydroxyurea sensitiviert. Die
Daten zeigen, dass MS-275 die Expression des CDKi p21 und einen G1 Arrest der Zellen
auslost. Hydroxyurea hingegen arretiert die Zellen in der S-Phase und férdert die Autophagie.
Die kombinierte Gabe von MS-275 und Hydroxyurea fihrt zu einer signifikanten und
synergistischen Zunahme der Apoptose, sowie zu einer Caspase-abhéngigen Proteolyse von
Autophagieregulatoren. Als kritischen Faktor fir eine von dem Tumorsuppressor p53-
unabhangige Apoptoseinduktion wurde das pro-apoptotische Protein NOXA ermittelt.
Experimente mit einer genetischen Eliminierung von NOXA sowie Versuche mit NOXA-
defizienten MEFs belegen eine unabdingbare Rolle von NOXA in der Aktivierung der
Apoptosekaskade nach Kombinationsbehandlung in CML Zellen. Als weitere wichtige Faktoren
des Apoptosewegs wurden c-ABL und p73 als vorgeschaltete Regulatoren von NOXA ausfindig
gemacht. Die Untersuchung der DNA-Schadensantwort ergab, dass MS-275 die von
Hydroxyurea induzierte Aktivierung von Checkpoint-Kinasen, sowie insbesondere die Mengen
an DNA-Strangbrichen deutlich erhght. Die pharmakologische Hemmung von ATR und CHK1
hat eine zusatzliche Zunahme an DNA-Schaden in MS-275/Hydroxyurea behandelten CML
Zellen zur Folge. Die Inaktivierung der ATR-CHK1 Achse fiihrt zu einer signifikanten Reduktion
der durch MS-275/Hydroxyurea induzierten Apoptose. Diese Daten legen eine bisher
unbekannte pro-apoptotische Rolle von ATR und CHK1 durch eine transkriptionelle Regulation
von NOXA offen. Zudem wird dargelegt, dass Klasse | HDACs unerlasslich fir die DNA-
Reparatur, die Hemmung der Apoptose sowie fir den Erhalt der Autophagie in CML Zellen nach
replikativem Stress sind. Der aufgedeckte Mechanismus kann als generelles Konzept fir die
Wirkungsweise von Hydroxyurea und HDACI, insbesondere im Kontext der CML verstanden
werden. Da die Behandlungsstrategie mit Hydroxyurea und HDACI vielversprechende Daten

liefert, ermutigt dies zu Analysen der Kombinationstherapie in klinischen Studien.
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Abstract

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematological disorder characterized by the presence
of the oncogenic fusion protein BCR/ABL. The targeted therapy with tyrosine kinase
inhibitors allows in up to 80% of all CML cases an ordinary life expectancy. However,
remaining leukemic stem cells can lead to new cases. At present, histone deacetylase
inhibitors (HDACI) are newly developed and used as promising cancer drugs in therapy of
leukemia. Combination therapies of chemotherapeutics are gaining in importance more and
more, as they show higher efficacies than monotherapies. Hydroxyurea is currently the
stable drug for the treatment of sickle cell anemia and chronic myeloproliferative disorders.
As hydroxyurea acts as a ribonucleotide reductase inhibitor, it is commonly used in
laboratories for generating replicative stress through depletion of the dNTP pool. Replicative
Stress induces a complex cellular program involving DNA damage response, apoptosis and
autophagy. In this thesis, | analysed if the class | HDACi MS-275 sensitizes CML cells
towards hydroxyurea. Here | show that MS-275 induces the expression of the CDKi p21
and stalls the cells in G1 phase. Whereas hydroxyurea arrests the cells in S phase and
triggers autophagy. The additional application of MS-275 leads to a significant and
synergistic increase in apoptosis as well as to a caspase-dependent cleavage of autophagic
regulators. As critical factor in inducing p53-independent apoptosis the pro-apoptotic protein
NOXA was determined. Genetic elimination of NOXA as well as experiments with NOXA
deficient MEFs confirmed the important role of this protein in activation of the apoptotic
cascade upon MS-275/Hydroxyurea treatment in CML cells. As further critical factors in the
apoptotic pathway c-ABL and p73 were found as upstream regulators of NOXA. The
investigation of the DNA damage response revealed that the class | HDACi MS-275
enhances the hydroxyurea-induced activation of checkpoint kinases as well as the amount
of DNA strand breaks, notably. The pharmacological inhibition of ATR and CHK1 results in
a distinct accumulation of DNA damage in MS-275/Hydroxyurea-treated CML cells. The
inactivation of the ATR-CHK1 axis evokes a significant reduction of the
MS-275/Hydroxyurea induced apoptosis. My data reveal a previously unidentified pro-
apoptotic role of ATR and CHK1 through a transcriptional control of NOXA. Furthermore, |
demonstrate that class | HDACs are necessary to initiate DNA repair, to prevent apoptosis
and to sustain autophagy during replicative stress in CML cells. The disclosed mechanism
is to be taken as a concept for the efficacy of hydroxyurea and HDACI especially in the
context of CML. As the therapeutic strategy of hydroxyurea and HDACi show promising

results, this encourages one to introduce the combinatorial therapy in clinical trials.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Entstehung von Leukamie

Die Leukamie ist im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen, wie Brustkrebs,
Lungenkrebs oder Dickdarmkrebs eine seltene Erkrankung. So werden in Deutschland pro
Jahr rund 13.700 Leukdmie-Falle neu diagnostiziert. Das macht bei Frauen etwa 2,7% und
bei Mannern etwa 3,1% der Tumorerkrankungen aus. Die verschiedenen Leuk&amieformen
sind dabei wie folgt verteilt: 10% chronische myeloische Leukéamie (CML), 50% chronische
lymphatische Leukéamie (CLL) und 40% akute lymphatische und myeloische Leuk&mie
(ALL, AML). Die meisten Menschen erkranken an Leukamie im Alter von 60-70 Jahren,
dabei betrifft es Manner etwas haufiger als Frauen. Leukdmien kénnen grundsatzlich in
jedem Lebensalter auftreten. Die ALL stellt bei Kindern und Jugendlichen die haufigste
Leukamieform dar. AML und CML kommen oft bei Erwachsenen im mittleren und hohen

Lebensalter vor, wobei insbesondere altere Patienten von CLL betroffen sind [1].

Die Leukamie stellt eine bosartige Erkrankung des hdmatopoetischen Systems dar. Der
Begriff Leukdmie stammt aus dem Griechischen und setzt sich aus ,leukos, weil}* und
,haima, Blut* zusammen, weshalb die Erkrankung umgangssprachlich auch als Blutkrebs
bezeichnet wird [2]. Eine Ubersicht tiber die normale und die entartete Zellteilung zeigt
Abb. 1.1. Die Hamatopoese beschreibt ein hierarchisches System von multipotenten
Stammzellen des Knochenmarks, die durch Selbsterneuerung und Differenzierung
verschiedene Arten von Vorlauferzellen hervorbringen. Dabei bilden die frihen
hamatopoetischen Stammzellen Vorlauferzellen der lymphoiden und myeloiden Linie aus.
Durch den Einfluss von zahlreichen Zytokinen wachsen diese zu ausgereiften Blutzellen
heran, welche schlie3lich in den pheripheren Blutkreislauf freigesetzt werden und/oder ins
Gewebe migrieren [3-6]. Die einzelnen Zelltypen koénnen wahrend der
Differenzierungsphase durch spezifische Oberflachenmarker charakterisiert werden. Dabei
stellt CD34 (cluster of differentiation 34) den Hauptmarker fir humane Stamm- und

Vorlauferzellen dar [7].

Bei der Entstehung von Leukdmie entarten lymphoide oder myeloide Vorlauferzellen
aufgrund von genetischen Mutationen oder chromosomalen Translokationen (BCR/ABL1Z,
AML1-ETO [8]) durch &ulere (z.B. ionisierende Strahlung) oder innere Einflisse zu
leukamischen Stammzellen, welche sich im weiteren Verlauf zu unreif bleibenden Vorstufen
(Blasten) entwickeln konnen. Eine genetische Pradisposition fur die Entstehung von
Leuk&mie wurde durch Studien ebenfalls bestatigt. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit
chromosomalen Abnormalitaten, wie z.B. dem Down-Syndrom, ein signifikant hoheres
Risiko haben Leuk&mie zu entwickeln als gesunde Menschen [9, 10]. Genetische

Mutationen, die zur Entstehung von Leuké&mie fuhren, betreffen meistens Gene, die eine
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regulierende Rolle bei der Proliferation, der Differenzierung oder der Apoptose spielen.
Meistens wird dabei entweder ein Tumorsuppressor inaktiviert oder ein Proto-Onkogen zu
einem Onkogen aktiviert, somit sind mehrere Mutationen in verschiedenen Genen
notwendig, damit eine Zelle zu einer Krebszelle entartet. Leukamien zeichnen sich durch
die Anhaufung von bésartigen und schnell proliferierenden Zellen aus, welche u.a. Defizite

in der Induktion von programmiertem Zelltod aufweisen [11-13].
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Abb. 1.1: Hierarchie des hamatopoetischen Systems und Entwicklung von Leukamie. In der frihen
Hamatopoese teilt sich die multipotente Stammzelle, die in der Lage ist sich selbst zu erhalten, symmetrisch in
Vorlauferzellen der lymphoiden und myeloiden Linie. Aus diesen Vorlauferzellen entstehen ausgereifte
Blutzellen, wie Granulozyten (G), Makrophagen (Mk), Dendritische Zellen (DC), Thrombozyten (Th),
Erythrozyten (E), Mastzellen (M), sowie NK-Zellen, B- und T-Lymphozyten. Aufgrund von Mutationen (Blitz)
kann sich aus einer myeloiden Vorlauferzelle eine Leukdmiestammzelle entwickeln. Aus dieser kénnen sich
undifferenzierte und/oder funktionsgestdrte Blasten entwickeln.

Je nach Verlaufsform und je nach dem welcher Zelltyp betroffen ist, werden Leukémien in
akute und chronische lymphatischer Leukamien (ALL, CLL) sowie in akute und chronische
myeloische Leukamien (AML, CML) unterteilt [14]. Bei der AML kdnnen sowohl Vorstufen
der Leukozyten als auch der von Erythrozyten entarten. Ursprung bei der CML hingegen
sind ausschlieR3lich unreife Leukozyten. Charakteristisch fir die CML ist eine abnorme
Vermehrung der Granulozyten. Typische Symptome bei Leukamiepatienten sind u.a.
Andmie oder exzessives Bluten aufgrund von Erythrozyten- oder Thrombozytenmangel.
Zudem besitzen sie aufgrund des zellularen Reifungsdefizits ein defektes Immunsystem,

welches ein effektives Bekampfen von Infektionen unmdoglich macht [15].
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1.1.1 Chronische Myeloische Leukamie

Die Gesamtinzidenz betragt in Deutschland bei CML jahrlich 1,5 pro 100.000 Einwohner.
Dabei treten die meisten Neuerkrankungen bei Erwachsenen im Alter von 60-80 Jahren auf
[10]. Die CML wird laut der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation den
myeloproliferativen Neoplasien zugeordnet. Diese Leukdmieform kann in drei
Krankheitsphasen unterteilt werden, in die chronische Phase, akzelerierte Phase und die
Blastenkrise. Charakteristisch fir die langsam verlaufende chronische Phase ist eine
unkontrollierte Proliferation der Leukozyten im Knochenmark, welche ins Blut abgegeben
werden. In dieser Phase ist die CML noch gut therapierbar. Schreitet die CML in die
nachste, aggressivere Akzelerationsphase fort, so nimmt die Zahl an Granulozyten deutlich
zu. Die Bildung von gesunden und funktionsfahigen Blutzellen im Knochenmark wird
dadurch vermindert. In der dritten Phase der CML, der Blastenkrise, vermehren sich die
Leukozyten im Knochenmark explosionsartig. Die Folge ist eine Anh&aufung von Blasten,
was zur Verdrangung von gesunden und funktionsfahigen Blutzellen im Blut fuhrt.
Unbehandelt geht die chronische und akzelerierte Phase in die Blastenkrise tber, welche
meist todlich fur CML Patienten verlauft. Aus diesem Grund besteht das priméare Ziel der
CML-Therapie darin, den Ubergang in die Blastenkrise zu verhindern [10].

Auf genetischer Ebene lasst sich CML durch das Philadelphia-Chromosom
charakterisieren. Dieses stellt einen wichtigen Marker in der Diagnostik dar, das in fast 90%
der CML-Patienten vorkommt [16-18]. Das Philadelphia-Chromosom 1(9;22)(q34;q11)
kommt durch eine reziproke Translokation zwischen der breakpoint cluster region (BCR)
auf Chromosom 22 Region 11 und dem Gen fir das Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1 (ABL) auf Chromosom 9 Region 34 zustande. Dabei entsteht ein
Onkogen, welches fir das Fusionsprotein BCR/ABL kodiert [17]. Das unkontrollierte
Wachstum der Leukamiezellen in der CML lasst sich auf diese konstitutiv aktive
Tyrosinkinase zurtickfuhren. Zugleich fordert BCR/ABL die Resistenz gegenliber Apoptose
induzierenden Agenzien durch Aktivierung von verschiedenen Molekilen und Signalwegen
(downstream Signalwege), wie MYC und JAK-STAT (janus kinase-signal transducer and
activator of transcription) [18, 19].

1.1.2 Therapieoptionen fur Chronische Myeloische Leukamie

Anfangs bestand die Therapie fir CML-Patienten aus Bestrahlung der Milz und Behandlung
mit Chemotherapeutika wie Busulfan und Hydroxyurea. Die beiden Medikamente halfen
zwar die schnelle Vermehrung der Leukozyten in der chronischen Phase zu bremsen,
jedoch beeinflussten sie den Verlauf der CML nicht grundlegend [20-26]. Die Einfiihrung

von allogener Stammzelltransplantation (aSZT) stellte eine wichtige Therapiemdglichkeit
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fur CML dar. Etwa 50% der unter 40-jahrigen Patienten, die sich der aSZT unterzogen
hatten, waren vollstandig geheilt. Bestatigt wurde dies durch negative Ergebnisse fur das
BCR/ABL-Protein und das Philadelphia-Chromosom in behandelten Patienten
[20, 21, 24-26]. Eine weitere Behandlungsmethode fir CML-Patienten basierte auf
humanem rekombinanten Interferon-alpha (rIFNa). Auf rIFNa sprachen 15-30% der
Patienten zytogenetisch sehr gut an und auch die Uberlebensrate war hoher als nach

konventioneller Chemotherapie [27, 28].

Der Einsatz des Tyrosinkinase-Inhibitors (TKi) Imatinib-Mesylat (Imatinib) in den spéaten
90er Jahren erwies sich als sehr vielsprechend in der Therapie von CML [21, 29]. Imatinib
hemmt die BCR/ABL Tyrosinkinase spezifisch, in dem es kompetitiv an die ATP Bindestelle
der ABL-Kinase Doméne bindet. Auf diese Weise werden von BCR/ABL aktivierte Molekiile
und Signalwege (downstream Signalwege) gehemmt, wodurch das Zellwachstum gestoppt
bzw. die Apoptose induziert wird [27]. Imatinib als Standardmedikament fiir CML ist sehr
sicher und hat sehr wenige Nebenwirkungen. Die Uberlebensrate in CML-Patienten mit
Imatinib als Erstlinienmedikament lag bei 86% und das Fortschreiten in die nachsten
Phasen konnte ebenfalls zu 93% reduziert werden [30]. Seit der Einfihrung von Imatinib ist
die Gesamtiiberlebensrate von Philadelphia-Chromosom-positiven CML- und ALL-
Patienten erheblich gestiegen [31]. Dennoch kommt es bei einigen CML-Patienten zu einem
Ruckfall aufgrund von initialer oder mit der Zeit erworbener Resistenz gegentiber dem TKi
[32]. Die haufigste Ursache fir den Verlust der TKi-Sensitivitat ist das Auftreten von
Punktmutationen innerhalb der BCR/ABL-Kinase Doméane, welche eine reduzierte
Bindeaffinitat von Imatinib zur Folge hat [33]. In diesen Féllen werden die Patienten mit TKis
der zweiten Generation, wie Nilotinib oder Dasatinib, behandelt. Diese haben sich in
Phase Il klinischen Studien inzwischen als vielversprechender erwiesen. Deshalb wurden
diese neuen TKis von der Food and Drug Administration (FDA) nun als Erst- und
Zweitlinientherapien fir Philadelphia-Chromosom-positive CML-Patienten in  der
chronischen Phase zugelassen [32, 34, 35]. Mit der revolutionédren Entwicklung von TKis
stehen heute molekular zielgerichtete Medikamente zur Verfligung, die in vielen Fallen eine

normale Lebenserwartung trotz CML ermoglichen [10].

1.2 Histondeacetylasen und Histondeacetylase-Inhibitoren
1.2.1 Die Familie der Histondeacetylasen

In eukaryotischen Zellen sind DNA, Histone und Histon-ahnliche Proteine zu sogenannten
Nukleosomen verpackt, welche die fundamentalen Einheiten des Chromatins bilden. Die
Histone stellen die Hauptproteinkomponenten des Chromatins dar, um die die DNA

gewickelt ist. Histone kdnnen an den terminalen Seitenketten der Aminosauren und an den
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globularen Domanen posttranslational modifiziert werden. Zu den posttranslationalen
Modifikationen zaéhlen wu.a. die Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung,
Ubiquitinylierung sowie die Sumoylierung [36, 37]. Die Acetylierung von Proteinen, als einer
der am haufigsten in Eukaryoten auftretenden posttranslationalen Modifikationen, ist ein
umkehrbarer hoch dynamischer Prozess, der durch die Aktivitit von
Histonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACS) reguliert wird [37, 38].
Dabei katalysieren HATs die kovalente Bindung von einer Acetyl-Gruppe (Ac) aus dem
Acetyl-Coenzym A (Ac-CoA) an die e-Amino-Gruppe der Aminosaure-Seitenkette von
Lysin, wahrend HDACs die Acetyl-Gruppe in einer hydrolytischen Reaktion entfernen
(Abb. 1.2). Aufgrund der Acetylierung nimmt die positive Ladung von Histon-Enden ab, was
eine reduzierte Interaktion mit dem negativ geladenen DNA-Geriist sowie reduzierte
internukleosomale Interaktion zur Folge hat. Dadurch kommt es zu einer offenen
Chromatinstruktur, die eine Bindung von regulatorischen Transkriptionsfaktoren an die DNA
und somit eine Aktivierung der Transkription ermdglicht [36, 39].

offene
Chromatinstruktur
P Me 5 CoA
HAT } >
va
Ac-CoA
Ac
< K
HDAC\
Me P Me —|— H0
kondensierte HDACI
Chromatinstruktur

Abb. 1.2: Gleichgewicht zwischen Histon-Acetylierung und Histon-Deacetylierung. Histonacetyl-
transferasen (HATSs) katalysieren den Transfer von Acetyl-Gruppen (Ac) aus Acetyl-Coenzym A (Ac-CoA) auf
die e-Amino-Gruppe der Aminosaure-Seitenkette von Lysin. Die Folge ist eine offene Chromatinstruktur. Die
Umkehrreaktion wird von Histondeacetylasen (HDACs) ausgefuhrt. Dabei entfernen HDACs die Acetyl-Gruppe
in einer hydrolytischen Reaktion, was zu einer kondensierten Chromatinstruktur fiihrt. Die pharmakologische
Hemmung von HDACs durch Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI) bewirken eine Acetylierung von Proteinen
und somit eine offene Chromatinstruktur; Ac, Acetylierung; Me, Methylierung; P, Phosphorylierung.

Im Gegensatz dazu, kann die Aktivitat von HDACs zu einer kondensierten
Chromatinstruktur und somit zu einer Unterdrickung der Transkription flihren [40].
Allerdings zeigen Versuche, bei denen HDACs gehemmt wurden, dass die Regulation der

Gen- und Proteinexpression durch HDACs wesentlich komplexer ist [37, 41-43].

Die erste Deacetylase-Aktivitat wurde 1969 beschrieben [44], kurz nach Entdeckung der
Histon-Acetylierung und deren potentieller Rolle fir die Genexpression [45-47]. Da Histone
als erste Substrate flr Deacetylasen identifiziert wurden, erhielten diese Enzyme den
Namen Histondeacetylasen. Die stetig steigende Anzahl an identifizierten

Nicht-Histon-Substraten der HATs und HDACs fihrte dazu, dass Histone nicht mehr als
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Hauptziele dieser Enzyme gelten [45, 48-50]. Neben der Rolle in der Genexpression,
wurden nun auch zahlreiche andere biologisch wichtige Funktionen der HDACs identifiziert.
Die Modifikation von Nicht-Histon Substraten kann eine Rolle in der Regulation der
Lokalisierung, Stabilitat, Aktivitdt und Interaktion von Proteinen, sowie der Weiterleitung von
Signalen spielen. Deshalb steht eine Fehlregulation der HDACs im Zusammenhang mit der
Krebsentstehung [37, 45, 48, 49, 51, 52].
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Abb. 1.3: Die Familie der Histondeacetylasen. Die humanen HDACs werden in vier Klassen unterteilt.
Klasse |, Il und IV z&hlen zu den klassischen Zink-abh&ngigen HDACs, Klasse Il dagegen beinhaltet die NAD+-
abhangigen Sirtuine. Spezifische HDACI sind ebenfalls dargestellt. SAHA, Superoylanilid-Hydroxaminsaure;
TSA, Trichostatin A; VPA, Valproinsaure; modifiziert nach [53].

Bisher wurden 18 humane HDACSs identifiziert, die in klassische HDACs und in Sirtuine
eingeteilt wurden (Abb.1.3). Die Einteilung erfolgte basierend auf der strukturellen

Verwandtschaft zu den Homologen der Deacetylasen in der Hefe, der subzellularen
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Lokalisation, sowie der enzymatischen Aktivitat. Die katalytische Aktivitat der klassischen
HDACSs ist von Zink [37, 54] und die der Sirtuine von NAD* abhéangig [55, 56]. Aufgrund
ihrer phylogenetischen Konservierung werden die HDACs weiter in vier Klassen eingeteilt
[57]. Die klassischen HDACs werden in Klasse |, Il und IV unterteilt. Klasse | HDACs
(HDAC1, 2, 3 und 8) sind Protein-Orthologe der Hefe Deacetylase RPD3. Diese HDACs
sind ubiquitar exprimiert und kommen vorwiegend im Zellkern vor [58]. Klasse || HDACs
werden in die Unterklassen lla (HDAC4, 5, 6, 7, 9 und 10) und IIb (HDAC6 und HDAC10)
eingeteilt. Dabei zeigen Klasse lla HDACs Homologien zu dem Hefe HDA1 Protein. Diese
Enzyme konnen sowohl im Zellkern, als auch im Zytosol detektiert werden. Klasse IIb
HDACs hingegen sind im Zytosol zu finden. HDACG6 besitzt zwei katalytische Domé&anen und
HDAC10 eine Kat- und eine Pseudodomane [59]. Dabei weist HDAC6 Substratspezifitat
mit der Deacetylase-Doméane des Zytoskelettproteins a-Tubulin auf [60]. Klasse |lI
reprasentiert die ubiquitar exprimierten Sirtuine (SIRT1, 2, 3, 4, 5, 6 und 7), die homolog zu
Sir2 (silent information regulator 2) der Hefe sind [61, 62]. Es ist bekannt, dass SIRT1 durch
Deacetylierung von p53 dessen Tumorsuppressor-Aktivitat unterdriickt [63]. Klasse IV
besteht bisher nur aus HDAC11. Da dieses Enzym zu den beiden Hefe Deacetylasen RPD3
und HDA1 Sequenzhomologien aufweist, wird es in eine separate Gruppe untergliedert
[57, 58, 64].

1.2.2 Histondeacetylase-Inhibitoren

Derzeit gibt es eine Vielzahl an natlrlich abgeleiteten und synthetisch hergestellten
Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACIi) mit unterschiedlichen Strukturen und Spezifitaten
gegeniber den einzelnen (klassischen) HDACs [50]. Die HDACIi werden entsprechend ihrer
Struktur in folgende Kategorien eingeteilt: Carboxylsauren, Benzamide, zyklische Peptide

und Hydroxamséaure-Derivate (Tab. 1.1) [65].

Tab. 1.1: Ausgewadahlte HDACi und deren Zugehorigkeit zu den verschiedenen
Klassen (modifiziert nach [65])

Klasse HDACI

Carboxylsauren Butyrat, VPA

Benzamide MS-275

Zyklische Peptide Romidepsin/FK228, Depsipeptide, SK-7041, SK-7068
Hydroxamsaure-Derivate TSA, SAHA, LBH589, Tubacin, Belinostat

Dabei stellen Trichostatin A (TSA), Vorinostat/SAHA oder Panobinostat/LBH589 eher
unspezifische HDACi dar. Da diese HDACI alle klassischen HDACs hemmen ko&nnen,

werden sie auch als pan-HDACi bezeichnet. Entinostat/MS-275 inhibiert ausschlieflich

23



Einleitung

Klasse | HDAC1-3 und Valproinsaure (VPA) hemmt Klasse | sowie Ila HDACs. Die hdchste
Substratspezifitat besitzen Depsipeptide. Diese binden selektiv Klasse | HDAC1-3
(Abb.1.3) [50, 53, 66, 67]. Alle HDACI sind nach dem Pharmakophor-Modell aufgebaut
(Abb. 1.4). Das Modell setzt sich aus einer Metall-Bindedomane (ZnC), einer Linker-Einheit,
sowie einer Oberflachendomane (Rim) zusammen. Dabei kann ZnC das katalytische Zn?*
chelatieren und so die enzymatische Aktivitat blockieren. Die Linker-Einheit imitiert die
Substrat-Struktur und besetzt den katalytischen Kanal. Oberflachenkontakte mit dem
.Kranz/Rand“ der katalytischen Tasche werden Uber den Rim-Anteil hergestellt [65].

Rim ZnC
q L. on
Wg
0
Linker

Abb. 1.4: Die Struktur von HDACIi. Das Pharmakophor-Modell besteht aus drei Einheiten:
Metall-Bindedomé&ne (ZnC), Linker-Einheit und Oberflachendoméne (Rim); modifiziert nach [68].

1.2.3 Histondeacetylase-Inhibitoren in der Krebstherapie

Die Entstehung von soliden Tumoren und hamatologischen Erkrankungen wurde bisher
Uberwiegend auf Genmutationen und Chromosomenabberationen zurtickgefuihrt. Diese
genetischen Defekte haben oftmals eine Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder
eine Aktivierung von Onkogenen zur Folge [69, 70]. Eine zunehmende Anzahl an Studien
belegt eine Korrelation zwischen epigenetischen Verdnderungen und dem Entstehen und
Fortschreiten von Tumorerkrankungen. So ist die Uberexpression von Klasse | HDACs
oftmals mit einem schlechterem Krankheitsverlauf und einer geringeren Uberlebensrate
assoziiert [71, 72]. Deshalb wurden HDACs als prognostische Marker und HDACI
(Abb. 1.3, Tab.1.1) als vielversprechende Krebsmedikamente in Betracht gezogen
[37, 53, 65, 66, 73-76].

Die anti-tumoralen Aktivitaiten von HDACI sind in Abb. 1.5 dargestellt. Auf molekularer
Ebene moduliert die Hemmung von HDACs durch Veranderung der Chromatinstruktur die
Genexpression bzw. das Transkriptom. Der Acetylierungsstatus von Nicht-Histonproteinen
(p53, STATL, Tubulin, HSP90, etc.) wird durch HDACI beeinflusst [53, 77-79]. Dadurch wird
die Expression von vielen verschiedenen Genen aktiviert oder unterdriickt. Deshalb kdnnen
HDACI ein breites Spektrum an biologischen Effekten induzieren, welche zur Aufhebung
von entarteten, mit Krebs assoziierten epigenetischen Zustédnden beitragen [65]. Derzeit
werden zahlreiche HDACI in klinischen Studien getestet (Tab. 1.2). Dabei wurden SAHA
(2006), Romidepsin (2009), Belinostat (2014) und LBH589 (2015) von der FDA bereits zur
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Therapie von kutanen und pheripheren T-Zell-Lymphomen (CTCL, PTCL) sowie von
Multiplem Myelom zugelassen [66, 68, 80-83].

l HDACI l
Hyperacetylierung Acetylierung von Proteasomaler Abbau
von Histonen Nicht-Histonproteinen von Zielproteinen

ubch8
/ \ %ow (Onko-)

L . Proteine
Transkriptions-  Tubulin, HSPS0, z.B. HDAC2
faktoren Ku70
(p53, STAT1, NF«B)

Transkription

/

Unterdriickung Unterdriickung Zellzyklus- Induktion von
der Angiogenese  der Proliferation arrest Apoptose

Abb. 1.5: Effekte von HDACI. Auf molekularer Ebene verandern HDACI die Chromatinstruktur und somit die
Genexpression. Der Acetylierungsstatus von Nicht-Histonproteinen und die Proteinstabilitdt von bestimmten
Zielproteinen, wie z.B. von HDAC2 [84], werden beeinflusst. Auf zellularer Ebene bewirken HDACI eine
Unterdriickung der Angiogenese, einen Proliferationsstop, einen Zellzyklusarrest oder eine Induktion der
Apoptose; modifiziert nach [53] und [77-79].

Die Proteinstabilitdt wird durch HDACi ebenfalls reguliert. Dabei findet eine verstarkte
Aktivierung des proteasomalen Abbaus statt (Abb.1.5). Mechanistisch fordert z.B. die
Induktion von UBCHS8 (ubiquitin-conjugating enzyme, E2 Ubiquitin-Konjugase 8)
zusammen mit den E3 Ubiquitin-Ligasen SIAH1/SIAH2 (seven-in-absentia homologue 1/2)
oder RLIM (ring finger protein 12, lim interacting) den Abbau von Onkoproteinen
[48, 66, 77, 78, 84-93].

Auf zellularer Ebene konnen HDACi in Tumorzellen biologische Prozesse, wie
Differenzierung, Zellzyklusarrest, Seneszenz, Apoptose, DNA-Schaden, ROS (reactive
oxygen species), Proliferationsstop oder eine Unterdrickung der Angiogenese ausldsen
(Abb. 1.5) [53, 94]. Leukamiezellen, die aufgrund von MDR1 (multi drug resistance)
Resistenzen gegeniber vielen Standardchemotherapeutika zeigen, sprechen gut auf

HDACI an [95]. Auch in vivo verringern HDACi Tumorangiogenese, Tumorinvasivitat und
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Metastasierung [37, 38, 65, 66, 74]. In ruhenden Tumorzellen mit einem geringen
mitotischen Index koénnen HDACI selektiv die Apoptose einleiten. Dabei wirken sie
ausschlielich gegeniber Krebszellen zytotoxisch. Normale Zellen bleiben unbeeinflusst,
da sie relativ resistent gegentiber HDACI sind [96]. Die selektive Toxizitat gegenlber
Tumorzellen lasst diesen Inhibitoren grof3e pharmakologische Bedeutung zukommen.
Deren zielgerichtete Zytotoxizitat ist eine gute Voraussetzung fur ihren klinischen Einsatz
[37, 66, 74, 96].

Einige klinische Studien haben bereits gezeigt, dass HDACI als Monotherapie sehr effizient
in Patienten mit Leukamie oder soliden Tumoren wirken [53, 97]. In Kombinationstherapien
mit anderen Chemotherapeutika (Topoisomerase ll-Inhibitoren, S-Phase-Inhibitoren,
Alkylierende Agenzien, Proteasomale Inhibitoren, Strahlung, Todesrezeptor-Agonisten)
hingegen, erwiesen sich HDACI als besonders effizient [98-105]. Ausgewahlte klinische
Studien sind in Tab. 1.2 aufgefihrt.

Tab. 1.2: Ausgewahlte klinische Studien mit HDACi und in Kombinationsbehandlung

mit anderen Chemotherapeutika (modifiziert nach [106])

HDACi/Chemotherapeutika Phase Krebsart

SAHA zugelassen CTCL

SAHA/Doxorubicin I Solide Tumore im fortgeschrittenen
Stadium

SAHA/Bortezomib Il NSCLC

SAHA/ Rituximab Il Lymphom, Leukamie

VPA 1 Gebéarmutterhalskrebs,
Ovarialkarzinom

VPA/Temozolomid Il Glioblastom

VPA/Decitabin I/l Leukdmie

LBH589 zugelassen Multiples Myelom

1l CTCL

LBH589/Sorafenib [ Leberzellkarzinom, Nieren- und
Weischteilkarzinom

LBH589/Ipilimumab [ Melanom

FK228 zugelassen CTCL

FK228/Carfilzomib /Il Ruckfalliges/Refraktares PTCL

Belinostat zugelassen PTCL

Belinostat/Doxorubicin I/l Weichteilsarkom

Belinostat/Carboplatin [ Solide Tumore

und/oder Paclitaxel

MS275 Il Hodgkin Lymphom, Lungenkrebs,
Brustkrebs

MS-275/Sorafenib Tosylat [ Solide Tumore, AML

MS-275/Pembrolizumab I Solide Tumore
im fortgeschrittenen Stadium

MS-275/Nivolumab Il NSCLC

MS-275/Atezolizumab I/ Brustkrebs
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Viele klinische Studien mit HDACi sind noch nicht abgeschlossen [50]. So befindet sich z.B.
MS-275, ein Klasse I-spezifischer HDACI, noch in klinischer Entwicklung [107]. MS-275 wird
derzeit in Phase I/ll Studien untersucht. Dabei wird MS-275 als Monotherapie u.a. in
Patienten mit lokal wiederkehrendem oder metastatischem Brustkrebs getestet. Die
Wirksamkeit von MS-275 in Kombination mit Pembrolizumab, einem Checkpoint-Inhibitor
(PD-1-Inhibitor), wird aktuell in Patienten mit Lungenkrebs (NSCLC, non-small cell lung
cancer), Dickdarmkrebs, Melanom oder refraktarem und rickféalligem Lymphom, untersucht
[108].

Neben der Hemmung Zink-abhéngiger HDACs koénnen auch Sirtuine interessante
pharmakologische Zielstrukturen darstellen. So fuhrten z.B. Studien mit MHY2256, einem
neuen SIRT-Inhibitor, in humanen Brustkrebszellen (MCF-7) ebenfalls zu Zellzyklusarrest
(G1), zur Zunahme der Apoptose, sowie zur Reduktion der Proteinexpression von SIRT1-3.
In einem Tumor Xenograft Model von MCF-7 Zellen konnte nach Behandlung mit MHY 2256
ein vermindertes Tumorwachstum beobachtet werden. Dabei lassen sich die Effekte von
MHY2256 in MCF-7 Zellen auf die Acetylierung von p53, einem Zielgen von SIRT,
zuruckfuhren [109].

1.3 DNA-Schéaden, Ursachen, Reparatur und Signalweiterleitung
1.3.1 DNA-Schéaden und Reparaturmechanismen

DNA-Schaden sind maf3geblich an der Mutagenese, der Karzinogenese sowie an
Alterungsprozessen beteiligt. Sie kobnnen sowohl durch exogene Faktoren wie UV-Licht,
ionisierende Strahlung und chemische Mutagene, als auch durch endogene Faktoren wie
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und chemische Reaktionen
(Alkylierung/Desaminierung) verursacht werden. Zu den DNA-Lasionen zahlen
DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs), DNA-Einzelstrangbriiche (ESBs) sowie Basenschaden
in der DNA. Dabei wirken vor allem DSBs stark mutagen und zytotoxisch.
Basenmodifikationen und ESBs werden Uber die Basenexzisionsreparatur repariert
[110-112]. Die Reparatur von DSBs erfolgt entweder Uber die homologe Rekombination
(HR) oder uber die Nicht-homologe Endverknipfung (non-homologous-endjoining, NHEJ)
[113]. Da die HR eine homologe Sequenz der Schadensregion bendtigt, findet sie in der
spéaten S-Phase und der G2-Phase des Zellzyklus statt. Das NHEJ hingegen kann wahrend
des gesamten Zellzyklus der Zelle stattfinden und kommt Uberwiegend in der G1- und der
GO-Phase des Zellzyklus vor. NHEJ hat im Gegensatz zur HR eine hohe Fehleranfalligkeit
[114, 115]. Nicht reparierte DSBs kénnen zu Mutationen, Krebs oder Zelltod fuhren. Als
Marker fur DSBs dienen z.B. die Phosphorylierung des Histons H2AX an Serin 139

27



Einleitung

(5139; p-S139-H2AX = yH2AX) und die Bildung von Foci mit dem p53 Bindeprotein 53BP1
[116-118].

1.3.2 Replikativer Stress

Replikativer Stress entsteht wahrend der DNA-Replikation durch DNA-Lasionen, durch
Limitierung von DNA- und Chromatinkomponenten, wie Nukleotiden, Histonen und
Histonchaperonen oder durch andere Ursachen, die das Fortschreiten der
Replikationsgabel behindern [119, 120]. Zusatzlich kénnen im Menschen sogenannte
,empfindliche DNA Loci“ (fragile sites) replikativen Stress verursachen. Fragile sites werden
in spat- und fruh-replizierende fragile sites (common fragile sites, CFS; early replicating
fragile sites, ERFS) unterteilt [121, 122]. CFS haben wenig aktive Replikationsurspringe,
was dazu fihrt, dass an diesen Stellen vermehrt blockierte DNA-Polymerasen auftreten
[123].
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Abb. 1.6: Hemmung der Synthese von dNTPs mittels Hydroxyurea. Die reversible Umwandlung von
Nukleotidtriphosphat (NTP) in Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP) wird durch die Ribonukleotidreduktase
katalysiert. Dabei wird tiber Reduktion die 2"-Hydroxylgruppe am NTP entfernt und durch ein Wasserstoffatom
ersetzt, wobei NADPH als Reduktionsmittel dient.

Hydroxyurea wurde friher als Standardmedikament gegen Leuk&mie verwendet [124, 125].
Das Medikament bewirkt hdmatologische, jedoch keine zytogenetischen Remissionen,
weshalb es heute nur zur initialen Zytoreduktion eingesetzt wird [126]. Molekular hemmt
Hydroxyurea die Ribonukleotidreduktase (RNR), die fir die Synthese der
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) verantwortlich ist (Abb. 1.6). Wahrend der
DNA-Replikation fihrt der Mangel an dNTPs zum Arrest der Zellen in der G1/S-Phase.
Zusatzlich kommt es zu DSBs, die durch den Zusammenbruch von blockierten
Replikationsgabeln entstehen und mithilfe der HR repariert werden [127-131]. Hydroxyurea
ist weiterhin eine der am meisten eingesetzten Substanzen, um definiert replikativen Stress
zu induzieren [127, 128, 132].
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1.3.3 DNA-Schadensantwort

Die zellulare DNA-Schadensantwort (DNA damage response, DDR) beginnt mit der
Erkennung von DNA-L&sionen mithilfe von DNA-Schadenssensoren. Die Detektion von
DSBs I6st eine Signalkaskade aus, die letztendlich zum Zellzyklusarrest, zur
DNA-Reparatur oder bei irreparablem DNA-Schaden zur Apoptose fuhrt. Schliisselrollen
bei der DDR Ubernehmen folgende drei Signalproteine: ATM (ataxia-telangiectasia
mutated) [133-135], ATR (ATM-Rad3-related) und DNA-PKcs (DNA-dependent protein
kinase, catalytic subunit) [136]. Diese drei DNA-Schadenssensoren werden der Familie der

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3Ks) zugeordnet [137].

DNA-PKcs bildet bei DSBs ein aktives Heterotrimer mit KU70-KU80, wodurch die
DNA-Reparatur uber die NHEJ initiiert wird. ATM wird durch den MRN-Komplex
(MRE11-RAD50-NBS1) zum DSB rekrutiert und durch Autophosphorylierung am Ser1981
aktiviert, woraufhin die zuvor inaktiven ATM Homodimere in ihre Monomere dissoziieren
[138]. Aktives ATM bindet an den MRN-Komplex und phosphoryliert downstream
Zielproteine wie CHK2 (checkpoint kinase 2) an Threonin 68 (T68), Histon H2AX an S139
oder p53 an S15 [139-143]. Im Gegensatz zu ATM, das primar durch DSBs aktiviert wird,
findet die Aktivierung von ATR in jeder replizierenden Zelle statt. Das bedeutet, dass ATR
hauptséachlich nach replikativem Stress durch blockierte Replikationsgabeln, die vor allem
an einzelstrangiger DNA entstehen, aktiviert wird [144-146]. Einzelstrangige DNA entsteht,
wenn bei der Replikation trotz angehaltener DNA-Polymerase (aufgrund von dNTP-Mangel
oder DNA-Lé&sionen) die DNA durch die DNA-Helikase weiter entwindet wird [119, 147].
Auch eine Endresektion von DSBs durch Nukleasen kann zur Entstehung von
einzelstrangiger DNA flhren [148]. Aktives ATR phosphoryliert seinerseits CHK1
(checkpoint kinase 1) an S317 oder S345, H2AX an S139 und p53 an S15 [139, 149-154].

Die Aktivierung von ATR ist in Abb. 1.7 dargestellt. Im ersten Schritt erfolgt die Erkennung
von einzelstrangiger DNA durch RPA (replication protein A) [148]. Der Komplex aus RPA
und einzelstrangiger DNA (ssDNA-RPA) l6st die Rekrutierung von weiteren DDR Proteinen
aus. ATR bindet mithilfe von ATRIP (ATR-interacting protein) an ssDNA-RPA [145, 155].
Dies fuhrt zur trans-Phosphorylierung von ATR an T1989 [133, 156], was jedoch noch keine
vollstandige Aktivierung von ATR bewirkt [147, 157-159]. ATRIP beeinflusst auch die
Stabilitaét von ATR [160]. Der heterotrimere ringférmige Komplex aus RAD9-HUS1-RAD1
(9-1-1) wird zur DNA-Schadensregion rekrutiert. Der clamp loader RAD17-RFC
(RAD17-replication factor C) bildet eine 5’ Primer Verbindung an doppelstrangiger DNA,
was fur ssDNA-RPA charakteristisch ist [161]. Im nachsten Schritt [adt RAD17-RFC den
9-1-1-Komplex auf die DNA [162]. Der 9-1-1-Komplex ist fur die Regulation von ATR durch
die Rekrutierung des allosterischen Aktivators TOPBP1 (topoisomerase binding protein 1)
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verantwortlich. TOPBP1 bindet an den 9-1-1-Komplex und an ATR, wodurch ATR
vollstandig aktiviert wird [163-166]. CHK1 als eines der wichtigsten downstream Zielgene
von ATR kontrolliert durch Phosphorylierung von CDKs (cyclin-dependent kinases) den
Zellzyklus [149, 151, 167]. Exzessive Aktivierung von Replikationsurspringen und daraus
resultierende DNA-Strangbriiche durch eine Erschopfung des RPA Pools werden ebenfalls
durch ATR verhindert [128, 168-170]. Aber auch ATM kann die Aktivierung von
Replikationsurspriingen hemmen sowie Zellzyklusarrest und DSB-Reparatur tber HR
auslosen [149].

— GDEDED— >

9-1-1

Stabilitat und Restart
der Replikationsgabel

Origin firing
verlangsamt
Zellzyklusarrest
Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Aktivierung von ATR. ATR-ATRIP und RAD17-RFC2-5 werden
zum ssDNA-RPA-Komplex rekrutiert. ATRIP bindet an RPA, wodurch ATR an T1989 trans-phosphoryliert wird.
RAD17-RFC2-5 sorgt dafur, dass der 9-1-1-Komplex auf die DNA geladen wird. 9-1-1 rekrutiert den ATR-
Aktivator TOPBP1 zur DNA-Schadensregion. Die Bindung von TOPBP1 an 9-1-1 sowie an ATR lost die
Phosphorylierung von ATR downstream Zielproteinen, wie von CHK1, aus. Die Aktivierung von ATR durch
replikativen Stress oder DNA-Léasionen fihrt zur Hemmung der Aktivierung von DNA-Replikationsurspriingen

(Origin  firing), zum Zellzyklusarrest sowie zur Stabilisierung und zum Neustart der blockierten
Replikationsgabel; modifiziert nach [149]

Dies zeigt, dass ATM, ATR und ihre nachgeschalteten Kinasen CHK1/CHK2 mafgeblich
an der Erhaltung der Genomstabilitat beteiligt sind. ATM Mutationen fiihren beim Menschen
zur Ataxia telangiectasia (A-T) Erkrankung. A-T Patienten weisen eine erhéhte genomische
Instabilitdt und somit ein erhdhtes Risiko der Krebsentstehung auf [135]. Mutationen im

ATR-Gen verursachen im Menschen eine seltene und schwerwiegende
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Entwicklungsstorung, namens Seckelsyndrom [171]. Zudem kénnen ATR Mutationen (loss
of function) das Tumorwachstums von Melanomen férdern [172]. Ein Verlust von ATR
sensitiviert Zellen gegentber replikativen Stress, fuhrt zu Defekten an Zellzyklus-
Kontrollpunkten sowie zu Chromosomenabberationen [121, 173, 174]. Dauert die
Aktivierung der DDR durch kontinuierlichen replikativen Stress an, so fuhrt dies in der Zelle
zu einem Zustand eines irreversiblen Zellzyklusarrests, oder zu zelluldarer Seneszenz
[175, 176]. Eine Deletion von ATR wirkt sich in der frihen Embryonalentwicklung von
Mausen letal aus. Dies liegt an dem Verlust von genomischer Integritat [177]. Allerdings
kann eine Uberexpression von RRM2 (ribonucleotide reductase M2) ein ATR-Defizit
teilweise ausgleichen [178, 179]. Dies spricht fur eine kritische Rolle von ATR im
Nukleotidhaushalt. Zu den Substraten von ATM, ATR und DNA-PKcs zahlen auch
DNA-Reparaturproteine. So kénnen NBS11, BRCA1 und c-ABL von ATM phosphoryliert
werden [180-184]. Die katalytische Untereinheit DNA-PKcs kann ebenfalls c-ABL
aktivieren. Aktives c-ABL kann wiederum RAD51 aktivieren, ein essentieller Faktor der HR,
oder Uber p73 Apoptose induzieren [185-187]. Insgesamt kdnnen die drei Signalproteine
Uber 700 Proteine aktivieren, die in der Regulation von Zellzyklusarrest, Zelltod oder DNA-
Reparatur involviert sind [135, 188, 189]. Neben spezifischen Zielgene, besitzen ATM und
ATR auch Uberlappende Zielgene. Folglich kénnen beide Signalwege nicht strikt
voneinander getrennt werden. Auch die Prozessierung von dem DSB-Schadensbereich
und der Zusammenbruch der blockierten Replikationsgabeln kénnen die Aktivierung der
jeweils anderen Kinase auslésen. Ebenso gibt es Studien, die zeigen, dass ATM nach

replikativem Stress direkt von ATR phosphoryliert werden kann [190, 191].

Wird die DDR durch DSBs oder blockierte Replikationsgabeln aktiviert, so kbnnen ATM,
ATR und DNA-PKcs das Histon H2AX in direkter Umgebung des DNA-Schadens
phosphorylieren [116, 117, 139]. Weitere Faktoren wie Artemis, 53BP1 und MDC1
(mediator of DNA damage checkpoint protein 1) werden durch ATM und ATR ebenfalls
aktiviert. Die Interaktion von MDC1 und yH2AX flhrt zur Stabilisierung von ATM und dem
MRN-Komplex am DSB. Dadurch wird das Chromatin so strukturiert, dass eine
Rekrutierung und Anlagerung von weiteren DDR-Faktoren und DNA-Reparaturproteinen an
die DNA-Schadensregion erleichtert wird. yH2AX stellt somit nicht nur einen Marker fir
DSBs dar, sondern ermdglicht als Vermittler der DDR auch eine effiziente Reparatur und
Signalweiterleitung [149, 152, 189, 192, 193].

Defekte in der DDR kdnnen zu Genom- und Epigenominstabilitat fuhren, die letztendlich
die Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen, Immundefizienzen sowie Krebs
fordern [194-196]. Epigenetische Regulatoren, wie HATs und HDACSs, spielen eine wichtige
Rolle in der DDR wund der DNA-Reparatur. Diese Enzyme sind oft in
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DNA-Schadensregionen vorzufinden [197]. So férdert z.B. durch TIP60 acetyliertes Histon
H2AK15 die DSB-Reparatur mittels HR. Dabei verhindert H2AK15ac die Ubiquitinylierung
von der E3 Ubiquitin Ligase RNF168, wodurch die Rekrutierung von 53BP1 gehemmt wird
[198]. Unter den HDACSs spielen insbesondere HDAC1 und HDAC2 eine zentrale Rolle in
der DDR. Dabei sind sie z.B. in der Regulation der Acetylierung von Histon H3K56 und
Histon H4K16 involviert. HDAC1 und HDAC2 werden rasch zur Schadensregion rekrutiert,
um die DSB-Reparatur mittels NHEJ durch Deacetylierung von H3K56 und H4K16 zu
fordern. Demnach fuhrt eine Depletion von HDAC1 und HDAC2 zu einer Sensitivierung von
Zellen gegeniber IR aufgrund von defizienter DSB-Reparatur (NHEJ) und anhaltendem
DNA-Schaden [199]. HDACi kdnnen in soliden Tumorzellen und in Leukamiezellen die
Reparaturkapazitat unterdriicken, u.a. durch reduzierte Expression oder posttranslationale
Modifikation von essentiellen Reparaturproteinen, wie KU70/80 in NHEJ oder
RAD50/RADS51 in HR [200-204]. Weitere Beispiele fur Effekte auf die DDR durch HDACI
und/oder Chemotherapeutika in verschiedenen Krebsarten sind in Tab. 1.3 aufgefuhrt.

Tab. 1.3: Effekte auf DDR durch HDACi (modifiziert nach [205])

Abkiirzungen: c.t., Kombinationsbehandlung; IR, ionisierende Strahlung; IRI, ionisierende Strahlung induzierte;
ROS, reaktive Sauerstoffspezies; s.c., subkutanes Xenograft Tumor Model; Ara-C, Cytarabin; DR,
Daunorubicin; 5-FU, 5-Fluorouracil; OS, Osteosarkom; RMS, Rhabdomyosarkom; MM, Multiples Myelom. (-)
Abnahme und (+) Zunahme des Levels.

Target HDACI getestete Effekte auf DDR Referenzen
HDACs Krebsart
Klasse SAHA OS/RMS, MM, | IR Sensitivitat; (-) HR und NHEJ | [200, 201,
I Prostata/Gliom, | Proteine, z.B. RAD50, KU70; 203, 206,
Lunge, (+) IRI yH2AX Foci; (-) IRI HR 207]
Melanom und NHEJ Proteine, z.B.
RAD51, KU80
Klasse | | FK228 Eierstock (+) yH2AX/RAD51/53BP1 Foci [208]
mit Cisplatin c.t., und im s.c.
Lunge IR Sensitivitat; (+) IR-yH2AX [209]
Klasse Belinostat | Schilddriise (+) yYH2AX/ROS; (-) KU70/80 [210]
I/ und RAD51; (+) yH2AX im s.c.
Niere (+) yH2AX/ROS mit 5-FU c.t. [211]
und im s.c.
Klasse LBH589 | Lunge, Blase IR Sensitivitat; (+) IR-yH2AX; (-) | [212, 213]
1 MRE11/NBS1/RAD51 Protein
Leukamie (+) yH2AX; (-) DNA-Reparatur- [214]
(AML) proteine/Signalkaskade, z.B.
BRCA1, CHK1, RAD51 mit
Ara-C oder DR c.t.

Meine Arbeitsgruppe hat aufgedeckt, dass HDAC1 und HDAC2 auch in Darmkrebszellen
fur die replikative Stressantwort und somit fur die Erhaltung der Phosphorylierung von ATM
und CHK1/2 essentiell sind. HDAC1 und HDAC2 hemmen die Expression von PR130, einer
regulatorischen Untereinheit der PP2A (protein phosphatase 2 regulatory subunit A)

Phosphatase. Die Applikation von MS-275 sensitiviert Darmkrebszellen gegeniber
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Hydroxyurea, indem es die Expression von PR130 und somit die Dephosphorylierung von
ATM, CHK1 und CHK2 férdert. Eine genetische Elimination von PR130 fuhrt zum
Verlangsamen der G1/S Transition und zur Zunahme an p-CHK1, RPA Foci und
DNA-Schaden nach Hydroxyurea Behandlung. Die Folge ist eine Induktion von Apoptose

sowie eine Reduktion des HR-Reparaturproteins RAD51.

1.3.4 Inhibitoren gegen Checkpoint-Kinasen

Die Checkpoint-Kinasen ATR und CHK1 nehmen in der DDR eine Schlusselrolle ein. Die
DDR dient dazu bei DNA-Schéadigung durch Regulation von Zellzyklus, DNA-Reparatur und
Apoptose die DNA-integritat aufrechtzuerhalten und so die Transformation von Zellen zu
verhindern [215]. Wie bereits erwahnt, gilt replikativer Stress aufgrund der Erzeugung von
ssDNA als Hauptausloser des ATR-CHK1 Signalwegs. Es wird berichtet, dass die
Aktivierung von Onkogenen, wie MYC, BCR/ABL oder FLT3/ITD, durch Induktion von
Replikationsstress ein verandertes Expressionsmuster von DDR-Proteinen hervorruft. In
Tumorzellen kann haufig eine Hyperaktivierung von DDR-Proteinen beobachtet werden,
wodurch die Zellen der hohen Proliferationsrate gerecht werden. Ein Beispiel dafir, ist die
Induktion von ATR und CHK1 in MYC-abhéangigen B-Zell-Lymphomzellen [216-218]. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass ATR und CHK1 BCR/ABL-positive Leukamiezellen vor der
Zytotoxizitat von Cross-linking Agenzien, wie Mitomycin, schitzen, indem sie die
Zellzyklusprogression verlangsamen und der Zelle ermdglichen die induzierten DSBs zu
reparieren [219]. Deshalb werden ATR und CHK1 in der Krebstherapie als
vielversprechende Zielgene betrachtet. Aufgrund der zentralen Rolle in der DDR, wurden
verschiedene Inhibitoren gegen Checkpoint-Kinasen entwickelt, um spezifisch die
Mechanismen zu hemmen, die von Tumorzellen als Antwort auf DNA-schadigende
Substanzen aktiviert werden [220]. Anfangs wurden diese Inhibitoren entwickelt, um
Tumore und Leukamien mit mutiertem p53 zu behandeln, weil sie einen defekten G1/S
Checkpoint besitzen. Danach wurden diese Art von Inhibitoren auch auf Krebsarten mit

wildtypischem p53 ausgeweitet [221, 222].

Als erster selektiver ATRiI sensitivierte VE-821 Leuk&miezellen gegeniiber IR [223, 224].
Die Verwendung von ATRi in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika
(IR, Gemcitabin, PARPI, Topoisomerase I-Inhibitor, Etoposid, Oxaliplatin) in vitro und in vivo
bestatigten die gesteigerte Anti-Tumoraktivitat in zahlreichen Tumorarten [225-227].
MK-8776 ist ein selektiver CHKZ1i, der sich aktuell in klinischer Entwicklung befindet. Dieser
CHK1i zeigte in verschiedenen Tumorarten ebenfalls eine Chemosensitivierung, was auf
der erhdhten Menge an DSBs beruht. Derzeit wird MK-8776 in Phase Il der klinischen

Studien in Kombination mit diversen Chemotherapeutika weiter untersucht [228-231].
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AulRerdem sensitiviert MK-8776 AML Zellen gegentiber dem HDACIi SAHA unabhangig vom
mutierten p53 Status. Dabei wird der Intra-S Checkpoint aufgehoben, Proteine der
DNA-Replikation und Reparatur herunterreguliert und dadurch mehr yH2AX generiert und
Apoptose eingeleitet [231].

1.4 Zellzyklus

In Eukaryoten kann der Zellzyklus in zwei Perioden unterteilt werden, in die Interphase und
die Mitose. Die Interphase ist gekennzeichnet durch Zellwachstum und
Stoffwechselaktivitat. Auf die Interphase folgt die Mitose, die Phase der Kernteilung
(Karyokinese), welche sich weiter in Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase
untergliedern lasst. In der Mitose findet eine Verdopplung des Chromosomensatzes sowie
dessen Verteilung auf die Zellkerne der potentiellen Tochterzellen statt. Anschlie3end
kommt es zur Teilung der Zelle in zwei Tochterzellen (Zytokinese) [232]. Die Interphase
kann weiter in die G1-Phase (gapl), S-Phase (Synthese) und G2-Phase (gap2) unterteilt
werden (Abb. 1.8). Der Ubergang von der einen in die nichste Phase ist abhangig von der
korrekten Zellzyklusprogression und dem Abschluss der vorherigen Phase. Bevor die Zelle
in die S-Phase Ubergeht, durchlauft sie den Restriktionspunkt. An diesem Checkpoint
(G1-S) wird entschieden, ob der Zellzyklus weiter durchlaufen wird oder ob die Zelle in die
GO-Phase eintritt. Dabei gehen nur Zellen, die die Teilung temporar oder reversibel
gestoppt haben, in die GO-Phase, einen Zustand der Quieszenz (Ruhe), Uber. Die terminale

Differenzierung von Zellen findet ebenfalls aus der GO-Phase heraus statt [232].

Cyclin B
COKA1 Spindel Assembly Checkpoint.
Chromosomen Haftung an Spindel
G2/M Checkpoint:
ZellgroRe -
DNA-Replikation M 2
Cyclin A /-. ¢ /——-1\\ ¥~ CyclinD
coK1 A COK6 G1 Checkpoint:
G2 A ZellgroRe
4 ) Nahrstoffe
®|61v] DNA-Schaden

' Wachstumsfaktoren

N/

/'/)’ ”’
/ y Cyclin D
= /\/ CoKs
A
G1-S Checkpoint:
Cyclin A /\ &_/ ZellgroRe

CDK2 Nahrstoffe
CyclinE DNA-Schaden
[ Intra-S-Phase Checkpoint: J CDK2 Wachstumsfaktoren

DNA-Schaden
DNA-Replikation

Abb. 1.8: Schematische Darstellung des Zellzyklus und dessen Regulation. Der Zellzyklus wird unterteilt
in die G1-, S-, G2-Phase und die Mitose (M). Die Zelle kann in den Ruhezustand (GO) eintreten. Die Regulation
des Zellzyklus erfolgt tiber Cyclin-CDK Komplexe. Diese werden in jeder Phase durch bestimmte Checkpoints
kontrolliert. Die Checkpoints kénnen durch verschiedene Faktoren aktiviert werden; modifiziert nach [233].
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Eine zentrale Rolle im Zellzyklusprozess nehmen CDKs ein. Diese bilden Komplexe mit
Cyclinen. CDKs werden durch Cycline phosphoryliert, aktiviert und stabilisiert. Sie sind
verantwortlich fur die G1-S und G2-M Transition. Die Expression der Cycline wird durch
zahlreiche Transkriptionsfaktoren, wie p53, p21 und CDC25, reguliert. CDKs kénnen nach
Aktivierung bestimmte nachgeschaltete Proteine, wie pRb (retinoblastoma protein) und
E2F, phosphorylieren. In jeder einzelnen Zellzyklusphase werden bestimmte CDKs und
Cycline exprimiert und aktiviert. Die Cyclin-CDK Komplexe werden durch bestimmte
Checkpoints reguliert (Abb. 1.8). Diese Checkpoints werden u. a. durch beschadigte DNA
oder unvollstandig abgelaufene DNA-Replikation aktiviert. Es folgt eine Hemmung der
CDK-AKktivitat, was zur Verzogerung der Zellzyklusprogression fiihrt, bis die DNA-Reparatur
erfolgt oder die DNA-Replikation abgeschlossen ist. Die Inaktivierung der CDKs erfolgt
durch Ubiquitinierung und Abbau von Cyclinen [167, 232, 234, 235].

1.5 Apoptose

Apoptose ist ein streng regulierter physiologischer Prozess, wodurch geschadigte Zellen
durch programmierten ,Selbstmord® beseitigt werden. Geschadigte Zellen kdnnen u.a.
durch Mutationen, virale Infektionen oder durch Gentoxine entstehen [236]. Diese Form des
programmierten Zelltodes geschieht zum Schutz des Gesamtorganismus. Die Apoptose
spielt bei vielen verschiedenen physiologischen Prozessen eine grof3e Rolle. Dazu zahlt
die embryonale Entwicklung, die Differenzierung von Organen, die Entwicklung des
Immunsystems, sowie die Aufrechterhaltung der Zellhomdostase [237, 238]. Eine
Fehlregulation der Apoptose kann zu malignen Entartungen oder Autoimmunerkrankungen
fuhren [239]. Morphologisch lassen sich apoptotische Zellen durch Kondensation des
Chromatins, Blasenbildung der Membran, Verringerung des Zellvolumens, sowie durch
Fragmentierung der DNA charakterisieren. Die intakten Organellen und die durch
Endonukleasen fragmentierte DNA werden in Vesikel (apoptotische Korperchen) verpackt
und durch Phagozytose ohne Entziindungsreaktion beseitigt. Die Apoptose kann entweder
tber den intrinsischen mitochondrial vermittelten Signalweg oder Uber den extrinsischen
Rezeptor-vermittelten Signalweg stattfinden. Die Induktion von Apoptose kann durch
DNA-Schaden infolge von physikalischen/chemischen Noxen oder durch eine nicht korrekt
verlaufende Zellteilung erfolgen. Beide Signalwege flhren zu einer Aktivierung von
Initiatorcaspasen mittels Oligomerisierung und Spaltung. Die Initiatorcaspasen aktivieren
ihrerseits Effektorcaspasen. Diese sind sowohl fiir den Abbau von Zellbestandteilen, als
auch indirekt fur die Fragmentierung der DNA verantwortlich [236, 240]. Der apoptotische
Prozess wird entsprechend in eine Initiator-, eine Effektor- und eine Degradationsphase

unterteilt [241]. Im Folgenden wird ndher auf den intrinsischen Signalweg eingegangen.
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1.5.1 Intrinsischer Apoptoseweg

Eine Induktion des intrinsischen Wegs (Abb. 1.9) durch ein Stresssignal hat zunachst eine
Veranderung der Permeabilitat der &uReren Mitochondrienmembran (mitochondrial outer
membrane permeabilisation, MOMP) zur Folge. Die Regulation dieser Art der
Apoptoseaktivierung erfolgt durch die Proteine der BCL-2 (B-cell lymphoma 2) Familie. Die
BCL-2 Mitglieder lassen sich nach ihrer Funktion in pro- und anti-apoptotische Proteine
unterteilen. Die pro-apoptotischen Faktoren lassen sich in Proteine mit Multi-Domanen, wie
BAX und BAK, sowie in Proteine mit einer BH3-only (BCL2 homology 3 only) Domane
unterteilen. Zu den Pro-apoptotischen BH3-only Proteinen zéhlen u.a. BAD, BIM (B cell
lymphoma 2 interacting mediator of cell death), PUMA und NOXA. Anti-apoptotische
Faktoren sind BCL-2, BCL-XL und MCL-1 [242, 243]. Diese hemmen die Freisetzung von
Cytochrom c, indem sie durch Interaktion die Aktivierung von BAX und BAK blockieren. Die
BH3-only Proteine agieren oft upstream von BAX und BAK. lhre Aktivitat ist streng reguliert
durch diverse transkriptionelle und posttranslationale Mechanismen [244, 245]. Als
Effektorproteine konnen die pro-apoptotischen BCL-2 Proteine BAX und BAK das
mitochondriale Membranpotential (¢ym) und somit die MOMP direkt beeinflussen. Eine
Aktivierung von BAX im Zytosol fuhrt zu dessen Konformationsanderung und Translokation
in die aulRere Mitochondrienmembran. Es kommt zur Oligomerisierung des Proteins und
folglich zur Porenbildung in der &uf3eren Mitochondrienmembran. Der Anstieg der MOMP
fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium [242, 246]. Das
ausgeschuttete Cytochrom c bildet mit APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1) und
Pro-Caspase 9 einen Komplex, das Apoptosom. In diesem findet die ATP-abhéngige
Autoaktivierung der Pro-Caspase 9 durch Proteolyse statt [247, 248]. AnschlieBend aktiviert
die aktive Caspase 9 eine Kaskade von Effektorcaspasen, wie die Caspase 3, welche Uber

CAD (caspase-activated DNase) die Fragmentierung der DNA auslést [249, 250].

Aus dem Mitochondrium werden neben Cytochrom c auch weitere pro-apoptotische
Regulatoren wie Diablo, AIF (apoptosis inducing factor), HtrA2 (high temperature
requirement A2) und EndoG (endonuclease G) freigesetzt [251, 252]. DIABLO und HTRA2
tragen zur Inaktivierung der Inhibitoren der Apoptose (IAPs, inhibitors of apoptosis), wie z.B
von Survivin oder XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) bei [252, 253] [254-256]. AlF und
EndoG hingegen sind an einer Caspase-unabhéngigen Fragmentierung der DNA im
Zellkern beteiligt [257, 258]. In nicht-apoptotischen Zellen binden anti-apoptotische
Proteine an pro-apoptotische Proteine (BCL-2 an BAX; BCL-XL und MCL-1 an BAK) und
verhindern so die Porenbildung in der aufReren Mitochondrienmembran [259-261]. Bei
zytotoxischen Signalen werden pro-apoptotische BH3-only Faktoren (NOXA, BIM) aktiviert.
Diese sind in der Lage anti-apoptotische Proteine, wie MCL-1 und BCL-XL, zu

neutralisieren. Dabei kann z.B. NOXA an MCL-1 binden und dessen proteasomalen Abbau
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aktivieren, sodass BAK aus der Bindung mit MCL-1 entlassen wird. BAK kann jedoch erst
dann Apoptose auslésen, wenn auch BCL-XL durch andere BH3-only Proteine (BIM, BAD)
neutralisiert wird [261-263]. Somit kdnnen je nach Stresssignal und Zelltyp unterschiedliche

Faktoren die Apoptose einleiten.

Stresssignal
Pro-apoptotische

Fakt
Anti-apoptotische aktoren

Faktoren |

[— (=] — (s

Effektor-
Caspasen | —» Apoptose
3,6, 7

Abb. 1.9: Intrinsischer Apoptoseweg. Der intrinsische Weg wird durch Freisetzung von mitochondrialem
Cytochrom c (Cyto c) initialisiert und Uber pro- und anti-apoptotische Proteine reguliert. Das Apoptosom, ein
Komplex aus Cyto ¢, Pro-Caspase 9 und APAF-1 [6st eine Signalkaskade von Effektorcaspasen aus, die zur
Spaltung und Degradation von Proteinen und der DNA fihrt.

Eine Fehlregulation von Apoptose kann durch Zusammenbruch des Gleichgewichts
zwischen Proliferation, Uberleben und Zelltod die Entwicklung von Tumoren und Leukamien
fordern. Es gibt Studien, die zeigen, dass die Fahigkeit von Krebszellen Apoptose zu
umgehen maf3geblich zu deren Wachstum beitragt [69]. Tumoren, die Veranderungen in
Apoptose regulierenden Proteinen aufweisen, sind oft resistent gegeniber
Chemotherapeutika [264]. So fihrt ein Knock-down von MCL-1 in Zellen aus Multiplen
Myelomen zu einer verminderten Uberlebensrate [265]. In der AML Zelllinie HL-60 wird
durch einen Knock-down von XIAP, einem endogenen Caspase-Inhibitor, der Ara-C
(Cytarabin) induzierte Zelltod verstarkt. Ara-C ist ein Zytostatikum, das vor allem zur
Behandlung von AML und ALL bei Kindern und Erwachsenen eingesetzt wird [266]. Mit
diesen Daten Ubereinstimmend, verhindert eine Uberexpression von XIAP in Jurkat Zellen
(akute T-Zell Leukamie) eine Aktivierung der beiden Apoptosewege [267]. Zuséatzlich gibt
es Studien, die zeigen, dass eine starke Expression von Survivin und XIAP in padiatrischen

AML Patienten mit einer geringen Uberlebensrate korreliert [268].
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1.6 Nekrose

Die Nekrose stellt eine weitere Form des Zelltodes dar, die im Gegensatz zur Apoptose
Caspase-unabhéangig verlauft. Ursachen koénnen mechanische Verletzungen oder
schadigende Einflisse, wie Nahrstoffmangel, Sauerstoffmangel oder physikalische/
chemische Noxen sein. Im Verlauf der Nekrose kommt es zum Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials, wodurch die Zellmembran permeabel wird. Anschwellen der
Zellorganellen, Zerstorung der Plasmamembran und ein Abbau der DNA sind die Folgen.
Durch das unkontrollierte Platzen der Zelle werden die intrazellularen Komponenten in die
Umgebung der Zelle freigesetzt, was eine Entziindungsreaktion auslost. Ein weiteres
Charakteristikum der Nekrose stellt die Aktivierung der Proteasen Calpain und Cathepsin
dar [269-271]. Bisher galt die Nekrose als nicht-regulierte pathologische Form des
Zelltodes. Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, dass dem Ablauf der Nekrose auch
ein programmierter Vorgang zugrunde liegt [272].

1.7 Autophagie

Als Autophagie wird ein regulierter Lysosom-abhangiger Degradations- und
Recyclingprozess der Zelle bezeichnet. Dabei werden geschadigte, fehlgefaltete oder nicht
mehr bendétigte Proteine und Zellkomponenten abgebaut und wiederverwertet [273]. Es
wird zwischen drei Formen der Autophagie unterschieden, der Chaperon-vermittelten
Autophagie (chaperon-mediated autophagy, CMA), der Mikroautophagie und der
Makroautophagie [274]. Bei der CMA werden Substrate, die eine spezifische
KFERQ-Sequenz aufweisen, von dem zytosolischen Chaperon HSC70 (heat shock
cognate 70), selektiv erkannt und gebunden. Diese werden gezielt zu den Lysosomen
Uberfihrt und an den lysosomalen Rezeptor LAMP2A (lysosome-associated membrane
protein type 2A) gebunden. Anschlielend werden die Substrate durch Entfaltung in das
Lumen des Lysosoms transloziert, wo sie durch saure Hydrolasen verdaut werden [275].
Bei der Mikroautophagie wird nur ein kleiner Teil des Zytoplasmas durch lysosomale
Membran umschlossen und abgebaut [273]. Die Makroautophagie stellt die Form der
Autophagie dar, die dem allgemeinen Bild des Vorgangs entspricht (Abb. 1.10). Im
Folgenden bezieht sich der Begriff Autophagie daher auf Makroautophagie.

Der Prozess der Autophagie ist in die Schritte Initiation, Elongation, Maturation, Fusion,
sowie Degradation und Recycling aufgeteilt. Bei der Autophagie werden zytosolische
Komponenten von einer Doppelmembran, der Isolationsmembran, auch Phagophore
genannt, umgeben. Nach Abschluss dieser Membran spricht man auch von
Autophagosomen. Diese fusionieren im Anschluss mit Lysosomen zu Autolysosomen.

Darin wird der zellulare Inhalt (Cargo) durch saure Hydrolasen abgebaut und die
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chemischen Grundbausteine fir eine Wiederverwertung und Biosynthese freigesetzt [273].
Auf diese Weise ist es mdglich, die Nahrstoff- und Energiehomdostase der Zellen
aufrechtzuerhalten. Neben der Induktion von Autophagie durch Nahrstoffmangel oder
zellularen Stress, wie DNA-Schaden, findet in den Zellen auch ein basales MalR an
Autophagie statt. Genetische Analysen in Saugetieren haben gezeigt, dass Autophagie in
vielen verschiedenen physiologischen Prozessen, wie der Embryogenese, der
intrazellularen Qualitatskontrolle oder der Tumorsuppression eine wichtige Rolle spielt
[273, 276, 277].

Im Folgenden wird naher auf die einzelnen Schritte der Autophagie eingegangen
(Abb. 1.10). Die Autophagie wird Uber das Enzym AMPK (Adenosin-Monophosphat
aktivierte Proteinkinase) initialisiert. Dabei hemmt die Kinase den mTOR (mammalian target
of Rapamycin) Komplex [278]. Dadurch wird auch die Blockierung vom ULK1
(unc-51-like-kinasel) Komplex durch mTOR aufgehoben. AMPK aktiviert auf diese Weise
nicht nur den ULK1l Komplex, sondern gleichzeitig auch eine Kaskade weiterer
ATG-Proteine (autophagy-related genes) [279-281]. ATG-Proteine gehoren zu einer hoch
konservierten Proteinfamilie, die in Saccharomyces cerevisiae entdeckt wurde [282].

LC3 Konjugationssystem
Pro-LC3

1 ATG4

r--» LC3-
PE ATGT
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BCL-XL
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T
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der Makroautophagie. Der Autophagieprozess ist in die Schritte
Initiation, Elongation, Maturation, Degradation und Recycling untergliedert. Die Bildung der Isolationsmembran
(Phagophore) wird durch Interaktion von mehreren Komplexen und Faktoren (ULK1, Klasse Il1-PI3K, Beclinl)
initiiert. Die Isolationsmembran umschliet die zu abbauenden zytosolischen Zellkomponenten. Das
Autophagosom fusioniert mit dem Lysosom zum Autolysosom. Die sauren Hydrolasen bauen den Zellinhalt ab,
sodass die chemischen Grundbausteine recycelt werden. Die verschiedenen Komplexe kdnnen durch diverse
Faktoren inhibiert werden. Die Fusion kann pharmakologisch durch Chloroquin oder Bafilomycin A gehemmt
werden. In dem LC3 Konjugationssystem wird LC3 mithilfe von ATG-Proteinen und Phosphatidylethanolamin
(PE) zu LC3-I/ll konvertiert; modifiziert nach [283, 284]
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Der ULK1 Komplex rekrutiert weitere Faktoren, wie den Klasse I1I-PIS3K Komplex. Der
Klasse IlI-PI3K Komplex besteht aus Beclinl, p150/Vpsl5 und Vps34 (vacuolar protein
sorting 34) mit PISK-Aktivitat. Die Aktivitat von Vps34 kann durch die Interaktion mit Beclinl
verstarkt werden. Beclinl wiederum induziert Autophagie durch Interaktion mit den
Proteinen ATG14, UVRAG, Ambra-1 und BIF-1. Eine Hemmung der Autophagie kann durch
Bindung der anti-apoptotischen Proteine BCL-2 und BCL-XL an Beclinl erfolgen. Bei der
Initialisierung von Autophagie kommt es schlieBlich zur Bildung der mit
Phosphatidylinositol-3-Phosphat  (PI3P) angereicherten Isolationsmembran [285].
Potentielle Quellen fur die Bildung der Isolationsmembran kdnnen Zellkomponenten wie der
Golgi-Apparat, das endoplasmatische Retikulum, das Mitochondrium, Endosomen oder die
Plasmamembran sein [286]. Zytosolische Substrate werden von dieser Isolationsmembran
umgeben. Fir die Elongation der Isolationsmembran werden weitere Faktoren rekrutiert.
Dabei spielen die Konjugationssysteme von LC3 (light-chain 3) und ATG5-ATG12-ATG16
eine essentielle Rolle. Der ATG5-ATG12-ATG16 Komplex bindet zusammen mit LC3 an
die Isolationsmembran und fuhrt so zu einer Dehnung und dem Verschluss der Membran
bis hin zur Bildung des Autophagosoms. Der ATG5-ATG12-ATG16 Komplex ist auch fur
die Umwandlung von zytosol-assoziiertem LC3-1 in die membrangebundene (an
Phosphatidylethanolamin, PE), lipidierte Form LC3-1l verantwortlich. Im Gegensatz zum
ATG5-ATG12-ATG16 Komplex bleibt LC3-1l bis zur Verschmelzung mit dem Lysosom an
dem Autophagosom gebunden [276]. Da LC3 mehrmals im Verlauf der Autophagie
modifiziert wird, kann es als Marker flr den Fortschritt der Autophagie verwendet werden
[287]. Im letzten Schritt der Autophagie fusioniert das Autophagosom mithilfe von
Rab-GTPasen mit Lysosomen zum Autolysosom. Die darin enthaltenen sauren Hydrolasen
verdauen den Inhalt und die innere Membran des Autophagosoms. Daraufhin werden die
chemischen Grundbausteine der Makromolekile (Aminosauren, Lipide, etc.) freigesetzt
und recycelt [276, 288-290].

Im Folgenden wird das LC3 Konjugationssystem (Abb. 1.10) naher erlautert. Im ersten
Schritt spaltet die Cystein-Protease ATG4 den C-Terminus von Pro-LC3 ab. Der exponierte
Glycinrest (G116) wird durch das E1 Ubiquitin-Aktivierungsenzym ATG7 mittels
ATP-Hydrolyse durch Adenylierung aktiviert. Danach wird LC3-I Uber eine Thioesterbriicke
mit ATG7 konjugiert und Uber eine weitere Thioesterbriicke auf das E2 Ubiquitin-
Konjugationsenzym ATG3 Ubertragen. Das LC3-1 wird tUber eine Amidbriicke an die
Aminogruppe von PE gebunden. AnschlieRend bindet das LC3-Il tber den Lipidteil an die
Autophagosomenmembran und vermittelt die Membranelongation. Nach der Fusion wird
LC3-1l durch ATG4 wieder dekonjugiert. Dieser standig ablaufende Zyklus von Konjugation

und Dekonjugation ist fuir die normale Progression der Autophagie wichtig [284].
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FrUher galt die Autophagie als ein unspezifischer Degradationsweg. Nun gibt es Hinweise
darauf, dass die Einlagerung von zytosolischem Material und das SchlieBen der
Isolationsmembran Uber membrangebundenes LC3-Il sowie Uber p62 selektiv vermittelt
werden [291, 292]. Pharmakologische Inhibitoren der Autophagie sind u.a. Chloroquin und
Bafilomycin A. Diese verhindern eine Ansduerung der Autolysosomen, was eine
Akkumulation von Autophagosomen zur Folge hat [293]. Die Rolle von Autophagie in der
Tumorigenese ist umstritten, da es sowohl Hinweise auf eine tumorsuppressive [294-296],
als auch auf eine tumorférdernde Wirkung gibt [297-299]. Einige Studien zeigen, dass
Autophagie unter Stresssituationen zur Genomintegritdit und in Krebszellen zur
Chemoresistenz beitragt. In diesen Fallen fordert Autophagie die Tumorentstehung
und -entwicklung [300, 301]. Andere Studien wiederum legen offen, dass Autophagie in
Krebszellen unter ungiinstigen Bedingungen, wie Hypoxie oder nach Behandlung mit
Chemotherapeutika, Zelltod hervorruft und somit tumorsuppressiv wirkt [302-305]. Auch
HDACI zeigen dabei vielversprechende Resultate. So wird z.B. in Imatinib-resistenten CML
Zellen die tumorsuppressive Wirkung von SAHA durch den lysosomalen Inhibitor
Chloroquin verstarkt [306]. In einer weiteren Studie wird in AML1-ETO-positiven
Leukamiezellen Autophagie durch VPA induziert. Eine Kombinationsbehandlung mit VPA

und Chloroquin hingegen verstarkt die Zelltodinduktion in diesen Zellen [307].
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1.8 Zielsetzung

Neben genetischen Lasionen kdnnen auch epigenetische Aberrationen zum Entstehen und
Fortschreiten von Tumorerkrankungen beitragen. Diese Beobachtung flhrte zur
Entwicklung von pharmakologischen Inhibitoren gegen Histondeacetylasen, welche derzeit
als vielversprechende Krebsmedikamente betrachtet werden. Zahlreiche HDACI befinden
sich in klinischen Studien. Dabei wurden einige HDACi von der FDA bereits zur Therapie
von hamatologischen Erkrankungen sowie von soliden Tumoren zugelassen [68, 81].
Chemotherapeutika werden in der Krebstherapie haufig in Kombinationsschemata
eingesetzt. Auf diese Weise kann im Vergleich zu Monotherapien die Effizienz der
Behandlung erhéht und das Risiko einer Resistenzentwicklung minimiert werden.

In vorherigen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass der Klasse I-spezifische
HDACIi VPA in Kombination mit Hydroxyurea effizient Melanomzellen sowie Tumorzellen
aus der Kopf-Hals-Region abtoten kann [93, 308]. Andere Studien haben wiederum gezeigt,
dass HDACi (VPA/SAHA/TSA) durch eine negative Regulation von Proteinen, die die
Autophagie regulieren, Apoptose in Leukdmiezellen induzieren [309]. Dies erscheint
besonders interessant in dem Kontext der Autophagieinduktion in Tumorzellen unter
Hydroxyurea induziertem Replikationsstress [310]. Eine weitere Studie legte offen, dass
VPA Autophagie induziert und eine Kombinationstherapie mit dem lysosomalen Inhibitor
Chloroquin Autophagie hemmt und Zelltod in AML Zellen ausldst [307]. Diese Beispiele
verdeutlichen, dass Krebszellen mittels HDACI gegeniber Chemotherapeutika sensitiviert

werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zytotoxische Wirkungen des Klasse | HDACi MS-275
und Hydroxyurea auf BCR/ABL-positive CML Zelllinien untersucht. Bis heute ist nicht
abschlieend geklart, wie die Hemmung von HDACs und replikativer Stress in
Leukamiezellen zellulare Prozesse wie Apoptose, Autophagie, Zellzyklusregulations-
prozesse oder DNA-Schadensantworten regulieren. Deshalb war es ein Ziel der
vorliegenden Arbeit molekulare Mechanismen aufzudecken, die der durch HDACI
veranderten Stressantwort in BCR/ABL-positiven CML Zellen zugrunde liegen. Dazu
wurden die Zellen mit MS-275 und Hydroxyurea einzeln sowie in Kombination behandelt.
Inhibitoren gegen ATR und CHK1 wurden ebenfalls verwendet. Anschlielend wurden die
Zellen mittels Western Blot, Durchflusszytometrie, gPCR, Immunfluoreszenz und Comet
Assay untersucht. Dabei lag das Hauptaugenmerk auf der Analyse der Induktion von
Apoptose, Autophagie sowie der DNA-Schadensantwort. Knockdown-Experimente sollten

die erzielten Ergebnisse untermauern und mechanistische Erklarungen liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréte
Name Hersteller
Absaugpumpe Vacusafe IBS Integra Biosciences, Fernwald
Amaxa® Nucleofector® Il Lonza, Basel, Schweiz
Blottingapparatur Mini Trans-Blot Cell- Bio-Rad, Muinchen
Brutschrank HeraCell™ Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
CFX96 Real-Time PCR Detektion System Bio-Rad, Muinchen
Durchflusszytometer FACSCanto™ | BD Biosciences, Heidelberg
Elektrophoreseapparatur Bio-Rad, Muinchen
Feinwaage Basic Sartorius Laboratory, Goéttingen
Fluoreszenz-Mikroskop Nikon Instruments, Dusseldorf
GelgieRapparatur Bio-Rad, Miinchen
Heizblock Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg
Konfokales Mikroskop LSM710 Zeiss, Oberkochen
Lichtmikroskop Axiovert 35 Zeiss, Oberkochen
Microplate Reader Sunrise Tecan, Ma&nnedorf, Schweiz
Mikroskop Zeiss Primovert Zeiss, Oberkochen
Mikrozentrifuge Roth, Karlsruhe
MyCycler™ Thermal Cycler Bio-Rad, Miinchen

Marienfeld-Superior,

Neubauer Zahlkammer Lauda-Kénigshofen

Odyssey -Infrared Imaging-System Li-COR Biosciences, Bad Homburg
pH-Meter FiveEasy™FE20 Mettler Toledo, Giel3en

Pipetten, Pipet-Lite XLS Mettler Toledo, GielRen

Pipet-boy, Pipet-X Mettler Toledo, Giel3en

Rollenmischer RS-TR05 Phoenix Instruments

Ruhrplattform Variomag Mono Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Sonifyer UP2200Ht ultrasonic processor Hielscher, Berlin

Spannungsquelle PowerPac™ HC Bio-Rad, Miinchen

Sterilbank Lamin Air HB2472 Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg

Tiefkuhler (-20°C) Liebherr, Ochsenhausen

Tiefkihler (-80°C) Sanyo, Miinchen

Tischzentrifuge Roth, Karlsruhe

UV-Vis Spektrophotometer Fa. NanoDrop Technologies,
NanoDrop®-ND-1000 Wilmington, USA

Vakuumpumpe Vacusafe IBS Integra, Fernwald

Vortex Genie 2™ Scientific Industries, Braunschweig
Waage Precisa Junior 500 Precisa, Aldingen

Wasserbad AQUAIine AL 5 Lauda, Lauda-Konigshofen
Wippschittler Rocking platform VWR, Darmstadt

Zelltank (N2), MVE CryoSystem 4000 Cryo Shop, Miinchen

Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
Zentrifuge Heraeus Megafuge 16 Thermo Fisher Scientific, Braunschweig
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2.1.2 Chemikalien

Name

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide

Molecular Probes, Eugene

[DIOC6(3)]

Aceton Applichem, Darmstadt
Acrylamid Rotiphorese®Gel 40 Roth, Karlsruhe
Agarose Sigma-Aldrich

Albumin Fraktion V

Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat

Roth, Karlsruhe

AnnexinV-FITC

MACS Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach

Borsaure

Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Coomassie Brilliant Blue G

Serva, Heidelberg

Dimethylsulfoxid Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol Sigma-Aldrich, Steinheim
Essigsaure Merck Millipore, Darmstadt

Ethanol 299% p. a.

Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraacetat

Applichem, Darmstadt

Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim
Glycin Pufferan® 299% p. a. Roth, Karlsruhe
Hepes Sigma-Aldrich, Steinheim
Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Roth, Karlsruhe

Kaliumhydroxid

Roth, Karlsruhe

Low melting point-Agarose (UltraPure)

Invitrogen, Life Technologies,
Darmstadt

Magnesiumchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol

Roth, Karlsruhe

Milchpulver Blotting grade

Roth, Karlsruhe

Natriumacetat

Serva, Heidelberg

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumdodecylsulfat

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natrium-Laurylsarcosinat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Nonidet®-P40

Sigma-Aldrich, Steinheim

NEWRBIot™ Nitro Strippingbuffer

LI-COR Biosciences, Bad Homburg

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Braunschweig

Paraformaldehyd

Roth, Karlsruhe

Phosphataseinhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Steinheim

PBS Dulbecco

Merck Millipore, Darmstadt

Phosphorséure

Roth, Karlsruhe

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Proteaseinhibitor-Cocktail cOmplete ™

Roche, Mannheim

RNase A

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roti-Load 1

Roth, Karlsruhe

Salzsaure 37%

Roth, Karlsruhe
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Tetramethylethylendiamin 299% p. a.

Roth, Karlsruhe

TO-PRO3

Invitrogen, Life Technologies,
Darmstadt

Tris Pufferan® =99,9% Ultra Qualitat

Roth, Karlsruhe

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypsin-EDTA (10x)

PAA, Pasching, Osterreich

Tween®20

Roth, Karlsruhe

Vectashield mounting medium

Vector Laboratories, Burlingame, USA

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller
6/12/24-Well Zellkulturplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen
Deckglaser Roth, Karlsruhe

Einmalspritzen

Eppendorf, Hamburg

Einmalpipetten (5/10/25 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

FACS-Analyserohrchen

Sarstedt, Niumbrecht

Glaspipetten

Brand, Wertheim

Glaswaren Schott Duran, Mainz
Mikrotiterplatten Roth, Karlsruhe
Kryoréhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen

Nitrozellulosemembran,
Amersham™ Protan™ 0.2 NC

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg

Objekttrager

Roth, Karlsruhe

Parafilm

Bemis

Pasteurpipetten

Roth, Karlsruhe

PCR-Reaktionsgefal3e MSltiUltra Tubes

Roth, Karlsruhe

Petrischalen (6/10 cm)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2 mL)

Eppendorf, Hamburg

Whatman-Filterpapier

VWR, Darmstadt

Zellkulturmaterial

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen (15/50 mL)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

2.1.4 Kits

Name

Hersteller

Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V

Lonza, Basel, Schweiz

Cyto-ID® Autophagie Detektionskit

Enzo Life Sciences, New-York, USA

Ingenio Kit Lésung

Mirus, VWR, Darmstadt

NucleoSpin® RNA I Kit

Machery-Nagel, Diren

SensiMix™ SYBR Green & Fluorescein Kit

Bioline

Venor® GeM classic Mykoplasmen
Detektionskit fur konventionelle PCR

Minerva Biolabs

Verso™ cDNA Kit

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig

Die aufgelisteten Kits wurden gemaf den Herstellerangaben verwendet.
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2.1.5 Medien und Medienzuséatze

Name

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Fotales Kalberserum

Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin

Gibco Life Technologies, Karlsruhe

1640 mit L-Glutamin

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) -

Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.6 Zelllinien
2.1.6.1 Adhérente Zelllinien
Zelllinie Phanotyp Referenz
MEF (mouse embryonic Embryonale Mausfibroblasten
fibroblast) NOXA Wildtyp mit Wildtyp NOXA [311]
MEF NOXA -/- Embryonale Mausfibroblasten | [312]
mit defizientem NOXA

Immortalisierte MEFs mit intaktem bzw. defizientem NOXA wurden von

2.1.6.2 Suspensionszelllinien

zur Verfigung gestellt.

Tab. 2.1: Herkunft, Phanotyp und p53 Status von humanen Leukamie Zelllinien.

Die K562 Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) kauflich
erworben. Die anderen CML Zelllinien wurden von _ o
Verfugung gestellt. Alle aufgefihrten Zelllinien tragen BCR/ABL t(9;22) Mutationen.

zur

Zelllinie Herkunft/Phéanotyp Erste Referenz | P53 Status/Referenz
[Erste
Referenz]
K562 - CML-Patientin (53 J.) [313] Frameshift Mutation/
- Blastenkrise premature stop [314]
- Erythroleukémische
Zellen
LAMA-84 - CML-Patientin (29 J.) [315] -
- akute Phase
- 5 J. Busulfan Therapie
- Blastenkrise
MEG-01 - CML-Patient (55 J.) [316] Deletion [317]
- megakaryozytische
Blastenkrise
KCL-22 - CML-Patientin (32 J.) [318] Frameshift Mutation [319]
- Blastenkrise
KYO-01 - CML-Patient (22 J.) [320] Punktmutationen [319]
- Blastenkrise

46




Material und Methoden

2.1.7 Antikdrper

2.1.7.1 Primarantikorper

Antikorper Verdinnung Hersteller/Bestellnummer
Abcam, Cambridge, UK
p-ATM (S1981) 1:1000 ab81292
BAK 1:500 ab32371
BAX 1:500 ab32503
FoxO1 1:1000 ab39670
LAMP2A 1:1000 ab18528
a-Tubulin 1:1000 ab176560
BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland
BCL-XL 1:500 51-6646GR
gespaltenes PARP1 (D214) | 1:1000 552596
PARP1 1:1000 556362
Biozol, Eching, Deutschland
Vinculin 1:1000 BZL-03106
Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA
Beclinl 1:1000 3495
p-CHK1 (5296) 1:1000 2349
p-CHK1 (S317) 1:1000 2344
CHK1 1:1000 2360
p-CHK2 (T68) 1:500 2661
CHK2 1:1000 2662
gespaltene Caspase 3 1:500 9661
(D175)
p-H2AX (S139) 1:1000 9718
1:1000 in IF
LC3B 1:500 3868
1:300in IF
c-MYC 1:1000 5605
p73 1:500 14620
PUMA 1:1000 4976
Calbiochem/Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland
NOXA 1:500 OP180
Enzo Life Sciences, Lorrach,
Deutschland
HSP90 1:1000 ADI-SPA-830-F
GeneTex Inc., Irvine, USA
p-ATR (T1989) 1:500 GTX128145
Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland
RPA 1:1000 in IF NA19L
Novus Biologicals, Abingdon, UK
ATG5 1:500 NB110-53818
PR130 1:500 NBP1-87233
Survivin 1:2000 NB500-201
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Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland

B-Aktin 1:1000 sc-47778

BCL-2 1:500 sc-492

EGR-1 1:500 sc-110

HSC70 1:2000 sc-7298

MCL-1 1:1000 sc-819

p-STAT5a/b (Y694) 1:500 sc-101806

STATS 1:1000 sc-74442

Vinculin 1:1000 sc-736
Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

BIM 1:1000 B7929

HDAC10 1:1000 H3413

Fur Western Blot Analysen wurden alle Antikorper in 2% Milchpulver/TBS-T angesetzt.
Nur p-ATR/ATR und p-CHK1/CHK1 wurden in 2% BSA/TBS-T verdunnt.

2.1.7.2 Sekundarantikorper

Infrarot-Farbstoff-
konjugierte Antikorper

Verdlnnung in
TBS-T

Hersteller

IgG Ziege-anti-Kaninchen 1:10.000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
IRDye 800CW Deutschland

IgG Ziege-anti-Maus 1:10.000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
IRDye 800CW Deutschland

IgG Ziege-anti-Kaninchen 1:10.000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
IRDye 680CW Deutschland

IgG Ziege-anti-Maus 1:10.000 LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
IRDye 680CW Deutschland

Fluorophor- Verdlinnung Hersteller

konjugierte AntikGrper

F(ab)2 fragment AlexaFluor | 1:300 Invitrogen, Life Technologies,

488 Ziege anti-Maus Darmstadt, Deutschland

F(ab)2 fragment AlexaFluor | 1:400 Invitrogen, Life Technologies,

488 Ziege anti-Kaninchen Darmstadt, Deutschland

Cy3 Ziege anti-Kaninchen 1:300 Dianova/Jackson Immuno Research,

West Grove, USA

2.1.8 Synthetische Oligonukleotide

Primer Sequenz 5> 3¢

ACTB-real-up TGGCATCCACGAAACTACC
ACTB-real-low GTGTTGGCGTACAGGTCTT
DDB2-real-up TGTAGCCTGGATGTGTTCT
DDB2-real-low GCATTCTGAGATTCCAAAGC
BAX-real-up ATCAGATGTGGTCTATAATG
BAX-real-low CAGAAGGCACTAATCAAG
BCL2-real-up CGACTCCTGATTCATTGG

48




Material und Methoden

BCL2-real-low TCTACTTCCTCTGTGATGT
BCLXL-real-up AAGCGTAGACAAGGAGAT
BCLXL-real-low TAGGTGGTCATTCAGGTAA
FASR-real-up TTATCTGATGTTGACTTGAGTAA
FASR-real-low GGCTTCATTGACACCATT
FASL-real-up CAATCTTACCAGTGCTGAT
FASL-real-low AATCCCAAAGTGCTTCTC
GADDA45A-real-up ATCTCCCTGAACGGTGAT
GADDA45A-real-low TGTAATCCTTGCATCAGTGT
GADD45B-real-up TTGGTTTCCGCAACTTCC
GADD45B-real-low AAGCAGCGAAATCCTTCC
GADD45C-real-up AGGAGCGTGAAGGACTTA
GADD45C-real-low CTTCAACAGCAGCATCCT
GAPDH-real-up CATGAGAAGTATGACAACAG
GAPDH-real-low ATGAGTCCTTCCACGAT
MDM2-real-up ATCTTGATGCTGGTGTAA
MDM2-real-low AGGCTATAATCTTCTGAGTC
NOXA-real-up TCTTCGGTCACTACACAAC
NOXA-real-low CCAACAGGAACACATTGAAT
P21-real-up ACCATGTCAGAACCGGCTGGG
P21-real-low TGGGCGGATTAGGGCTTC
PUMA-real-up TAAGGATGGAAAGTGTAG
PUMA-real-low TTCAGTTTCTCATTGTTAC
Survivin-real-up ATGACTTGTGTGTGATGA
Survivin-real-low GTTTGTGCTATTCTGTGAA

Die Sequenzen der p73-Primer (up/low) kénnen bei erfragt

werden. Die verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG Operon kauflich erworben.

2.1.9 Puffer und Lésungen

Western Blot

0,5% NET-N Lysepuffer

100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI pH 8,0

10% Glycerin

1 mM EDTA

0,5% NP-40

Zusatze:

1 Proteaseinhibitor-Cocktail Tablette/10 mL NET-N
Lysepuffer

Phosphataseinhibitor-Losung (1:100)

I1mMDTT
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Bradford-Reagenz

50 mg (0,01%) Coomassie Brilliant Blue G

50 mL Phosphorséure

25 mL EtOH (99,9%)

ad 500 mL H2Obidest.

anschlieRend filtrieren und mit Alufolie bedeckt bei

4°C lagern.
1 M Tris/HCI, pH 6,8 60 g Tris

ad 500 mL H2Opigest.
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 90,83 g Tris

ad 500 mL H2Opigest.
10% SDS 10 g SDS

ad 100 mL H2Opigest.
10% APS 1 g Ammoniumpersulfat

ad 10 mL H2Opigest.
Aliquots a 1 mL bei -20°C lagern.

5x Lammli-Puffer

0,25 M Tris
1,92 M Glycin
ad 1000 mL H2Ovidest.

6x Probenpuffer nach Lammli

375 mM Tris-HCI pH 6,8

12% SDS

30% Glycerin

500 mM DTT

0,01% Bromphenolblau (kleine Spatelspitze)
Aliquots a 1 mL bei -20°C lagern.

SDS-Elektrophoresepuffer

200 mL 5 x Lammli-Puffer
10 mL 10% SDS
ad 1000 mL Hzobidest_

Blotpuffer 100 mL 5 x Lammli-Puffer
200 mL EtOH
ad 1000 mL H2Opigest.

10 x TBS, pH 7,6 20 mM Tris
1,4 M NaCl

ad 1000 mL H2Opidest.

TBS-T (0,05%)

100 mL 10 x TBS
0,5 mL Tween®
ad 1000 mL H>Opigest.

Blockierlésung

5% Milchpulver in TBS-T

Analysen am Durchflusszytometer

PBS, pH 7,4 9,55 g/L in H2Opidest.
80% Ethanol 800 mL EtOH

ad 1000 mL H2Opigest.
RNase A 10 mg/mL

Propidiumiodid-L6sung
(50 pg/mL)

2,5 mL PI-Stocklésung (1 mg/mL) + 47,5 mL PBS
im Dunkeln bei 4°C lagern.

10x AnnexinV-Bindepuffer,
pH 7,4

100 mM HEPES
1,4 M NaCl

25 mM CacCl,

1% BSA

ad 50 mL H2Opigest.

1x AnnexinV-Bindepuffer

5 mL 10x AnnexinV-Bindepuffer
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a.d 50 mL Hzobidest_

Phenolrot-freies RPMI/5% FCS

2,5 mL FCS + 47,5 mL Phenolrot-freies RPMI
Medium

Cyto-1D -L6sung

1 pL Cyto-ID- Farbstoff
1 mL Phenolrot-freies RPMI Medium

Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay)

Lysepuffer

2,5 M NaCl

100 mM EDTA

10 mM Tris

1% Natrium-Laurylsarcosinat
Fur alkalischen Lysepuffer:
mit NaOH auf pH 10 einstellen.
Zuséatze:

1% Triton X-100

10% DMSO

Fur neutralen Lysepuffer:
mit HCI auf pH 7,5 einstellen.
Zusatz:

1% Triton X-100

Elektrophoresepuffer (alkalisch)

300 mM NaOH
1 mM EDTA
pH>13

bei 4°C lagern.

Neutralisationspuffer

0,4 M Tris, pH 7,5

Elektrophoresepuffer (neutral)

90 mM Tris

90 mM Borsaure
2 mM EDTA

pH 7,5

bei 4°C lagern.

Immunfluoreszenz

Blockierlésungen

5% BSA/0,3% Triton X-100/PBS.
10% Ziege Normal Serum/PBS.

70% Ethanol

350 mL EtOH
ad 500 mL H2Opigest.

Inkubierlosungen fur Antikdrper

1% BSA/0,01% Triton X-100/PBS
1% BSA/0,3% Triton X-100/PBS
0,3% Triton X-100/PBS

Methanol:Aceton (7:3)

35 mL MeOH
15 mL Aceton
bei -20°C lagern.

4% Paraformaldehyd

4 g PFA

in 10 mL 1 x PBS + 50 mL H2Opigest. mit NaOH
l6sen.

mit HCI auf pH 7,4 einstellen.

ad 100 mL H2Opigest.

bei -20°C lagern.

PBS high salt 1 x PBS
0,4 M NaCl
bei 4°C lagern.
Salzséure 1 M HCI
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TO-PRO3

100 pM TO-PRO3
im Dunkeln bei -20°C lagern.

2.1.10 Inhibitoren

Name Stocklésung | Endkonzentration | Hersteller

Chloroquin 5mM 10 uM Enzo Life Sciences,
Lorrach

ETP-46464 1mM 3 uM Cayman Chemical, USA;
Biomol, Hamburg

Hydroxyurea 98% 100 mM 1 mM Sigma-Aldrich, Karlsruhe

Imatinib-Mesylat 1mM 1uM Enzo Life Sciences,
Lorrach

KU-60019 1mM 3 uM Selleck Chemicals,
Minchen

MK-8776 1mM 500 nM Selleck Chemicals,
Munchen

MS-275 5mM 1,5und 5 uM Selleck Chemicals,
Munchen

VE-821 1mM 3 uM Selleck Chemicals,
Munchen

z-VAD-FMK 20 mM 50 uM Bachem, Heidelberg

2.1.11 Software

Name Hersteller

CFX Manager™ Bio-Rad, Munchen

Comet IV Perceptive Imaging, Liverpool, UK

Endnote X6 Thomson Reuters, New York, USA

FACSDiva™ 7.0 BD Biosciences, Heidelberg

Flowing 2.0 Flowing Software

GraphPad Prism 6 Graph Pad Software, La Jolla, USA

GIMP V. 2.8.22 Gimp

ImageJ Wayne Rasband

Image Studio Lite V. 5.2 Li-COR Biosciences, Bad Homburg

Magellan 2.0 Tecan, Mannedorf, Schweiz

Microsoft Office 2016 Microsoft

Odyssey Software Li-COR Biosciences, Bad Homburg

Zen 2009 Zeiss, Oberkochen

NanoDrop Fa. NanoDrop Technologies, Wilmington, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.
2.2.1.1 Zellkryokonservierung

Zur Zellkryokonservierung wurden exponentiell wachsende Zellen verwendet, die nach
Ernten und Waschen mit PBS in warmem Medium aufgenommen und fur 5 min bei 1300
U/min abzentrifugiert wurden. Das Zellsediment wurde in Einfriermedium (90% FCS + 10%
DMSO) resuspendiert und in ein Kryoréhrchen tberfihrt. Die R6hrchen wurden in eine mit
Isopropanol gefiillte Einfrierbox uberflihrt, welche eine schrittweise Abkihlung auf -80°C
gewabhrleistet. Nach 1-3 Tagen wurden diese zur Lagerung in flissigem Stickstoff (-196°C)
dberfihrt. Um die Zellen aufzutauen und wieder in Kultur zu bringen, wurden die
Kryordhrchen kurz ins 37°C heil3e Wasserbad gehalten. Die Zellen wurden direkt in
warmem Medium aufgenommen und darin gewaschen (5 min, RT, 1000 U/min). Der
Uberstand wurde mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Das Zellsediment wurde in frischem
Medium resuspendiert und die Zellsuspension in eine Kulturflasche Gberfihrt.

2.2.1.2 Zelllinien und Erhaltungskultur

Die CML Zelllinie K562 wurde von DSMZ kauflich erworben. Die CML Zelllinien LAMA-84,
MEG-01, KCL-22 und KYO-01 wurden von

zur Verfuigung gestellt. Details zur Herkunft, zum Phanotyp und p53 Status der
einzelnen Zelllinien sind in Tab. 2.1 aufgefihrt. Die Leukdmiezellen wurden in RPMI-1640
Medium mit L-Glutamin, 10% FCS und 10 U/mL Penicillin sowie 10 pg/mL Streptomycin
kultiviert. Zusatzlich zu den Suspensionszellen wurden immortalisierte embryonale
Fibroblasten mit intaktem (MEF NOXA wt) und defizientem NOXA (MEF NOXA -/-)
verwendet. Die Herstellung der adharenten MEF NOXA -/- Zellen wurde in ([311, 312)])
beschrieben. Diese wurden von Dr. A. Strasser (Walter and Eliza Hall Institute (WEHI),
Melbourne, Australia) zur Verfigung gestellt. MEFs wurden in DMEM mit 10% FCS, 10
U/mL Penicillin und 10 pg/mL Streptomycin gehalten. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in
Zellkulturflaschen im Inkubator bei 37°C, 5% CO, und wassergesattigter Atmosphare.

Die Zellen missen in einer bestimmten Dichte gehalten werden. Dazu wurden die Zellen
zwei bis dreimal in der Woche gesplittet. K562, LAMA-84 und KCL-22 wurden in einem
Verhaltnis von 1:25 gesplittet, MEG-01 und KYO-01 hingegen wurden 1:10 gesplittet. Dazu
wurden die Suspensionszellen in ein 50 mL Zentrifugenrdhrchen dberfihrt und fir 5 min
bei 1300 U/min abzentrifugiert. Die adharenten MEF Zellen wurden 1:20 gesplittet. Diese

mussten vorher durch Trypsinieren von der Oberflache gelést werden. Der Uberstand
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wurde abgesaugt, das Zellsediment in frischem Medium resuspendiert und je nach Zelllinie
in einer bestimmten Verdinnung in die Zellkulturflaschen tberfuhrt. Um zu gewahrleisten,
dass genug Zellen fur die Aussaat vorhanden sind, wurden die Zellen Uber das
Wochenende expandiert. Dazu wurden die Zellkulturflaschen der Suspensionszellen mit
20-30 mL Medium aufgefillt. Die adharenten Zellen wurden in einer Zelldichte von

1x10° Zellen/10 cm Petrischale in 10 mL Medium ausgesat.

Mithilfe eines PCR-basierten Mykoplasmen Detektionskits wurden alle Zellkulturen

regelmafig auf eine Kontamination mit Mykoplasmen hin getestet.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellaussaat

Die Zellen wurden in 50 mL Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und fir 5 min bei 1300 U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment je nach GréRe in
5-10 mL frischem Medium aufgenommen. AnschlieRend wurde die Zellzahl mithilfe einer
Neubauer Z&hlkammer bestimmt. Dazu wurden 10 pL der Zellsuspension mit 10 yL PBS
auf einer Mikrotiterplatte gemischt. Davon wurden 10 pL auf die Zahlkammer aufgetragen
und die Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

Die Neubauer Zahlkammer setzt sich aus vier Quadraten mit jeweils 16 Kkleineren
Quadraten zusammen. Anhand der folgenden Formel, die die Vorverdiinnung und die H6he
der Kammer mitberticksichtigt, konnte die Zelldichte berechnet werden.

Zellzahl  Anzahl der gezdhlten Zellen ) 1
mL 4 mL

Mithilfe der berechneten Zelldichte konnte anhand nachfolgender Formel ermittelt werden,
wieviel Zellsuspension mit welchem Volumen (Vol) an frischem Medium verdiinnt werden

musste, um die gewinschte Zelldichte fir die Aussaat zu erhalten.

.. e . gewiinschte Dichte - X bendtigtes Vol
zur Verdiinnun noti 1 der Zell nsion =
ur Verdiinnung benoétigtes Vol der Zellsuspensio berechnote Zelldichte/mL

Fur die Western Blot-Analysen wurden die Suspensionszellen in 6-Well Platten (5 mL/Well),
fir die FACS-Analysen in 12-Well Zellkulturplatten (2 mL/Well) ausgesét. Die adharenten
Zellen wurden in 6 cm Petrischalen ausgesat und die Zellen nach der Ernte fir Western
Blot- und FACS-Analysen aufgeteilt. Dazu wurden die Leukamiezellen in einer Zelldichte
von 2x10° Zellen/mL und die MEFs in einer Dichte von 5x10° Zellen/6 cm Petrischale in
5 mL Medium oder in 6-Well Platten in einer Dichte von 2x10° Zellen/Well in 3 mL Medium

ausgesat.
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2.2.1.4 Behandlung der Zellen mit Inhibitoren

Die Leukamiezelllen und die embryonalen Fibroblasten aus der Maus wurden wie bereits
beschrieben in einer bestimmten Zelldichte in Zellkulturschalen und -platten ausgesét. Nach
24 h Ruhezeit wurden die Zellen mit einer bestimmten Konzentration von dem HDACI
MS-275 und/oder dem Ribonukleotidreduktase-Inhibitor (RNRi) Hydroxyurea fir 24-48 h
behandelt. Der Autophagie Inhibitor Chloroquin wurde zusammen mit MS-275 und/oder
Hydroxyurea zugegeben. Auch der TKi Imatinib wurde gemeinsam mit MS-275 und
Hydroxyurea hinzugefiigt. Bei den Versuchen mit dem pan-Caspase Inhibitor z-VAD-FMK,
dem ATRi VE-821 bzw. ETP-46464, dem CHK1li MK-8776 oder dem ATMi KU-60019
hingegen, wurden die Zellen 1 h mit den Substanzen vorbehandelt. Hydroxyurea wurde als
100 mM Stockldsung vor jedem Versuch frisch in PBS angesetzt. Die anderen Inhibitoren
wurden vorher in DMSO geldst, aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Die Konzentration der
einzelnen Stockldsungen und die Endkonzentrationen der Inhibitoren im Medium sind unter
dem Abschnitt 2.1.10 aufgefihrt.

2.2.2 Untersuchung der Proteinexpression
2.2.2.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Ernte wurden die abtrypsinierten MEFs mitsamt dem Mediumuiberstand in
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 1300 U/min fir 5 min abzentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand verworfen und das Zellsediment in PBS in ein 1,5 mL Reaktionsgefal
Ubertragen. Die Proben wurden danach erneut pelletiert (1300 U/min, 5 min) und in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
aufbewahrt. Die eingefrorenen Pellets wurden auf Eis aufgetaut und je nach Gréf3e des
Zellpellets in 80-200 pL 0.5% NET-N Lysepuffer resuspendiert. Der Lysepuffer wurde zuvor
neu angesetzt und mit DTT sowie Protease- und Phosphataseinhibitoren versetzt. Nach 30
min Inkubation auf Eis, wurden die Proben 20 min bei 4°C und 1300 U/min zentrifugiert. Die
Uberstande mit den Proteinen wurden in neue ReaktionsgefaRRe tberfiihrt und bei -20°C

gelagert.

2.2.2.2 Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der photometrischen
Methode von Bradford. Diese beruht auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
von Coomassie Brilliant Blue G. Im sauren Reagenz bildet dieser Farbstoff kovalente
Komplexe mit kationischen und unpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine.
Dadurch wird die anionische, blaue Form des Farbstoffs stabilisiert. Dies fuhrt zu einer

Verschiebung des Absorptionsspektrums von 470 auf 595 nm. Dabei verhalt sich die
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Absorption bei 595 nm proportional zur Proteinkonzentration [321]. Zur Bestimmung des
Proteingehalts der Gesamtzellextrakte wurden die Proben in einem Verhaltnis von 1:10 mit

H2Obigest. Verdiinnt.

Tab. 2.2: Verdinnung der BSA Standards

1 mg/mL BSA [uL] H20Obidest. [ML] Konzentration [pug/mL]
0 30 0
15 28,5 2,5
3 27 5
6 24 10
9 21 15
12 18 20
15 15 25

Zusatzlich wurde eine Reihe von BSA Standards (0-25 pg/mL) pipettiert (Tab. 2.2). Pro Well
wurden 200 pL Bradford-Reagenz hinzugefiigt und fiir 5 min lichtgeschitzt bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurde die Platte im Microplate Reader fir 10 sec geschittelt und die
Absorption der Proben bei 595 nm mithilfe der Magellan 2.0 Software gemessen. Die
Proteinmenge der einzelnen Proben wurden anschlielend mit Microsoft Excel anhand der
BSA-Eichkurve berechnet.

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden entsprechend ihres Molekulargewichts mithilfe einer
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) nach  Lammli
aufgetrennt [322]. Dabei dient das anionische Tensid SDS zur Denaturierung der Proteine.
Aufgrund der negativen Gesamtladung der Protein-SDS Komplexe, die sich linear zur
molekularen Masse des Proteins verhalt, wandern die Proteine im elektrischen Feld zur
Anode hin. Da es sich um eine diskontinuierliche SDS-PAGE handelt, haben die
Sammel- und Trenngele unterschiedliche Porengréf3en und pH-Werte.

Das Gemisch fir das entsprechende Trenngel (Tab. 2.3) wurde in die zuvor mit Glasplatten
zusammengebaute GelgieR-Einrichtung gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach
vollsténdiger Polymerisation (ca. 30 min) wurde das Isopropanol entfernt und das Gemisch
fur das Sammelgel (Tab. 2.3) pipettiert sowie ein Kamm mit entsprechender Anzahl der
bendtigten Taschen eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren wurde der Kamm entfernt

und das Polyacrylamidgel in feuchtem Zellstoff bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahtrt.
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Tab.2.3: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele fur die SDS-PAGE
Volumen fir 2 Polyacrylamidgele; Gelplatten und Taschenbreite des Kamms: 1,0 mm

Trenngel

Sammelgel 7,5% 10% 12,5% 15% 17%
H2Opidest. 4,4 mL 6,5 mL 5,6 mL 4,9 mL 4,2 mL 3,6 mL
1M Tris 0,76 mL - - - - -
pH 6,8
1,5M Tris - 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL
pH 8,8
40% 0,76 mL 2,3mL 3,1 mL 3,8 mL 4,6 mL 52mL
Acrylamid
10% SDS 60 L 120 pL 120 pL 120 pL 120 pL 120 uL
10% APS 60 pL 60 pL 60 pL 60 pL 60 pL 60 pL
TEMED 6 uL 6 UL 6 UL 6 uL 6 uL 6 uL

Zur Herstellung der Proben wurde das Volumen der eingesetzten Lysate mit HzOpigest. auf
das Gesamtvolumen angeglichen und diese im Verhaltnis 1:6 mit 6x Probenpuffer versetzt.
Danach wurden die Proben fir 5 min bei 95°C und 800 U/min aufgekocht. Die Proben

wurden bereits am Vortag angesetzt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Das Polyacrylamidgel wurde in die Gelkammer Uberfihrt und die Kammer mit
SDS-Elektrophoresepuffer beflllt. Die Taschen wurden mit dem Molekulargewichtsmarker
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder und den Proben beladen. Von dem
GroRRenmarker wurden 3,5 pL und von den Proben je nach Proteinmenge, die zwischen
30-60 ug lag, 24-30 pL aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bis zum Eintritt der
Lauffront in das Trenngel bei einer konstanten Spannung von 95 V. Danach wurde die
Spannung auf 125 V erhoht.

2.2.2.4 Western Blot

Zur Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde das
Nassblotverfahren mit Transferpuffer angewendet. Dabei werden die aufgetrennten
Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes von dem Gel auf die Membran
Ubertragen. Die Zusammensetzung der Tank-Blot-Apparatur erfolgte nach dem folgenden
Schema: 1. Schwamm, 2. 2 Lagen Whatman-Filterpapier, 3. Gel, 4. Nitrozellulosemembran,
5. 2 Lagen Whatman-Filterpapier, 6. Schwamm. Dabei wurden alle verwendeten Materialen
zuvor in Blotpuffer getrankt. Um Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten zu
vermeiden, wurde nach jeder Schicht das Ganze mit einem runden Glasstab glatt gerollt.

AnschlieRend wurde die Kassette in die Blotkammer Uberfiihrt, wobei darauf zu achten war,
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dass die Membran zur Anoden-Seite der Kammer gerichtet war. Die Kammer wurde mit
Blotpuffer aufgefillt und der Proteintransfer bei einer konstanten Stromstérke von 150 mA
pro Gel fur 2 h bei RT durchgefihrt. Nach dem Blotten wurde die Membran entsprechend
zugeschnitten, mit Bleistift beschriftet und mit TBS-T fur 5 min auf dem Schuttler

gewaschen.

2.2.2.5 Immundetektion mithilfe des Odyssey®-Infrared-Imaging-Systems

Anschlieend wurde die Membran bei RT fur 1 h in 5% Milchpulver/TBS-T unter Schitteln
geblockt. Damit sollen unspezifische Antikdrperbindungen verhindert werden. Nach dem
Blocken wurde die Membran auf dem Schiittler 3x 5 min mit TBS-T gewaschen und in die
Losung mit dem entsprechenden Priméarantikorper (in 2% Milchpulver/TBS-T oder 2%
BSA/TBS-T) uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte auf einem Rollenmischer Giber Nacht bei 4°C.
Am néchsten Tag wurde die Membran auf dem Schdttler erneut 3x 5 min mit TBS-T
gewaschen und danach auf dem Rollenmischer lichtgeschiitzt mit dem passenden Infrarot-
Farbstoff-konjugierten Sekundarantikérper (1:10.000 in TBS-T) fur 2 h inkubiert. Die
Membran wurde unter Lichtausschluss wieder 3x 5 min mit TBS-T gewaschen und danach
wurden die Proteine direkt mithilfe des Odyssey®-Infrared-Imaging-Systems detektiert. Die
Auswertung und densitometrische Analyse der Banden wurde mit der Image Studio Lite 4.0

Software durchgefiihrt.

2.2.3 Durchflusszytometrische Messungen

Die Analysen zur Zellzyklusverteilung sowie zur Induktion von Zelltod oder Autophagie
wurden am Durchflusszytometer FACS Canto Il ausgeflihrt. Dabei passieren die
Einzelzellen einer Zellsuspension mit hoher Geschwindigkeit einen oder mehrere Laser.
Dadurch wird das Licht gestreut. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) liefert
Informationen Uber die ZellgréRe und das Seitwartsstreulicht (sideward scatter, SSC) Uber
die Granularitat einer Zelle. Somit ist eine Auftrennung der Zellen in einzelne Populationen

anhand diverser Eigenschaften maglich [323].

2.2.3.1 Zelltodmessung mittels AnnexinV/Propidiumiodid-Farbung

Apoptotische und nekrotische Zellen wurden durch die Farbung mit FITC-gekoppeltem
AnnexinV sowie mit Propidiumiodid (Pl) am Durchflusszytometer sichtbar gemacht. Der
Fluoreszenzfarbstoff AnnexinV-FITC bindet an Phospholipid-Phosphatidyl-Serin-Reste, die
wahrend der frihen Apoptose von der Innenseite der Zellmembran an die Aul3enseite

geschleust werden [324]. Pl hingegen interkaliert in die DNA. Intakte Zellmembranen sind
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nicht permeabel fir PI, wodurch es mdglich ist, zwischen Ilebenden und

apoptotisch-nekrotischen Zellen zu unterschieden.

Fur die AnnexinV/PI-Farbung wurden die Zellen wie flr die Zellzyklusanalysen ausgesét.
Die Zellen wurden direkt in FACS-R6hrchen geerntet (5 min, 1300 U/min) und einmal mit
PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 50 pL 1x-AnnexinV-Bindepuffer vorsichtig
resuspendiert und die Proben wurden fortan auf Eis gehalten. 2,5 uL AnnexinV wurden pro
Probe hinzugefiigt und 15 min im Dunkeln inkubiert. Zur Farbung der DNA wurden pro
Ansatz 430 pL 1x AnnexinV-Bindepuffer und 10 pL PI (SL: 50 pg/pL) zugegeben. Direkt im
Anschluss wurden die Proben am Durchflusszytometer gemessen. Die Auswertung und
Quantifizierung der Daten erfolgte mit der FACSDiva 7.0 Software. Dabei stellt die
Zellpopulation, die sowohl Pl-negativ als auch AnnexinV-negativ ist, die lebende Population
dar. Die Zellen, die lediglich AnnexinV-positiv sind, sind frih apoptotisch. Doppelt positive
Zellen hingegen représentieren die spat apoptotischen und nekrotischen Zellen.

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzyklusverteilung mittels PI-Farbung

Die Zellen oder bestimmte Strukturen, wie die nukledre DNA kdnnen durch interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe, wie Pl angefarbt werden. Durch Anregung des Farbstoffs mittels
eines geeigneten Lasers, wird Fluoreszenz emittiert. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals
ist proportional zum DNA-Gehalt einer Zelle. Dadurch ist es mdglich, anhand des
DNA-Gehalts den Zellzyklusstatus einer Zelle zu bestimmen. Die subG1l-Population ist
durch fragmentierte, apoptotische Zellen charakterisiert, die degradierte DNA aufweisen.
Deshalb besitzen sie in der Messung die niedrigste Fluoreszenzintensitat. Danach folgt die
G1-Phase (2n), die S-Phase (Replikation der DNA), sowie die G2-Phase (4n).

Fur die Messung wurden die Leukamiezellen in 12-Well Zellkulturplatten in einer Zelldichte
von 2x10° Zellen/mL und die MEFs in einer Dichte von 1x10° Zellen/mL/Well ausgesat.
Nach 24 h wurden die Zellen mit verschiedenen Inhibitoren fir 24-48 h behandelt. Danach
wurden die Zellen in FACS-R6hrchen Uberfihrt und 5 min bei 1300 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei den MEFs mitgenommen. Diese wurden vorher durch Trypsinieren
von der Plattenoberflache geldst. Es folgte ein Waschschritt mit PBS. AnschlieRend wurden
die Zellsedimente in 100 pyL kaltem PBS resuspendiert und die Zellen durch tropfenweise
Zugabe von 1 mL 80% eiskaltem EtOH fur mind. 1 h bei -20°C fixiert. Danach wurden die
Zellen 5 min bei 2000 U/min abzentrifugiert und in einem Gemisch von 333 pL PBS und
1 pL RNase (SL: 10 mg/mL) resuspendiert. Die Inkubation mit RNase erfolgte bei RT fur
1 h. Die Proben wurden mit 164 pL PI-Loésung (SL: 50 pg/mL) versetzt und fortan

lichtgeschiitzt auf Eis gelagert. AnschlieRend wurden die Proben direkt am
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Durchflusszytometer gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der FACSDiva 7.0

und der Flowing 2 Software.

2.2.3.3 Messung der Autophagie mittels Cyto-ID®-Farbung

Die Induktion von Autophagie in lebenden Zellen resultiert in der Akkumulation von
autophagischen Vesikeln. Diese kénnen in den Zellen zusétzlich durch Cyto-ID®-Farbung
am  Durchflusszytometer  detektiert werden. Der  kationische, = amphiphile
Fluoreszenzfarbstoff Cyto-ID® Green gilt als ein selektiver Marker flr Autolysosomen und
Autophagosomen. Lysosomen werden nur sehr schwach angeféarbt, was die Spezifitat des
Farbstoffs erhoht. Die Analyse erfolgte mithilfe des Cyto-ID® Autophagie Detektionskits
[325, 326].

Zur Analyse der Autophagieinduktion in Leuk&miezellen wurden niedrigere Zellzahlen als
in anderen Versuchen ausgesat, um die basale Autophagierate maglichst gering zu halten.
Die Zellen wurden am Vortag der Behandlung in einer Zelldichte von 1,5x10%mL in 12-Well
Zellkulturplatten ausgesat. Die Inkubation mit den Inhibitoren erfolgte fiir 24-48 h. Die Zellen
wurden anschlie3end in FACS-R6hrchen tberfuhrt und bei 250 x g fur 5 min zentrifugiert.
Es folgte ein Waschschritt mit PBS (5 min, 250 x g). Inzwischen wurde der Cyto-ID®-
Farbstoff 1:1000 in RPMI Medium ohne Phenolrot mit 5% FCS verdinnt. Die Zellpellets
wurden in 250 pL farblosem RPMI/5% FCS resuspendiert und danach 250 L der Cyto-ID®
Verdinnung hinzugeflgt. Die Anséatze wurden vorsichtig gevortext und fiir 30 min bei 37°C
lichtgeschiitzt inkubiert. AnschlieBend wurden 2 mL PBS zugegeben und die Proben bei
250 x g fur 5 min abzentrifugiert. Die Uberstand wurde abgesaugt und die Proben erneut
mit 1 mL PBS (5 min, 250 x g) gewaschen. Zur Messung wurden die Zellen in 500 uL PBS
aufgenommen und bis zur Analyse lichtgeschitzt auf Eis gehalten. Die Proben wurden
direkt am Durchflusszytometer gemessen und die Daten mithilfe der FACSDiva 7.0

Software ausgewertet.

2.2.3.4 Messung des mitochondrialen Membranpotentials mittels DiOC6-Farbung

In lebenden Zellen wird der Fluoreszenzfarbstoff 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
[DiOCB] zur Beobachtung des mitochondrialen Membranpotentials (ym) verwendet. Dieser
lipophile, kationische Farbstoff sammelt sich in der mitochondrialen Matrix an und kann so

Anderungen im ym detektieren.

Fir das Experiment wurden K562 Zellen in einer Zelldichte von 2x10° Zellen/mL in 12-Well
Zellkulturplatten ausgeséat. Nach 24 h wurden die Zellen mit Inhibitoren fur 24-48 h
behandelt. 30 min vor der Ernte wurden die Zellen mit 50 nM DiOC6 Farbstoff lichtgeschitzt
bei 37°C inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden im Dunkeln durchgefihrt. Nach 30 min
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wurden die Zellen in FACS-R6hrchen Uberfihrt und 5 min bei 1300 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde einmal mit PBS gewaschen, um
Uberschiussigen Farbstoff von der Zelloberflache zu lésen. Nach der Zentrifugation
(1300 U/min, 5 min) wurden die Zellen in 0,5 mL PBS aufgenommen und direkt am
Durchflusszytometer mit dem FITC-Kanal gemessen. Die Daten wurden mithilfe der

Software FACSDiva 7.0 sowie Flowing 2 analysiert.

2.2.4 Immunfluoreszenz-Farbungen
2.2.4.1 RPA/yH2AX-Farbung

Vorbereitung der Deckglaser

Die Deckglaser (20x20 mm) wurden fur 90 min in Diethylether gereinigt und anschliel3end
mit 100% EtOH, 70% EtOH sowie mit H2Opidest. flir jeweils 5 min gewaschen. Die Oberflache
der Deckglaser wurde fur 20 min mit 1 M HCI behandelt und so aufgerauht, damit eine
Anheftung der Zellen mdglich ist. Danach wurden die Deckglaser in 70% EtOH bei -20°C
gelagert.

Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Fur die RPA/YH2AX Farbung wurden die Deckglaser in eine 6-Well Zellkulturplatte gelegt.
Nach vollstandigem Verdampfen des EtOHs wurden 3x10° Zellen fir 5 min bei 1300 U/min
abzentrifugiert und in 10 pL PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf ein Deckglas
gebracht und mit der Pipettenspitze kreisformig verteilt. Die Zelldichte wurde mit dem
Lichtmikroskop Uberprift und die Zellen wurden fir 5 min antrocknen gelassen.
AnschlieRend wurden die Zellen fiir 6 min in Methanol:Aceton (7:3) bei -20°C fixiert, einmal
mit PBS gewaschen und fir 10 min mit 2,5% Paraformaldehyd bei RT erneut fixiert. Es

erfolgte ein weiterer Waschvorgang mit PBS.

Antikorper- und TO-PRO3-Farbung

Die Zellen wurden fir 1 h mit 100 pL 10% Ziege Normal Serum in PBS bei RT geblockt.
AnschlieRend wurde die Blockierlosung abgenommen und die Zellen mit 100 pL
Primarantikorper-Losung [RPA und yH2AX] jeweils 1:1000 verdinnt in 1% BSA/0,01%
Triton X-100/PBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen auf
dem Deckglas 2x 5 min mit PBS, 1x 2 min mit PBS high salt (0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit
PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden im Dunkeln durchgefihrt. Es erfolgte eine
Inkubation der Zellen mit 100 uL der Sekundarantikorper-Losung [F(ab)2 fragment
AlexaFluor 488 Ziege anti-Maus und Cy3 Ziege anti-Kaninchen] jeweils 1:300 verdinnt in
1% BSA/0,01% Triton X-100/PBS fiir 1 h bei RT. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit

PBS und PBS high salt wie zuvor beschrieben. Der Zellkern wurde fir 15 min mit
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TO-PRO3 (100 uM) 1:100 verdunnt in PBS bei RT gefarbt. Anschlielend wurden die

Deckglaser zum Waschen kurz in PBS eingetaucht.

Versiegelung der Proben und Auswertung

Die Deckglaser mit den fixierten Zellen wurden auf bereits mit 10 uL Vectashield versehene
Objekttrager gebracht und anschlieRend mit durchsichtigem Nagellack versiegelt und so
vor dem Austrocknen und Ausbleichen geschiitzt. Bis zur Analyse am konfokalen
Mikroskop LSM710 mit der Software Zen 2009 wurden die Praparate im Dunkeln bei 4°C
aufbewahrt. Die Auswertung der RPA Foci wurde mithilfe der ImageJ Software und eines
geeigneten Makros (100 Zellen/Probe) durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Mittleren
Fluoreszenzintensitat von dem yH2AX-Signal erfolgte ebenfalls mit ImageJ.

2.2.4.2 LC3B-Farbung

Wahrend der Autophagie findet eine Akkumulation von LC3B statt. Dieses Protein ist ein
essentieller Bestandteil der Membranen autophagischer Vesikel. Der Nachweis von LC3B
kann neben der Detektion durch Western Blot, auch mittels Immunfluoreszenz erfolgen. Fur
das Experiment wurden K562 Zellen in 12-Well Zellkulturplatten bei einer Zelldichte von
2x10° Zellen/mL ausgesat. Die Zellen wurden nach 24 h mit den Inhibitoren fiir 48 h
behandelt. Die zuvor vorbereiteten Deckglaser wurden in 6-Well Zellkulturplatten platziert.
3x10° Zellen pro Probe wurden fir 5 min bei 1300 U/min abzentrifugiert und in 10 uL PBS
aufgenommen. Die Zellen wurden mit einer Pipettenspitze auf dem Deckglas verteilt und
fir 3-5 min bei RT antrocknen gelassen. Die Fixierung der Zellen erfolgte fir 10 min mit
2 mL eiskaltem Methanol bei -20°C. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS fir 5 min
gewaschen und in eine Kammer mit hoher Luftfeuchtigkeit Gberfihrt, um eine Austrocknung
wahrend den folgenden Inkubationsschritten zu verhindern. Die Zellen auf den
Deckglaschen wurden mit 100 yL Blockierldsung aus 5% BSA/0,3% Triton X-100 in PBS
fir 1 h bei RT inkubiert. Nach Entfernen der Blockierldsung wurden die Zellen mit 100 pL
LC3B Priméarantikdrper-Lésung 1:200 verdinnt in 1% BSA/0,3% Triton X-100/PBS fur 1 h
inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckglaschen 3x 5 min mit PBS unter Schutteln
gewaschen. Alle folgenden Schritte wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Die Zellen wurden
mit 100 uL Sekundarantikorper-Losung [F(ab)2 fragment AlexaFluor 488 Ziege anti-
Kaninchen] 1:400 verdinnt in 0,3% Triton X-100/PBS fur 1 h bei RT inkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte fir 15 min eine Zellkern Farbung mit 100 pL
TO-PRO3-Losung (SL: 100 uM) 1:100 verdunnt in PBS. Zum Entfernen von
TO-PRO3 wurden die Deckglaschen kurz in PBS eingetaucht und durch Vectashield auf
Objekttrager fixiert. Bis zur Analyse am LSM 710 wurden die Praparate bei 4°C gelagert.
Die Auswertung der Mittleren Fluoreszenzintensitat von dem LC3B-Signal erfolgte mithilfe

der ImageJ Software (100 Zellen/Probe).
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2.2.5 Transfektion von siRNA mittels Elektroporation

Die Transfektion von siRNA (small interfering RNA) ist ein wertvolles Werkzeug, um in
Zellen Gene gezielt stumm zu schalten [327]. siRNAs sind kurze doppelstrangige
RNA-Stucke, die in eukaryotischen Zellen nattrlich vorkommen und fir den Abbau von
spezifischen mRNAs und somit fur die Abnahme der entsprechenden Proteinexpression
verantwortlich sind. Bei dem Prozess der RNA-Interferenz (RNAI) gibt es einen
Enzymkomplex, auch RISC (RNA-induced silencing complex) genannt, der u.a. aus dem
komplementaren Strang des Leitstrangs besteht. Der RISC Komplex bindet an die
passende mRNA und spaltet diese an bestimmten Stellen. Der Abbau der spezifischen
MmRNA fahrt schlieBlich zur Reduktion der entsprechenden Proteinexpression
(Knock-down) [328]. Die Methode der RNAI wird in der Forschung oft verwendet, um in
Zellen die Expression von Proteinen und deren Funktion in den verschiedenen Signalwegen

zu untersuchen [327].

Die Transfektion von Suspensionszellen mit sSiRNA erfolgte mithilfe der
Nucleofector™-Technologie, welche auf der Elektroporation basiert. Dabei werden die
Zellen und die siRNA in einem speziellen Puffer aufgenommen und in einem
Elektroporationsgerét in ein elektrisches Feld gebracht und kurzen elektrischen Impulsen
mit hoher Feldstarke ausgesetzt. Dabei entstehen kurzzeitig Poren in der Zellmembran,
durch die DNA in die Zelle eingeschleust wird [329]. Die Effizienz der Transfektion wird

anschlie3end mittels Western Blot Uberpruft.

Die Transfektion von Suspensionszellen mit sSiRNA wurde mithilfe des Amaxa® Cell Line
Nucleofector® Kit V (oder des Ingenio Kits, Mirus, 100 pL pro Probe) durchgefiihrt. Pro
Probe wurden 1x106 K562 Zellen verwendet. Die Elektroporation wurde gemaR des ATCC®
Protokolls fiir K562 mit dem Amaxa® Nucleofector® Il Gerat von Lonza ausgefiihrt. Dabei
wurden entweder 100 pmol siRNA [Kontroll-siRNA B/sc-44230; siRNA gegen NOXA/sc-
37305 (Santa Cruz); siRNA gegen BECN1/MQ-010552-01-0002, ATR/M-003202-05-0005
(SIGENOME siRNA, GE Dharmacon); siRNA gegen TP73/LQ-003331-00-0002
(ON-TARGETplus siRNA, GE Dharmacon)] oder 5 pg pcDNA3.1 bzw. MYC-p73
(bereitgestellt von ) eingesetzt. Mit dem T-016
Programm elektroporierte Zellen wurden direkt in 6-Well Zellkulturplatten Uberfihrt
(1x106 Zellen/Well) und fur 24 h in 2 mL Medium/Well kultiviert. Danach wurden 2 mL
Medium zu jedem Well hinzugefiigt und die Zellen direkt in 12-Well Zellkulturplatten

ausgesat. Nach 2 h Ruhezeit wurden diese Zellen mit Inhibitoren fir 24-48 h behandelt.
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2.2.6 Einzelzellgelelektrophorese (Comet Assay)

Die Einzelzellgelelektrophorese, auch Comet Assay genannt, ist eine nitzliche Methode,
um DNA-Schaden in einzelnen Zellen nachzuweisen. Der Assay wurde erstmals von
Ostling und Johanson im Jahre 1984 zum Nachweis von DSBs entwickelt [330]. 1988 wurde
die Methode von Singh weiterentwickelt. Durch die Verwendung von basischen Puffern
kénnen nun auch ESBs detektiert werden [331]. Das Prinzip des Comet Assays beruht auf
der Mikroelektrophorese von fragmentierter DNA. Intakte DNA ist nicht in der Lage im
elektrischen Feld zu wandern, deshalb bildet sie den ,Kopf des Kometen®. Wohingegen
geschéadigte, fragmentierte DNA aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld
wandern konnen und deshalb der GroRe nach in der Agarose aufgetrennt werden. Es
erscheint ein Schweif aus DNA-Bruchstlicken, der wie ein Komet aussieht. Die Zellen
werden vorher mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt und unter einem UV-Mikroskop
ausgewertet. Es wird zwischen dem alkalischen und dem neutralen Comet Assay
unterschieden. Der alkalische Comet-Assay ermdglicht die Detektion von ESBs und DSBs,
wahrend bei dem neutralen Comet Assay nur die DSBs nachgewiesen werden kdnnen
[332, 333].

2.2.6.1 Alkalischer Comet Assay

Vorbereitung der Objekttrager
1,5% Agarose wurde in PBS aufgekocht. Spezielle Objekttrager (frosted end) wurden darin
eingetaucht, kurz abtropfen gelassen und die Unterseiten abgewischt. Die so beschichteten

Objekttrager wurden tber Nacht getrocknet und bei RT gelagert.

Vorbereitung der LMP-Agarose
Low Melting Point-Agarose (0,5%, LMP) wurde mindestens 1 h vor dem Experiment in

H2Onidest. aufgekocht und in einem Wasserbad bis zur Verwendung auf 37°C temperiert.

Vorbereitung der Zellen

K562 Zellen wurden in einer Zelldichte von 2x10° Zellen/mL in 6-Well Zellkulturplatten
ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen mit Inhibitoren fiir 24-48 h behandelt. Die Zellen
wurden geerntet, gezahlt, auf 1x10° Zellen/mL eingestellt und auf Eis gehalten. 10 pL der
Zellsuspension wurden in 120 pL 0,5% LMP-Agarose (37°C) aufgenommen, auf die
beschichteten Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas eingedeckelt. Anschlie3end
wurden diese zur Abkihlung 4-5 min in den Kihlschrank bei 4°C gestellt. Die Deckglaser
wurden seitlich abgezogen und die Objekttrager fur mindestens 1 h bei 4°C im vorgekuhlten

Lysepuffer inkubiert.
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Elektrophorese

Die Praparate wurden in die Elektrophoresekammer gelegt, 2-3 mm mit vorgekihltem
Elektrophoresepuffer tberschichtet und 20 min fir die Alkalidenaturierung der DNA und
Exposition verschiedener Klassen alkalilabiler Stellen bei 4°C inkubiert. Die Elektrophorese
wurde bei 25 V und 300 mA bei 4°C fur 15-30 min durchgefihrt.

Fixierung und Farbung

Die Praparate wurden 3x 5 min vorsichtig mit Neutralisationspuffer Gberschichtet, kurz in
H2Onigest. getaucht, fur 5 min in 100% EtOH fixiert und fur 2 h bei RT getrocknet. Die DNA
wurde mit 50 pL PI-Lésung (SL: 50 pg/mL) angefarbt Die Objekttrager wurden direkt mit
einem Deckglas eingedeckelt und sofort unter einem Fluoreszenz-Mikroskop mit einer CCD
Kamera analysiert. Dabei wurden pro Probe 50 Zellen gemessen. Die relative
Kometenlange (Olive Tail Moment, OTM) sowie die Schweifintensitat (Tail Intensitat)
wurden mithilfe der Comet IV Software ausgewertet. In den Abbildungen ist der
DNA-Schaden als Tail Intensitéat dargestellt. Dieser entspricht dem Signal des Schweifes
und somit der Menge an fragmentierter DNA, die im elektrischen Feld gewandert ist.

Die Inkubationszeit der Zellen/Praparate im Lysepuffer/Elektrophoresepuffer sowie die
Dauer der Elektrophorese ist abhangig vom Zelltyp. Diese Parameter sollten daher beim

ersten Versuch definiert und dann beibehalten werden.

2.2.6.2 Neutraler Comet Assay

Die Durchflihrung des neutralen Comet Assays erfolgte im Grunde ahnlich dem alkalischen
Comet Assays, nur mit folgenden Modifikationen: Der Lysepuffer und Elektrophoresepuffer
variierten. Die Elektrophorese erfolgte bei 0,7 V/cm. Die Praparate wurden danach direkt in
H2Onbidest. getaucht und in 100% EtOH fixiert.

2.2.7 Untersuchung der mRNA Expression
2.2.7.1 RNA-Isolation

K562 Zellen wurden in 10 cm Schalen in einer Zelldichte von 2x10° Zellen/mL ausgesat.
Nach 24 h wurden die Zellen mit den entsprechenden Substanzen fiir 24 h behandelt. Die
Zellpellets wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C
gelagert. Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde mithilfe des NucleoSpin® RNA 1l Kits
(Machery-Nagel) gemafR dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurde die RNA
in 30 uL RNase-freiem H,O eluiert. Die RNA Konzentration im Eluat wurde spektroskopisch
am NanoDrop®-ND-1000 bestimmt. Dabei wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von
280 nm gegen H:Ouicest. als Referenz gemessen. Eine OD260 von 1 entspricht einer

Konzentration von 40 pg/ml RNA. Das Verhéltnis der Extinktion von 260 nm und 280 nm ist
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ein MalR fur die Reinheit der DNA bzw. RNA. Sie betragt bei reiner DNA 1,8 und bei
RNA = 2,0. Eine Verunreinigung durch Proteine kann bei einer Wellenlange von 320 nm

detektiert werden.

2.2.7.2 Synthese der cDNA mittels Reverser Transkriptase

AnschlieBend wurde die mRNA mittels der Reversen Transkriptase unter Verwendung
eines Oligo dT Primers in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Die Synthese von
cDNA aus der Gesamt-RNA erfolgte mithilfe des Verso™ cDNA Kits nach Angaben des
Herstellers im MyCycler™ Thermal Cycler.

Programm:
60 min 42°C

2 min 95°C
0 4°C).

Fur die Reaktion wurden 0,5 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Der Ansatz der synthetisierten
cDNA wurde mit sterilem H,O auf 50 pL eingestellt. Die Konzentration und Reinheit der
cDNA wurde danach erneut am NanoDrop®-ND-1000 ermittelt.

2.2.7.3 Quantitative Real-Time PCR

Es folgte eine quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) mit der synthetisierten cDNA als
Matrize. Fir die gRT-PCR wurde das SensiMix™SYBR Green & Fluorescein Kit verwendet.
Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green interkaliert in doppelstrangige DNA und der
entstandene Komplex absorbiert bei 492 nm und zeigt eine Emission bei 524 nm [334]. Mit
der Amplifikation der cDNA steigt die Menge der doppelstrangigen DNA und somit auch die
Fluoreszenz. Die Amplifikation wird solange wiederholt, bis das Signal wahrend der
exponentiellen Phase der Amplifikation die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Dieser
Zyklus wird als ,Threshold Cycle* (Ct) bezeichnet und bildet die Grundlage fiur die
Quantifizierung [335]. Als relatives Mal3 der Expression diente dabei die Ct der
housekeeping Gene Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und (ACTB).
Die Ansatze fur die qRT-PCR wurden auf spezielle 96-Well Platten pipettiert, welche
wahrend der Reaktion mit einer Klebefolie verschlossen wurden. Alle Ansatze wurden in
technischen Triplikaten ausgefihrt. Von jedem spezifischen Primer-Paar wurde zusatzlich
eine Leerkontrolle ohne cDNA hergestellt. Die verwendeten Primer sind unter dem
Abschnitt 2.1.8 aufgelistet.
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PCR-Ansatz (Endvolumen: 20ul)
2 uL 1:10 Verdinnung der cDNA
0,5 L 1:10 Verdinnung des Forward-Primers

0,5 L 1:10 Verdunnung des Reverse-Primers

7 UL H2Opigest.

10 uL SYBR Green

Die gRT-PCR wurde im CFX96 Real-Time PCR Detektionssystem mit folgendem
Programm durchgefinhrt:

2 min 50°C

10 min 95°C

10 sec 95°C

20 sec 55°C 44 Zyklen

20 sec 72°C

10 sec 95°C

5 sec 65°C-95°C in 0,5°C Schritten (Schmelzkurve)

w0 4°C

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der CFX Manager™ Software. Die Expression
der Gene wurde auf die der Referenzgene GAPDH und ACTB normalisiert. Dabei wurde
die unbehandelte Kontrolle auf 1 gesetzt. Die Standardabweichung stellt die

intra-experimentelle Variation dar.

2.2.8 Statistische Analysen

Die Versuche wurden auf statistische Signifikanz hin getestet. Dabei wurde je nach
Versuchsaufbau One-way oder Two-way ANOVA mit dem Bonferroni's multiple
comparisons test bei einem Vertrauensinterval von 95% angewendet. Alle statistischen

Tests wurden mithilfe der Software GraphPad Prism 6 durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Replikativer Stress und die Hemmung von Klasse | HDACs induzieren

apoptotische und nekrotische Prozesse in CML Zellen

Es wurde untersucht, ob eine Hemmung von Klasse | HDACs in Kombination mit
replikativem Stress K562 Zellen (CML) abtéten. Der Einfluss der Behandlung auf den
Zellzyklus wurde ebenfalls untersucht. Als HDACi wurde MS-275 und als RNRi wurde
Hydroxyurea verwendet. Die Zellen wurden mit 1,5-5 pM MS-275 und/oder 1 mM
Hydroxyurea fur 24-48 h behandelt. Die Messungen wurden an einem Durchflusszytometer
FACSCanto Il nach AnnexinV/PIl- oder PI-Farbung durchgefuhrt. Die Daten wurden
anschlieend mithilfe der FACSDiva 7.0 Software ausgewertet. Zudem erfolgte eine

Analyse von apoptotischen Markerproteinen mittels Western Blot.
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Abb. 3.1: Zelltodinduktion in K562 Zellen durch MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit
1,5-5 pM MS-275 (MS) und/oder 1 mM Hydroxyurea (HU) fur 24-48 h behandelt. (A) Durchflusszytometrische
Zelltodmessung von AnnexinV/Pl-gefarbten Zellen; n=4+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple
comparisons test; *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. (B) Durchflusszytometrische subG1-Messung von
Pl-gefarbten Zellen; n=4+SD; One-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; **p<0.01, ****p<0.0001.

MS-275 bewirkt eine zeit- und dosis-abhangige Ansammlung von frih- und spét-
apoptotischen K562 Zellen. Hydroxyurea l6st keinen Zelltod aus. Die Kombination von
MS-275 und Hydroxyurea induziert eine signifikante dosis-abhangige Zunahme der
Apoptose nach 24 und 48 h (Abb. 3.1A).
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Um die erzielten Daten zu untermauern, wurde eine Apoptosemessung mittels PI-Farbung
von fixierten Zellen durchgefiihrt. Die Apoptose wird dabei anhand der subGl-Fraktion
ermittelt, welche proportional zur DNA-Fragmentierung ist. MS-275 induziert in den K562
Zellen einen signifikanten und dosis-abhangigen Anstieg der subG1-Fraktion nach 48 h.
Hydroxyurea hingegen induziert keine Zunahme der subG1-Fraktion. Bei der Behandlung
der Zellen mit MS-275 und Hydroxyurea lasst sich jedoch eine signifikante Zunahme der
subG1-Fraktion im Vergleich zu MS-275 beobachten (Abb. 3.1B).

24 h 48 h

2 R A 125
B 35

gesp. Casp3 - 25
= 5
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B-Aktin — S B >°
acH3 | — = — =l 5
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Abb. 3.2: Expression von Apoptosemarkern in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und
Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fir 24-48 h behandelt. Spaltung von
Caspase 3 (gesp. Casp3) und PARP1 (gesp. PARP1) wurden mittels Western Blot detektiert. 3-Aktin diente als
Ladekontrolle und acetyliertes Histon 3 (acH3) als Positivkontrolle fur die Wirksamkeit von MS.

Der Prozess der Apoptose wird durch die Aktivierung von Initiator- und Effektorcaspasen
bestimmt. Diese wiederum sind an der Degradation von Zellbestandteilen und der
Fragmentierung von DNA beteiligt [236, 240]. Deshalb wurden bestimmte apoptotische
Markerproteine im Western Blot bestimmt. Ubereinstimmend mit den Daten in Abb. 3.1 und
Abb. 6.1A-B zeigt Abb. 3.2 eine starke Spaltung der Effektorcaspase 3 in MS-275 und
MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen. Eine Aktivierung von Caspase 3 bewirkt
eine Spaltung von PARP1, einem Substrat von Caspase 3 (Abb. 3.2). Die Acetylierung von
Histon 3 nimmt bei Behandlung mit MS-275 zu, was die Wirksamkeit von dem HDACI
bestatigt (Abb. 3.2).

AnschlielRend wurde getestet, ob andere CML Zelllinien ahnlich wie K562 Zellen gegeniber
den verwendeten Substanzen reagieren. Dazu wurden LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und
KYO-01 Zellen mit 5 uM MS-275 und/oder 1 mM Hydroxyurea fiir 48 h behandelt (Abb. 6.2).
MS-275 induziert bei allen Zelllinien einen signifikanten Anstieg der subG1-Fraktion. Durch
die Zugabe von Hydroxyurea nimmt die Zellzahl in der subG1-Fraktion weiter zu (Abb. 6.2).
Betrachtet man sich die Zellzyklusverteilung von MS-275 behandelten K562 Zellen, so kann

nach 24-48 h eine signifikante Arretierung der Zellen in der G1-Phase beobachtet werden
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(Abb. 3.3). Hydroxyurea hingegen fuhrt nach 24 h zum S-Phase Arrest der Zellen. Nach
48 h nimmt die Anzahl der Zellen in der S-Phase signifikant zu. Die
Kombinationsbehandlung mit MS-275 und Hydroxyurea weist im Vergleich zur Kontrolle
keine groRen Unterschiede in der Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen
auf (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Zellzyklusverteilung von K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. K562
Zellen wurden mit 1,5-5 uM MS und/oder 1 mM HU fur 24-48 h behandelt. Bestimmung der Zellzyklusphasen
erfolgte am Durchflusszytometer mittels PI-Farbung; n=4+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple
comparisons test; **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass das Uberleben von ruhenden und
gestressten Leukamiezellen abhangig ist von der Aktivitat von Klasse | HDACs. Eine
Kombinationsbehandlung mit MS-275 und Hydroxyurea fuhrt zudem zu einem signifikanten
und synergistischen Anstieg der Apoptose in CML Zellen. Die Einzelbehandlung mit
MS-275 arretiert die Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Hydroxyurea hingegen fihrt zu
einem S-Phase Arrest der Zellen.

3.2 Replikativer Stress induziert Autophagie in CML Zellen

Im nachsten Schritt wurde in den K562 Zellen der Einfluss von MS-275 und Hydroxyurea
auf die Autophagie untersucht. Die Zellen wurden mit 5 uM MS-275 und/oder 1 mM
Hydroxyurea fur 24-48 h behandelt. Danach wurden sie mit Cyto-ID® angefarbt und am
Durchflusszytometer gemessen. Bei Induktion von Autophagie erfolgt eine Akkumulation
von Autophagososmen, welche durch den Farbstoff angefarbt werden. Gemessen wird eine
Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitat im FITC-Kanal. Die Zellen wurden zuséatzlich
mit 10 uM Chloroquin behandelt. Chloroquin hemmt die Autophagie, indem es die Fusion
von Autophagosomen mit Lysosomen verhindert. Dadurch steigt die Zahl der
Autophagosomen in den Zellen bei Induktion zuséatzlich an. Somit dient Chloroquin hier als
Kontrolle fiur die Induktion von Autophagie. Des Weiteren wurden autophagische

Regulatorproteine mittels Western Blot und Immunfluoreszenz nachgewiesen.
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Abb. 3.4: Autophagieinduktion in K562 Zellen durch Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS
und/oder 1 mM HU fir 48 h behandelt. (A) Die durchflusszytometrische Messung der Autophagieinduktion
erfolgte mittels Cyto-ID®-Farbung. Reprasentative Histogramme sind in einem Overlay dargestellt. (B) Zellen
wurden zusétzlich mit 10 uM Chloroquin (CQ) behandelt; MFI, Mittlere Fluoreszenzintensitét des FITC-Signals;
n=3+SD; One-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001.

Die Cyto-ID®-Farbung in Abb. 3.4A zeigt, dass MS-275 eine 1,5-fache und Hydroxyurea
eine 4-fache Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitat in K562 Zellen nach 48 h bewirkt.
Dabei ist die Induktion von Autophagosomen nach Behandlung mit Hydroxyurea signifikant
erhoht und die bei Kombinationsbehandlung MS-275/Hydroxyurea ahnlich wie in der
Kontrolle. Reprasentative Histogramme einer Autophagiemessung sind in einem Overlay
dargestellt (Abb. 3.4A). Die Akkumulation von Autophagosomen nach Zugabe von
Hydroxyurea und die Unterdriickung von Hydroxyurea induzierter Autophagie durch
MS-275 kann entweder an einer Zunahme des Turnovers von Autophagosomen oder aber
an einer Hemmung des autophagischen Flusses liegen. Deshalb wurden die behandelten
K562 Zellen zuséatzlich mit CQ behandelt, welches die Ansauerung der Autophagosomen
verhindert [336]. Nach 48 h kann eine signifikante Zunahme des FITC-Signals mit
MS-275/CQ und verstarkt mit Hydroxyurea/CQ in K562 Zellen beobachtet werden
(Abb. 3.4B). Nach 24 h bewirkt ausschlief3lich Hydroxyurea/CQ einen signifikanten Anstieg
(Abb. 6.3A). Die Kombination aus MS-275/Hydroxyurea und CQ hingegen weist im
Vergleich zur Kontrolle nach beiden Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede auf
(Abb. 3.4B, Abb. 6.3A). CQ fuhrte in den behandelten Zellen zu keiner zusétzlichen
Zunahme der subG1-Fraktion nach 24 h (Abb. 6.3B). Andere CML Zelllinien wie LAMA-84,
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MEG-01, KCL-22 und KYO-01 weisen nach Hydroxyurea Behandlung wie die K562 Zellen
eine signifikant erhéhte Anzahl an Autophagosomen auf (Abb. 6.4A). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Hydroxyurea und im geringeren MalRe auch MS-275 Autophagie

induziert, jedoch Hydroxyurea in Kombination mit MS-275 den autophagischen Fluss

blockiert.
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Abb. 3.5: Expression von Autophagieregulatoren in K562 Zellen nach Behandlung mit Hydroxyurea.
K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und/oder 1 mM HU fir 24-48 h behandelt. Expression der autophagischen
Faktoren HDACS6, Beclinl und LC3B wurde mittels Western Blot detektiert. LC3B | (~16 kDa) wird im Verlauf
der Autophagie zu LC3B Il (~14 kDa) konvertiert. B-Aktin und a-Tubulin dienten als Ladekontrollen.

Deshalb kam die Frage auf, ob essentielle Autophagieregulatoren bei Behandlung mit
MS-275/Hydroxyurea abgebaut werden. Western Blot-Analysen von HDACS6, Beclinl und
LC3B Il zeigen, dass die Kombination nach 48 h zu einem Abbau dieser Proteine in
unterschiedlichem MaRe fuhrt. Dabei wird Beclinl am starksten abgebaut.
Einzelbehandlungen mit Hydroxyurea oder MS-275 haben keinen Einfluss auf die
Expression von HDAC6 und Beclinl (Abb. 3.5). Die Expression von LC3B | und LC3B Il
nimmt mit Hydroxyurea zeitabhangig zu. Wahrend der Autophagie wird zytoplasmatisches
LC3B | (16 kDa) zu LC3B Il (14 kDa) konvertiert [284]. Mit MS-275 bleibt die LC3B
Expression nach 24-48 h ungefahr vergleichbar mit der in den Kontrollzellen (Abb. 3.5). Die
Beobachtungen beziiglich Beclinl und LC3B Expression lassen sich auch auf die anderen
CML Zelllinien Gbertragen (Abb. 6.4B).

Eine weitere Nachweismethode fir die Expression von zytoplasmatischem LC3B ist die
Analyse mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Mikroskopie. Auch hier zeigt sich ein
signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitat nach 48 h Hydroxyurea Behandlung.
MS-275 einzeln und in Kombination mit Hydroxyurea weist dagegen keine LC3B
Akkumulation auf (Abb. 3.6A-B).
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Abb. 3.6: Akkumulation von LC3B in K562 Zellen nach Behandlung mit Hydroxyurea. K562 Zellen wurden
mit 5pM MS und/oder 1 mM HU fir 48 h behandelt. Akkumulation von LC3B (orange) wurde mittels
Immunfluoreszenz ermittelt. Zellkerne wurden mit TO-PRO3 (blau) angeféarbt. (A) Dargestellt sind
reprasentative konfokale Mikroskopiebilder. (B) Die Quantifizierung erfolgte mit ImageJ (100 Zellen/Probe); MFI,
Mittlere Fluoreszenzintensitat des LC3B-Signals; n=3+SD; One-way ANOVA, Bonferroni's multiple comparisons
test; ****p<0.0001.

Zusammenfassend zeigen alle drei Nachweismethoden, dass Hydroxyurea Autophagie in
den CML Zellen verstarkt induziert. In der Kombination verringert die Hemmung von HDACs
durch MS-275 hingegen die Hydroxyurea induzierte Autophagie auf das Niveau der

unbehandelten Leukamiezellen.

3.3 Replikativer Stress und die Hemmung von Klasse | HDACs fuhren in CML
Zellen zu einem Caspase-abhéngigen Abbau von Autophagieregulatoren

AnschlieRend wurde mittels Western Blot untersucht, ob der Abbau von HDACS6, Beclinl,
LC3B und weiteren Autophagieregulatoren, wie ATG5, LAMP2A oder HSC70, in
MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen durch die Hemmung von Caspasen
verhindert werden kann. Dabei sind LAMP2A und HSC70 mal3geblich an der
Chaperon-vermittelten Autophagie beteiligt [337, 338]. Als pan-Caspase Inhibitor wurde
50 uM z-VAD-FMK eingesetzt. Des Weiteren wurde mittels RNAi Uberprift, ob Beclinl, ein
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essentieller Faktor in der Autophagieinitiation, eine wichtige Rolle in der Regulation der
Autophagie bzw. Apoptose spielt. Dazu wurde in K562 Zellen ein Knock-down von Beclinl
mithilfe des Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V durchgefiihrt. 24 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit Hydroxyurea und der Kombination mit MS-275 flr 24-48 h behandelt.

Nachfolgend wurden die Zellen mit Cyto-ID® oder PI gefarbt und am Durchflusszytometer

analysiert.
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Abb. 3.7: Caspase-abhéngiger Abbau von Autophagieregulatoren in K562 Zellen durch MS-275 und
Hydroxyurea. (A) K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und/oder 1 mM HU fiir 48 h behandelt. Zellen mit
Kombinationsbehandlung wurden 1 h mit 50 pM z-VAD-FMK vorbehandelt. Mittels Western Blot wurde die
Expression von HDACS, Beclinl, LC3B, (B) ATG5, HDAC10, LAMP2A bestimmt. Verringerte Expression von
gespaltenem Caspase 3 diente als Nachweis fir die Wirksamkeit von z-VAD-FMK. HSC70, B-Actin sowie
Vinculin dienten als Ladekontrollen.

Die Einzelbehandlung mit MS-275 bewirkt in den K562 Zellen einen Abbau von weiteren
autophagischen Proteinen wie ATG5, HDAC10 und verstarkt von LAMP2A (Abb. 3.7B).
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Durch die Zugabe von z-VAD-FMK zu MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen wird
der Abbau von HDACSG, Beclinl, LC3B, ATG5, HDAC10 und LAMP2A teilweise reduziert
(Abb. 3.7A-B). Z-VAD-FMK hemmt die Aktivierung von Caspase 3 effektiv (Abb. 3.7A-B).
Dies deutet darauf hin, dass die durch MS-275/Hydroxyurea induzierte Apoptose

verantwortlich fUr die Spaltung der Autophagieregulatoren ist.

Der Knock-down von Beclinl (1 auf 0,2) in K562 Zellen, die mit Hydroxyurea oder
MS-275/Hydroxyurea behandelt wurden, konnte mittels Western Blot verifiziert werden
(Abb. 3.8A). Eine Cyto-ID®-Messung zeigt, dass durch die RNAi-vermittelte Reduktion von
Beclinl die Hydroxyurea induzierte Autophagie signifikant reduziert wird (Abb. 3.8B). Die
Abwesenheit von Beclinl fihrt zur Zunahme der subG1-Fraktion nach Behandlung mit
MS-275/Hydroxyurea. Somit fordert der Knock-down von Beclinl die durch die Kombination
induzierte Apoptose in K562 Zellen (Abb. 3.8C). Die Behandlung der Knock-down Zellen
mit Hydroxyurea zeigt im Vergleich zu den Kontrollzellen keine Unterschiede in der
subG1-Fraktion (Abb.6.5A). Die Zellen mit der Kombinationsbehandlung
MS-275/Hydroxyurea weisen im Vergleich zu den Kontrollzellen ebenfalls keine
Anderungen beziiglich der Autophagieinduktion auf (Abb. 6.5B).
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Abb. 3.8: Einfluss von Beclinl Knock-down auf Autophagie- und Apoptoseinduktion in K562 Zellen
durch MS-275 und Hydroxyurea. Knock-down von Beclinl in K562 Zellen erfolgte mittels Elektroporation.
Nach Transfektion mit Kontroll-siRNA (siK) und siRNA gegen Beclinl (siBECN1) wurden die Zellen mit 1 mM
HU und/oder 5 uM MS fir 24-48 h behandelt. (A) Knock-down wurde nach 24 h mittels Western Blot verifiziert.
o-Tubulin diente als Ladekontrolle. (B) Cyto-ID®- und (C) Pl-gefarbte Zellen wurden nach 48 h am
Durchflusszytometer gemessen. Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle (=1) normiert; n=3+SD; Two-way
ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05.

Zusammengefasst betrachtet, verdeutlichen die Daten, dass in MS-275/Hydroxyurea

behandelten Leukamiezellen die Apoptose upstream von Autophagie agiert.
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3.4 Genexpression von pro- und anti-apoptotischen Faktoren in CML Zellen

nach replikativem Stress und Hemmung von Klasse | HDACs

Zur ldentifikation von Genen, die an der Regulation der Apoptoseinduktion durch
MS-275/Hydroxyurea in K562 Zellen beteiligt sind, wurde ein mRNA-Microarray von
pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Faktoren durchgefuhrt. Zusatzlich wurden einige
Zellzyklus- und DNA-Reparaturgene analysiert. Neben der gRT-PCR-Analyse wurde die
Expression dieser und weiterer Faktoren auch auf Proteinebene mittels Western Blot
Uberpruft. Dazu wurden die K562 Zellen mit 5 pM MS-275 und/oder 1 mM Hydroxyurea fur
24-48 h behandelt. Des Weiteren wurde das mitochondriale Membranpotential der
unbehandelten und behandelten Zellen durchflusszytometrisch nach DiOC6-Farbung

bestimmt.

Relative mRNA Expression
o =~ NW O OO N O

Abb. 3.9: mRNA-Microarray von pro- und anti-apoptotischen Regulatoren in K562 Zellen nach
Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und/oder 1 mM HU fur 24 h
behandelt. Bestimmung der mRNA Expression von pro- und anti-apoptotischen Faktoren sowie von Zellzyklus-
relevanten Faktoren erfolgte in Triplikaten mittels gRT-PCR. Daten wurden auf die Expression der
Referenzgene GAPDH und ACTB normalisiert (K=1). SD entspricht der intra-experimentellen Variation. Der
Versuch wurde von I durchgefuhrt.

Die Expression der pro-apoptotischen Faktoren BAX und PUMA sowie der
anti-apoptotischen Faktoren BCL-XL, BCL-2 und Survivin weist auf mRNA-Ebene keine
starken Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle auf. Dies trifft auch auf DDB2, MDM2 und
die zwei Faktoren FAS-L und FAS-R zu, welche in der Rezeptor-vermittelten Apoptose eine
Rolle spielen (Abb. 3.9). Eine deutliche Uberexpression in MS-275/Hydroxyurea
behandelten K562 Zellen kann bei GADD45B (7-fach) und bei NOXA (6-fach) beobachtet
werden (Abb. 3.9). Im Vergleich zu GADD45B werden die anderen beiden
Zellzyklus-relevanten Faktoren GADD45A und GADDA45C kaum hochreguliert. GADD45B
kann bei Stress und unter DNA-schadigenden Bedingungen einen Zellzyklusarrest
auslosen [339]. Der CDKi p21 wird in MS-275 (10-fach) bzw. Hydroxyurea (9-fach)
behandelten K562  Zellen auf mRNA-Ebene  verstarkt exprimiert.  Die
Kombinationsbehandlung mit MS-275/Hydroxyurea (41-fach) fihrte dabei zu einer extrem
hohen Induktion (Abb. 3.9).
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Abb. 3.10: Expression von pro- und anti-apoptotischen Faktoren in K562 Zellen nach Behandlung mit
MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiir 48 h behandelt. (A) NOXA,
PUMA, BAX, BAK, Survivin, p21, (B) BIM, MCL-1, BCL-2 und BCL-XL wurden mittels Western Blot analysiert;
Isoformen: Extra Large, EL; Large, L; Short, S. -Aktin, HSP90 und a-Tubulin dienten als Ladekontrollen.

Das BH3-only Protein NOXA wird nach 48 h MS-275 Behandlung leicht induziert. Nach der
Kombinationsbehandlung mit MS-275/Hydroxyurea wird NOXA noch starker exprimiert
(Abb. 3.10A). Die Proteinexpression von BAX und BAK &ndert sich nicht in den K562 Zellen
nach Behandlung mit MS-275 und/oder Hydroxyurea. PUMA dagegen wird deutlich
reduziert (Abb. 3.10A). Das Survivin Protein wird ausschlieBlich mit MS-275
herunterreguliert (Abb. 3.10A). Survivin, als Mitglied der IAP-Proteinfamilie, hemmt
Caspasen und somit die Apoptoseinduktion [254-256]. Das Protein p21 wird insbesondere
durch MS-275 verstarkt exprimiert. Dagegen fihrte die Behandlung mit
MS-275/Hydroxyurea in den K562 Zellen zu einer leichten Abnahme der p21 Expression
(Abb. 3.10A). Betrachtet man sich Abb. 3.10B, so kann nach Kombinationsbehandlung ein
Abbau von anti-apoptotischen Faktoren wie MCL-1s, BCL-2 und BCL-XL, sowie vom pro-
apoptotischen Protein BIM festgestellt werden (Abb. 3.10B). Dabei stellt MCL-1 den
direkten Gegenspieler zu NOXA dar [262]. BCL-2 und BCL-XL werden durch MS-275
nahezu vollstandig abgebaut, &hnlich wie in der Kombination. BIMgL und MCL-1s hingegen
werden durch MS-275 leicht Uberexprimiert (Abb. 3.10B). Eine Einzelbehandlung mit
Hydroxyurea fuhrt zur deutlichen Reduktion der Expression von BIMeuus (Abb. 3.10B). Die
Proteine BIM und MCL-1 weisen aufgrund von alternativem Splicing mehrere Isoformen
(Extra Large, EL; Large, L; Short, S) auf. Diese kdnnen unterschiedliche Funktionen
besitzen [340, 341]. Eine deutliche Induktion von NOXA durch MS-275/Hydroxyurea
Behandlung lasst sich ebenfalls in LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und KYO-01 Zellen
beobachten (Abb. 6.6).
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Abb. 3.11: Analyse des mitochondrialen Membranpotentials in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-
275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiir 48 h behandelt. Anderungen
des mitochondrialen Membranpotentials (Awm) wurden mittels DiOC6-Farbung durchflusszytometrisch
bestimmt. Reprasentative Histogramme sind in einem Overlay dargestellt; n=3+SD; One-way ANOVA,
Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05, ****p<0.0001.

Eine Analyse des mitochondrialen Membranpotentials in K562 Zellen zeigt, dass MS-275
allein bereits zu einem signifikanten Verlust der mitochondrialen Stabilitat fihrt. Durch die
Kombinationsbehandlung mit Hydroxyurea nimmt dieser Verlust weiterhin signifikant zu.
Hydroxyurea hingegen fihrt zu keiner Veranderung des mitochondrialen
Membranpotentials, was der Robustheit von K562 Zellen gegen Hydroxyurea entspricht
[342]. Reprasentative durchflusszytometrische Histogramme der DIOC6-Messung sind in
Abb. 3.11 dargestellt. Dabei lasst sich die Verschiebung der Zellpopulation auf der
FITC-A-Achse nach replikativem Stress am wahrscheinlichsten dadurch erklaren, dass
DiOC6 unter den Bedingungen unspezifisch auch andere zytoplasmatische
Zellkomponenten anfarbt.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass die Expression des BH3-only
Proteins NOXA durch die Kombinationsbehandlung MS-275/Hydroxyurea induziert wird.
Dieses pro-apoptotische Protein scheint in diesem Kontext eine wichtige Rolle bei der
Induktion von Apoptose zu spielen. Zusatzlich ist zu vermerken, dass insbesondere nach
MS-275 Einzelbehandlung der CDKi p21 auf Proteinebene hochreguliert wird. Die
GADD45B mRNA wird nach MS-275/Hydroxyurea Behandlung verstarkt exprimiert.

3.5 NOXA ist ein wichtiger Regulator in der Induktion von Apoptose durch
replikativen Stress und Hemmung von Klasse | HDACs in CML Zellen

Um festzustellen, ob die Zunahme der Expression von NOXA auf mRNA- und Proteinebene
relevant ist fur die Induktion von Apoptose durch MS-275/Hydroxyurea, wurde NOXA in
K562 Zellen mittels RNAI herunterreguliert. Nach der Transfektion mit SIRNA gegen NOXA,
wurden die Zellen mit 1,5-5uM MS-275 und 1 mM Hydroxyurea fir 24-48 h behandelt. Der
Knock-down von NOXA sowie die Expression von Apoptose- bzw. Autophagieregulatoren
wurden mittels Western Blot Uberprift. Zudem wurden die Zellen einer
durchflusszytometrischen Apoptose- und Autophagiemessung unterzogen. Zusatzlich
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wurden MEFs mit wildtypischem NOXA oder MEFs mit einer genetischen Deletion beider
NOXA Allele verwendet. Diese wurden mit 0,5 mM Hydroxyurea und 5 uM MS-275 fiir 48 h
behandelt. AnschlieRend wurden die subG1-Fraktionen der isogenen Zelllinien bestimmt.
Des Weiteren wurde in den verschiedenen Zellsystemen die Induktion von DNA-Schaden

mittels Western Blot untersucht.
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Abb. 3.12: Einfluss von NOXA Knock-down auf Zelltodinduktion in K562 Zellen durch MS-275 und
Hydroxyurea. Knock-down von NOXA in K562 Zellen erfolgte mittels Elektroporation. Nach der Transfektion
wurden die Zellen mit 1,5-5 pM MS und 1 mM HU fir 24-48 h behandelt. (A) Knock-down von NOXA sowie
Expression von yH2AX und gespaltenem PARP1 wurden mittels Western Blot tGberprift. a-Tubulin diente als
Ladekontrolle. (B) AnnexinV/Pl-gefarbte Zellen wurden am Durchflusszytometer gemessen; n=3+SD; frihe
Apoptose nach 24 h - siK vs. SINOXA: **** (1,5 pyM MS/HU und 5 pM MS/HU); friihe Apoptose nach 48 h - siK
vs. SINOXA: * (unbehandelt), **** (1,5 uM MS/HU), *** (5 uM MS/HU); Two-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple
comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001;

Die Transfektion mit NOXA siRNA verringerte die durch die Kombinationsbehandlung
(1,5-5 uM MS-275/Hydroxyurea) induzierte Expression von NOXA von 1 auf 0,3 nach 24 h,
sowie von 1 auf 0,5-0,7 nach 48 h (Abb. 3.12A). Die Phosphorylierung von yH2AX, welches
ein Indiz fir DNA-Schaden darstellt [343], nimmt in den Knock-down Zellen nach 24 h
Behandlung leicht ab. Die Spaltung von PARP1, die infolge von Caspase-abhangiger
Apoptose stattfindet, kann in den behandelten Kontrollzellen nach 24-48 h beobachtet
werden. Dabei wird die Proteolyse von PARP1 nach 24 h Behandlung durch die

Eliminierung von NOXA vollstandig aufgehoben. Nach 48 h weist die Expression von
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yH2AX und gespaltenem PARP1 in den behandelten Knock-down Zellen hingegen keine
Unterschiede im Vergleich zu den behandelten Kontrollzellen auf (Abb. 3.12A). Die
durchflusszytometrischen Analysen der subG1-Fraktionen bekraftigen die Western Blot
Ergebnisse. Der Knock-down von NOXA hemmt die Induktion von Zelltod durch
MS-275/Hydroxyurea nach 24-48 h signifikant. Dabei wird die Induktion nach 24 h von
45,6-52% auf 22,3-26,9% und nach 48 h von 72,5-74,4% auf 48,8-57,3% reduziert
(Abb. 3.12B). Trotz Fehlen von NOXA kann in diesen Zellen eine erhghte Zelltodrate nach
48 h beobachtet werden. Dies konnte an dem unvollstandigen Knock-down von NOXA
liegen, was mdoglicherweise durch den kompletten Verbrauch der eingesetzten Menge an
NOXA siRNA zustande kommt (Abb. 3.12A-B).

Um die erzielten Daten in einem unabhangigen Model zu testen, wurden genetisch
modifizierte MEFs mit wildtypischem oder negativem NOXA auf ihre Reaktion gegeniiber
replikativem Stress und der Hemmung von Klasse | HDACs hin getestet. Die
NOXA-negativen MEFs verhindern nahezu vollstandig die Apoptoseinduktion durch
Hydroxyurea bzw. MS-275/Hydroxyurea, so wie sie in den NOXA Wildtyp MEFs nach 48 h
beobachtet werden kann (Abb. 3.13A).
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Abb. 3.13: Unterdrickung der Apoptoseinduktion in NOXA-negativen MEFs durch MS-275 und
Hydroxyurea. NOXA Wildtyp (wt) und NOXA-negative (-/-) MEFs wurden mit 5 uM MS und/oder 0,5 mM HU
fur 48 h behandelt. (A) Durchflusszytometrische Bestimmung der subG1l-Fraktionen mittels PI-Farbung;
n=3xSD; Two-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; **p<0.01, ****p<0.0001. (B) Western Blot-
Analyse von yH2AX; B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Zusammenfassend bestétigen die Analysen die Annahme, dass NOXA kritisch ist fur die
Induktion von Zelltod, die durch die Kombinationsbehandlung mit MS-275 und Hydroxyurea

hervorgerufen wird.

3.6 Aktivierung der DNA-Schadensantwort durch replikativen Stress und die

Hemmung von Klasse | HDACs in CML Zellen

Nachdem NOXA als kritischer Faktor fur die Induktion von Zelltod in MS-275/Hydroxyurea
behandelten CML Zellen identifiziert wurde, wurde nach der DNA-Schadensantwort
geschaut. Dazu wurden K562 Zellen mit 5 pM MS-275 und/oder 1 mM Hydroxyurea fur
24-48 h behandelt. Der Nachweis der DNA-Schadigung erfolgte mittels Western
Blot, Comet Assay und Immunfluoreszenz. Da Hydroxyurea eine komplexe replikative
Stressantwort auslost, in dem die Checkpoint-Kinasen ATM und ATR eine wichtige Rolle
spielen [344], wurde die Aktivierung dieser Signalproteine durch MS-275 und Hydroxyurea
ebenfalls untersucht. Des Weiteren wurden downstream Zielproteine von ATM und ATR

nach ihrem Phosphorylierungsstatus Uberpruft.
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Abb. 3.14: DNA-Schadensantwort in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. K562
Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiir 24 h behandelt. (A) Expression von p-ATR (T1989), ATR,
p-CHK1 (S317), CHK1, (B) p-ATM (S1981), ATM, p-CHK2 (T68) und CHK2 wurde mittels Western Blot
bestimmt. B-Aktin und a-Tubulin dienten als Ladekontrollen.

Hydroxyurea fuhrt nach 24 h zu einer starken Phosphorylierung von ATR (T1989) und ATM
(S1981). Durch die Zugabe von MS-275 wird die Expression von p-ATR und p-ATM weiter
verstarkt (Abb. 3.14A-B). Dies geht einher mit der Phosphorylierung von deren
Zielproteinen CHK1 (S317) und CHK2 (T68). MS-275 allein aktiviert keinen dieser
Checkpoint-Kinasen (Abb. 3.14A-B). Die gleichzeitige Expression von p-ATR und p-ATM
korreliert mit der Beobachtung, dass unter replikativen Stress Situationen ATM selbst ein
Zielgen von ATR darstellt [190].
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Abb. 3.15: Expression von yH2AX in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. K562
Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiir 24-48 h behandelt. yH2AX Expression wurde mittels Western

Blot detektiert. a-Tubulin diente als Ladekontrolle.

Entsprechend der Tatsache, dass Checkpoint-Kinasen Histon H2AX an S139 (yH2AX)
phosphorylieren kdnnen [240, 345], induziert die Kombinationsbehandlung aus MS-275 und

Hydroxyurea in K562 Zellen eine viel starkere Akkumulation von yH2AX als die

Einzelbehandlungen nach 24-48 h (Abb. 3.15). Diese Beobachtung lasst sich ebenfalls auf
die CML Zelllinien LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und KYO-01 Ubertragen (Abb. 6.7). Eine
zusatzliche Hemmung von Caspasen durch z-VAD-FMK fihrt in K562 Zellen zu einer
leichten Reduktion der MS-275/Hydroxyurea induzierten Expression von yH2AX (Abb. 6.8).
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Abb. 3.16: Immunfluoreszenz-Farbung von yH2AX und RPA in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275
und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und/oder 1 mM HU fiir 24 h behandelt. (A) Reprasentative
konfokale Mikroskopiebilder von yH2AX (griin) und RPA (rot). Zellkerne wurden mit TO-PRO3 (blau) angefarbt.
(B) Die Quantifizierung wurde mithilfe von ImageJ (100 Zellen/Probe) durchgefihrt; n=3+SD; One-way ANOVA,
Bonferroni’s multiple comparisons test; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Die Analyse von replikativem Stress und DNA-Schaden mittels Immunfluoreszenz zeigt,
dass Hydroxyurea zu einem signifikanten Anstieg an RPA Foci sowie einer signifikanten
Akkumulation von yH2AX fuhrt (Abb. 3.16A-B). Dies konnte daran liegen, dass yH2AX
auch einen Indikator fur Replikationsstress darstellt [346]. Wéhrend die Einzelbehandlung
von MS-275 keinen Effekt auf RPA und yH2AX zeigt, lasst sich in Kombination mit
Hydroxyurea eine leichte Zunahme an RPA Foci und eine signifikant stéarkere Akkumulation

von yH2AX im Vergleich zu den Hydroxyurea behandelten Zellen beobachten

(Abb. 3.16A-B).
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Abb. 3.17: Nachweis von ESBs und DSBs in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea
mittels alkalischem Comet Assay. K562 Zellen wurden mit 5 yM MS und/oder 1 mM HU flur 24-48 h
behandelt. (A) Dargestellt sind reprasentative Mikroskopiebilder und (B) die Quantifizierungen des alkalischen
Comet Assays; n=31+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparisons test; ****p<0.0001.

Die Bestimmung von ESBs und DSBs in den K562 Zellen mittels alkalischem Comet Assay,
bekraftigt die Beobachtung, dass eine Hydroxyurea Einzel- und Kombinationsbehandlung
mit MS-275 DNA-Schaden nach 48 h hervorruft. Wohingegen MS-275 allein keine ESBs
und DSBs verursacht (Abb. 3.17A-B).

Der neutrale Comet Assay zeigt im Grunde dieselben Ergebnisse wie der alkalische, nur
dass mit dieser Methode ausschlie3lich DSBs detektiert werden kénnen. Deshalb sind die
durch Hydroxyurea induzierten ESBs hier nicht zu erkennen, sondern nur die DSBs in
MS-275 und Hydroxyurea behandelten Zellen (Abb. 3.18A-B).
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Abb. 3.18: Nachweis von DSBs in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea mittels
neutralem Comet Assay. K562 Zellen wurden mit 5 yM MS und/oder 1 mM HU fiir 24-48 h behandelt. (A)
Dargestellt sind reprasentative Mikroskopiebilder und (B) die Quantifizierungen des neutralen Comet Assays;
n=3+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; ****p<0.0001.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen der DNA-Schadigung und der
DNA-Schadensantwort, dass eine Hemmung von Klasse | HDACs mit MS-275 die
Hydroxyurea induzierte Aktivierung von Checkpoint-Kinasen, sowie insbesondere die
Menge an DNA-Strangbriichen deutlich verstarkt.

3.7 Hemmung von ATR-CHK1 verringert in CML Zellen die Apoptoseinduktion

durch replikativen Stress und die Hemmung von Klasse | HDACs

Es ist bekannt, dass ATR und ATM das Uberleben von Zellen nach replikativem Stress und
DNA-Schaden negativ beeinflussen [130, 347]. Deshalb wurde in dieser Arbeit untersucht,
ob eine pharmakologische Hemmung von ATR und ATM einen Einfluss auf die Induktion
von Apoptose und Autophagie in CML Zellen durch MS-275 und Hydroxyurea haben. Des
Weiteren wurde getestet, ob die Expression von NOXA von der Aktivitat der
Checkpoint-Kinasen abhangig ist. ATR wurde zusatzlich mittels RNAi genetisch eliminiert.
Als ATR-Inhibitor wurde VE-821 und als ATM-Inhibitor KU-60019 verwendet. CHK1 wurde
ebenfalls mit MK-8776 gehemmt. K562 Zellen wurden jeweils 1 h vor der Behandlung mit
1 mM Hydroxyurea und 5 puM MS-275, mit 3 uM VE-821/KU-60019 und/oder 500 nM
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MK-8776 inkubiert. Nach 24-48 h wurden durchflusszytometrische Messungen und
Western Blot-Analysen durchgefihrt.
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Abb. 3.19: Hemmung von ATR und CHK1 schitzt K562 Zellen vor Apoptoseinduktion durch MS-275 und
Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und 1 mM HU fur 48 h behandelt sowie 1 h mit 3 pM VE-821
und/oder 500 nM MK-8776 vorbehandelt. (A-B) SubG1-Fraktionen von Pl-gefarbten Zellen wurden am
Durchflusszytometer bestimmt; n=3+SD (A); n=6+SD (B-C); One-way ANOVA, Bonferroni’s multiple
comparisons test; **p<0.01, ****p<0.0001. (C) Darstellung der Zellzyklusphasen; n=6£SD; Two-way ANOVA,
Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05, **p<0.01.

Die Hemmung von ATR durch den spezifischen Inhibitor VE-821 zeigte, dass die durch
MS-275/Hydroxyurea induzierte Fraktion an subG1 Zellen signifikant von 52,4% auf 23,1%
reduziert wird (Abb. 3.19A). Die Abnahme der subG1l1-Fraktion nach MS-275/
Hydroxyurea/VE-821 Behandlung lasst sich ebenfalls in den CML Zelllinien MEG-01,
LAMA-84, KCL-22 und KYO-01 beobachten (Abb. 6.10). Um die Rolle des ATR-CHK1
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Signalweges weiter zu untersuchen, wurde auch CHK1 in K562 Zellen pharmakologisch
gehemmt. Ebenso wie VE-821, fuhrt auch eine Inhibition von CHK1 durch MK-8776 zu einer
signifikanten Reduktion der DNA-Fragmentierung um 50% in MS-275/Hydroxyurea
behandelten Zellen (Abb. 3.19B).
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Abb. 3.20: Hemmung von ATR und CHK1 reduziert die NOXA Expression in K562 Zellen nach
Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und 1 mM HU fiir 24-48 h
behandelt sowie 1 h mit 3 pM VE-821 und/oder 500 nM MK-8776 vorbehandelt. (A) Expression von NOXA
mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt (24 h). Werte wurden auf -Aktin und GAPDH normalisiert; n=3+SD;
One-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Das Experiment
wurde von durchgefihrt. (B) Expression von NOXA
wurde mittels Western Blot bestimmt (48 h). Vinculin diente als Ladekontrolle.

Dementsprechend nimmt auch die Expression von NOXA nach Inaktivierung von ATR und
CHK1 sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene in MS-275/Hydroxyurea behandelten
Zellen ab (Abb. 3.20A-B). Eine gemeinsame Inhibition von ATR und CHK1 zeigt keine
zusatzliche Wirkung bezlglich subG1-Fraktion, Zellzyklusverteilung oder NOXA
Expression (Abb. 3.19 und 3.20). Die Reduktion von NOXA nach VE-821 Zugabe kann
auch in den anderen MS-275/Hydroxyurea behandelten CML Zelllinien beobachtet werden
(Abb. 6.13). Die Analyse der subG1-Fraktionen nach Einzelbehandlung mit MS-275 oder
Hydroxyurea weisen in Kombination mit VE-821, MK-8776 oder KU-60019 in K562 Zellen
nach 48 h keine signifikanten Unterschiede untereinander auf (Abb. 6.9A). Betrachtet man
sich die Zellzyklusverteilung dieser Zellen, so zeigen auch diese keine Abweichungen im
Vergleich zur Kontrolle oder MS-275 Behandlung. Nur in Zellen, die mit Hydroxyurea und

VE-821 oder MK-8776 behandelt wurden, kann eine Zunahme in der G1-Phase sowie eine

87



Ergebnisse

Abnahme in der S/G2/M-Phase im Vergleich zur Hydroxyurea Einzelbehandlung
festgestellt werden (Abb. 6.9B).
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Abb. 3.21: Wirksamkeit von VE-821 und MK-8776. K562 Zellen wurden mit 5 uM MS und 1 mM HU fiir 24 h
behandelt sowie 1 h mit 3 uM VE-821 und/oder 500 nM MK-8776 vorbehandelt. Hemmung von ATR und CHK1
durch die Inhibitoren wurde mittels Western Blot von p-CHK1 (S317) und p-CHK1 (S296) uberprift. HSP90
diente als Ladekontrolle.

Um die Wirksamkeit von dem ATRi VE-821 und dem CHK1i MK-8776 zu Uberprifen,
wurden Western Blot-Analysen auf p-CHK1 durchgefiihrt. Die Phosphorylierung von CHK1
an S317 nimmt mit VE-821 ab, was der Literatur zur Phosphorylierung dieser Stelle durch
ATR entspricht [153]. Die Autophosphorylierung von CHK1 an S296 [348] wird durch
MS-275/Hydroxyurea und VE-821 kaum beeinflusst und nimmt mit MK-8776, wie erwartet,
ab (Abb. 3.21). MK-8776 steigert demgegenuber die Menge an p-S317-CHK1 (von 1 auf
2,7). Dies konnte auf eine Ruckkopplung (feedback) zwischen CHK1 Hemmung und
ATR/ATM-Aktivierung hindeuten [348-351]. Die Hemmung von ATR durch einen weiteren
eher unspezifischen Inhibitor (ETP-46464) bestatigt die mit VE-821 gewonnenen
Ergebnisse. Die Zelltodinduktion wird in MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen
durch ETP-46464 reduziert (Abb. 6.12A). Entsprechend nimmt auch die Spaltung von
PARP1 sowie die Expression von NOXA in diesen Zellen ab (Abb. 6.12B).
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Abb. 3.22: Hemmung von ATR wund CHK1 beeinflussen die Autophagie nicht in
MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und 1 mM HU fur 24-48 h
behandelt sowie 1 h mit 3 pM VE-821 und/oder 500 nM MK-8776 vorbehandelt. (A) Cyto-ID®-gefarbte Zellen
wurden am Durchflusszytometer gemessen (48 h); n=3-5+SD. (B) Expression von LC3B und yH2AX wurde
nach 24 h mittels Western Blot detektiert. a-Tubulin diente als Ladekontrolle.

Die zusatzliche Hemmung von ATR und/oder CHK1 weist in Bezug auf die Autophagie
keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 3.22A). Die Expression von LC3B I/Il wird in
MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen nach Zugabe von VE-821 und/oder
MK-8776 nicht induziert, wobei die Menge an yH2AX verstarkt wird (Abb. 3.22B). Auch in
den CML Zelllinien MEG-01, LAMA-84, KCL-22 und KYO-01 kann keine verstarkte
Expression von LC3B I/ll in MS-275/Hydroxyurea/VE-821 behandelten Zellen im Vergleich
zur Kombinationsbehandlung detektiert werden (Abb. 6.11).
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Abb. 3.23: Knock-down von ATR reduziert in K562 Zellen die Induktion von Apoptose durch MS-275 und
Hydroxyurea. Knock-down von ATR erfolgte mittels RNAi. Nach 24 h Transfektion, wurden die Zellen fir
24-48 h mit 5 uM MS und 1 mM HU behandelt. (A) Knock-down wurde nach 24 h mittels Western Blot von
p-CHK1 (S317) uberprift. a-Tubulin diente als Ladekontrolle. (B) Durchflusszytometrische Analyse von
Pl-gefarbten Zellen (48 h). n=3+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.

Aufgrund der vorherigen Daten wurde ATR in K562 Zellen zusatzlich mittels RNAi genetisch
eliminiert. Eine funktionale Analyse des ATR Knock-downs zeigte eine 5-fache Reduktion
der Expression von p-CHK1 (S317) in behandelten Zellen nach 24 h (Abb. 3.23A). Die
Behandlung mit MS-275/Hydroxyurea fihrt nach 48 h zu einer signifikanten Abnahme der
subG1-Fraktion von 51,2% auf 29,2% in den ATR Knock-down Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen (Abb. 3.23B).
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Abb. 3.24: Knock-down von NOXA und ATR beeinflussen die Autophagie nicht in MS-275/Hydroxyurea
behandelten K562 Zellen. Knock-down von NOXA bzw. ATR in K562 Zellen erfolgte mittels Elektroporation.
Nach der Transfektion wurden die Zellen mit 5 uM MS und 1 mM HU flr 24 h behandelt. Cyto-ID®-gefarbte
Zellen wurden am Durchflusszytometer gemessen; n=3-6£SD.

In Abb. 3.24 ist eine Cyto-ID®-Messung dargestellt, die zeigt, dass die Behandlung der
NOXA bzw. ATR Knock-down Zellen mit MS-275 und Hydroxyurea nach 24 h zu keiner
signifikanten Veranderung in der Anzahl an Autophagosomen im Vergleich zu den
behandelten Kontrollzellen fiihrt. Dieses Resultat stiitzt das Cyto-ID®-Experiment mit
MS-275/ Hydroxyurea und VE-821 oder MK-8776 (Abb. 3.22).
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Abb. 3.25: Hemmung von ATM in K562 Zellen hat keinen Einfluss auf die Zelltodinduktion durch MS-275
und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 uM MS und 1 mM HU fir 48 h behandelt sowie 1 h mit 3 uM
KU-60019 vorbehandelt. (A) Durchflusszytometrische Messung der subG1-Fraktionen und (B) der
Zellzyklusphasen nach PI-Farbung der Zellen; n=3+SD; One-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparisons
test; ****p<0.0001. (C) Expression von p-CHK2 (T68), NOXA und yH2AX wurde mittels Western Blot bestimmt.
a-Tubulin und B-Aktin dienten als Ladekontrollen.

Eine pharmakologische Inaktivierung von ATM durch KU-60019 hingegen, welche durch
die Abnahme der Phosphorylierung des ATM Zielproteins CHK2 (T68) [143] nachgewiesen
wurde, weist in MS-275/Hydroxyurea behandelten Zellen keine Unterschiede beziiglich
subG1-Fraktion, Zellzyklusverteilung sowie NOXA Expression im Vergleich zur
Kombinationsbehandlung auf. Die Expression von yH2AX hingegen nimmt zu, was
vermutlich auf einen Defekt in der DDR zurtickzufiihren ist (Abb. 3.25A-C).

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass der Signalweg von ATR und CHK1
pro-apoptotisch als Induktionsfaktor von NOXA in MS-275/Hydroxyurea behandelten Zellen

wirkt und dass ATM in diesem Kontext nicht an der Induktion von Apoptose beteiligt ist.

3.8 ATR Inhibition verstarkt in CML Zellen die Induktion von DNA-Schaden

durch replikativen Stress und die Hemmung von Klasse | HDACs

ATR wurde als pro-apoptotischer Faktor in MS-275/Hydroxyurea behandelten CML Zellen
identifiziert. Im Folgenden wurde nun untersucht, ob eine Inaktivierung von ATR die
Induktion von DNA-Schéaden in diesen Zellen verhindert oder fordert. Wie im vorherigen
Abschnitt wurden K562 Zellen mit 5 pM MS-275 und/oder 1 mM Hydroxyurea fir 24 h
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behandelt. Die Bestimmung der DNA-Schadigung erfolgte mittels Western Blot und Comet
Assay.
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Abb. 3.26: Hemmung von ATR fdérdert in MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen die Induktion
von DNA-Strangbriichen. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und/oder 1 mM HU fur 24 h behandelt sowie 1 h
mit 3 UM VE-821 vorbehandelt. (A) Expression von yH2AX wurde mittels Western Blot bestimmt. Vinculin diente
als Ladekontrolle. (B) Dargestellt sind reprasentative Mikroskopiebilder und (C) die Quantifizierungen des
alkalischen Comet Assays; n=3+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; ****p<0.0001.

Die Western Blot-Analyse in Abb. 3.26A zeigt, dass yH2AX nach Zugabe von VE-821 in
MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen verstéarkt exprimiert wird. Dasselbe trifft auf
die CML Zelllinien MEG-01, LAMA-84, KCL-22 und KYO-01 zu (Abb. 6.13). Der alkalische
Comet Assay bestiatigt ebenfalls die Beobachtung, dass die Hemmung von ATR die

Induktion von DNA-Strangbrichen durch MS-275/Hydroxyurea in K562 Zellen weiter fordert
(Abb. 3.26B-C).

Zusammengefasst betrachtet, zeigen die Ergebnisse eine deutliche Zunahme an
DNA-Schaden durch die Inaktivierung von ATR in MS-275 und Hydroxyurea behandelten
K562 Zellen. Dies entspricht der Literatur zu soliden Tumorzellen, in denen Hydroxyurea
und ETP-46464 gegeben wurden [128].
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3.9 Replikationsstress und die Hemmung von Klasse | HDACs induzieren in
CML Zellen Apoptose tber die c-ABL-p73-NOXA Achse

Die Entdeckung, dass NOXA als pro-apoptotisches Protein zur Induktion von Apoptose in
MS-275/Hydroxyurea behandelten CML Zellen fihrt, lasst die Frage aufkommen, welche
Faktoren in diesem Zellsystem als upstream Regulatoren von NOXA fungieren. Deshalb
wurden im Folgenden potentielle Faktoren mittels Western Blot und qRT-PCR detektiert.
Dazu wurden K562 Zellen mit 5 pM MS-275 und/oder 1 mM Hydroxyurea fur 24 h
behandelt. AnschlieRend wurden aussichtsreiche Faktoren durchflusszytometrisch nach
Knock-down oder Uberexpression in K562 Zellen auf inre Wichtigkeit hin untersucht.
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Abb. 3.27: Potentielle upstream Regulatoren von NOXA. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und/oder 1 mM

HU flir 24 h behandelt. (A) Expression von EGR1, c-MYC, (B) FoxO1 und p73 wurde mittels Western Blot

bestimmt. B-Aktin, a-Tubulin und Vinculin dienten als Ladekontrollen. (C) Bestimmung der p73 mRNA

Expression erfolgte in Triplikaten mittels gRT-PCR. Daten wurden auf die Expression der Referenzgene GAPDH

und ACTB normalisiert (K=1). SD entspricht der intra-experimentellen Variation. Das Experiment wurde von
durchgefihrt.

Die Selektion der untersuchten Proteine erfolgte zunéchst auf der Basis der bestehenden
Datenlage. So hat z. B unser Kooperationspartner gemeinsam
mit seinem Team herausgefunden, dass das Onkogen c-MYC nach Interaktion mit dem
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor EGR1, an die Promotoren von NOXA und BIM bindet, um
deren Transkription zu induzieren und letztendlich p53-unabhéngig Zelltod nach
Bortezomib (proteasomaler Inhibitor) Behandlung in Tumorzellen auszul6sen [312]. In
Abb. 3.27A zeigen Western Blots von Lysaten aus K562 Zellen eine deutliche Abnahme
der Expression von EGR1 und c-MYC nach Behandlung mit MS-275 sowie mit
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MS-275/Hydroxyurea. Desweiteren gibt es Studien, dass der Transkriptionsfaktor FoxO1
Apoptose in a-TOS (a-tocopheryl-succinate) behandelten Jurkat und NSCLC Zellen Uber
NOXA induziert [352]. a-TOS ist ein Vitamin E Analogon, das effektiv die Proliferation von
Krebszellen hemmt und diese in die Apoptose treibt [353]. FoxO1 wird in K562 Zellen nach
MS-275 und MS-275/Hydroxyurea Behandlung jedoch nicht induziert (Abb. 3.27B). FoxO1,
c-MYC und EGR1 werden alle durch Hemmung von HDAC1-3 und replikativen Stress
abgebaut. Weitere Publikationen deckten auf, dass NOXA durch p73, einem Homolog des
Tumorsuppressors p53, induziert wird. In den Versuchen wurden transformierte Zellen mit
dem DNA-schadigenden Agens Etoposid (Topoisomerase ll-Inhibitor), mit UV-Strahlung
[354] sowie mit dem Zytostatikum Cisplatin (verursacht ICL, interstrand crosslinks)
behandelt [355]. Die Western Blot-Analyse in Abb. 3.27B zeigt, dass Hydroxyurea allein
und in Kombination mit MS-275 die Expression von p73 in K562 Zellen induziert. Dabei wird
ein p73 reduzierender Effekt von MS-275 aufgehoben. Diese Verringerung von p73 durch
MS-275 konnte auf die reduzierte p73 mRNA Expression zurtckzufiihren sein (von 1 auf
0,25) (Abb. 3.27C) und entspricht der Hemmung der p53 mMRNA Expression [356]. Nach
Hydroxyurea sowie MS-275/Hydroxyurea Behandlung kann auf mRNA-Ebene im
Gegensatz zum Proteinspiegel keine Steigerung von p73 im Vergleich zu den Kontrollzellen

festgestellt werden (Abb. 3.27C). Dies kdnnte an einer erhéhten Proteinstabilitéat von p73

liegen.
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Abb. 3.28: Uberexpression von p73 verstarkt in K562 Zellen die Apoptoseinduktion durch MS-275 und
Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pg pcDNA3.1 oder MYC-p73 transfiziert und nach 24 h mit 5 pM MS
und 1 mM HU fir 48 h behandelt. (A) Durchflusszytometrische Messung der subG1-Fraktionen von Pl-geféarbten
Zellen; n=4+SD; Two-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. (B)
Expression von p73 und NOXA wurde mittels Western Blot bestimmt; nd, nicht detektierbar (zu stark belichtet).
B-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Experimente in A und B wurden teilweise von und
teilweise von mir durchgefihrt.

Deshalb wurde weiter untersucht, ob eine Uberexpression von p73 einen Einfluss auf die
Apoptoseinduktion durch MS-275/Hydroxyurea in K562 Zellen hat. Dazu wurden die Zellen
mit dem Kontroll-Plasmid pcDNAS3.1 sowie mit MY C-getaggtem p73 Plasmid transfiziert und

anschlieBend mit MS-275/Hydroxyurea behandelt. Die durchflusszytometrische Messung
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der einzelnen subG1l1-Fraktionen in Abb. 3.28A zeigt eine signifikante Zunahme der
MS-275/Hydroxyurea induzierten Apoptoserate in p73 Uberexprimierendenen Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen von 42,5% auf 64,4%. Bereits in den unbehandelten
MYC-p73 Kontrollzellen lasst sich ein Anstieg der subGl-Fraktion von 6,7% auf 25%
beobachten. Die Uberexpression von p73 wurde mittels Western Blot uberpriift
(Abb. 3.28B). In den mit MS-275 und Hydroxyurea behandelten Kontrollzellen wird die
Expression von p73 und NOXA induziert. Im Vergleich dazu, nimmt die Expression von p73
und die damit einhergehende Expression von NOXA in den behandelten p73
Uberexprimierten Zellen deutlich zu (von 1 auf 1,5) (Abb. 3.28B).
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Abb. 3.29: Knock-down von p73 reduziert in K562 Zellen die Induktion von Apoptose durch MS-275 und
Hydroxyurea. Knock-down von p73 und NOXA in K562 Zellen erfolgte mittels Elektroporation. Nach 24 h
Transfektion wurden die Zellen mit 5 uyM MS und 1 mM HU fir 24 h behandelt. (A) Durchflusszytometrische
Zelltodanalyse von AnnexinV/Pl-geféarbten Zellen; n=8+SD (siK/sip73); n=5+SD (siNOXA); frihe Apoptose - siK
vs. sip73/sSiNOXA (MS/HU): ****  Two-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparisons test; *p<0.05;
***n<0.001, ****p<0.0001; (B) Knock-downs wurden mittels Western Blot Uberprift. B-Aktin diente als
Ladekontrolle. Die Experimente in (A) wurden von und von mir und die in (B) nur von
durchgefihrt.

Zur Bestatigung der erzielten Daten, wurde eine genetische Elimination von p73
durchgefuhrt. Wie erwartet, flhrt der Knock-down von p73 in K562 Zellen zur Reduktion
des durch MS-275/Hydroxyurea induzierten Zelltods (Abb. 3.29A). Zur Kontrolle wurden
erneut Zellen mit transfizierter SINOXA analysiert. Sowohl in Zellen mit RNAi gegen p73 als
auch in Zellen mit RNAi gegen NOXA kann nach Behandlung eine signifikante Abnahme
der Apoptose von 32,9% auf 13% bzw. 12,5% und eine Reduktion der Nekrose von 3,9%
auf 3,5% bzw. 2,9% im Vergleich zu den behandelten Kontrollzellen beobachtet werden
(Abb. 3.29A). Der Knock-down von p73 und NOXA wurde mittels Western Blot verifiziert
(jeweils K-MS/HU: von 1 auf 0,1). Auch die Induktion von NOXA in den
MS-275/Hydroxyurea behandelten sip73 Zellen nimmt im Vergleich zu den Kontrollzellen
leicht ab (1 auf 0,7) (Abb. 3.29B).
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Abb. 3.30: Hemmung von c-ABL durch Imatinib reduziert die Expression von p73 und NOXA in K562
Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS, 1 mM HU
und/oder 1 pM Imatinib (Ima) fur 24 h behandelt. (A) Expression von p-STATS5 (Y694), STATS5, (B) p73, NOXA,
YH2AX, (C) p-ATR (T1989), ATR, p-CHK1 (S317) und CHK1 wurde mittels Western Blot bestimmt. HSP90 und
B-Aktin dienten als Ladekontrollen. Die Experimente wurden von » durchgefihrt.

K562 Zellen haben eine konstitutiv aktive BCR/ABL Tyrosinkinase und c-ABL ist in der
apoptotischen Signalkaskade p73 und NOXA vorgeschaltet [187]. Deshalb wurden mit
MS-275 und Hydroxyurea behandelte K562 Zellen zuséatzlich mit dem gegen c-ABL und
BCR/ABL wirksamen TKi Imatinib behandelt. Die Hemmung von c-ABL wurde durch
Western Blot-Analyse von p-STATS verifiziert. Dieses stellt ein Zielgen von BCR/ABL dar.
Die Phosphorylierung von STAT5 an Y694 wird nach Imatinib Einzelbehandlung sowie
nach MS-275/Hydroxyurea/Imatinib  Kombinationsbehandlung vollstandig reduziert
(Abb. 3.30A). Die Expression von p73 und NOXA nach MS-275/Hydroxyurea Behandlung
wird durch Zugabe von Imatinib unterdrickt, yH2AX hingegen wird stéarker exprimiert
(Abb. 3.30B). Die durch MS-275/Hydroxyurea induzierte Phosphorylierung von ATR
(T1989) und CHK1 (S317) bleibt nach Imatinib Behandlung erhalten (Abb. 3.30C). Dies
spricht fur eine Kaskade von der ABL Aktivitat zu p73, aber fir keine Rickkopplung zu
Checkpoint-Kinasen. Die Einordnung dieser Befunde in die Literatur erfolgt in der

Diskussion.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen der upstream Regulatoren von NOXA, dass
in CML Zellen die Induktion der NOXA Expression und somit die Einleitung der Apoptose
nach Hemmung von Klasse | HDACs mit MS-275 und replikativen Stress uber den

Transkriptionsfaktor p73 und die ABL Kinaseaktivitat erfolgt.
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4 Diskussion

Die CML ist eine Unterkategorie der Bluterkrankungen. Im Vergleich zu anderen
Leuka&mieformen tritt sie sehr selten auf. So sind 2019 insgesamt etwa 21500 AML, 21000
CLL und nur knapp 9000 CML und 6000 ALL Neuerkrankungen in den USA aufgetreten
[357]. Die Progression der CML lasst sich auf die konstitutiv aktive Tyrosinkinase BCR/ABL
zurickfihren [358, 359]. Deshalb stellt das BCR/ABL Fusionsprotein ein
vielversprechendes Zielgen der Krebstherapie dar. Derzeit besteht fur CML Patienten die
Therapieoption aus verschiedenen TKi. Diese zielgerichtete Therapie zeigte bisher viele
Erfolge, jedoch entwickelten viele Patienten auch Resistenzen dagegen, die oft auf
Mutationen innerhalb der Kinase zurickzufiihren waren. Aul3erdem ist es zumindest mit
den derzeit verfigbaren TKi nicht mdglich, CML Stammzellen vollstandig zu eliminieren
[360]. Eine mdgliche Eliminierung von solchen Zellen mit Inhibitoren von ¢-MYC und
Aktivatoren von p53 muss noch erprobt werden und ist bei p53-negativen Zellen unwirksam

[361]. Daher sollten weitere Strategien zur Behandlung der CML identifiziert werden.

Die Erkenntnis, dass neben Genmutationen auch epigenetische Verénderungen zum
Entstehen und Fortschreiten von Krebserkrankungen beitragen, flhrte zur Entwicklung von
pharmakologischen Inhibitoren gegen HDACSs. Diese Enzyme sind in Krebszellen oftmals
fehlreguliert, weshalb sie aussichtsreiche Zielgene fir die Krebstherapie darstellen. Als
neuartige Therapieoptionen sind HDACi in der Lage das Wachstum und das Uberleben von
Krebszellen zu reduzieren. Dies spricht dafiir, dass entartete Zellen von dem gestorten
Gleichgewicht zwischen HATs und HDACs abhangig sind. Deshalb werden HDACI
gegenwartig als vielversprechende Krebsmedikamente zur Behandlung von
hamatologischen Erkrankungen sowie soliden Tumoren eingesetzt. Einige dieser
epigenetischen Medikamente (SAHA, FK-228, Belinostat, LBH589) wurden von der FDA
bereits zur Therapie von CTCL, PTCL und Multiplem Myelom zugelassen [66, 68, 80-83].
Zahlreiche andere HDACi werden noch klinisch erprobt und entwickelt. HDACi kdnnen
entartete Zellen gezielt abtéten, ohne dabei gesunde Zellen zu schadigen. Diese
Therapieoption wiirde somit eine Erhaltung der Lebensqualitdt der Krebspatienten
ermdglichen. Zudem sind HDACSs fir das Ansprechen von Krebszellen auf Chemotherapie
von essentieller Bedeutung, denn in Kombination mit konventioneller Chemotherapie
erweisen sich HDACI als sehr effizient. In dieser Arbeit wurde Hydroxyurea zur gezielten
Induktion von replikativen Stress verwendet. Hydroxyurea wird derzeit in der Klinik fiir die
Behandlung von Sichelzellanamie, chronischen Myeloproliferativen Erkrankungen sowie
Glioblastomen eingesetzt [362-365]. BCR/ABL-positive CML Zelllinien wurden mit dem
Klasse | HDACi MS-275 und Hydroxyurea behandelt und hinsichtlich der zellularen

97



Diskussion

Stressantwort untersucht. Dabei wurden molekulare Mechanismen beziiglich der Apoptose,

Autophagie und der DDR aufgedeckt.

4.1 Moglicher Mechanismus fur den durch HDACi bewirkten G1 Arrest

Die Behandlung mit MS-275 16st in K562 Zellen einen G1 Arrest aus (Abb. 3.3). Dieser
Effekt von MS-275 wurde u.a. auch in Versuchen mit Ovarial- und Darmkarzinomzellen
beobachtet [132, 366]. Auch zahlreiche andere HDACI induzieren einen Zellzyklusarrest in
der G1/S-Phase; siehe z.B. [367-372]. Oft wird dies mit der p53-unabh&ngigen Induktion
von p21WAFLCIPL - assoziiert. p21 hemmt Uber eine Inaktivierung von CDKs die
Hyperphosphorylierung von pRb [373, 374]. Dieses gehort zu den Tumorsuppressoren, die
die Progression von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus verhindern und auf diese Weise
die Proliferation hemmen. Dabei bindet und unterdriickt pRb hauptséachlich Zielgene von
E2F [375-377]. Beispiele fur E2F Zielgene, deren Expression durch pRb reprimiert werden,
sind Cyclin E und Cyclin A. Beide Cycline kénnen an CDK2 binden und die G1/S Transition
fordern. Diese Komplexe phosphorylieren pRb, wodurch es inaktiviert und abgebaut wird
[374]. PCNA (proliferating cell nuclear antigen) hat als eine Untereinheit der
DNA-Polymerase eine Schlusselfunktion in der DNA-Replikationsmaschinerie. Auch dieses
Protein kann von p21 gebunden und gehemmt werden [378]. Die Analyse von p21 mit
MS-275 behandelten K562 Zellen ergab, dass p21 sowohl auf mRNA-, als auch auf
Proteinebene signifikant induziert wird (Abb. 3.9, 3.10). Die Hemmung von Klasse | HDACs
durch MS-275 induziert in CML Zellen p21 und fuhrt auf diese Weise wahrscheinlich einen
G1 Arrest hervor. Auch ist bekannt, dass HDAC1, HDAC2 und HDAC3 die Expression von
p21 unterdriicken [379-384]. Diese HDACs werden zu der Promotorregion von p21
rekrutiert. Dort deacetylieren sie Histone und hemmen die Transkription von p21 [379-384].

4.2 Mechanismus zur Aktivierung der DDR und Induktion von DSBs durch

Replikationsstress und HDACI

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass K562 Zellen nach Hydroxyurea Behandlung in der
S-Phase arretieren (Abb. 3.3). Replikativer Stress, der durch den RNRi Hydroxyurea
induziert wird, aktiviert in den K562 Zellen die DNA-Schadensantwort. Die Checkpoint-
Kinasen ATM, ATR, CHK2 und CHK1 werden phosphoryliert (Abb. 3.14). Diese Effekte
waren zu erwarten, weil in proliferierenden Zellen Hydroxyurea eine Abnahme des dNTP
Pools bewirkt, wodurch das Fortschreiten der DNA-Polymerase an Replikationsgabeln
verlangsamt und ein S-Phase Arrest eingeleitet wird. Gleichzeitig entstehen durch
fortwahrend aktive DNA-Helikasen ssDNA Bereiche, die RPA binden und ATR aktivieren

[128]. Verlangsamte oder blockierte Replikationsgabeln aktivieren einen Replikations-
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Checkpoint, der fir die Erhaltung der Genomstabilitat unter replikativen Stress essentiell ist
[385, 386]. Dieser Intra-S-Phase Checkpoint stimuliert die RNR-Aktivitat, verzégert die
Mitose, unterdriickt die Aktivierung von spaten DNA-Replikationsurspriingen und schitzt
die blockierten Replikationsgabeln vor einem Kollaps, sodass die DNA-Synthese nach
Abklingen der Wirkungen von Hydroxyurea wieder fortgesetzt werden kann [387-389].
Ohne diesen Checkpoint sind die Replikationsgabeln von Hydroxyurea behandelten Zellen
labil und kollabieren, was zur Entstehung von DSBs und zu oxidativen Stress fuhrt [390,
391]. Der so erzeugte DNA-Schaden wird als direkte Ursache fir die Induktion von Zelltod
gesehen. Behandelte Zellen mit defektem Checkpoint kénnen Uber die mitotische
Katastrophe absterben [344, 392, 393]. Deshalb sind Zellen mit mutiertem Checkpoint sehr
sensitiv und Zellen mit intakter DDR relativ resistent gegentiber Hydroxyurea. Der S-Phase
Arrestistin Wildtyp Zellen oft reversibel [387, 394]. Da K562 Zellen nach replikativem Stress
eine effiziente DDR aufweisen, sind sie resistent gegenitber Hydroxyurea in der
verwendeten Dosis und Inkubationsdauer (Abb. 3.1, 3.2, 3.14). Hydroxyurea induziert in
K562 Zellen ESBs (nach 48 h). Dies konnte mithilfe des alkalischen Comets detektiert
werden (Abb. 3.17). Es ist bekannt, dass CHK1 und CHK2 DNA-Reparaturproteine
aktivieren kénnen. Die Aktivierung des DNA-Reparatursystems stellt einen wichtigen
Endpunkt der DDR dar. Wahrscheinlich werden in K562 Zellen nach Hydroxyurea
Behandlung auch bestimmte Reparaturproteine zu den blockierten Replikationsgabeln
rekrutiert, sodass eine effiziente Reparatur stattfindet. Einige Proteine der homologen
Rekombination wurden von mittels Western Blot analysiert (Daten in
dieser Arbeit nicht gezeigt). Dabei konnte eine Induktion der Expression von RAD51,
BRCAL1 und FANCD2 nach Hydroxyurea Behandlung beobachtet werden. Neben der Rolle
in der DSB-Reparatur, sind die HR-Proteine auch fir die Stabilisierung und den Neustart
von blockierten Replikationsgabeln verantwortlich [391]. Somit passen die Resultate zu der

vorhandenen Datenlage. In Abb. 4.1 sind die Daten in einem Modell zusammengefasst.

ATM und ATR kdénnen neben spezifischen Zielgenen auch tberlappende Zielgene haben.
Die Prozessierung von DSBs und der Zusammenbruch der blockierten Replikationsgabeln
konnen die Aktivierung der jeweils anderen Kinase auslosen. ATR ist die priméar aktivierte
Checkpoint-Kinase bei Replikationsstress [395]. ATM kann nach replikativem Stress direkt
von ATR phosphoryliert werden [190, 191]. Die Hemmung von Klasse | HDACs durch MS-
275 hebt die Stabilisierung der blockierten Replikationsgabeln, die durch Hydroxyurea
induziert wurden, in K562 Zellen auf, sodass sie kollabieren und DSBs erzeugen. Die so
erfolgte Aktivierung der DDR fuhrt zur Phosphorylierung von H2AX an S139
(Abb. 3.14, 3.15) [116, 117, 139]. MS-275 verstarkt die von Hydroxyurea induzierte
Aktivierung von ATR, ATM, CHK1 und CHK2, sowie insbesondere die Mengen an ESBs
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und DSBs in CML Zellen. Die Untersuchungen der DNA-Schadigung wurden mittels
Western Blot, Comet Assays und Immunfluoreszenz durchgefiihrt (Abb. 3.14-3.18, 6.7).
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Abb. 4.1: Induktion von DSBs in Leukadmiezellen durch MS-275 und Hydroxyurea. Replikativer Stress
erzeugt ssDNA. Die Strange von ssDNA und die blockierten Replikationsgabeln werden mithilfe von Klasse |
HDACs stabilisiert. MS-275 hemmt diese HDACs, sodass die Replikationsgabeln kollabieren und DSBs
entstehen. ATM und weitere DDR Proteine werden zum DSB rekrutiert. ATM phosphoryliert CHK2. Die
ATR-CHKZ1 Achse wird durch ssDNA aktiviert. Die durch CHK2 und CHK1 induzierte DNA-Reparatur wird durch
MS-275 unterdriickt, deshalb kommt es zur Phosphorylierung von H2AX durch CHK2 und CHK1.

Epigenetische Regulatoren, wie HATs und HDACSs, spielen eine wichtige Rolle in der DDR
und der DNA-Reparatur. Diese Enzyme sind oft in DNA-Schadensregionen vorzufinden
[197]. Es ist bekannt, dass unter den HDACs insbesondere HDAC1 und HDAC2 eine
zentrale Rolle in der DDR einnehmen. Beide HDACs werden sofort zum DSB rekrutiert, wo
sie die Reparatur mittels NHEJ durch Deacetylierung von Histonen (H3K56 und H4K16)
fordern. Eine Eliminierung von HDAC1 und HDAC2 fihrte zu einer defekten
DSB-Reparatur, zu anhaltendem DNA-Schaden sowie zur Sensitivierung der Zellen
gegeniuber IR [199]. In K562 Zellen wird die Expression von HR-Reparaturproteinen
(RAD51, BRCA1, FANCD2) in Hydroxyurea behandelten Zellen durch MS-275 unterdrickt
(Daten von ,, in dieser Arbeit nicht gezeigt). Weitere Folgen sind eine

Akkumulation von DNA-L&sionen und eine Induktion von Apoptose (Abb. 3.1, 3.15-3.18).
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Andere Studien haben ebenfalls gezeigt, dass HDACi in soliden Tumorzellen und
Leukamiezellen die Reparaturkapazitat hemmen kénnen. Dabei wurden eine reduzierte
Expression und/oder verdnderte posttranslationale Modifikationen von essentiellen
Reparaturproteinen, wie KU70/80 (NHEJ) oder RAD50/RAD51 (HR) festgestellt [200-204].
Meine Arbeitsgruppe hat zusatzlich herausgefunden, dass HDAC1 und HDAC2 in
p53-positiven Darmkrebszellen eine essentielle Rolle in der replikativen Stressantwort
spielen. Beide HDACs inhibieren die Expression von PR130, einer regulatorischen
Untereinheit der PP2A Phosphatase, die ATM, CHK2 und CHK1 dephosphoryliert. Die
Zugabe von MS-275 fuhrt in mit Hydroxyurea behandelten Darmkrebszellen aufgrund der
Dephosphorylierung von Checkpoint-Kinasen zur Aufhebung des S-Phase Checkpoints,
zur Zunahme an yH2AX sowie zur Reduktion von RAD51. Dadurch wird die Induktion von
Apoptose Uber die mitotische Katastrophe gefordert [132].

4.3 Signalkaskade zur Induktion von Apoptose durch Replikationsstress und
HDACI

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Klasse | HDACi MS-275 in K562 Zellen nur minimal
eine dosis- und zeitabhéngige Zunahme der apoptotischen und nekrotischen Zellzahl
bewirkt. In Kombination mit dem RNRi Hydroxyurea jedoch, steigt die Anzahl an
nekrotischen und apoptotischen Zellen signifikant an (Abb. 3.1). Einhergehend damit
konnte ein Verlust des mitochondrialen Membranpotentials beobachtet werden (Abb. 3.11).
Dieses Ergebnis legt nahe, dass die in Abb. 3.7 gezeigte Aktivierung der Caspase 3 auf
mitochondriale Prozesse zuriick geht. Damit wird ein von Mitochondrien unabhangiger Weg
der Apoptoseinduktion durch Hydroxyurea und MS-275 Uber Caspase 2 unwahrscheinlich
[349, 350]. Als kritischen Faktor fur die Aktivierung des intrinsischen Apoptosewegs wurde
das BH3-only Protein NOXA ermittelt. Dabei wird NOXA nach der Kombinationsbehandlung
mit MS-275 und Hydroxyurea sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene deutlich
induziert (Abb. 3.9, 3.10). Eine genetische Elimination von NOXA fihrt zu einer
signifikanten Reduktion des MS-275/Hydroxyurea induzierten Zelltods (Abb. 3.12). Dies
wurde durch Experimente in NOXA-negativen MEF Zellen zusatzlich bestatigt (Abb. 3.13).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass in CML Zellen p73 sowie c-ABL als upstream
Regulatoren von NOXA nach MS-275/Hydroxyurea Behandlung agieren (Abb. 3.28,
3.29,3.30).

Die Fahigkeit von HDACi Tumorzellen gegentiber Chemotherapeutika zu sensitivieren, was
bevorzugt tber den intrinsischen Apoptoseweg erfolgt, konnte bereits in zahlreichen
Studien nachgewiesen werden [396]. So ist der Klasse I-spezifische HDACi VPA in der

Lage in Kombination mit Hydroxyurea effizient Tumorzellen aus der Kopf-Hals-Region
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(HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma) abzutdten [93]. Als Mechanismus
hierfir konnte eine Caspase-abhangige Induktion von Apoptose durch die gesteigerte
Expression des mitochondrialen pro-apoptotischen Faktors BIM sowie ein
Zusammenbrechen der onkogenen Signalleitung durch den mutierten epidermalen
Wachstumsfaktor EGFR (epidermal growth factor receptor) als zugrunde liegende
Mechanismen bestimmt werden [93]. In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen
werden, dass die kombinierte Gabe von VPA und Hydroxyurea in Melanomzellen ebenfalls
zur Caspase-abhangigen Induktion von Apoptose fihrt. Dabei spielte der Hydroxyurea-
vermittelte Abbau von p21 und p27 eine wichtige Rolle. Beide CDKi interagieren mit
Caspase 3 und konkurrieren so mit anderen Caspase 3 Substraten. Auf diese Weise
konnen p21 und p27 Resistenzen gegeniber VPA und Hydroxyurea vermitteln [308]. In
AML und CML Zelllinien konnte der CDKi Roscovitin die letale Wirkung des HDACi LAQ824
verstarken, indem die Expression von p21, MCL-1 und XIAP herunterreguliert wurde [397].
Damit scheint die Kombination aus HDACi und CDKi auch sehr vielversprechend in der
Therapie gegen Leukdmiezellen zu sein.

In dieser Arbeit wurde fir die Induktion von Apoptose durch MS-275 und Hydroxyurea als
Mechanismus die Aktivierung der c-ABL-p73-NOXA Achse aufgedeckt. Die
Apoptosesensitivitdt wird dabei u.a. durch das relative Gleichgewicht pro- und
anti-apoptotischer Proteine der BCL-2-Familie bestimmt. So wird das anti-apoptotische
Protein MCL-1s, ein essentieller Gegenspieler von NOXA, in Gegenwart von MS-275 und
replikativen Stress signifikant reduziert (Abb. 3.10). Nach MS-275 Einzelbehandlung mit
geringer Apoptoserate wird MCL-1 hingegen induziert (Abb. 3.1, 3.10). Dadurch wird
madglicherweise die Toxizitat von MS-275 ausgeglichen. So wurde in einer Studie bereits
gezeigt, dass HDACI die Expression von MCL-1 auf mRNA- und Proteinebene steigern,
wodurch die Effizienz von HDACI induzierter Apoptose limitiert wird. Dieser Zustand konnte
durch Kombination mit anderen MCL-1 reduzierenden Agenzien aufgehoben werden [243].
In dieser Arbeit fihrt erst die Kombination mit Hydroxyurea zu einem Abbau von MCL-1,
sowie zu einem signifikanten und synergistischen Anstieg der apoptotischen Zellpopulation
(Abb. 3.1, 3.10). Eine weitere Studie legte offen, dass der NOXA-abhangige Abbau von
MCL-1 die BIM-vermittelte Zelltodinduktion ermoglicht [398]. NOXA hat unter den BH3-only
Proteinen das meiste Potential, MCL-1 zu neutralisieren und ist deshalb kritisch fur die
Induktion von Zelltod [263, 399, 400]. In vielen Krebsarten konnte eine Uberexpression von
MCL-1 beobachtet werden. Deshalb spielt das Verhaltnis von NOXA zu MCL-1 bei der
Apoptosesensitivitéat eine wichtige Rolle. NOXA bindet an MCL-1 und fuhrt dieses dem
Ubiquitin-System zu. MCL-1 wird durch die E3-Ligase MULE (MCL-1 ubiquitin ligase E3)
polyubiquitinyliert und proteasomal abgebaut [401, 402]. Dadurch verringert sich die

Kapazitat der Zelle weitere BH3-only Proteine, wie BIM oder PUMA, durch MCL-1 zu
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neutralisieren. So wird beim Uberwiegen von pro-apoptotischen im Vergleich zu anti-
apoptotischen BCL-2 Proteinen die Apoptoseinduktion begtinstigt, wahrend umgekehrt eine

relative Dominanz anti-apoptotischer BCL-2 Proteine die Apoptose hemmt [403].

In dieser Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dass die Expression von anti-apoptotischen
Faktoren, wie BCL-2 und BCL-XL, in K562 Zellen nach MS-275/Hydroxyurea signifikant
reduziert wird (Abb. 3.10). In vielen Studien wurden belegt, dass die Expression von BCL-2
oder BCL-XL gegenlber Chemotherapeutika Resistenzen in soliden Tumoren und
Bluterkrankungen vermitteln. Dies konnte auch von uns in der AML Zelllinie NB4 in einer
anderen Publikation nachgewiesen werden [342]. Dabei wurde gezeigt, dass die
Hydroxyurea-sensitiven NB4 Zellen nach Uberexpression mit BCL-2 bzw. BCL-XL robuster
waren [342]. Dementsprechend wirde in BCL-2 Uberexprimierten Leukamien, wie CLL,
eine Behandlung mit BCL-2-Inhibitoren zum Zelltod fihren. So erwies sich ABT-199
(Venetoclax), ein Inhibitor gegen BCL-2 Proteine, in CLL-Patienten als sehr effizient mit
minimalen Nebenwirkungen. Deshalb hat die FDA ABT-199 fir die Therapie von refraktérer
CLL mit 17p Deletion im Jahr 2016 zugelassen [404, 405].

Die Funktion und Stabilitdt von NOXA wird neben transkriptioneller Regulation auch durch
posttranslationale Mechanismen kontrolliert. Der Turnover von NOXA wird durch
Ubiquitinylierung reguliert [406, 407]. Insbesondere die erhghte Ubiquitinylierung und der
daraus resultierende verstarkte proteasomale Abbau von NOXA wurde als einer der
Hauptmechanismen zur Entwicklung von Resistenzen gegenilber genotoxischen Stress in
einer Vielzahl von Tumorzellen aufgedeckt [407, 408]. Dabei wurde UCH-L1 (ubiquitin
C-terminal hydrolase L1) als fir NOXA spezifisches Deubiquitinylierungsenzym identifiziert.
UCH-L1 interagiert direkt mit NOXA und stabilisiert das Protein durch Entfernen der
Polyubiquitinketten, welche NOXA fiir den proteasomalen Abbau markieren. Eine

epigenetische Stilllegung von UCH-L1 verringerte die Proteinexpression von NOXA [407].

Das BH3-only Protein NOXA wurde initial als p53 Zielgen identifiziert, das nach
genotoxischem Stress transkriptionell reguliert wurde [409]. Komplementdre Analysen
haben gezeigt, dass NOXA in unterschiedlichen Tumor- und Leuk&miezellen auch
p53-unabhégig durch mit HIF-1a, E2F1, p73, c-MYC, FOXO3 und PI3K/AKT assoziierten
Signalkaskaden induziert werden kann [410-416]. Der NOXA Promotor enthdlt ein
p53-Bindungsmotiv, welches fir die Aktivitat des Promotors und die Transkription des Gens
von Bedeutung ist. Neben p53 kann auch p73, ein Mitglied der p53-Familie, an diese
Konsensus-Stelle binden und die Transaktivierung hervorrufen [355]. Es gibt zahlreiche
Studien, die die p53-unabhangige Induktion von NOXA nach genotoxischem Stress zeigen.
So wird NOXA z.B. nach Cisplatin Behandlung durch ERK- oder p38-vermittelte Signalwege
exprimiert [417, 418].
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Die Untersuchung von upstream Regulatoren von NOXA ergab, dass in K562 Zellen p73 in
der durch MS-275 und Hydroxyurea aktivierten Apoptosekaskade involviert ist. p73 wird in
der Kombinationsbehandlung induziert und eine RNAi-vermittelte Reduktion von p73
hemmt die Zelltodinduktion (Abb. 3.28, 3.29). Dennoch sollte eine ChIP-Analyse
durchgefuhrt werden, um die Bindung von p73 am NOXA Promotor zu bestétigen. In diesem
Kontext sollte auch eine erwartete Hyperacetylierung der Histone an diesem Promotor
durch MS-275 geprift werden. Der Transkriptionsfaktor p73 ist in der Lage durch
alternatives Splicing sowie durch Verwendung von alternativen Promotoren viele
verschiedene Isoformen mit pro- und anti-apoptotischen Eigenschaften zu exprimieren. Die
transkriptionell aktive (TA, transcriptionally active) und die N-Terminal-gekirzte dominant
negative (AN) Isoform werden durch Verwendung von alternativen Promotoren erzeugt. Die
p73 Isoformen mit der Transaktivierungsdomane (TAp73) kdnnen Zellzyklusarrest und
Apoptose induzieren. Die p73 Isoformen ohne diese TA Doméne inhibieren die
Tumorsuppressor-Aktivitat von p53 und TAp73. Somit ist fur die Stressantwort das
Verhaltnis von pro- und anti-apoptotischen p73 Isoformen von essentieller Bedeutung
[419-422]. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete p73 Antikdrper erkennt laut Datenblatt
das Total-Protein sowie alle p73 Isoformen. Um genauere Informationen Uber die in diesem
Kontext relevanten Isoformen zu erhalten, sollte die Expression von TAp73 bzw. ANp73 in
CML Zellen nach MS-275 und/oder Hydroxyurea Behandlung mittels Western Blot und

weiteren Isoform-spezifischen Antikérpern tberpriift werden.

Zur Tumorbekampfung tragt TAp73 durch verschiedene Mechanismen, wie durch
Hemmung des Zellzyklus, Erhaltung der Genomstabilitdt und Férderung der Apoptose bei.
TAp73 vermittelt die Zytotoxizitdt von DNA-schadigenden Krebsmedikamenten. Die
genannten zellularen Effekte werden durch Aktivierung von p53-abhéngigen sowie
p53-unabhéngigen Signalwegen erreicht. Dabei arretiert TAp73 die Zellen in der G1- und
G2/M-Phase durch die transkriptionelle Aktivierung der p53 Zielgene p21 und GADDA45
[423]. TAp73 ist ebenfalls wichtig fur die Reparatur von DSBs. In Mausversuchen wurde
gezeigt, dass TAp73 fir die Induktion der Expression von MRE11, RAD51 und BRCA2
notwendig ist [424]. Die Phosphorylierung und Akkumulation von p73 nach
DNA-Schadigung wird im Gegensatz zu p53, das primér durch ATM und CHK2 aktiviert
wird, in erster Linie Uber die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase c-ABL vermittelt [425-427],
obwohl p73 auch ein Zielgen von CHK1 darstellt [428-430]. So wurde in dieser Arbeit
gezeigt, dass die Hemmung von c-ABL durch Imatinib zu einer reduzierten Expression von
p73 und NOXA in MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen fuhrt (Abb. 3.30).
Demnach erfolgt in diesem Kontext die Aktivierung der mitochondrialen Apoptosekaskade
tiber c-ABL und p73. Nach Cisplatin Behandlung interagiert p73 mit c-ABL Uber sein PxxP

Motiv an der C-terminalen Homo-Oligomerisationsdoméane. Dabei wird p73 hauptsachlich
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an Tyrosin 99 (Y99), aber auch an Y121 und Y240 phosphoryliert [431]. Die durch Cisplatin
hervorgerufene Aktivierung von p73 durch c-ABL ist abhangig von einem intakten
Mismatch-Reparaturmechanismus [425]. Bei Hydroxyurea sollte dies jedoch keine Rolle
spielen, da es keine direkte DNA-Schadigung durch die Bildung von Addukten oder direkte

DNA-Modifikationen auslost.

Ein weiterer wichtige Aspekt ist, dass die Phosphorylierung von p73 durch c-ABL nach
Doxorubicin Behandlung eine Voraussetzung fur die Acetylierung von p73 (K321, K327,
K331) durch die HAT p300 darstellt [432]. Dabei beginstigt die c-ABL-vermittelte
Phosphorylierung von p73 die Interaktion mit PIN (prolyl-isomerase). PIN andert die p73
Konformation und ermdglicht so die p300-vermittelte Acetylierung [433]. Die Acetylierung
von TAp73 durch p300 bestimmt die selektive Aktivierung von pro-apoptotischen Genen. In
der Arbeit von Costanzo et al. 2002 wurde gezeigt, dass eine nicht-acetylierbare
p73-Mutante nicht mehr in der Lage ist, das apoptotische Gen p53AIP1 zu aktivieren, aber
noch den Zellzyklus-Inhibitor p21 induzieren kann. Eine pharmakologische Hemmung von
p300 fihrte dabei zu einer Reduktion der Doxorubicin-induzierten Apoptose in
p53-negativen Fibroblasten. Dies lasst darauf schliel3en, dass die Acetylierung nach
DNA-Schadigung die pro-apoptotische Funktion von p73 begunstigt [432]. Deshalb liegt es
nahe, dass auch in K562 Zellen eine erhéhte intrazellulare Acetylierung durch MS-275 der
Apoptoseinduktion nach Replikationsstress zugrunde liegt. Doch diese Vermutung musste
durch weitere Untersuchungen mittels p73 Immunprazipitationen und Western Blots von
p-p73 (Y99) und ac-p73 (K321/K327) verifiziert werden.

Neben c-ABL kann p73 auch durch alternative Mechanismen Uber p38 [434] oder PKC?
[435] phosphoryliert werden. Dabei ist die Threonin-Phosphorylierung von p73 durch p38
abhangig von der vorherigen Aktivierung des JNK (c-Jun N-terminal kinase)/p38 MAPK
Signalwegs durch c-ABL [436]. Eine Aktivierung von p38 durch Hydroxyurea wurde in K562
Zellen bereits beobachtet [437]. PKC? wird durch Caspase 3-abhangige Spaltung konstitutiv
aktiviert. Das entstandene Fragment interagiert anschlieend mit p73 und phosphoryliert
dieses an S289 [438]. Interessanterweise wird PKC? selbst auch durch c-ABL stressbedingt
aktiviert [435]. Beim Fehlen von genotoxischem Stress wird TAp73 an T68 phosphoryliert.
Dafur sind die Komplexe Cyclin A-CDK1/2, Cyclin B-CDK1/2 und Cyclin E-CDK2 wéhrend
des Zellzyklus, insbesondere in der S- und G2/M-Phase, verantwortlich. Hierdurch wird die
transkriptionelle Aktivitdit von TAp73 gehemmt. AuflRerdem unterdrickt p-T68-p73 die
Expression von p21 [439]. In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass p73 auch
nach Hydroxyurea Einzelbehandlung in K562 Zellen akkumuliert (Abb. 3.27). Zudem
wurden diese Zellen in der S-Phase arretiert und auch der CDKi p21 wurde nicht induziert

(Abb. 3.10). Somit passen diese Beobachtungen zu den Ergebnissen der Studie. Aber es
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sollte noch untersucht werden, ob mit Hydroxyurea behandelte CML Zellen p73 an T68
phosphorylieren oder nicht. Dies kdnnte mittels Western Blot und einem geeigneten

Antikdrper getestet werden.

Da MS-275 p73 reduziert und Hydroxyurea dies aufhebt, ohne die p73 mRNA Mengen zu
steigern (Abb. 3.27C), liegt eine Erhdéhung der p73 Spiegel durch veréanderte
Proteinstabilitat nahe. Die Proteinstabilitat von p73 wird durch das Ubiquitin-Proteasom
System reguliert [440, 441]. Als erstes p73 ubiquitinylierendes Enzym wurde die HECT-Typ
E3 Ubiquitin Ligase ITCH identifiziert [442]. Der ITCH-vermittelte Abbau von p73 (TAp73a/p
und ANp73a/B) wird einerseits Uber N4ABP1 (Nedd4-binding protein 1), welches direkt mit
ITCH interagiert, und andererseits Uber YAP (Yes-associated protein), welches kompetitiv
an das PPXY Motiv von p73 bindet, reguliert [443, 444]. Der Abbau von ANp73 Isoformen
wird selektiv tber Zielgene von TAp73 vermittelt. So ist z.B. PIR (p73-induced ring finger
protein 2) fur die Ubiquitinylierung von ANp73 Isoformen verantwortlich [445, 446]. YAP gilt
als essentieller Co-Aktivator der von TAp73 abhangigen Transkription pro-apoptotischer
Gene in Gegenwart von Chemotherapeutika, weil es, wie bereits erwdhnt, die
Proteinstabilitdt von TAp73 erhoht [444]. Es kommt zur Komplexbildung von TAp73 und
YAP sowie deren Phosphorylierung durch c-ABL. Der Komplex TAp73-YAP wird zu PML
(promyelocytic leukemia) nuklearen Korperchen rekrutiert. Daraufhin wird YAP von PML
sumoyliert und stabilisiert, sodass die TAp73-abhangige Transkription verstarkt wird [427,
447-450]. Eine Studie zeigte bereits, dass TAp73 den transkriptionellen Co-Repressor PML
induzieren kann. PML bindet an den Promotor der Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR und
hemmt diesen, was schlieRlich zur Apoptoseinduktion in EGFR-abhangigen HNSCC Zellen
fihrt [451]. Ob in CML Zellen YAP und PML nukleare Kdrperchen an der Induktion von
Apoptose durch MS-275/Hydroxyurea beteiligt sind, sollte durch Immunprazipitation,
Western Blot und Immunfluoreszenz untersucht werden. Die Vermutung liegt zumindest
nahe, dass beide Proteine in K562 Zellen durch MS-275/Hydroxyurea induziert werden und

die Aktivierung der Transkription von NOXA durch p73 begunstigen.

Nach zellularer Schéadigung wird YAP1 von AKT, einer Serin/Threonin-Proteinkinase
phosphoryliert, an 14-3-3 Proteine gebunden und ins Zytosol Uberfuhrt, wodurch die
TAp73-abhangige Expression von pro-apoptotischen Genen unterdriickt wird [452]. Dies ist
eventuell auch der Fall, bei der Behandlung von K562 Zellen mit Hydroxyurea, wo keine
Induktion von NOXA stattgefunden hat (Abb. 3.10). Die Expression und Phosphorylierung
von AKT sollte daher in den CML Zellen mittels Western Blot nachgewiesen werden.
Alternativ konnte eine Hyperacetylierung des NOXA Gens durch HDACs die Expression
von NOXA verhindern. Diese hypothetische Gatekeeper Funktion von HDACs ware durch

ChIP-Analysen nachzuweisen. Eine Hyperacetylierung dieses Promotors in mit MS-275
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behandelten Zellen bei gleichzeitig verstarkter Bindung von p73 waren gute Evidenzen
daflr, dass beide Bedingungen hinreichend erflllt sein missen, um NOXA bei
Replikationsstress zu exprimieren. Eine moégliche Hyperacetylierung des NOXA Promotors

konnte mit der bei Hydroxyurea Gabe reduzierten Histonacetylierung assoziiert sein [308].

4.4 Mogliche Ursachen fur die Induktion von Zellzyklus relevanten Genen

nach Replikationsstress und HDACI

Die Analyse von Zellzyklus-relevanten Genen mittels gPCR zeigte, dass in den
p53-negativen K562 Zellen nach Kombinationsbehandlung mit MS-275 und Hydroxyurea
die Expression von p21 (41-fach) und GADD45B (7-fach) auf mRNA-Ebene signifikant
induziert wird (Abb. 3.9). Dabei wurde p21 auf Proteinebene etwas weniger als in MS-275
behandelten Zellen exprimiert (Abb. 3.10). Die Proteinexpression von GADD45B miisste
noch mittels Western Blot Uberpriuft werden. Die GADD45-Familienmitglieder GADD45A,
GADD45B und GADD45C gelten als Stresssensoren, die nach Zytokinen und
DNA-schadigenden Einwirkungen induziert werden. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Zellzyklus, der Apoptose und der angeborenen Immunitat [453, 454]. Unter
diesen Proteinen wurde nur GADDA45A als Zielgen von p53 identifiziert [454-456].
GADD45B ist in der Regulation des Zellzyklus involviert [339]. GADD45B bindet und
inhibiert den CDC2/CyclinB1 Komplex, was zu einem Arrest in der G2/M-Phase flihrt
[457-460]. Alle drei GADDA45 Proteine sind in der Lage mit dem universellen CDKi p21
[455, 461-463] und dem Kernprotein PCNA zu interagieren [464]. Es ist auch bekannt, dass
p21 an CDKs und PCNA bindet und so die DNA-Replikation hemmt und einen G1-S
Zellzyklusblock aktiviert, um der Zelle ausreichend Zeit zu geben die DNA-Lasion zu
reparieren, bevor sie in die S-Phase Ubergeht. [378, 465]. Dabei kann p21 bzw. der G1-S
Checkpoint entweder tber p53 oder p53-unabhéngig Gber ATR aktiviertes CHK1 induziert
werden. CHK1 phosphoryliert CDC25A, welches anschlieRend ubiquitinyliert und abgebaut
wird. Dadurch kann CDC25A den CDK2-Cyclin E Komplex nicht mehr Uber eine
Dephosphorylierung  aktivieren [466]. Des Weiteren wird Survivin  in  mit
MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen exprimiert. Survivin ist ein Mitglied der IAP
Familie, das in den meisten Krebsarten Uberexprimiert und mit einer schlechten
Patientenprognose assoziiert wird. Das Protein wird in normalem Gewebe nur minimal
exprimiert, deshalb wird es oft sowohl als prognostischer Faktor als auch als Zielgen fur
Krebstherapien verwendet. Survivin wird vor allem in der G2/M-Phase stark exprimiert, in
der G1-Phase des Zellzyklus nimmt die Expression rapide ab [467, 468]. Dies konnte in
K562 Zellen nach MS-275 Einzelbehandlung beobachtet werden, unter der die Zellen in der
G1-Phase arretiert wurden (Abb. 3.10). Entsprechend der Daten, sterben die CML Zellen

hochstwahrscheinlich aus der G2/M-Phase heraus. Um diese Vermutung zu bestatigen,
107



Diskussion

sollten Western Blot-Analysen von G2/M-Markern, wie z.B. von Cyclin B1, durchgefiihrt
werden. Wie bereits erwéahnt, kann die Expression der beiden p53 Zielgene p21 und
GADDA45 auch durch TAp73 aktiviert werden [423]. In MS-275/Hydroxyurea behandelten
Leukdmiezellen koénnte dies der Fall sein. Denn p73 akkumuliert nach der
Kombinationsbehandlung in den untersuchten Zellsystemen starker als in den
Einzelbehandlungen (Abb. 3.27). Die Induktion von p21 in MS-275 behandelten K562
Zellen kdnnte, wie bei p53-negativen Darmkrebszellen beobachtet [469], nicht von p53 und
eher von SP1 (specificity protein 1) abhéngig sein [384]. Die mangelnde Translation
erhohter p21 mRNA in p21 Proteinspiegel konnte auf eine Hyperaktivierung von CHK1 und
eine dadurch verursachte Hemmung der p21 mRNA Translation zurtickzufiihren sein [470,
471]. Dies konnte auch erklaren, warum trotz deutlich erhdhter p21 mRNA weniger p21 in
MS-275/Hydroxyurea als in MS-275 behandelten K562 Zellen vorhanden ist
(Abb. 3.9, 3.10). Dennoch akkumuliert unter diesen Bedingungen mehr p21, was die
Verschiebungen des S-Phase Arrests durch Hydroxyurea in die G1- und G2/M-Phase bei
kombinierter Applikation von Hydroxyurea und MS-275 erklaren kdnnte.

4.5 Potentielle Mechanismen fir die durch Replikationsstress induzierte

Autophagie

Autophagie ist ein stressbedingter intrazellularer Recyclingprozess, bei dem zytosolische
Komponenten und insbesondere beschadigte oder nicht mehr bendtigte Proteine und
Organellen mithilfe von Lysosomen abgebaut werden. Die Hauptfunktion der Autophagie
besteht in der Aufrechterhaltung der Zellhoméostase. Deshalb findet dieser Vorgang in
allen Zelltypen auf basalem Niveau kontinuierlich statt [290]. Eine Fehregulation der
Autophagie kann zur Entstehung von Tumoren und neurodegenerativen Erkrankungen
fihren [284, 472-474].

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Einzelbehandlung mit Hydroxyurea Autophagie in
CML Zellen induziert. Dies wurde mittels Western Blot, Durchflusszytometrie und
Immunfluoreszenz verifiziert. In mit Hydroxyurea behandelten CML Zellen wird LC3B /1l
verstarkt exprimiert (Abb. 3.5, 3.6, 6.4). LC3B ist ein essentieller Bestandteil der
Isolationsmembran. Da das Protein im Verlauf der Autophagie mehrfach modifiziert wird
(siehe Abb. 1.10, LC3 Konjugationssystem), wird es oft als Marker fur die Autophagie
verwendet. Dabei gilt vor allem die Zunahme der Menge an LC3B Il als Indiz fur die
Progression der Autophagie [287]. In der Cyto-ID®-Messung kann ebenfalls eine
Akkumulation von Autophagosomen nach Hydroxyurea Behandlung detektiert werden
(Abb. 3.4). Der Mechanismus, der der Hydroxyurea induzierten Autophagie in

Leukamiezellen zugrunde liegt, ist bisher wenig erforscht. Um vollstdndig zu kléaren, wie
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Hydroxyurea durch Replikationsstress den Autophagieprozess in Leukamiezellen in Gang
setzt, sind viele weitere Untersuchungen notwendig. Es gibt bisher jedoch eine Studie, in
der die Rolle der Autophagie in der Regulation des dNTP Pools untersucht wurde [310].
Dabei wurde gezeigt, dass in Huh-7 Leberkarzinomzellen durch die Behandlung mit
Rapamycin neben der Induktion von Autophagie auch eine Reduktion der RNR Aktivitat
sowie des dNTP Pools zu beobachten war. Die Hemmung der RNR und die Depletion des
dNTP Pools mit Hydroxyurea Ioste in diesen Zellen Autophagie aus. Ein Knock-down von
RRM2, einer wichtigen Untereinheit der RNR, bestétigte die Induktion von Autophagie
durch reduzierte RNR Aktivitdt bzw. verminderten Pool an dNTPs. Der Knock-down
Versuch wurde nicht nur in Leberkarzinomzellen, sondern auch in HNSCC, Lungenkrebs-
sowie in Mund- und Rachenkarzinomzellen durchgefuhrt. Umgekehrt, fihrte ein
Uberschuss an dNTPs dazu, dass die Krebszellen weniger ansprechbar auf die
Autophagieinduktion durch Rapamycin waren. Bei all diesen Experimenten wurde die
Induktion von Autophagie ausschlie3lich anhand der verstarkten Expression von LC3 I
sowie der verringerten Expression von p62 bestimmt [310]. p62 wird wahrend der
Autophagie zur Rekrutierung verschiedener Proteine an die Autophagosomen bendtigt.
Das Protein wird in den spateren Phasen der Autophagie abgebaut [292]. Diese Daten
legen nahe, dass auch in mit Hydroxyurea behandelten CML Zellen die Autophagie und die

RNR Aktivitat bzw. der dNTP Spiegel durch eine negative Riuckkopplung reguliert werden.

Im Folgenden werden einige andere Mechanismen der Autophagieinduktion néher
betrachtet. Es gibt zunehmend Anhaltspunkte, die auf eine mdogliche Aktivierung der
Autophagie durch die DDR hindeuten [475-477]. So induziert z.B. ATM nach oxidativem
Stress Autophagie durch Aktivierung von AMPK. Dieses Protein fungiert als Energiesensor
und reguliert den zellularen Metabolismus, um die Energiehomdéostase aufrechtzuerhalten.
AMPK phosphoryliert TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) und hebt den hemmenden
Effekt von TORCL1 (target of rapamycin complex 1) auf den ULK1 Komplex auf [478, 479].
AMPK kann aber auch direkt den ULK1 Komplex, der fir die Initiation und Bildung der
Isolationsmembran notwendig ist, durch Phosphorylierung aktivieren [480]. Ebenso wurde
gezeigt, dass ATR/CHK1 nach DNA-Schadigung durch UV-Strahlung oder MMS (Methyl
methanesulfonate) Gber sumoylierte RhoB-vermittelte lysosomale Rekrutierung von TSC2
sowie nachfolgender Hemmung von mTORC1 Autophagie initieren kann [481]. Bei
Hydroxyurea kommt dieser ATR/CHK1-vermittelte Signalweg fiur die Induktion von
Autophagie jedoch nicht in Frage, weil es nicht wie UV oder MMS eine direkte
DNA-Schadigung auslost. Um diesen Signalweg auszuschlie3en, konnte man dennoch
Western Blot-Analysen von sumoyliertem RhoB und TSC2 aus Lysaten von mit

Hydroxyurea behandelten CML Zellen durchfihren.
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Weiterhin gibt es Studien, die zeigen, dass Autophagie fur die fehlerfreie Ausfiihrung der
HR unabdingbar ist. So wird z.B. der Zugang von RAD51 zu DSBs durch die RADG6-
abhangige Ubiquitinylierung und den durch Autophagie-vermittelten Abbau von HP1a
(heterochromatin protein 1a) ermdglicht [482]. Die Expression von HR-Proteinen wurde in
K562 Zellen durch Hydroxyurea ebenfalls induziert (Western Blots von ,
Daten hier nicht gezeigt). Dabei konnte eine Induktion der Expression von RAD51, BRCA1
und FANCD2 nach Hydroxyurea Behandlung beobachtet werden. Zusammenfassend
deuten die Daten darauf hin, dass die Regulation von DNA-Reparaturmechanismen durch
die DDR von der Autophagie zusétzlich beeinflusst wird. In der Krebstherapie werden die
Reparaturmechanismen oft als Hauptausléser fur die Vermittlung von Resistenzen
gegenuber Chemotherapeutika gesehen. So wurde in Brustkrebsstammzellen bereits
gezeigt, dass die Behandlung mit Chloroquin, einem Inhibitor der Autophagie, die Reparatur
von DNA-Schéaden verhindert und die zytotoxische Wirkung von Carboplatin erhéht [483].
Deshalb wird angenommen, dass Tumorzellen Autophagie dazu nutzen, um den von IR
oder Chemotherapie induzierten Zelltodmechanismen zu widerstehen. So bewirkt eine
genetische Eliminierung oder pharmakologische Hemmung von Autophagieregulatoren
eine Sensitivierung von Tumor- und Leukamiezellen gegeniber zytotoxischen

Therapeutika in vitro sowie in experimentellen Mausmodellen [483-487].

Es ist bekannt, dass die Aktivierung von dem Proto-Onkogen MYC Apoptose in den meisten
Zellen hervorruft und als Tumorsuppressor agiert [488]. Aber MYC ist auch in der Lage
durch Aktivierung der UPR (unfolded protein response) zytoprotektive Autophagie zu
induzieren und Tumorwachstum zu fordern. Dies wird von der ER Stresskinase PERK
(protein kinase RNA-like ER kinase) vermittelt [489]. Der Transkriptionsfaktor c-MYC wird
in K562 Zellen nach Hydroxyurea Behandlung exprimiert. Dabei ist der Proteinspiegel
ahnlich dem in den Kontrollzellen (Abb. 3.27A). Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass die

Induktion der Autophagie in diesen Zellen Gber c-MYC erfolgt.

Des Weiteren gibt es Studien, die einen Zusammenhang zwischen p73 und Autophagie
aufzeigen. Zum einen wird berichtet, dass ASPP2, ein p73 Interaktionspartner, sowohl den
p73-DRAM (damage regulated autophagy modulator) Signalweg als auch den
Transkriptionsfaktor CHOP (C/EBP homologous protein) aktiviert. CHOP ist verantwortlich
fur die Freisetzung von Beclinl von BCL-2. Gemeinsam mit CHOP induziert p73-DRAM
autophagischen Zelltod in Hepatomzellen [490]. Eine andere Studie von Crighton et al.
hingegen beschreibt, dass p73 DRAM-unabhangig Autophagie induziert und dass dieser
Vorgang nicht kritisch fur die Induktion von Zelltod ist [491]. Im Gegensatz zu TAp73 stellt
ANp73 einen negativen Regulator der p73 induzierten Autophagie dar [491]. Somit

modulieren verschiedene p73 Isoformen in unterschiedlichem Malie zellulare Prozesse wie
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Apoptose und Autophagie. Eine weitere Studie legt offen, dass TAp73a durch eine direkte
Transaktivierung des ATG5 Promotors Autophagie reguliert. ATG5 ist ein wichtiger
Bestandteil des ATG5-ATG12-ATG16 Konjugationssystems, welches unabdingbar fir die
Bildung von Autophagosomen ist. AuRerdem wurde gezeigt, dass Mause, die in allen p73
Isoformen funktionell defizient sind im Vergleich zu wildtypischen Mausen eine Reduktion
der ATG5 Expression und Autophagieinduktion aufweisen [492]. Die Arbeit von Rosenbluth
et al. 2008 hat zusatzlich gezeigt, dass mTOR, ein Autophagie-Inhibitor und eine
Energiesensor-Kinase, die Expression von TAp73 unterdriickt. Eine Hemmung von mTOR
mit Rapamycin fuhrte in Brustkrebs- und Rhabdomyosarkomzellen zur Transkription von
TAp73-abhéangigen autophagischen Genen. Weiterhin wurde berichtet, dass durch
Rapamycin Behandlung ausschliel3lich die TAp73p Isoform induziert wird und ein
Knock-down von TAp733 zu einer Aufhebung der basalen Autophagie fuhrt, was anhand
der deutlich verminderten Expression von LC3 Il ermittelt wurde [493].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in K562 Zellen p73 nach Hydroxyurea
Behandlung induziert wird (Abb. 3.27). Daher ist es mdglich, dass die Autophagie in CML
Zellen nach replikativen Stress p73-abhangig induziert wird. Diese Hypothese misste
jedoch durch zahlreiche weitere Experimente belegt werden. Dabei sollte zum einen die
Lokalisation, die Phosphorylierung bzw. Aktivierung von verschiedenen p73 Isoformen und
zum anderen die Expression von autophagischen p73 Zielgenen naher untersucht werden.
Die ldentifizierung von p73 als wichtigen Regulator der Autophagie legt nahe, dass dieser
Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle in der Abwehr oder Verzégerung von Erkrankungen
und Alterungsprozessen durch Aufrechterhaltung der Homdostase spielt. Zudem kénnte es
sein, dass p73-vermittelte Autophagie die Abwesenheit von p53 (in K562 Zellen)
kompensiert. Denn auch p53 besitzt in der Autophagie eine duale Rolle. Einerseits aktiviert
nukleares p53 Autophagie durch Induktion von DRAM, andererseits kann zytosolisches p53
Autophagie durch Aktivierung des mTOR Signalwegs hemmen [494-496]. Somit scheint

p73 in p53-negativen Krebszellen therapeutisch ein vielversprechendes Zielgen zu sein.

4.6 Crosstalk zwischen Autophagie und Apoptose

Anti-apoptotische Faktoren, wie BCL-2, BCL-XL und MCL-1, sind wichtige negative
Regulatoren der Autophagie. Dabei hemmen diese Proteine Beclinl, einen essentiellen
Regulator in der Initiationsphase des Autophagievorgangs, indem sie Uber ihre
BH3-Bindungsfuge mit der BH3-Doméane von Beclinl interagieren [497, 498]. Es gibt
verschiedene Wege, um Beclinl aus der Bindung mit anti-apoptotischen Proteinen
freizusetzen. Zum einen kdnnen pro-apoptotische BH3-only Proteine, wie z.B. BAD, NOXA,

PUMA und BIMg., die anti-apoptotischen Proteine abfangen [497]. Zum anderen kann die
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BH3-Doméne von Beclinl durch DAPK (death-associated protein kinase) sowie BCL-2
durch JNK1 oder ERK phosphoryliert werden [499-502]. Folglich sind sowohl BH3-only
Proteine als auch Kinasen zur Dissoziation von Beclinl/BCL-2 notwendig, um Autophagie
als zellulare Antwort auf bestimmte Stressstimuli zu induzieren [503]. In K562 Zellen werden
die anti-apoptotischen Proteine BCL-2, BCL-XL und MCL-1 nach Hydroxyurea Behandlung
exprimiert. Aber auch das pro-apoptotische BH3-only Protein PUMA wird exprimiert, sodass
sie vermutlich interagieren und sich gegenseitig neutralisieren (Abb. 3.10). Als Folge wird
Beclinl freigesetzt und Autophagie induziert.

Weiterhin belegen Studien, dass die Induktion von Apoptose durch die Spaltung von
autophagischen Regulatoren erfolgt. So fihrt z.B. die BAX-vermittelte Apoptose zu einer
verstarkten Caspase-abhangigen Spaltung von Beclinl an Aspartat 149 (D149) und
dadurch zu einer Abnahme der Autophagie. Ein ,nicht-spaltbares” Beclin1 sowie BCL-XL
stellten die Autophagie wieder her [504]. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass der
Todesrezeptor TRAIL die Caspase-abhangige Spaltung von Beclinl induziert, aber auch
aktives Caspase 8 durch Autophagie wieder abgebaut wird [505]. Interessanterweise
fordert die Caspase-abhangige Spaltung von Beclinl den Crosstalk zwischen Autophagie
und Apoptose [506]. Caspasen kénnen als Cystein Aspartat Proteasen Beclinl wahrend
der apoptotischen Signalkaskade in N- und C-terminale Fragmente spalten, wodurch das
Protein seine pro-autophagische Aktivitat verliert [504, 507]. Die C-terminalen Fragmente
werden zu den Mitochondrien transloziert, wo sie die Freisetzung von pro-apoptotischen
Faktoren auslésen und die Zellen gegenliber apoptotischen Signalen sensitivieren [507].
Auch die Calpain-abhangige Spaltung von ATG5 fuhrt zur weiteren Stimulation der
Apoptose. Dabei bewirken N-terminale ATG5 Fragmente die Freisetzung von

pro-apoptotischen Komponenten aus den Mitochondrien [508].

Des Weiteren wird berichtet, dass HDACi durch negative Regulation von autophagischen
Proteinen zur Unterdriickung der Autophagie und gleichzeitig zur Induktion von Apoptose
in Leukédmiezellen fuhren [309]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass
MS-275 in K562 Zellen die Hydroxyurea induzierte Autophagie auf das Niveau der
Kontrollzellen (Abb. 3.4, 3.6) reduziert und gleichzeitig Apoptose induziert. Beclinl, LC3B
und ATG5 werden ebenfalls abgebaut (Abb. 3.5). Eine Hemmung von Caspasen und
Calpainen durch zVAD-FMK [509] fuhrt in MS-275/Hydroxyurea behandelten Zellen zu
einem verringerten Abbau von Beclinl, ATG5 und anderen autophagischen Proteinen
(Abb. 3.7). Ein zusétzlicher Knock-down von Beclinl in K562 Zellen zeigte sowohl eine
Abnahme der durch Hydroxyurea induzierten Autophagie als auch eine Zunahme der durch
MS-275/Hydroxyurea induzierten Apoptose (Abb. 3.8). Meine Resultate bestatigen somit

die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen beziiglich des feedback Mechanismus
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zwischen Autophagie und Apoptose. AbschlieRend kann man sagen, dass die Wahl
zwischen adaptiven Mechanismen (z.B. Autophagie) und Zelltodprogrammen durch die Art,

die Intensitat und die Dauer des Stresssignals bestimmt wird [510].

4.7 ATR und CHK1 agieren als pro-apoptotische Faktoren durch die
Regulation von NOXA

Die Checkpoint-Kinasen ATR und CHK1 dienen bei DNA-Schadigung dazu, als essentielle
DDR-Proteine durch Regulation von Zellzyklus, DNA-Reparatur und Apoptose die
DNA-Integritdt aufrechtzuerhalten und so die Entstehung von Krebs zu verhindern [215].
Es ist bekannt, dass in Tumor- und Leukamiezellen aktivierte Onkogene, wie MYC oder
BCR/ABL, die genannten Checkpoint-Kinasen induzieren und aktivieren, um dem erhdhten
Replikationsstress gerecht zu werden [179]. Beispiele sind MYC-abhéngige
B-Zell-Lymphomzellen [216-218] oder BCR/ABL-positive Leukamiezellen. Oftmals schitzt
die veranderte Expression von DDR-Proteinen die Krebszellen vor der Zytotoxizitat von
Chemotherapeutika (z.B. Mitomycin) [179, 219]. Deshalb wurden verschiedene Zellzyklus-
Checkpoint-Inhibitoren entwickelt, um spezifisch die Mechanismen zu hemmen, die von

Tumorzellen als Antwort auf DNA-schadigende Substanzen aktiviert werden [220].

In dieser Arbeit wurde aufgedeckt, dass die Kombinationsbehandlung mit MS-275 und
Hydroxyurea die Induktion von yH2AX und Apoptose beglnstigt (Abb. 3.1, 3.15).
AnschlieRend wurde untersucht, ob eine zusatzliche Behandlung mit dem ATRi VE-821
und/oder dem CHK1i MK-8776 die CML Zellen weiter gegenuber MS-275/Hydroxyurea
sensitiviert. In Darmkrebszellen (p53 Wildtyp), die mit MS-275/Hydroxyurea behandelt
wurden, hatte meine Arbeitsgruppe bereits gezeigt, dass die Hemmung von ATR bzw.
CHK1 eine erhohte Apoptoserate sowie mehr yH2AX zur Folge hat [132]. Auch zahlreiche
andere Studien in diversen Tumorarten (Pankreaskarzinom, Lungenkarzinom,
Osteosarkom, CLL, etc.) bestétigten die Zunahme der Anti-Tumoraktivitat von VE-821 und
weiteren ATRi in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika (Gemcitabin,
Ibrutinib, Hydroxyurea etc.) in vitro und in vivo [128, 179, 225-227, 511]. ATRi werden auch
in Kklinischen Studien als Monotherapie oder Kombinationstherapie mit anderen
Krebsmedikamenten u.a. in CLL Patienten untersucht [512]. Oftmals war die Sensitivierung
durch ATRi auf die Akkumulation von nicht repariertem DNA-Schaden und defekten
Checkpoints zurtickzufiihren. Dadurch treten diese Zellen in die Mitose ein, in der sie Uber
die mitotische Katastrophe absterben [132, 511]. Die Applikation von MK-8776 und anderen
CHK1i zeigte ebenfalls eine Chemosensitivierung in verschiedenen Tumor- und
Leuk&miezellen [228-231, 513]. Zudem wurden CHK1i in klinischen Studien erfolgreich in

Kombination mit Chemotherapeutika in AML Patienten mit gestorter DDR Aktivierung
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eingesetzt [514]. Erstaunlicherweise, fuhrt in MS-275/Hydroxyurea behandelten CML
Zellen eine Zugabe von VE-821 bzw. MK-8776 zu einer Reduktion der apoptotischen
Zellpopulation (Abb. 3.19). Die Menge an DSBs bzw. yH2AX nimmt in diesen Zellen
dennoch zu (Abb. 3.22, 3.26). Die Beobachtung, dass durch Hemmung von DDR-Proteinen
mehr DNA-Strangbrtiche in den bereits geschadigten Zellen entstehen, wird durch viele
Studien (siehe oben) bestétigt. Diese zeigten aber gleichzeitig auch eine Sensitivierung
gegenlber den genotoxischen Substanzen. Weiterhin sind Mause mit einer verringerten
ATR-Aktivitat eher weniger tumoranféllig als Wildtyp Mause [179, 515].

Eine Hemmung von ATM durch KU-60019 fihrt in K562 Zellen ebenfalls zu einer Zunahme
von yH2AX (Abb. 3.25). Aber KU-60019 hat keine Auswirkungen auf den durch
MS-275/Hydroxyurea induzierten Zelltod (Abb. 3.25). Somit spielen hauptséchlich die
Checkpoint-Kinasen ATR und CHK1 eine kritische Rolle in diesem Kontext. Zur
vollstandigen Klarung, ob ATR und CHK1 upstream von c-ABL und p73 in der
Signhalkaskade agieren, sollte die Expression von c-ABL bzw. p-Y694-STAT5 und p73 in
MS-275/Hydroxyurea/VE-821 sowie MS-275/Hydroxyurea/MK-8776 behandelten CML
Zellen mittels Western Blot untersucht werden. Es wird erwartet, dass die Expression von
p-Y694-STATS und p73 in diesen Zellen abnimmt. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
DNA-protektive Rolle von ATR-CHK1 dargelegt. Allerdings wurde auch nachgewiesen,
dass die ATR-CHK1 Achse durch Regulation von NOXA in der Apoptosekaskade involviert
ist (Abb. 3.19, 3.22, 3.23, 3.26). Trotz Reduktion der Apoptose durch VE-821 bzw. MK-8776
in MS-275/Hydroxyurea behandelten CML Zellen, werden die restlichen Uberlebenden
Zellen aufgrund des enormen DNA-Schadens nach einer gewissen Behandlungsdauer
hdchstwahrscheinlich ebenfalls den Zelltod einleiten, da keine Re-Aktivierung der
Autophagie als Uberlebensmechanismus in MS-275/Hydroxyurea behandelten CML Zellen
durch VE-821 bzw. MK-8776 Behandlung oder durch eine genetische Eliminierung von ATR
beobachtet werden konnte (Abb. 3.22, 3.24).

Bisher wurde in CML Zellen die c-ABL-p73-NOXA Achse als kritische Signalkaskade fir die
Induktion von Apoptose nach MS-275/Hydroxyurea Behandlung aufgeklart. Da die
Hemmung von c-ABL durch Imatinib nicht direkt die MS-275/Hydroxyurea induzierte
Phosphorylierung von ATR (T1989) und CHK1 (S317) beeinflusst (Abb. 3.30), aktiviert
wahrscheinlich ATR bzw. CHK1 als vorgeschalteter Regulator die TK c-ABL. Aber es ist
auch moglich, dass c-ABL ATR vorher zusatzlich Tyrosin-phosphoryliert. Denn Wang et al.
haben gezeigt, dass c-ABL notwendig ist, um ATM/ATR durch Phosphorylierung vollstandig
zu aktivieren. Die Autophosphorylierung von ATM/ATR sowie die Phosphorylierung von
CHK1 (S345), CHK2 (T68) und p53 (S18) waren nach Behandlung mit Doxorubicin in

c-ABL-negativen MEFs deutlich reduziert. Auch die Untersuchung der durch Hydroxyurea
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induzierten ssDNA-Zellantwort ergab, dass c-ABL-negative MEFs p-p53 (S18) vermindert
exprimieren. Somit fihrt c-ABL in beiden Signalwegen (ssDNA-ATR und DSB-ATM) eine
pro-apoptotische Rolle aus [430]. In K562 Zellen sollte die Phosphorylierung von ATR an
Y291 und Y310 nach Behandlung mit Imatinib und/oder MS-275/Hydroxyurea mittels in vitro
Kinase Assay noch nachgewiesen werden. Die Hemmung von c-ABL durch Imatinib flhrte
in MS-275/Hydroxyurea behandelten K562 Zellen nicht nur zur Abnahme der p73 und
NOXA Expression, sondern auch gleichzeitig zur Zunahme von yH2AX (Abb. 3.30). Dies
konnte an der Reduktion der DSB-Reparatur liegen, da c-ABL auch an der Aktivierung von
NHEJ und HR Proteinen (DNA-PKcs, RAD51, etc.) beteiligt ist [185, 516].

4.8 Moglicher Signalweg zur Apoptoseinduktion und Autophagiehemmung
durch Zusammenwirken von Replikationsstress und HDACi
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Abb. 4.2: Modell zum Mechanismus der Apoptoseinduktion in Leukéamiezellen durch MS-275 und
Hydroxyurea. Hydroxyurea erzeugt replikativen Stress durch eine Verringerung des dNTP Pools in Zellen. Im
ersten Schritt der DDR wird ATR phosphoryliert. CHK1 wird von ATR an verschiedenen Stellen phosphoryliert
(S317, S345) [151, 153] und aktiviert. Die TK c-ABL ist konstitutiv aktiv in den CML Zellen. c-ABL kann ATR
phosphorylieren. Dadurch wird ATR wahrscheinlich vollstdndig aktiviert. Danach wird p73 durch CHK1
phosphoryliert. p73 wird durch die Behandlung mit MS-275 acetyliert, wodurch die pro-apoptotischen
Funktionen von p73 aktiviert werden. MS-275 hebt die Hemmung der Transkription von NOXA durch Klasse |
HDACs auf. Phosphoryliertes und acetyliertes p73 kann an den NOXA Promotor (P) binden und die
Transkription von NOXA induzieren. Die Induktion von mitochondrialer Apoptose fiihrt zum Caspase-
abhangigen Abbau von Autophagieregulatoren, wodurch die von Hydroxyurea induzierte Autophagie gehemmt
wird. Die gespaltenen Fragmente der Autophagieregulatoren kdnnen die Apoptose zusatzlich stimulieren.
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Der Mechanismus zur p53-unabhangigen Apoptoseinduktion in CML Zellen wurde in
Abb. 4.2 zusammengefasst. Darin ist nochmal aufgezeichnet, dass die Expression von
NOXA durch Klasse | HDACs gehemmt wird, sodass diese Hemmung durch MS-275
aufgehoben wird. Hydroxyurea aktiviert die ATR-CHK1 Achse und die Phosphorylierung
von p73 durch c-ABL. MS-275 ruft die Acetylierung von phosphoryliertem p73 hervor,
wodurch dessen Fahigkeit, die Expression von pro-apoptotischen Zielgenen zu induzieren,
aktiviert wird. Phosphoryliertes und zugleich acetyliertes p73 kann statt p53 an den NOXA
Promotor binden und dessen Transkription induzieren. Die Apoptose fuhrt in CML Zellen zu
einer Degradation von Autophagieregulatoren, wie von Beclinl, LC3B oder ATG5. Dadurch

wird die Autophagie gehemmit.
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Abb. 6.1: Zelltodinduktion in K562 Zellen durch MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit
1,5-5yM MS-275 (MS) und/oder 1 mM Hydroxyurea (HU) fur 24-48 h behandelt. (A) Dargestellt sind

reprasentative durchflusszytometrische Dotplots der AnnexinV/PI-Messung sowie (B) Histogramme der
PI-Messung.
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Abb. 6.2: Zelltodinduktion in CML Zellen durch MS-275 und Hydroxyurea. LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und

KYO-01 Zellen wurden mit 1,5-5pM MS und/oder 1 mM HU fur 48 h behandelt.

Dargestellt sind

durchflusszytometrische Messungen der subG1-Fraktionen; n=5+SD (LAMA-84); n=3+SD (alle anderen CML
Zelllinien); One-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

w0 0001,
A
151
TH
é ok
5101
>
R
w
c
o 54
=
3
o
aasrera i |
O_
- + - + - + - + MS
- - + o+ - - + + HU
- - - - + + + + CQ
B
— 81
(@]
e
e
S
< 4
m % ke de EE
5
N ﬂ ﬁ
©
N mininiRiwinilik
- + - + - + - + MS
- -+ o+ - + + HU
- - - - + + + + CQ

Abb. 6.3: Autophagieinduktion in K562 Zellen durch Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pyM MS
und/oder 1 mM HU fiur 24 h behandelt. Zusatzlich wurden sie fir die gleiche Zeitdauer mit 10 uM Chloroquin
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(CQ) behandelt (A) Durchflusszytometrische Messungen der Cyto-ID®- sowie der (B) PI-Farbung; MFI, Mittlere
Fluoreszenzintensitat des FITC-Signals; n=3+SD; One-way ANOVA, Bonferroni’'s multiple comparisons test;
**p<0.01, ****p<0.0001.
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Abb. 6.4: Autophagieinduktion in CML Zellen durch Hydroxyurea. LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und KYO-01
Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiur 24-48 h behandelt. (A) Messung der Cyto-ID®-gefarbten
LAMA-84 Zellen nach 24 h sowie der anderen CML Zellen nach 48 h Behandlung; n=5+SD; One-way ANOVA,
Bonferroni's multiple comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. (B) Expression von Beclinl und LC3B
wurde mittels Western Blot bestimmt; LAMA-84 und MEG-01 nach 24 h; KCL-22 und KYO-01 nach 48 h.

Vinculin und HSP90 dienten als Ladekontrollen.
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Abb. 6.5: Einfluss von Beclinl Knock-down auf Autophagie- und Apoptoseinduktion in K562 Zellen
durch MS-275 und Hydroxyurea. Knock-down von Beclinl in K562 Zellen erfolgte mittels RNAi. Die mit
Kontroll-siRNA (siK) und siRNA gegen Beclinl (siBECN1) transfizierten Zellen wurden mit 1 mM HU und/oder
5 uM MS fir 24-48 h behandelt. (A) Durchflusszytometrische Messung der subG1-Fraktion nach 48 h. (B)
Messung von Cyto-ID®-gefarbten Zellen nach 24 h. Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle (=1) normiert;

n=3+SD.
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Abb. 6.6: Expression von NOXA in CML Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea. LAMA-84,
MEG-01, KCL-22 und KYO-01 Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fir 48 h behandelt. NOXA
Expression wurde mittels Western Blot detektiert. Vinculin und a-Tubulin dienten als Ladekontrollen.

MS - -+ MS -+ - #

HU ] + o+ DAl hy . - 4+ 4+ [kDa]

A [ = =] 152 yH2ax [ =1 15

Vinculin | P 8a % HSP9O | ——] 100

YH2AX | —} 155 yHeax | — ] 15
O]

Vinculin | 15T [ —

KCL-22

KYO-01

Abb. 6.7: Expression von yH2AX in CML Zellen nach Behandlung mit MS-275 und Hydroxyurea.
LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und KYO-01 Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiur 24 h behandelt.
Bestimmung der yH2AX Expression erfolgte mittels Western Blot. Vinculin und HSP90 dienten als

Ladekontrollen.
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Abb. 6.8: Caspase-abhangige Induktion von yH2AX in K562 Zellen nach Behandlung mit MS-275 und
Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 uM MS und/oder 1 mM HU fiir 48 h behandelt. Zellen mit
Kombinationsbehandlung wurden 1 h mit 50 uM z-VAD-FMK vorbehandelt. Expression von yH2AX Expression
wurde mittels Western Blot nachgewiesen. -Aktin diente als Ladekontrolle.
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Abb. 6.9: Einfluss der Hemmung von ATR, CHK1 und ATM auf Zelltodinduktion und Zellzyklusverteilung
in K562 Zellen durch MS-275 und Hydroxyurea. K562 Zellen wurden mit 5 pM MS und 1 mM HU fir 48 h
behandelt sowie 1 h mit 3 uM VE-821 (VE), 500 nM MK-8776 (MK) und/oder 3 uM KU-60019 vorbehandelt. (A)
Messung der subG1-Fraktionen mittels Durchflusszytometrie nach Pl-Farbung; n=5+SD; One-way ANOVA,
Bonferroni’'s multiple comparisons test; ns, nicht signifikant, *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001. (B) Darstellung
der Zellzyklusverteilung. n=5+SD; G1: HU vs. HUVE: ** und HU vs. HUMK: **, S: HU vs. HUVE: *, Two-way
ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

142



Anhang

100+

LAMA-84
80' r——
‘si 60- khkkEk
Q
= 40+
w
204
0-
-+ -+ MSHU
- - + + VE-821
1007 kcL-22
80_ deddek
g 60.
g *kkk
2 401
w
20+
0-
-+ - + MS/HU
- - + + VE-821

MEG-01
80_ k%
i 60.
% Khkkk
S 401
w
204
O-
&+ 1+ MS/HU
- - + + VE-821
1007 kY 0-01
801 él
§ 60' Fok ek
2
2 40
w
20
0-
- + - + MS/HU
- -+ + VE-821

Abb. 6.10: Hemmung von ATR schiitzt CML Zellen vor Zelltodinduktion durch MS-275 und Hydroxyurea.
LAMA-84, MEG-01, KCL-22 und KYO-01 Zellen wurden mit 5 pM MS und 1 mM HU fiir 48 h behandelt sowie 1
h mit 3 pM VE-821 vorbehandelt. (A) Durchflusszytometrische Messung der subGl-Fraktionen nach
PI-Farbung. n=3-4+SD; One-way ANOVA, Bonferroni's multiple comparisons test; **p<0.01, ***p<0.001,

**+*p<0.0001.
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Abb. 6.11: Hemmung von ATR beeinflusst die Autophagie nicht in MS-275/Hydroxyurea behandelten
CML Zellen. MEG-01, LAMA-84, KCL-22 und KYO-01 Zellen wurden mit 5 uM MS und 1 mM HU fir 48 h
behandelt sowie 1 h mit 3 uM VE-821 vorbehandelt. Expression von LC3B wurde mittels Western Blot detektiert.

Vinculin diente als Ladekontrolle.
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Abb. 6.12: Hemmung von ATR schiitzt K562 Zellen vor Zelltodinduktion durch MS-275 und Hydroxyurea.
K562 Zellen wurden mit5 pM MS und 1 mM HU fiir 48 h behandelt sowie 1 h mit 3 uM ETP-46464 vorbehandelt.
(A) Durchflusszytometrische Messung von AnnexinV/Pl-gefarbten Zellen; n=3+SD; Two-way ANOVA,
Bonferroni’'s multiple comparisons test; *p<0.05, ****p<0.0001. (B) Expression von NOXA und PARP1 wurde
mittels Western Blot bestimmt; gesp., gespalten. Vinculin diente als Ladekontrolle.

MEG-01 LAMA-84
MS/HU - + -+ - + -+
VE-821 - - + o+ - - + + [kDa]
p-CHK1 g \ S S e L g5
yH2AX — — L
NOXA ' - 10
B-AKHN Pl e st i e O
KCL-22 KYO-01
MS/HU - + -+ - + -+
VE-821 - - + o+ - - + + [kDa]
p-CHK1 |- g ) "G | 55
"{H2AX t— [r— — 15
NOXA - 10

Abb. 6.13: Hemmung von ATR unterdriickt in CML Zellen die Expression von NOXA und verstarkt
zugleich den durch MS-275 und Hydroxyurea induzierten DNA-Schaden. MEG-01, LAMA-84, KCL-22 und
KYO-01 Zellen wurden mit 5 uM MS und 1 mM HU firr 48 h behandelt sowie 1 h mit 3 uM VE-821 vorbehandelt.
Western Blot-Analysen von yH2AX, NOXA und p-CHK1 (S317). Wirkung von VE-821 wurde durch Detektion
von p-CHK1 bestétigt. Vinculin diente als Ladekontrolle.
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Zusammenfassung

Diese Arbeit deckt auf, dass der Ribonukleotidreduktase-Inhibitor Hydroxyurea, welcher
friher als Standardtherapie gegen Leukdmie eingesetzt wurde, zu einer Caspase-
abhéngigen Prozessierung des Transkriptionsfaktors WT1 fuhrt. Dies ist wichtig, weil WT1
ein klinischer Marker fur nach einer Chemotherapie verbliebene Tumorzellen ist. Weiter
zeigen wir, dass die anti-apoptotischen Proteine BCL-2 und BCL-XL in Hydroxyurea-
sensitiven Leukamiezellen die Spaltung von WT1 und somit eine starke Aktivierung von
yH2AX, einem DSB-Marker, verhindern kénnen. Dementsprechend wiesen Hydroxyurea
robuste Leukamiezellen deutlich mehr BCL-XL auf als Hydroxyurea-sensitive Zellen.
Bezlglich der Relevanz von WT1 haben wir festgestellt, dass WT1 zwar ein Zielprotein der
apoptotischen Kaskade darstellt, dessen genetische Eliminierung jedoch zu keiner
Sensitivierung von Leukamiezellen gegen Hydroxyurea fuhrt. Unsere Daten zeigen, dass
WT1 ein Marker fur die Effizienz von Hydroxyurea und andere Chemotherapeutika ist, seine

funktionelle Rolle jedoch tGiberdacht werden sollte.
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Publikationen

Geleistete Beitrage zu dieser Publikation

- Durchfuihrung und Auswertung der Experimente in Fig. 1E-F; Fig. 2D-E; Fig. 3C, F;
Fig. 4C; Fig. 6A-D

- Densitometrische Analysen der Western Blots in Fig. 2A-B, Fig. 5B

- Selektion der IF-Bilder und Quantifizierung der yH2AX MFI in Fig. 6E

- Durchfuihrung von Teilen der Datenanalyse

- Schreiben von Teilen des Manuskripts sowie Erstellung der gesamten Abbildungen

- Zusammenstellung der gesamten Rohdaten in Excel und PowerPoint als Supplement
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Publikationen

HSP90 is necessary for the ACK1-dependent phosphorylation of STAT1 and STAT3

Veroéffentlicht in Cellular Signalling (Nov 2017); Band 39, Seiten 9-17

Autoren: Nisintha Mahendrarajah, Marina E. Borisova, Sigrid Reichardt, Maren Godmann,
Andreas Sellmer, Siavosh Mahboobi, Andrea Haitel, Katharina Schmid, Lukas Kenner, Thorsten
Heinzel, Petra Beli, Oliver H. Kramer

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Hemmung von der Tyrosinkinase ACK1
(activated CDCA42-associated kinase-1) sowie dem Hitzeschockprotein HSP90 die
ACK1l-abhéngige Phosphorylierung von STATs (Signal transducers and activators of
transcription) negativ beeinflusst. Proteomic-basierte Interaktionsanalysen ergaben nur
bekannte Interaktionspartner von ACK1, wie z.B. HSP90. Wir konnten jedoch zeigen, dass
ACK1 eine bisher unbekannte Phosphorylierung des tumorrelevanten STAT3 auslost.
Desweiteren fanden wir, dass die E3 Ubiquitin Ligase SIAH2 zu einem proteasomalen
Abbau von ACK1 fuhrt und so die ACKl-abhangige Phosphorylierung von STAT1 und
STAT3 reguliert. Dazu muss das ACK1 aber uber ein intaktes Valin-909 Bindungsmotiv
verfugen. Entsprechend dieser Daten korreliert das Expressionslevel von ACK1 positiv mit
phosphoryliertem STAT3 (Y705) in priméren Lungenadenocarcinomen. Die Hemmung von
aktivem HSP90 mit dem Klinisch derzeit erprobten Inhibitor Onalespib (AT13387) blockiert
demgemalR die ACK1-abhangige Phosphorylierung von STAT1 und STAT3. Daher liefern
unsere Daten molekulare Einblicke und eine pharmakologische Strategie, um die
ACK1-STAT Achse zu unterbinden.
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Geleistete Beitrage zu dieser Publikation

- Durchfuihrung und Auswertung der Experimente in Fig. 1C; Fig. 2A; Fig. 3A-B; Fig. 4A
(Kultivierung der Zellen in SILAC Medium, Transfektion, Zelllyse, IP); Fig. 4C; Fig. 5A, C

- Densitometrische Analysen der Western Blots in Fig. 5B, D

- Durchfiihrung von Teilen der Datenanalyse

- Schreiben von Teilen des Manuskripts sowie Erstellung der gesamten Abbildungen
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Histone deacetylase inhibitors induce proteolysis of activated CDC42-associated

kinase-1 in leukemic cells

Veroéffentlicht in Journal of Cancer Research and Clinical Oncology (Nov 2016);
Band 142, Ausgabe 11, Seiten 2263-73

Autoren: Nisintha Mahendrarajah, Ramin Paulus, Oliver H. Kramer

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob klinisch relevante HDACI einen Einfluss auf ACK1
haben und ob HDACi vorteilhaft mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib
zusammenwirken. Wir konnten zeigen, dass MS-275 und LBHS589 eine Caspase-
abhangige Proteolyse von ACK1 in CML und AML Zellen auslésen. Die mit der Induktion
von Apoptose korrelierende Prozessierung von ACK1 fihrt, wie die Behandlung mit
Dasatinib, zu einer Hemmung der Phosphorylierung von STAT3, einem Zielprotein von
ACKL1. In der Kombination zeigen HDACi und Dasatinib synergistische Effekte gegen

Leukamiezellen, was zu weiteren Analysen dieser Kombination ermutigt.
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Geleistete Beitrage zu dieser Publikation

- Durchfuihrung und Auswertung der Experimente in Fig. 1F; Fig. 2A-F; Fig. 3A-B

- Durchfuihrung der restlichen Experimente/Datenanalyse/Densitometrischen Analyse
gemeinsam mit meinem Bachelorstudenten Ramin Paulus

- Durchfuihrung von Teilen der Literaturrecherchen

- Schreiben von Teilen des Manuskripts sowie Erstellung der gesamten Abbildungen
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