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Referat

Das Mammakarzinom ist die hdufigste Krebsart fiir Frauen. Besonders das schnelle,
invasive Wachstum und die hypoxischen, therapieresistenten Tumorareale stellen
zentrale Probleme fiir die operative Behandlung und die Radiochemotherapie dar.

Die tumorassoziierte Carboanhydrase IX (CA IX) wird vom Hypoxie-induzierenden-
Faktor 1 (HIF-1) beeinflusst, welcher in hypoxischen Arealen nachweisbar ist. CA IX ist
an der Regulation des extra- und intrazelluldren pH-Wertes beteiligt. Somit spielt sie fiir
das Uberleben (hypoxischer) Tumorzellen eine wichtige Rolle. Sowohl HIF-1 als auch
CA IX werden als Hypoxie-spezifische Tumormarker genutzt. Betulin und Betulinséure
(BS) gelten als entziindungshemmend, antineoplastisch und antiviral. Einzigartig ist, dass
BS insbesondere gegen Tumorzellen wirkt, wihrend untransformierte Zellen BS mehr
tolerieren. Durch die Synthese von Derivaten kann die Anwendbarkeit der schlecht
16slichen BS fiir die Tumortherapie verbessert werden. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurde untersucht, welchen Einfluss die Substanz 18, ein Konjugat von 3-O-Acetylbetulin
(3AC) und Acetazolamid (einem Inhibitor der CA IX), auf die Behandlung von
Mammakarzinomzellen unter Normoxie und Hypoxie hat.

Zytotoxizitdtsanalysen (Sulforhodamin B (SRB)-Assay, Klonogenititsassay) an den
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T ergaben, dass die
Substanz 18 im Vergleich mit den beiden Ausgangssubstanzen eine erhdhte Zytotoxizitat
aufweist. Zelltoduntersuchungen (Annexin V-PI-Farbung, PARP-Spaltung) zeigen nach
Behandlung mit Substanz 18 eine deutliche Apoptoseinduktion, insbesondere unter
Hypoxie in den Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7. Mittels Scratch-Assay konnte
gezeigt werden, dass die Substanz 18 unter Normoxie die Migration in
Mammakarzinomzellen inhibiert. AuBerdem konnte mittels Zellkoloniebildungstest nach
Behandlung mit der Substanz 18 eine deutliche Radiosensitivierung bei den untersuchten
Mammakarzinomzelllinien unter Hypoxie nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen mit der Substanz 18 haben gezeigt, dass durch chemische
Modifikation von Betulin eine neue, effektive Substanz synthetisiert wurde, die fiir die

Behandlung von Mammakarzinomen interessante therapeutische Eigenschaften aufweist.
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Charakterisierung des Betulin-Acetazolamid-Konjugates 18 in
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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Brustkrebs ist die hiufigste Krebsdiagnose und Krebstodesursache fiir Frauen weltweit.
Statistisch gesehen erhilt jede achte Frau diese Diagnose. Mehr als zwei Drittel der
gestellten Diagnosen betreffen Frauen die 50 Jahre oder élter sind [1].

Die  molekulargenetischen  Subtypen werden anhand des HER2-Status,
des Hormonrezeptorstatus (HR) und des Proliferationsmarkers Ki-67 vorgenommen.
Diese Einteilung ldsst Aussagen auf die Prognose des Tumors zu und ist an verschiedene
Therapiekonzepte gekoppelt [2].

Zu den Risikofaktoren einer Brustkrebserkrankung z&hlt ein langer hormonell aktiver
Zeitraum vieler Frauen. Das bedeutet frithe Menarche, spite Menopause, spite erste
Schwangerschaft und Geburt, sowie Hormonersatztherapie (hormonelle Kontrazeptiva
wihrend der Menopause) [3, 4]. Aber auch genetische Faktoren, wie Mutationen der
Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2, welche 15-20 % der familidr bedingten
Mammakarzinome ausmachen [5], das Li-Fraumeni-Syndrom, eine autosomal dominant
vererbte Mutation des p53-Tumorsuppressorgens, wie auch eine PTEN- Mutation
(Cowden Syndrom) zdhlen darunter [6]. Weitere Risikofaktoren sind Adipositas, starker
Alkohol- und Tabakabusus, ein Mangel der Vitamine A und E, sowie eine fettreiche
Erndhrung und Bewegungsmangel [7].

Fiir jede Frau stellt als Basisdiagnostik das Abtasten der Brust eine Grundlage dar, um
Auffilligkeiten friih zu erkennen. Liegt ein auffilliger Tastbefund vor, wird zur
genaueren Diagnostik eine Mammografie mittels Rontgenuntersuchung oder eine
Sonografie durchgefiihrt [8]. Bei einem Karzinomverdacht wird eine sogenannte
Mamma- oder eine Lymphknotenbiopsie (Stanz- oder Vakuumbiopsie) durchgefiihrt [9].
Bestitigt sich die Diagnose, wird mittels gingiger Staging-Verfahren, wie dem CT, der
Skelettszintigrafie und bei unklarem Befund dem PET, das Karzinom mittels TNM-
Klassifikation eingeteilt und mit dem Grading der Differenzierungsgrad definiert[10, 11].
In der Therapie des Mammakarzinoms wird unterschieden in kurativ (Behandlung der
Ursache), welche operative MaBinahmen in Kombination mit einer Strahlentherapie und/
oder Systemtherapie umfasst und palliativ (Milderung der Symptome) mit einer
systemischen Therapie. Bei den operativen Verfahren unterscheidet man zwischen einer,
heutzutage bevorzugten, brusterhaltenden OP (BET) und der radikalen Mastektomie

(komplette Entfernung der Brustdriise) [12]. Ziel beider Operationsmoglichkeiten, als
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Haupttherapie in der Behandlung von Mammakarzinomen, ist die komplette Resektion
des Tumors (RO). Als systemische Therapie gibt es die Chemotherapie, welche als
Therapie der ersten Wahl Anthracyclin und Taxan empfiehlt. Dabei wird ein
vollstdndiges Ansprechen der Behandlung bei 30 bis 45 % der Patienten erreicht [13].
Ziel der Bestrahlung ist die Reduktion von Rezidiven und Fernmetastasen. Eine
Strahlentherapie ist bei allen invasiven Mammakarzinomen obligat. Nach einer
Mastektomie wird die Bestrahlung genutzt um das Risiko eines Lokalrezidivs zu senken

und um eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens zu erzielen [14].

1.2 Tumorhypoxie und Bestrahlung

Von Hypoxie spricht man, wenn im Gewebe der Sauerstoffpartialdruck weniger als
65 mmHg betrigt, wie es im gesunden und gut durchbluteten Gewebe der Fall ist [15,
16]. In Mammakarzinomen sinkt die Sauerstoffsittigung auf bis zu 30 mmHg, aufgrund
der zum Teil fehlenden Blutversorgung in einigen Abschnitten des rasch wachsenden
Tumors, weshalb eine gestorte Mikrozirkulation entsteht [17].

Tumorzellen gewinnen ihre Energie aus der Glykolyse, wobei sie Laktat durch die
Vergérung von Glukose erhalten (Warburg-Effekt). Aufgrund dessen sind sie in der Lage
sich auch in hypoxischen Bereichen zu teilen. Diese als anaerobe Glykolyse bezeichnete
Reaktion lduft in Tumorzellen sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben
Bedingungen ab.

Der wichtigste Marker fiir Hypoxie im Tumorgewebe ist der Hypoxie-induzierende
Faktor-1 (HIF-1). Ist ausreichend Sauerstoff im Gewebe vorhanden, wird HIF-1a durch
den von Hippel-Lindau Tumorsuppressor ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut.
Kommt es zu hypoxischen Arealen wird die a-Untereinheit durch den fehlenden Cofaktor
Sauerstoff nicht abgebaut, wandert in den Zellkern und bindet dort an die konstitutive §3-
Untereinheit. HIF-1a kann daher als Marker fiir hypoxische Gewebeareale angesehen
werden. Durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1a bindet dieser an das
hypoxia response element (HRE) und hypoxieassoziierte Gene werden transkribiert [ 18].
Dazu gehdren unter anderem VEGF (Angiogenese), IGF2 und TGF-a (Wachstum), EPO
(Erythropoese), die Glukosetransporter GLUT 1 und 3 (Glukosestoffwechsel),
Transferrin (Eisenstoffwechsel) und MMP2 (Zellmigration und Invasion) [19].
Zusitzlich reguliert HIF-1a iiber die Carboanhydrase IX (CA IX) den intrazelluldren pH-

Wert und fordert damit das Uberleben der Tumorzelle [20]. So zeigt sich in vielen



Tumorentititen, wie beispielsweise Lungenkarzinomen, Thymuskarzinomen oder
Gebarmutterhalskrebs auch eine Uberexpression der HIF-induzierten CA IX [21]. Im
Allgemeinen ldsst sich sagen, dass die Uberexpression von HIF-lo und CA IX in

Tumoren fiir ein aggressiveres Verhalten und eine schlechtere Prognose spricht [21, 22].

Neben der operativen Behandlung und der Chemotherapie bietet die Bestrahlung eine
wichtige Moglichkeit bei der Behandlung von Tumoren. Zur Bestrahlung von
Tumorpatienten verwendet man ionisierende Strahlung. Aufgrund dieser Strahlung
kommt es zu Schiaden der DNA-Stringe in den Zellen, sodass sich diese nicht mehr teilen
konnen und das Tumorwachstum gestoppt wird. Die Anwesenheit von Sauerstoff bei
dieser Reaktion verstirkt die Peroxid- und Radikalbildung (durch die Ionisierung des
Wassers in der Zelle, und die Fixierung des DNA-Schadens), sodass keine Reparatur
mehr moglich ist [23]. Bestrahlungsschiden sind somit in den hypoxischen Tumorarealen
geringer, da weniger Radikale gebildet und Strahlenschidden vermehrt repariert werden
[24]. Der Sauerstoffverstirkungsfaktor (oxygen emhancement ratio, OER) definiert
diesen radiosensitivierenden Effekt des Sauerstoffs: Unter hypoxischen Bedingungen
wird eine zweifach bis dreifach hohere Strahlendosis benétigt, um denselben Effekt wie
bei Zellen unter normoxischen Bedingungen zu erzielen [25]. Jedoch besitzen gesunde,
gut mit Sauerstoff versorgte Zellen eine bessere Reparaturfahigkeit und konnen sich nach
der Bestrahlung besser regenerieren [26]. Die Strahlentherapie wird daher nach neuesten
Richtlinien mit einer Hypofraktionierung (Gesamtdosis von 40 Gy in 15-16 Fraktionen
innerhalb von ca. 3-5 Wochen) oder mit einer konventionellen Fraktionierung
(Gesamtdosis von 50 Gy in ca. 25-28 Fraktionen innerhalb von ca. 5-6 Wochen)
durchgefiihrt [27].

1.3 Carboanhydrase IX

Carboanhydrasen (CA) kommen in praktisch jedem lebenden Organismus vor und sind
an einer Vielzahl physiologischer und biochemischer Prozesse beteiligt [28]. Bei den
Sdugetieren existieren mindestens 14 verschiedene Isoformen der CA, wobei elf
katalytisch aktiv und drei Isoformen inaktiv sind [29]. Die Funktion aller
Carboanhydrasen ist die reversible Katalyse von Kohlenstoffdioxid und Wasser zu

Kohlenséure, die in wissriger Losung zu Hydrogencarbonat und einem Proton dissoziiert.

CO, + H,0 = HCO; +H*



Daher sind CA maf3geblich am Ionentransport und an der pH-Regulation beteiligt. In der
Niere spielen sie eine wichtige Rolle fiir den Sdure-Base Haushalt, sind aber auch an der
Knochenresorption, der Produktion von Cerebrospinalfliissigkeit, Magensiure,
Pankreassekret und Kammerwasser des Auges beteiligt [30]. CA sind auBlerdem in
malignen Tumoren tiberexprimiert [31].

Die Hypoxie-induzierte CA IX hat dabei die wichtigste Bedeutung. Sie gehdrt zur
Familie der a-Carboanhydrasen und wird durch das Gen CA4 9 codiert [20]. Physiologisch
kommt die CA IX in den Driisenzellen der Magenschleimhaut und im Epithel von Leber,
Gallenblase, Ileum, Dickdarm und Bauchspeicheldriise vor. Mal3geblich ist sie dort am
Ionentransport, an der intrazelluliren Kommunikation und der Aufrechterhaltung der
Gewebeintegritét beteiligt [31]. Jedoch hat die CA IX auch in malignen Tumoren eine
wichtige Bedeutung. In der Niere, dem Gebédrmutterhals, den Eierstocken, der Lunge,
Speiserdhre, Brust und Vulva ist CA IX physiologisch nicht nachweisbar [32]. In diesen
Organen kann sie daher als diagnostischer Marker fiir eine Krebserkrankung genutzt

werden [33].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Funktion der Carboanhydrase IX. Dargestellt ist
die Funktion der Carboanhydrase IX bei der pH-Wert-Regulation. Rechts in der Abbildung
dargestellt ist der Bicarbonattransport tiber den Bicarbonattransporter (NBC), an dem die CA IX
extrazellulir die Umwandlung von CO; in Protonen (H') und Bicarbonat-Ionen (HCOj3)
katalysiert. HCOs werden tiber die NBC durch die Plasmamebran ins Zytoplasma transportiert.
Intrazelluliir katalysiert die CA 1I die Reaktion von HCO3 und H' zu CO,, welches die Zelle durch
Diffusion verldsst. Der intrazelluldre pH-Wert bleibt dadurch neutral. Die extrazelluldr
gebildeten Protonen sorgen fiir eine Azidifizierung im Extrazellularraum [34]. (Open-Access-
Artikel, Springer Nature)

Die CA IX reguliert den intrazelluldren und extrazelluliren pH-Wert des Tumorgewebes

(Abbildung 1). Der intrazelluldre pH-Wert wird dadurch aufrechterhalten, jedoch kommt



es extrazelluldr zu einer Azidifizierung [21]. Dieser verringerte pH-Wert flihrt zu einer
Hochregulierung angiogenetischer Faktoren, einer gesteigerten Tumorzelladhision, einer
erhohten Metastasierungstendenz und einem verminderten Ansprechen auf Radio- und
Chemotherapie [21].

Meist geht der Nachweis bzw. die Uberexpression von CA IX in Tumorgewebe mit einer
verstdrkten Tumorproliferation und Tumoraggressivitdt sowie einer schlechteren
Prognose einher [22]. Die CA IX gilt deshalb auch als ein prognostischer Faktor in der
Tumortherapie. AuBerdem nimmt sie eine wichtige Rolle als Hypoxiemarker ein.
Aufgrund der groBen Bedeutung als prognostischer Marker, stellt CA IX einen
interessanten Ansatzpunkt in der Krebstherapie dar. Derzeit gibt es verschiedene
Herangehensweisen, die Wirkung der CA IX zu beeinflussen. Einen ersten Ansatzpunkt
stellen gegen CA IX gerichtete Antikorper dar. Dafiir wurde der monoklonale Antikdrper
c¢G250 (Girentuximab) entwickelt, welcher auch unter dem Handelsnamen RENCAREX
der Firma Wilex AG (Miinchen, Deutschland) bekannt ist [35]. Dieser bindet an das
MN/CA IX-Antigen auf der Oberfliche von Tumorzellen. Dadurch kommt es zur
Freisetzung natiirlicher Killerzellen sowie weiterer Effektorzellen und das kdrpereigene
Immunsystem des Patienten wird stimuliert. Dies kann zur Apoptose der Tumorzellen
fithren. Man spricht von einer Antikdrper-vermittelten Zytotoxizitdt (ADCC = antibody-
dependent cellular cytotoxicity) [36].

Einen weiteren Ansatzpunkt in der Tumortherapie stellt der Einsatz von
Carboanhydraseinhibitoren (CAI) dar. Eingeteilt werden diese in Inhibitoren, die an das
Zinkion im aktiven Zentrum der Carboanhydrase binden (Sulfonamide, Sulfamate,
Dithiocarbamate, anorganische Anionen) und zum anderen Verbindungen, die keine
Interaktion mit dem Metallion eingehen (Phenole, Polyamide, Cumarine) [37]. Durch
glykolysierte Cumarine (7-glykosyl coumarin inhibitors) konnte eine spezifische
Inhibierung der CA IX und CA XII nachgewiesen werden [38]. Ureido-Sulfonamid
U104, ist ein Ureido-substituierter Benzolsulfonamid-Inhibitor der Carboanhydrase IX,
welcher spezifisch gegen die extrazelluldre CA IX und CA XII gerichtet ist [39]. Schon
in der eigenen AG konnten Effekte auf die Migration, das klonogene Uberleben und die
Radiosensitivitidt in Mammakarzinomen nachgewiesen werden [40]. Auch Nanopartikel,
die mit CA IX-Inhibitoren derivatisiert sind, bilden eine interessante Option zur

Hemmung von CA IX [37, 41].



1.4 Betulinsdure und Betulinsdurederivate

Betulin (3B-lup-20(29)-en-3,28-diol) ist ein pentazyklisches Triterpen, welches eine
Gruppe von Naturstoffen bildet und eine Untergruppe der Lupane ist [42, 43]. Die
Betulinsdure (BS) ist die Carbonsdure von Betulin. In Reinform ist BS ein weiller,
kristalliner Feststoff und kommt in Spuren in der Birkenrinde vor. Zumeist wird BS durch
Oxidation von Betulin, das aus der Birkenrinde isoliert und in einem mehrstufigen
Verfahren derivatisiert wird, hergestellt. [44].

BS gilt als entziindungshemmend, antineoplastisch und antiviral [45]. In Studien konnte
gezeigt werden, dass BS eine Zytotoxizitdt gegen zahlreiche Tumorentititen, wie
Melanome [46], Gliome [47], Kopf-Hals-Tumoren [48] oder Kolonkarzinomen [49]
aufweist und sogar in primdren Tumoren wirkt, die auf herkommliche
Chemotherapeutika und Bestrahlung schlecht angesprochen haben [50]. Besonders ist
dabei, dass sich BS gegen Tumorzellen richtet, wihrend untransformierte Zellen BS
besser tolerieren. Dies konnte in verschiedenen in vitro Versuchen an Fibroblasten,
Lymphoblasten, Melanozyten und Astrozyten nachgewiesen werden [47, 51, 52].

BS permeabilisiert die duBere Mitochondrienmembran und verdndert somit das
Membranpotential des Mitochondriums. Dadurch wird der intrinsische Apoptoseweg
induziert [53]. Im weiteren Verlauf kommt es zur Kernfragmentierung und Aktivierung
von Proteasen. Nach Behandlung mit BS kommt es zur Spaltung des Enzyms PARP
(Poly(ADP-ribose)-Polymerasen) durch die Caspase 3. Dies konnte in Versuchen der
eigenen Arbeitsgruppe sowohl an Glioblastomzellen, als auch an Mammakarzinomzellen
nachgewiesen werden [54, 55]. Durch die Freisetzung von reactive oxygen species (ROS)
aus den Mitochondrien wird zusétzlich die Caspaseaktivierung verstirkt [47, 56], wie
zum Beispiel tiber die SAP/JNK-Kinase oder den Proapoptosefaktor p38 [57]. BS wirkt
direkt an den Mitochondrien der Zellen und hat den Vorteil, im Vergleich zu anderen
Chemotherapeutika, dass es unabhingig von p53 und CD95 Apoptose induziert und
dementsprechend unabhéngig von Mutationen in diesen Signalwegen ist [56].

Selzer und Kollegen wiesen eine gute Vertraglichkeit von BS mit anderen zytotoxischen
Stimuli in Melanomen nach. Durch eine Behandlung mit BS in Kombination mit
Bestrahlung wurde das Zelliiberleben verringert im Vergleich zu einer Behandlung
ausschlieBlich mit BS [52].

Die Anwendbarkeit von Betulin bzw. BS ist aufgrund ihrer Lipophilie, und dadurch
bedingten schlechten Loslichkeit in Wasser, aber auch in anderen Losungsmitteln wie

Ethanol, stark eingeschrinkt [58]. Demzufolge ist eine Verbesserung des
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Losungsverhaltens durch Synthese von Betulin- bzw. BS-Derivaten notig. Zudem lassen
sich Chemotherapeutika mit neuen Eigenschaften entwickeln [43, 59].

Auch die eigene Arbeitsgruppe hat die Wirksamkeit von verschiedenen Betulin- und BS-
Derivaten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass 3-O-Acetylbetulin (3AC) eine
erhohte Zytotoxizitdt im Gegensatz zu BS aufweist. AuBerdem fiihrte 3AC in
Kombination mit dem CAI Ul04 zu einer Radiosensitivierung von
Mammakarzinomzellen [60].

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des Betulin-Derivats Substanz 18
((3B)-3-(acetyloxy)lup-20(29)en-28-yl-4-([5-(aminosulfonyl)-1,3,4-thiadiazol-2-
yl]amino)-4-oxobutanoate). Die Substanz 18 enthilt als Grundgeriist 3AC (Abbildung 2
A), an welches die Substanz 16 (4-([5-(aminosulfonyl)-1,3,4-thiadiazol-2-yl]amino)-4-
oxobutanoic acid), ein Azetazolamid (AZA), die einen Bernsteinsdure-Linker enthélt
(Abbildung 2 B), gekoppelt ist. AZA ist ein heterozyklisches primires Sulfonamid, das
die CA IX hemmen kann. Es ist ein etabliertes Medikament unter anderem zur
Behandlung von Odemen, Herzinsuffizienz, Hohenkrankheit und Morbus Meniére [61].
Untersuchungen zur Inhibierung der CA IX-Aktivitit durch die in dieser Arbeit
untersuchten Substanzen zeigten, dass sowohl Substanz 16 (Kicax = 0,129 uM + 0,05
uM) als auch 18 (Kicarx= 1,25 uM £ 0,25 uM) zu einer Inhibierung der CA IX-Aktivitét
fiihren und beide Substanzen als CA IX-Inhibitoren wirken [62].
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Abbildung 2: Strukturformeln. Dargestellt sind die untersuchten Verbindungen (A) 3-O-
Acetylbetulin (3AC), (B) Substanz 16 (4-{[5-(aminosulfonyl)-1,3,4-thiadiazol-2-yl]amino}.-4-
oxobutanoic acid) und (C) Substanz 18 ((3f3)-3-(acetyloxy)lup-20(29)en-28-yl-4-(/5-
(aminosulfonyl)-1,3,4-thiadiazol-2-yl]amino)-4-oxobutanoate). (Abbildung selbst erstellt)



2 Zielstellung

Das Mammakarzinom ist ein weit verbreiteter, hochmaligner Tumor. Bei geringem
Sauerstoffgehalt wird der Tumor radioresistenter, weshalb hypoxische Tumore den
Erfolg der Radiotherapie verringern. Durch die Uberexpression von CA IX haben
Tumorzellen Mechanismen entwickelt, unter hypoxischem Stress den intrazelluldren pH-
Wert zu regulieren und durch extrazelluldre Azidifizierung die Tumorprogression weiter
zu beglinstigen.

Die Synthese von Betulinylsulfonamiden scheint eine vielversprechende Moglichkeit zu
sein, insbesondere hypoxische Tumore anzugreifen. CAI mit Sulfamat- bzw.
Sulfonamidgruppen sind in der Lage, das Zink-lon im aktiven Zentrum des Enzyms zu
binden und dadurch die Aktivitit der CA zu hemmen.

Gegenstand dieser Doktorarbeit war die experimentelle Untersuchung der Effekte des
BS-Azetazolamidkonjugats 18 bzw. der Kombination der beiden Vorldufersubstanzen
3AC und Substanz 16 auf verschiedene molekular-, zell- und strahlenbiologische
Parameter in den humanen Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, HS578T und
MCF-7 zu untersuchen. Besonders der Vergleich der Substanz 18 mit der Kombination
aus Substanz 16 und 3AC war von Interesse unter normoxischen und/oder hypoxischen
Bedingungen.

Auf Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit soll diskutiert werden, ob das
neu synthetisierte BS-Azetazolamidkonjugat 18 fiir weitere Untersuchungen im

Hinblick auf eine angewandte Tumortherapie geeignet ist.



3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die drei humanen Mammakarzinomzelllinien MDA-
MB-231, MCF-7 und HS578T untersucht. Die Kultivierung dieser erfolgte in den
Laboren der Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg. Aufgrund

der Arbeit in der Zellkultur ist kein Ethikvotum fiir diese Arbeit notwendig.

Tabelle 1: verwendete Zelllinien

Bezeichnung Ursprung ATCC®-Nr. Referenz
MDA-MB-231 | Humanes Mammakarzinom HTB-26™ Cailleau et al., 1978 [63]
MCEF-7 Humanes Mammakarzinom HTB-22™ Soule et al., 1973[64]
HS578T Humanes Mammakarzinom HTB-126™ Hackett et al., 1977 [65]

3.1.2  Chemikalien und Reagenzien
Accutase

APS (10 %)

3-Acetylbetulin-Bern-AZA (18) (20 mM)
3-O-Acetybetulinsdure (3AC) (10 mM)
Annexin V

Binding Buffer (1x)

Betulinsdure (20 mM)

Bis-Acrylamid (30 %)

BSA

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
CM-H2DCF-DA

DMSO

Essigsédure (100 % p.a.)
Ethanol (70 %)
Ethanol (99,8 %)

Ferrostatin

BioWest (Nuaillé¢, FRA)

Roth (Karlsruhe, DE)
Biosolutions (Halle GmbH, DE)
Biosolutions (Halle GmbH, DE)
BioLegend (Koblenz, DE)
BioLegend (Koblenz, DE)
Biosolutions (Halle GmbH, DE)
Serva (Heidelberg, DE)
Promega (Madison, USA)
Promega (Madison, USA)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Sigma (Steinheim, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Universititsapotheke (Halle, DE)
Sigma (Steinheim, DE)

Sigma (Steinheim, DE)




FKS

Formaldehyd (37 %)

Formaldehyd (7,4 %)
Giemsa-Ldsung

HEPES

Hydrochloroquin

Lysepuffer (10x) fiir Proteinisolation
Mitomycin

Natriumchlorid

Natriumpyruvat

Necrosulfonamid

PBS

PBS (mit 1 mM MgCl, und 1 mM CaCl,)
Penicillin/Streptomycin
Phophataseinhibitor (100x)

Propidiumiodid
Proteaseinhibitor (100x)
Protein-Assay-Reagenz
RPMI 1640 mit Phenolrot
(mit 25 mM HEPES und L-Glutamin)
RPMI 1640 ohne Phenolrot
SDS

SRB

Substanz 16

Substanz 18

TCA (10 %)

Tris (20 mM)
Trypsin/EDTA (10x)
Wasserstoffperoxid (30 %)
Z-VAD-FMK

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Sigma (Steinheim, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)
Selleckchem (Houston, USA)
Cell Signaling (Danvers, USA)
Universititsapotheke (Halle, DE)
Applichem (Darmstadt, DE)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Selleckchem (Houston, USA)
Sigma (Steinheim, DE)

Sigma (Steinheim, DE)
Biochrom (Berlin, DE)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Sigma (Steinheim, DE)

Cell Signaling (Danvers, USA)
Bio-Rad, Richmond, USA
Lonza (Wakersville, USA)

Lonza (Wakersville, USA)

Serva (Heidelberg, DE)

Sigma (Steinheim, DE)
Biosolutions (Halle GmbH, DE)
Biosolutions (Halle GmbH, DE)
Roth (Karlsruhe, DE)

Roth (Karlsruhe, DE)

Biochrom (Berlin, DE)
Universititsapotheke (Halle, DE)
Selleckchem (Houston, USA)
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3.1.3  Puffer, Medium, Losungen
3.1.4 Zellkultivierung

Kulturmedium: 500 ml RPMI 1640 mit Phenolrot (mit 25 mM HEPES

und L-Glutamin)
10 % FKS

2 % Penicillin/Streptomycin

1 % Natriumpyruvat

CM-H2DCF-DA-Assay

Kulturmedium: 500 ml RPMI 1640 ohne Phenolrot
25 mM HEPES (frisch dazu)

10 % FKS

2 % Penicillin/Streptomycin

0,5 uM CM-H,DCF-DA-Farbstoff:

100 uM H,O,-Positivkontrolle:

2 mM H202-Positivkontrolle:

Annexin V- PI- Farbung
PI Working Solution

Proteinisolation

Ix Lysepuffer:

100 pg/ml:

86,5 ul DMSO zu 50 ng Aliquot
10 pl (1 mM) ad 100 pl PBS (mit
1 mM MgCl, und 1 mM CaCl,)
65 ul (100 uM) ad 13 ml PBS

10,9 ul (30 % H,0,) ad 10 ml
PBS
100 pl (10 mM) ad 10 ml PBS

2,2 1l (30 % H,0,) ad 10 ml
PBS

1,5 pl 1 mg/ml PI-Stamml6sung ad
13,5 ul PBS

1:10 Lysepufter (10x)

1:100 Proteaseinhibitor (100x)
1:100 Phophataseinhibitor (100x)
ad Aqua bidest.
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Western Blot
12 %ige Polyacrylamidgele
2x 12 %iges Trenngel

2x 12 %iges Sammelgel

10x Laufpuffer

Ix Laufpuffer:

10x Transferpuffer:

1x Transferpuffer:

3,47 ml Aqua bidest.

4,2 ml Bis-Acrylamid (30 %)

2,63 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris pH
8.,8)

105 ul SDS (10 %)

105 ul APS (10 %)

8,4 ul TEMED

3,57 ml Aqua bidest.

889 ul ml Bis-Acrylamid (30 %)

656,25 ul Sammelgelpuffer (1 M Tris pH
6,8)

52,5 ul SDS (10 %)

52,5 ul APS (10 %)

5,25 ul TEMED

15,2 g Tris pH 8,3-8,8 (250 mM)
72,1 g Glyzin (1,92 M)

5,0 g SDS (1 % w/v)

ad 500 ml Aqua bidest.

100 ml Laufpuffer (10x)
ad 1000 ml Aqua bidest.

15,2 g Tris pH 8,0-10,5 (250 mM)
72,1 g Glyzin (1,92 M)
ad 500 ml Aqua bidest.

100 ml Transferpuffer (10x)
200 ml Methanol
ad 1.000 ml Aqua bidest.
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10x TBS:

Ix TBST:

5 M NaCl

1 M Tris (pH 8,0)
ad 1.000 ml Aqua bidest.

50 ml TBS (10x)
500 pl Tween® 20
ad 1.000 ml Aqua bidest.

10 % Blockierungsreagenz: 100 ml TBST (1x)
10 g Magermilchpulver
3.1.5 Antikorper
Tabelle 2: Primdr- und Sekundirantikorper
Antigen Ursprung Klon Verdiinnung Hersteller
B-Aktin Maus Acls 1:10.000 Sigma (Steinheim, DE)
CAIX Maus M75 1:2000 BioScience (Bratislava, SK)
CAXII Kaninchen 1:2000 Cell Signaling (Danvers, USA)
HIF-la Maus 54/ HIF-1a 1:1000 BD Biosiences (Heidelberg, DE)
PARP Kaninchen polyklonal 1:1000 Cell Signaling (Danvers, USA)
Anti-Kaninchen IgG Ziege 1:2000 DAKO (Hamburg, DE)
Anti-Maus IgM Kaninchen 1:600 DAKO (Hamburg, DE)

3.1.6 Verbrauchsmaterialien und Gerite

Analysenwaage Mettler AM 100

Bechergléser

Brutschrank HERACell 1501
BZ-8000 Fluoreszenzmikroskop

Durchflusszytometer LSR II Fortessa

Gas Pak EZ
GelCount
Labor-Handschuhe

Linearbeschleuniger Synergy

Merck (Darmstadt, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE)
Keyence (Osaka, JP)

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences (Heidelberg, DE)
Thermo Scientific (Dreieich, DE)
Ansell (Miinchen, DE)

Elekta (Stockholm, SWE)




Magnetriihrer
Magnetriihrstibchen
Messzylinder

Mikropipetten

Mikroskop Axio Vert 25
Mini-Zentrifuge Sprout®
NanoDrop 2000c Spectrophotometer
Parafilm

pH Meter

Pipettenspitzen

Pipettierhelfer Pipetboy®
Reaktionsgefafle
Rollenmischer StuartTM digital SRT6D
Spark Plattenreader
Thermomixer compact
Ultraschall Sonopuls HD 2070
Vortex-Schiittler Genie 2
Wasserbad

Zentrifuge 32R
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten (6-well)
Zellkulturplatten (24-well)
Zellkulturplatten (96-well)
Zellschaber

CASY (Zellzdhlgerit)

IKA-Labortechnik (Staufen, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Eppendorf (Hamburg, DE)

Carl Zeiss (Jena, DE)

Biozym Scientific (Hess. Oldendorf, DE)
Thermo Scientific (Dreieich, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

WTW inoLab (Weilheim, DE)

Greiner (Frickenhausen, DE)

Integra Biosciences (Biebertal, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)

Stuart (Stone, UK)

Tecan Traiding AG (Ménnedorf, CH)
Eppendorf (Hamburg, DE)

BANDELIN (Berlin, DE)

Scientific Industries Inc. (Staufen, DE)
GFL (Burgwedel, DE)

Hettich Lab Technology (Tuttlingen, DE)
Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
TPP (Trasadingen, CH)

TPP (Trasadingen, CH)

TPP (Trasadingen, CH)

OMNI Life Science GmbH (Bremen, DE)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung und Passagierung

Die Kultivierung der humanen Mammakarzinomzellen erfolgte in RPMI 1640
komplettiert mit 10 % fotalem Kéilberserum (FKS), 1 % Natriumpyruvat und 185 U/ml
Penicillin und 185 pg/ml Streptomycin als adhdrente Monolayer in sterilen
Zellkulturflaschen unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO»).

Zur Passagierung der Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen gewaschen mit
Ix PBS. Anschliefend wurden die Zellen mit 1 %iger Trypsinlosung abgelost. Dafiir
wurden die Zellen 5 min im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. Dann
wurde die Trypsinreaktion mit Komplettmedium abgestoppt und die Zellsuspension
4 min bei 800 rpm =zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend mit neuem
Komplettmedium resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit dem CASY-
Zellzéhler durchgefiihrt und eine definierte Zellzahl wurde in sterile Zellkulturflaschen

eingestreut.

3.2.2 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des CASY -Zellzéhlers bestimmt. Dazu wurden 100 pl einer
Zellsuspensionsprobe 1:100 mit CASYton verdiinnt. Diese Verdiinnung wurde iiber eine
Messpore in eine Messkapillare gepumpt, an der ein elektrisches Feld anlag. Jeder
Zellpartikel der Probe induzierte einen elektrischen Impuls wiahrend der Passage und

wurde als ein ,,Count* registriert.

3.2.3 Mykoplasmennachweis
Alle 14 Tage wurde ein Nachweis auf Mykoplasmen mittels PCR durchgefiihrt. Somit

konnte eine Kontamination der kultivierten Zelllinien ausgeschlossen werden.

3.2.4 Zellkultivierung unter hypoxischen Bedingungen

Um die Zellen unter hypoxischen Bedingungen kultivieren zu kénnen, wurden die Zellen
in einem Gas-Generator-System (Gas Pak EZ, BD, USA) inkubiert. Dieses System
besteht aus einem Bebriitungsbeutel, einem Reaktionsbeutel und Wasser. Der
Reaktionsbeutel setzt sich zusammen aus anorganischem Carbonat, aktiviertem
Kohlenstoff und Ascorbinsdure. Erreicht wird dabei ein Sauerstoffgehalt von ca. 0,1 %

durch die sauerstoffverbrauchende Produktion von CO- aus anorganischem Carbonat.
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Die well-Platten wurden nach entsprechender Behandlung zusammen mit einem feuchten
Zellstoff in den Plastikbeutel gelegt, um ein feuchtes Milieu zu erzeugen. Der
Reaktionsbeutel wurde nach dem Offnen durch Luftsauerstoff aktiviert und in den
Bebriitungsbeutel gelegt. AnschlieBend wurde das System ziigig verschlossen. Die

weitere Inkubation erfolgte unter Standardbedingungen im Brutschrank.

3.2.5 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Mammakarzinomzellinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T
erfolgte mit 2 Gy, 8 Gy und 14 Gy (MDA-MB-231 und MCF-7) bzw. 4 Gy, 10 Gy und
16 Gy (HS578T) 24 h nach der Behandlung unter Hypoxie in den entsprechenden
Zellkultivierungsplatten mit 6 MV Photonen an einem Linearbeschleuniger (Synergy,
Elekta, Stockholm, SWE) in der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-
Universitit Halle-Wittenberg.

3.2.6 Behandlung der Zellen durch Inkubation der Substanzen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Wirksamkeit des Betulin-Derivates Substanz
18 bzw. 3-O-Acetylbetulin (3AC) in Kombination mit Substanz 16 auf die humanen
Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, HS578T und MCF-7 untersucht.

Die zu untersuchenden Substanzen wurden von der AG Prof. Paschke (Biozentrum,
Halle, DE) und AG Prof. Czuk (Chemie, Halle, DE) synthetisiert und lagen in Pulverform
vor. Dieses Pulver wurde im Losungsmittel DMSO zu der Stammkonzentration von
20 mM fiir die Substanz 18 bzw. 16 und 10 mM fiir die Substanz 3AC gelost. Beide
Substanzen wurden bei 4 °C gelagert. Die Stammldsungen wurden vor Beginn der

Behandlungen im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

3.2.7 SRB-Assay

Seit seiner Entwicklung 1990 ist das Sulforhodamin B-Zytotoxizitdtsassay eine schnelle
und kostengiinstige Methode zur Bestimmung der Zytotoxizitidt [66]. Der Farbstoff
Sulforhodamin B (SRB) bindet unter milden sauren Bedingungen an Zellproteine. Die
Menge des gebundenen Farbstoffes ist direkt proportional zur Zellzahl und wird bei
540 nm Absorption photometrisch gemessen.

Zunichst wurde in Abhidngigkeit der Zelllinie eine definierte Zellzahl in eine 96-well

Platte eingestreut. Nach 24 h erfolgte die Behandlung mit den Substanzen. Stets wurden
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eine unbehandelte Kontrolle und eine Losungsmittelkontrolle (DMSO) mitgefiihrt. Nach
einem Inkubationszeitraum von 96 h unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen
wurde der jeweilige Versuch abgestoppt. Dazu wurde zunédchst das Medium entfernt und
die Zellen mindestens 1 h mit 200 pl eiskalter Trichloressigsdure bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die 96-well Platte fiinfmal mit eiskaltem H>O gewaschen und
abschlieBend ausgeklopft. Dann wurden die Zellen 10 min mit 100 pl 4,4 %iger SRB-
Losung bei RT gefarbt. Im Anschluss wurden die Zellen mehrmals mit 1 %iger
Essigsdure gewaschen, um nicht-gebundenen Farbstoff zu entfernen und {iber Nacht an
der Luft getrocknet. AbschlieBend wurde der SRB-Farbstoff mit 300 pl Tris-Losung
30 min auf einem Schiittelinkubator bei RT inkubiert und die Absorption bei 540 nm am
Spark Plattenreader (Tecan, Ménnedorf, CH) gemessen. Die ICso-Werte wurden mit Hilfe

einer Dosis-Wirkungskurve mittels des Softwareprogamms Origin (Version 8) ermittelt.

3.2.8 Zellkoloniebildungstest und Strahlensensitivitat

Ein Klon ist eine Population von Zellen, die aus der mitotischen Teilung einer Einzelzelle
hervorgegangen sind. Die Klonierungseffizienz ist die Fiahigkeit von Zellen Kolonien zu
bilden. Der Zellkoloniebildungstest dient also der Analyse des klonogenen Uberlebens.
Dabei wird die Teilungsfdhigkeit von Zellen untersucht, also welche Zellen auch nach
einer Behandlung mit Substanzen oder Bestrahlung dazu in der Lage sind und eine
Kolonie bilden kdnnen.

Die Zelllinien MDA-MB-231, HS578T und MCF-7 wurden zunichst in 6-wel/ Platten
eingestreut. Nach 24 h Kultivierung unter Standardbedingungen erfolgte die Behandlung
mit den Substanzen 18 und 16+3AC in den Konzentrationen von 10 uM (MDA-MB-231,
MCF-7, HS578T), 15 uM (MDA-MB-231, MCF-7) bzw. 20 uM (HS578T) sowohl unter
normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen fiir 24 h.

Zusitzlich sollte ein Einfluss der Substanzen auf die Radiosensitivitit ermittelt werden.
Dazu wurden die drei untersuchten Zelllinien 24 h nach Behandlung unter hypoxischen
Bedingungen bestrahlt mit den Strahlendosen 2 Gy, 8 Gy und 14 Gy (MDA-MB-231 und
MCEF-7) bzw. 4 Gy, 10 Gy und 16 Gy (HS578T).

24 h nach der Behandlung bzw. 1 h nach der Bestrahlung wurden die Zellen abtrypsiniert
und je nach Behandlung und Strahlendosis mit einer definierten Zellzahl in 25 ¢cm?-
Zellkulturflaschen mit Deckel ohne Filter eingestreut. Die Zelllinien MDA-MB-231 und
HS578T wurden 12 Tage kultiviert, die Zelllinie MCF-7 14 Tage, bis ausreichend grofle

Kolonien (> 50 Zellen) gewachsen waren.
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AbschlieSend wurden die Zellkolonien mit 3,7 %iger (HS578T, MCF-7) bzw. 7,4 %iger
(MDA-MB-231) Formaldehydlosung mindestens 20 min lang fixiert, mit Aqua bidest.
gewaschen und mindestens 20 min mit einer 10 % Giemsa-Losung gefiarbt. Zuletzt
wurden die gefirbten Kolonien gewaschen, bei RT getrocknet und am GelCount (Oxford
Optronix, Milton, UK) ausgezéhlt.

Um den Einfluss der Substanzen auf die Bestrahlungssensitivitit beurteilen zu kdnnen,
wurde der Dosis modifizierende Faktor (DMF) 10 ermittelt. Dieser ist der Quotient der
Strahlendosen, die aufgewendet werden miissen, um das klonogene Uberleben der
Kontrollzellen und der behandelten Zellen auf 10 % zu reduzieren. Der DMF 10 wird mit
Hilfe eines linear-quadratischen Modells berechnet, wofiir die Software Origin genutzt
wurde. Bei einem DMF 10 > 1 liegt eine Radiosensitivierung vor und bei DMF 10 < 1

eine Radioprotektion. Keinen Einfluss auf Radiosensitivitit gibt der DMF 10 =1 an.

3.2.9 Zellmigrationstest (Wundheilungsassay)

Zur Untersuchung der Migration der Zelllinien MDA-MB-231 und HS578T mit den
jeweiligen Substanzen wurde ein Wundheilungsassay (scratch-assay) durchgefiihrt.
Dabei wird einem konfluenten Zellrasen eine Wunde (scratch) zugefiigt. Das Einwandern
der Zellen in diese mechanisch erzeugte Wunde zeigt das Migrationsverhalten der
Zelllinie und wird durch die Vermessung der zellfreien Flichen zum Zeitpunkt des
scratches in einer definierten Zeit ermittelt.

Dazu wurden die Zellen in einer definierten Zellzahl in eine 24-well Platte eingestreut.
Nach 24 h Kultivierung war das Ziel einen zu 100 % konfluenten Zellrasen im well zu
erzeugen und unter dem Mikroskop zu iiberpriifen.

Daraufhin wurde der Zellrasen 2 h mit Mitomycin, einem Proliferationshemmer, mit einer
Konzentration von 20 pM unter Standardbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde mit
einer 200 pul (MDA-MB-231) bzw. 1000 ul (HS578T) Pipettenspitze ein scratch gesetzt.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (MDA-MB-231) bzw. 1 % FKS-haltigen Medium
(HS578T) erfolgte die Behandlung mit den Substanzen. Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen und eine Lésungsmittelkontrolle mitgefiihrt.

Am Mikroskop BZ-8000 (Keyence, Osaka, JP) wurden Bilder zu Beginn (0 h, unmittelbar
nach dem scratch) und nach 16 h (HS578T) bzw. 24 h (MDA-MB-231) gemacht.

Um den Einfluss der Substanzen 18, 16 und der Kombination aus 16+3AC auf die
Zellmigration unter hypoxischen Bedingungen zu iiberpriifen, wurde Desferroxamin

(DFO) mit einer Konzentration von 100 uM auf die wells gegeben 24 h nach dem
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Einstreuen der Zellen. DFO ruft eine Erhohung des HIF-la-Levels hervor, das
posttranskriptional die CA IX hochreguliert. Die Zellen wurden 24 h mit dem DFO
inkubiert. Anschlieend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen behandelt.

3.2.10 Quantifizierung der Bildung von ROS (CM-H2DCF-DA-Assay)

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes CM-H2DCF-DA kann oxidative Zellschidigung
durch freie Sauerstoffradikale in vitalen Zellen nachgewiesen werden.

Der unpolare Farbstoff 5-(and 6)-chloromethyl-2.7 " dichlorodihydrofluorescein
diacetate, acetyl ester (CM-H2DCF-DA) (Abbildung 3) diffundiert durch die
Zellemembran und wird durch intrazelluldre Esterasen deacetyliert. Befinden sich im
Zellinneren reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wird der Farbstoff oxidiert. Aufgrund der
Reaktionen wird der Farbstoff polarisiert und fluoreszierend. Durch die Polarisation
verbleibt der Farbstoff im Zellinneren und die Fluoreszenz kann mit Hilfe eines

Durchflusszytometers gemessen werden.
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Abbildung 3: Chemische Reaktion beim ROS-Assay. Dargestellt ist die Reaktion von DCFH-
DA, welches nicht fluoreszierend ist, zur fluoreszierenden Form DCF [67]. (Reproduziert mit
Genehmigung von Cell Biolabs, Inc.)
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Fiir die Versuche wurden die Zelllinien MDA-MB-231, HS578T und MCF-7 mit einer
definierten Zellzahl in 6 well-Platten in phenolrotfreiem RPMI 1640 Kulturmedium
eingestreut und 24 h kultiviert. Dann erfolgte die Behandlung unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen mit den Substanzen in frischem phenolrotfreiem
Kulturmedium. Dabei wurde eine Negativkontrolle (unbehandelte und spéter ungeférbte
Kontrollzellen) und eine Losungsmittelkontrolle (DMSO), sowie eine Positivkontrolle
(Zellen, behandelt mit H>O,) mitgefiihrt.

Nach 24h wurde das Medium dekantiert und die Zellen mit PBS gewaschen.
Anschliefend erfolgte eine 30-miniitige Inkubation mit 0,5 uM CM-H2DCF-DA

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei 37 °C im Brutschrank. Um den Erfolg der
Férbung beurteilen zu kdnnen, wurden als Positivkontrolle Zellen 30 min vor Beginn der
Féarbung mit 100 uM H>O; bei den Zelllinien MDA-MB-231 und HS578T bzw. 2 mM
H>0: bei der Zelllinie MCF-7 behandelt. Zum Entfernen des liberschiissigen Farbstoffes
wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen 3 min mit 1 ml Trypsin
im Brutschrank inkubiert. Das Trypsin wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit
500 pl PBS gelost und in FACS-Rohrchen tiberfiihrt.

Gemessen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitdt (Anregungsmaximum: 493 nm;
Emissionsmaximum 519 nm) am Durchflusszytometer LSR II Fortessa (BD Biosciences,
Heidelberg, DE) der AG Core Facility Zellanalyse und Zellsortierung (bei Dr. Navarrete
Santos, ZMQG).

3.2.11 Annexin-PI-Farbung

Die Annexin-PI-Féarbung differenziert zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen.

Bei lebenden Zellen befindet sich Phosphatidylserin (PS) an der Innenseite der
Zellmembran. Stirbt die Zelle einen apoptotischen “programmierten” Zelltod, wird dieses
Bindungsmolekiil an die AuBlenseite der Zelle transloziert. So konnen Makrophagen PS
erkennen und durch Phagozytose die apoptotischen Zellen fiir den Organismus
unschidlich machen. Annexin V, ein Ca?* abhingiges, Phospholipid-bindendes Protein,
bindet an PS und macht so apoptotische Zellen kenntlich. Wird eine Zelle nekrotisch,
wird ihre Zellmembran durchldssig. Der DNA-Farbstoff Propidiumiodid (PI) kann dann
in die Zelle eindringen und diese kenntlich machen.

Die Zelllinie MDA-MB-231 wurde in dieser Arbeit mit 100.000 Zellen in 6-well Platten
eingestreut und 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. AnschlieBend erfolgte die
Behandlung mit 18 und 16+3AC in den Konzentrationen 10 uM, 15 uM und 20 uM. Als
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Kontrolle wurden unbehandelte Zellen, eine Losungsmittelkontrolle und eine
Positivkontrolle (0,1 uM Staurosporine) mitgefiihrt. Daran schloss sich eine weitere
Kultivierung sowohl unter normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen fiir 24 h an.
AbschlieBend wurden die Zellen fiir die Farbung geerntet. Dazu wurde zunéchst der
Zelliiberstand in Zentrifugationsréhrchen iiberfiihrt, die Zellen mit PBS gewaschen und
dieses ebenfalls iiberfiihrt. Das Ablosen der Zellen erfolgte mit Accutase fiir 10 min im
Brutschrank.

Die geldsten Zellen wurden zusammen mit dem Zelliiberstand 10 min bei 500 rpm und
4 °C zentrifugiert und danach mit kaltem PBS gewaschen. Dann erfolgte das erneute
Zentrifugieren bei 500 rpm und 4 °C fiir 10 min. Fiir die Firbung sollte eine
Konzentration von 1x10° Zellen/ml mit dem 1x Binding Buffer eingestellt werden. Im
Anschluss wurden die Zellen mit 5 pl Annexin V-FITC (90 pg/ml) und 1 pl PI Working
Solution (100 pg/ml) gefarbt.

Nach 15 min Inkubation im Dunklen wurden die Zellen mit 400 pl 1x Binding Buffer
resuspendiert und am Durchflusszytometer LSR II Fortessa (BD Biosciences, Heidelberg,
DE) innerhalb einer Stunde gemessen. Annexin V wird bei einer Wellenlédnge von 494 nm
angeregt und bei 518 nm gemessen. PI wird bei 535 nm angeregt und bei einer
Wellenlidnge von 617 nm gemessen.

Die gemessenen Werte werden als Dot plots dargestellt (Abbildung 4). Diese werden in
vier Quadranten unterteilt, in denen die nekrotischen Zellen (Q1), Zellen in der spéten
Apoptose (Q2), vitale Zellen (Q3) und Zellen in der frithen Apoptose (Q4) voneinander

unterschieden werden konnen.
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Abbildung 4: Dot Plot der Annexin-PI Firbung. Dargestellt ist ein reprdsentativer Dot Plot der
Zelllinie MDA-MB-231 nach Behandlung mit 20 uM der Substanz 18 unter Normoxie (0,1 % O,).
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An der x-Achse ist die Intensitdt der Annexin-Féarbung in der Zelle dargestellt und auf der
y-Achse der PI-Gehalt (Abbildung 4). Wird wenig Annexin V detektiert und ein hoher
Gehalt an PI, liegt die Zelle im ersten Quadranten und ist nekrotisch. Wird ein hoher
Gehalt sowohl von Annexin V und PI detektiert liegt die Zelle im zweiten Quadranten
und befindet sich in der spédten Apoptose. Wird ein hoher Gehalt an Annexin V, jedoch
ein geringer Gehalt an PI, so liegt das Messergebnis im vierten Quadranten und die Zelle
befindet sich im Stadium der frithen Apoptose. Wird ein geringer Gehalt an PI wie auch

Annexin V ermittelt, ist die Zelle vital und die Zelle liegt im dritten Quadranten.

3.2.12 Cell-Titer-Glo Assay

Das Cell-Titer-Glo Assay ist eine schnelle und sensitive Methode, die Anzahl lebender
Zellen in einer Kultur zu bestimmen. Grundlage dafiir ist das vorhandene ATP in
metabolisch-aktiven Zellen, welches fiir die Luciferin/Luciferase- Reaktion bendtigt
wird. Diese Reaktion verlduft iiber mehrere Zwischenstufen und es kommt zu einer
Lichtemission. Die Menge des in der Zelle vorhandenen ATPs, welches in der
Luciferin/Luciferase-Reaktion verbraucht wird, ist direkt proportional zur ausgesendeten
Lumineszenz. Das Produkt der Reaktion ist Oxyluciferin, welches durch oxidative

Carboxylierung von Luciferin entsteht (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Luciferin/Luciferase-Reaktion. Dargestellt ist die Carboxylierung von Luciferin
unter Verbrauch von ATP zu Oxyluciferin [68]. (Mit freundlicher Genehmigung der Promega
GmbH)
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Der CellTiterGlo-Assay wurde im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, um durch den
Einsatz von verschiedenen Zelltodinhibitoren in Kombination mit der Substanz 18, die
Zelltodart bestimmen zu kdnnen. Dafiir wurde die Zelllinie MDA-MB-231 mit einer
definierten Zellzahl in 96-well Platten eingestreut und 24 h unter Standardbedingungen
kultiviert. Dann erfolgte die Behandlung mit der Substanz 18 (20 uM). Zusétzlich zu
dieser Behandlung wurden die Zellen mit unterschiedlichen Zelltodinhibitoren behandelt:
1 uM Ferrostatin (Ferroptose), 1 uM Necrosulfonamid (Nekrose), 100 uM Z-VAD-FMK
(Apoptose) und 20 uM Hydroxychloroquin (Autophagie). Unbehandelte Kontrollzellen
und eine Losungsmittelkontrolle wurden mitgefiihrt.

Nach 24-stiindiger Inkubation unter Standardbedingungen wurden 50 pl CellTiter-Glo
Reagens in jedes well gegeben und 2 min geschiittelt. AnschlieBend wurden die 96-well
Platten 10 min im Dunkeln bei RT inkubiert, damit sich das Lumineszenzsignal
stabilisiert. AbschlieBend wurde das Lumineszenzsignal am Spark Plattenreader (Tecan,

Minnedorf, CH) gemessen.

3.2.13 Proteinbiochemische Methoden

Proteinisolation aus der Zellkultur

Fiir die Isolation von Proteinen wurden zunichst Zellen in 6-well-Platten eingestreut und
24 h unter Standardbedingungen kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit den
Substanzen 18 und der Kombination 16+3AC mit einer Konzentration von 5 pM, 10 pM
und 15 uM behandelt und unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen 24 h
inkubiert. Dann wurde das Medium dekantiert, die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen und das iiberschiissige PBS abgesaugt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von 50 pl Lysepuffer in das jeweilige well und mit Hilfe eines Zellschabers wurden die
Zellen abgekratzt. Das Zelllysat wurde in vorgekiihlte 1,5 ml Reaktionsgefafe iiberfiihrt.
Mittels Ultraschalls (Sonopuls, BANDELIN, Berlin, DE) fiir 6 s bei 4 °C erfolgte der
Zellaufschluss. Nach einer Inkubation von 10 min bei 4 °C wurden die Zelltrimmer durch
Zentrifugation (13.000 rpm, 8 min) entfernt, der Uberstand mit den Proteinen in ein
0,5 ml protein-low-binding Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

23



Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford-Methode. Zuerst
wurde das Protein-Assay-Reagenz (Bio-Rad, Richmond, USA) im Verhiltnis 1:5 mit
Aqua dest. verdiinnt. 2 pl der einzelnen Zelllysatproben wurden mit 998 pl Féarbelosung
(20 % Bradford-Reagenz, 80 % Aqua bidest.) fiir 20 min bei RT inkubiert. Die Messung
der Absorption erfolgte bei 595 nm am NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Dreieich, DE). Um die Proteinkonzentration der Proteinproben quantifizieren

zu konnen, wurde eine Eichkurve aus den gemessenen Absorptionswerten ermittelt.

Western Blot-Analyse

Die qualitative und quantitative Bestimmung der spezifischen Proteine wurde mit Hilfe
der Western Blot-Analyse durchgefiihrt. Zunéchst erfolgt dazu eine Proteinauftrennung
nach der ProteingrdBe, eine Ubertragung des Proteinmusters auf eine Membran und

abschlieBend eine immunologische Detektion durch die entsprechenden Antikorper.

SDS-Page

6 ul NuPAGE® LDS Sample Buffer (1x) und 2 pl NuPAGE® Sample Reducing Agent
(1x) wurden zu 50 pg Gesamtprotein hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die
Proteinproben 6 min bei 95 °C denaturiert.

Die Proben wurden dann mit 12 %igen Polyacrylamidgelen in einer Gelkammer
elektrophoretisch nach ihrer Grofle in 1x Laufpuffer 80 min bei 150 V, 120 mA im
Kiihlschrank bei 4 °C aufgetrennt. Um die Grofe der Proteine zu bestimmen wurden 4 pl
des Proteinmolekulargewichtstandards PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, USA) mitgefiihrt.

Transfer (Blotting)

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mit dem Tank-Blot-Verfahren in
einer ,,Mini Trans-Blot Cell* Kammer (Bio-Rad), welche mit 1x Transferpuffer gefiillt
war, auf eine 0,45 uM PVDF-Membran (Immobilon®-P, Millipore, Massachusetts,
USA) iibertragen. Die Membran wurde zundchst 20s in Methanol aktiviert und
zusammen mit den Schwammen und Filterpapieren in Transferpuffer getrinkt. Nachdem
das Sammelgel abgetrennt wurde, wurde die Blotapparatur nach folgendem Schema

zusammengesetzt: Minuspol, Schwamm, Filterpapier, PVDF-Membran, SDS-
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Sammelgel, Filterpapier, Schwamm, Pluspol. Das Blotting erfolgte unter einer Spannung
von 150 V und mit einer Stromstédrke von 260 mA fiir 2 h bei 4 °C im Kiihlschrank unter

konstantem Riihren eines Magnetriihrers.

Immundetektion

Die Membran wurde 1 h bei RT in 10 % Milchpulver (in TBST) blockiert. Anschlieend
wurde die Membran iiber Nacht bei 4 °C auf einem Rollmischer mit den entsprechenden
priméren Antikorpern (Tabelle 1) im zuvor verwendeten Blockpuffer inkubiert. Danach
wurde die Membran in TBST in drei Waschschritten gewaschen, um ungebundene
Antikorper zu entfernen. Dann wurde die Membran fiir 1-1,5 h bei RT auf dem
Rollenmischer mit den entsprechenden Meerrettichperoxidase-gekoppelten sekundéren
Antikorpern inkubiert. Darauf folgten drei weitere Waschschritte fiir 10 min in TBST.
Zur Detektion wurde ECL (enhanced chemiluminescence) verwendet, welches das
Substrat der Peroxidase enthélt. Die Detektion des entstehenden Lichtsignals

(Chemilumineszenz) erfolgte mit Hilfe des ChemiDoc MP-Imaging-Systems (Biorad).

3.2.14 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von Excel (Microsoft, Redmont, USA) und
Origin 8.0 durchgefiihrt. Der ungepaarte Student’'s t-Test diente zur Bestimmung
signifikanter Unterschiede zwischen dem Mittelwert einer Behandlung und dem
Mittelwert einer Kontrolle. Dabei gilt eine Wahrscheinlichkeit von < 95 % (p-Wert
< 0,05) als signifikant.

Die mit DMSO behandelten Kontrollen sind mit 100 % festgesetzt worden und die
Ergebnisse sind als prozentualer Anteil darauf bezogen. Die DMSO-Kontrollen wurden

als Referenz ausgewdhlt, um einen direkten Vergleich der Behandlungen zu erméglichen.
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4 Ergebnisse

4.1 Effekte von 18 und 16+3AC auf den Proteingehalt von HIF-1a, CA IX und
CA XII mittels Western Blot
Zunichst wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt, um den Einfluss der Substanzen
18 (3AC-Carboanhydraseinhibitor-Konjugat) und 16+3AC (Kombination der
Ausgangssubstanzen) auf den Proteingehalt von Hif-1a, CAIX und CA XII unter
Normoxie und Hypoxie zu bestimmen. Dies wurde mit den Zelllinien MDA-MB-231,
MCF-7 und HS578T durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen 24 h mit 5 uM, 10 pM und
15 uM 18 bzw. 16+3AC unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen inkubiert.
Hif-1a war in allen untersuchten Zelllinien unter Hypoxie stirker nachweisbar als unter
Normoxie. In den MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen nahm der Proteingehalt von Hif-
la bei einer Behandlung mit der Substanz 18 leicht ab (Abbildung 6 A+B). Unter
Hypoxie blieb das Proteinlevel jedoch anndhernd gleich. In der Zelllinie HS578T konnte
kein Effekt der Behandlung mit der Substanz 18 auf den Proteingehalt von Hif-1a
nachgewiesen werden. Die kombinierte Behandlung der Zellen mit 16 und 3AC hatte in
allen drei Zelllinien weder unter Normoxie noch unter Hypoxie einen Einfluss auf das
HIF-1a-Proteinlevel.
In der Zelllinie MDA-MB-231 war CA IX unter Normoxie nicht nachweisbar, jedoch in
den beiden anderen Zelllinien MCF-7 und HS578T (Abbildung 6). In allen drei Zelllinien
zeigte sich unter hypoxischen Bedingungen eine Zunahme der CA IX-Level im Vergleich
zur Normoxie. Die Behandlung der Zellen mit der Substanz 18 fiihrte vor allem in den
Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 mit ansteigender Konzentration zu einer
Verringerung des CA IX-Proteingehalts. Die kombinierte Behandlung der Zellen mit 16
und 3AC hatte im gleichen Konzentrationsbereich unabhidngig von der
Sauerstoftkonzentration keinen Einfluss auf den CA IX-Proteingehalt.
Der Proteingehalt der CA XII sank mit steigender Konzentration der Substanz 18 in allen
drei untersuchten Zelllinien unter normoxischen wie auch hypoxischen Bedingungen,
wobei die Zelllinie HS578T die geringsten Effekte zeigte (Abbildung 6 C). Nach einer
Behandlung mit 16+3AC war keine signifikante Verdnderung des CA XII-Proteingehalts

erkennbar.
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Abbildung 6: Western Blot-Analysen. Dargestellt ist der Proteingehalt von Hif-1a, PARP,
CA IX, CA XII und Aktin der Zelllinien MDA-MB-231 (A), MCF-7 (B) und HS578T (C) unter
Normoxie (21 % O3) sowie Hypoxie (0,1 % Q). Es wurden jeweils 50 ug Gesamtprotein
aufgetragen. Aktin diente als Ladekontrolle. Es wurden mindestens drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefiihrt, wobei hier ein reprdsentativer Blot dargestellt ist.
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Zusammenfassend konnten Effekte auf den Proteingehalt von CA IX und CA XII nach
einer Behandlung mit der Substanz 18, aber nicht durch die kombinierte Behandlung mit

den beiden Einzelsubstanzen 16 und 3AC nachgewiesen werden.

4.2 Zytotoxizititsanalyse und kolongenes Zelliiberleben

4.2.1 Zytotoxizititsanalyse mittels SRB-Assay

Die zelllinienspezifische Zytotoxizitit der Substanzen 18, 16 und die der Kombination
aus 16 und 3AC wurde mittels SRB-Assay bestimmt. In der eigenen Arbeitsgruppe wurde
in vorangegangenen Versuchen bereits die Zytotoxizitdt der Substanz 3AC untersucht
[60].

In der vorliegenden Arbeit konnte bei allen drei untersuchten Zelllinien festgestellt
werden, dass die Substanz 18 im Vergleich zu der alleinigen Behandlung mit der Substanz
16 bzw. der Kombination aus 16 und 3AC die stirkste Zytotoxizitét aufweist (Abbildung
7). Die Substanz 16 wies mit einem ICso-Wert > 250 pM sowohl unter Normoxie als auch

unter Hypoxie die schwiéchsten Effekte auf (Tabelle 3).
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Abbildung 7: SRB-Assay der Zelllinie MDA-MB-231. Dargestellt sind die relativen
Absorptionswerte (n > 3, Mittelwerte) der Zelllinie MDA-MB-231 nach 96 h Inkubation mit den

Substanzen 16, 18 und 16+3AC unter (4) normoxischen (21 % O;) bzw. (B) hypoxischen (0,1 %
0;) Bedingungen.

In der Zelllinie MDA-MB-231 war die Inkubation mit dem BS-Derivat 18 sowohl unter
Normoxie (ICso = 6,5 uM, p = 0,008) als auch unter Hypoxie (ICso = 6,7 uM, p < 0,001)
deutlich zytotoxischer im Vergleich zur Kombination 16+3AC (Tabelle 3). Diese wirkte
unabhédngig von der Sauerstoffkonzentration dhnlich zytotoxisch und erreichte unter

Normoxie einen ICso-Wert von 21,0 uM und unter Hypoxie 21,8 uM.
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Die Zelllinie MCF-7 wies gegeniiber den Substanzen dhnliche Effekte auf wie die
Zelllinie MDA-MB-231, jedoch reagierte die MCF-7 unter Normoxie sensitiver. Mit
einem ICsp = 5,0 uM wirkte die Substanz 18 bei der MCF-7 unter Normoxie am stérksten
zytotoxisch. Auch die Kombination aus 16+3AC wirkte unter normoxischen
Bedingungen am sensitivsten (ICso =9,1 uM) im Vergleich mit den Zelllinien MDA-MB-
231 und HS578T. Unter Hypoxie wirkten die Substanz 18 und die Kombination aus 16
und 3AC jedoch bei der Zelllinie MCF-7 im Vergleich zur Normoxie weniger
zytotoxisch.

Die Zelllinie HS578T wies die hochste Resistenz gegeniiber den Substanzen auf. Die
ICso-Werte unter Normoxie und Hypoxie waren in allen drei untersuchten
Substanzen > 10 uM. Auch in der HS578T war die Substanz 18 (ICso-Wert Normoxie =
10,1 uM) signifikant (p = 0,008 Normoxie, p < 0,001 Hypoxie) sensitiver als die
Kombination aus 16+3AC (ICso-Wert Normoxie = 17,0 uM).

Tabelle 3: ICso-Werte von 18, 16+3AC und 16 (n > 3, Mittelwerte £ SD)

Zelllinie Substanz Normoxie Hypoxie
MDA-MB-231 18 6,5 uM + 1,70 6,7 uM +£ 0,62
16+3AC 21,0 yM £ 7,29 18,7 uM =+ 1,40

16 > 250 uM >250 uM
MCF-7 18 5,0 uM + 0,69 11,2 uM + 1,05

16+3AC 9,1 uM £ 1,96 > 40 pM

16 >250 uM > 250 uM
HS578T 18 10,1 uM £ 2,03 13,6 uM £ 2,50
16+3AC 17,0 uM £ 5,50 21,8 uM £ 2,66

16 > 250 uM >250 uM

Zusammenfassend zeigte die Substanz 18 im Vergleich zu der Kombination aus 16 und
3AC bei allen drei untersuchten Mammakarzinomzelllinien die hochste Zytotoxizitit.
Auch war unter Normoxie eine hohere Zytotoxizitit festzustellen als unter Hypoxie.

Die Substanz 16 wirkte in allen drei untersuchten Zelllinien kaum zytotoxisch
(ICs0 > 250 uM).

Die Mammakarzinomzelllinie HS578T reagierte am resistentesten auf die Behandlung

mit den getesteten Substanzen.
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4.2.2 Einfluss auf das klonogene Zelliiberleben

Mit Hilfe des Zellkoloniebildungstests wurden in den drei Zelllinien die Effekte der
Inkubation mit der Substanz 18 und der Kombination 16+3AC auf das klonogene
Uberleben untersucht. Fiir diesen Versuch wurden die Zellen 24 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen der jeweiligen Substanzen unter Normoxie als auch unter Hypoxie
behandelt.

Die absoluten Plattiereffizienzen waren unter Normoxie und Hypoxie bei den beiden
triple-negativen Zelllinien MDA-MB-231 (Normoxie 62,7 %, Hypoxie 53,9 %) und
HS578T (Normoxie 32,3 %, Hypoxie 31,1 %) in dhnlichen Bereichen. Bei der Zelllinie
MCF-7 war die absolute Plattiereffizienz unter Hypoxie (21,9 %) im Vergleich zur
Normoxie (39,7 %) signifikant reduziert (p = 0,02).

Die Untersuchung des klonogenen Zelliiberlebens zeigte bei allen drei verwendeten
Zelllinien nach der Inkubation mit Substanz 18 unabhingig vom Sauerstoffgehalt eine
konzentrationsabhingige Reduktion (Abbildung 8). Bei der Zelllinie MDA-MB-231 sank
die klonogene Uberlebensrate sowohl unter Normoxie (61,8 %; p = 0,01) als auch unter
Hypoxie (54,7 %; p =0,001) bei einer Konzentration von 10 pM der Substanz &hnlich
stark. Bei einer verwendeten Konzentration von 15 uM konnte eine Reduktion der
klonogenen Uberlebensrate auf 14 % (p < 0,001)) bei normoxischen Bedingungen und
bei Hypoxie auf 2,8 % festgestellt werden (p < 0,001) (Abbildung 8 A).

Ahnlich reagierten die Zellen der MCF-7. Unter Normoxie kam es sowohl bei einer
Behandlung mit 10 uM (75 %) als auch bei einer eingesetzten Konzentration von 15 uM
(6,4 %; p=0,001) zu einer Reduktion des klonogenen Uberlebens (Abbildung 8 B). Unter
hypoxischen Bedingungen sank das klonogene Uberleben bei einer Behandlung mit 10
uM auf 34,2 % (p = 0,002) und bei 15 uM auf 4,9 % (p = 0,0002).

Die Zelllinie HS578T reagierte am resistentesten auf die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Behandlungen. Unter Normoxie wurde erst bei einer Konzentration von 20 uM der
Substanz 18 eine Reduktion des klonogenen Uberlebens auf 54,5 % erzielt. Unter
hypoxischen Bedingungen sank bei gleicher Konzentration die klonogene Uberlebensrate
auf 16,9 % (p = 0,002) ab (Abbildung 8 C).

Die Behandlung mit der Kombination 16+3AC zeigte in allen drei untersuchten Zelllinien
einen deutlich geringeren Einfluss auf das klonogene Uberleben als die Substanz 18. In
den Zelllinien MDA-MB-231 und HS578T zeigte sich bei einer Konzentration von
10 uM 16+3AC kein bzw. nur ein geringer Einfluss auf das klonogene Uberleben
(Abbildung 8 A+C).
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Unter normoxischen Bedingungen zeigte sich bei der MCF-7 durch die Behandlung mit
16+3AC ebenfalls kein Einfluss auf das klonogene Uberleben. Unter Hypoxie reagierte
sie jedoch deutlich sensitiver: das klonogene Uberleben sank bei 10 uM auf 64,4 %
(p =0,04) und bei 15 uM auf 54,9 % (p = 0,01) (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8: Klonogenes Zelliiberleben. Dargestellt ist das relative klonogene Zelliiberleben
der Zelllinien MDA-MB-231 (A), MCF-7 (B) und HS758T (C) unter normoxischen (21 % O;) und
hypoxischen (0,1 % O;) Bedingungen (n > 3 Mittelwerte + SD). Es wurden sowohl unbehandelte
Zellen (Kontrolle), als auch eine Losungsmittelkontrolle (DMSO) mitgefiihrt. Der p-Wert wird
gekennzeichnet durch *(p <0,05) bzw. **(p <0,01) und ***(p <0,001).

Insgesamt  konnte nach  Inkubation der jeweiligen  Substanzen eine
konzentrationsabhiingige Reduktion auf das klonogene Uberleben beobachtet werden.
Bei allen drei untersuchten Zelllinien war nach Behandlung mit der Substanz 18 eine
stiarkere Reduktion des klonogenen Zelliiberlebens zu erkennen als bei einer kombinierten

Behandlung mit den Substanzen 16 und 3AC. Zusitzlich wurden die Effekte bei einer
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Inkubation unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich mit normoxischen

Bedingungen insbesondere durch die Substanz 18 in allen drei Zelllinien verstarkt.

4.3 Einfluss auf die Zellmigration

Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten in der Zelllinie MDA-MB-231
eine geringe Reduktion der Migration nach 16 h Inkubation mit 3AC. Nach einer
Behandlung mit der dquimolaren Kombination der Substanzen 3AC (BS-Derivat) und
OCT (CAI) kam es zu einer Hemmung der Migrationsrate mit 20 uM um 38 % [60].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Substanzen 18, 16 bzw. der Kombination
16+3AC auf die Zellmigration mit Hilfe des Wundheilungsassay untersucht. Dazu wurde
einem konfluenten Zellrasen eine Wunde mit Hilfe einer Pipettenspitze zugefiigt, sodass
ein zellfreier Bereich entsteht (0 h). Die Zelllinien MDA-MB-231 bzw. HS578T wurden
anschlieBend mit den Substanzen 18, 16 und der Kombination 16+3AC fiir 24 h bzw.
16 h inkubiert.

In der Zelllinie MDA-MB-231 konnte nach Behandlung mit der Substanz 18 ein
inhibierender Effekt auf die Migration gezeigt werden (Abbildung 9 A). Mit einer
Konzentration von 10 uM kam es zu einer Reduktion der Migration auf 89 %. Wihrend
die Behandlung mit 10 uM der Substanz 16 keinen Einfluss auf die Migration hatte, war
nach der Behandlung mit 10 uM 16+3AC eine Reduktion auf 84 % nachweisbar
(Abbildung 10).
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Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen zum Wundheilungsassay. Dargestellt ist die
reprdsentative Durchfiihrung des Wundheilungsassays. Mittels einer Pipettenspitze wurde dem
konfluenten Zellrasen der Zelllinie MDA-MB-231(A) bzw. HS578T (B) zum Zeitpunkt 0 h eine
definierte Wunde zugefiigt. Nach 24 h bzw. 16 h unter normoxischen (21 % O;) Bedingungen
wurde das Wiedereinwandern der Zellen ermittelt.

Die Zelllinie HS578T reagierte stirker auf die Behandlung mit 10 uM der Substanzen 18
und 16 (Abbildung 9 B). Dabei kam es zu einer Reduktion der Migration auf 78 %
(Substanz 18, p = 0,02) und 75 % (Substanz 16). Die Behandlung mit 10 uM 16+3AC

hatte keinen Einfluss auf die Migration der HS578T-Zellen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Migration der Zelllinien MDA-MB-231 und HS578T nach Inkubation mit 18,
16 bzw. 16+3AC. Dargestellt ist die relative Migrationsrate (n > 3, Mittelwerte + SD) in
Abhdingigkeit von der Behandlung der Zellen unter Normoxie (21 % Q). Es wurden sowohl
unbehandelte Zellen (Kontrolle), als auch eine Losungsmittelkontrolle (DMSO) mitgefiihrt. Der
p-Wert wird gekennzeichnet durch * (p <0,05).
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In zusidtzlichen Untersuchungen wurde die Auswirkung auf die Migrationsfahigkeit der
Zellen der MDA-MB-231 und HS578T unter Hypoxie untersucht. Durch die Behandlung
der Zellen mit DFO 24 h vor dem scratch-Test, wurde eine CA IX-Induktion, dhnlich wie
unter hypoxischen Bedingungen induziert. Jedoch konnten unter diesen Bedingungen
keine Effekte auf die Zellmigration durch die Substanzen 18, 16 und der Kombination
16+3AC festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt lésst sich feststellen, dass die Substanzen 18, 16 und die Kombination aus
16+3AC unter Normoxie eine geringe Migrationshemmung in Mammakarzinomzellen
hervorrufen. Nach Induktion von CA IX durch DFO sind dagegen keine Effekte

nachweisbar.

4.4 Zelltodanalyse

4.4.1 PARP-Spaltung

Das Enzym PARP wird zur Reparatur von Einzelstrangbriichen der DNA benétigt. Wird
PARP durch die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 gespalten, kommt es zur Blockade der
DNA-Reparatur und die Apoptose wird eingeleitet [69]. Deshalb kann die gespaltene
Form (89 kDa) zur Identifikation von Apoptose genutzt werden.

Die Spaltung des Apoptosemarkers PARP wurde mit Hilfe von Western Blot-Analysen
nach 24 h Inkubation mit den Substanzen 18 und 16+3AC mit den Konzentrationen 5 uM,
10 uM und 15 puM in den Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen untersucht (Abbildung 11).

In den Western Blot-Analysen zur Apoptose konnte in der Zelllinie HS578T weder unter
Normoxie noch unter Hypoxie durch Inkubation mit den eingesetzten Konzentrationen
(bis 15 uM 18 bzw. 16+3AC) gespaltenes PARP nachgewiesen werden (Abbildung
11 C.). Die Zellen der MDA-MB-231 zeigten unter Normoxie nach Behandlung mit den
jeweiligen Substanzen keine PARP-Spaltung. Nach der Behandlung mit 15 uM der
Substanz 18 wurde unter hypoxischen Bedingungen eine Spaltung des Apoptosemarkers
nachgewiesen (Abbildung 11 A). In der Zelllinie MCF-7 konnte unter Normoxie und
Hypoxie eine Spaltung des Proteins PARP nach der Behandlung mit 15 uM 18 detektiert
werden (Abbildung 11 B). In allen drei Zelllinien wurde, anders als nach der Inkubation
mit der Substanz 18, durch die kombinierte Behandlung aus 16 und 3AC bis 15 pM weder
unter normoxischen noch unter hypoxischen Bedingungen eine Apoptoseinduktion

nachgewiesen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Western Blot-Analyse des Protein PARP. Dargestellt ist der Proteingehalt von
PARP in den Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T unter Normoxie (21 % O;) sowie
Hypoxie (0,1 % O;). Es wurden jeweils 50 ug Gesamtprotein aufgetragen. Aktin diente als
Ladekontrolle. Es wurden mindestens drei voneinander unabhdngige Versuche durchgefiihrt,
wobei hier ein reprdsentativer Blot dargestellt ist.
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Insgesamt zeigt sich in den untersuchten Mammakarzinomzelllinien, dass die Substanz

18 deutlich stirker pro-apoptotisch wirkt als die Kombination aus 16 und 3AC.

4.4.2 Annexin-PI

Mit Hilfe der Annexin-PI Farbung wurde der Anteil an apoptotischen und nekrotischen
Zellen nach einer 24-stiindigen Behandlung mit der Substanz 18 und der Kombination
16+3AC fiir die Zelllinie MDA-MB-231 bestimmt.

Die Messungen wurden am Durchflusszytometer LSR II Fortessa (BD Biosciences,
Heidelberg, DE) durchgefiihrt. In Abbildung 12 sind reprisentative Dot plots dargestellt.
Diese werden in vier Quadranten unterteilt, in denen die nekrotischen Zellen (Q1), Zellen
in der spédten Apoptose (Q2), vitale Zellen (Q3) und Zellen in der frithen Apoptose (Q4)
voneinander unterschieden werden konnen.

Die Kombination aus 16+3AC zeigte bei 10 und 20 pM unter Normoxie und Hypoxie
keine Zelltodinduktion (Abbildung 13).

Die Substanz 18 zeigte unter normoxischen Bedingungen bei 10 und 15 uM ebenfalls
keine Effekte (Abbildung 13 A). Die Behandlung der MDA-MB231-Zellen mit 20 uM
18 flihrte zu einem Anstieg der nekrotischen Zellen auf 4,5 % (p < 0,001) im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle (0,3 %). Bei den spétapoptotischen Zellen war eine Verdreifachung
von 7,4 % (DMSO) auf 21,2 % (p = 0,001) zu verzeichnen. Bei den Zellen der frithen
Apoptose kam es nach Behandlung mit 20 uM kaum zu einem Anstieg bei 1,8 % im
Vergleich zu 1,2 % DMSO (Abbildung 13 A). Unter Hypoxie war bereits bei 15 uM eine
deutliche Zunahme an nekrotischen Zellen (auf 4,8 % (p = 0,01)) und spitapoptotischen
Zellen (19,8 % (p < 0,001)) nachweisbar (Abbildung 13 B). Der Anteil der nekrotischen
Zellen stieg von 0,3 % bei den DMSO-behandelten Zellen auf 21,8 % bei Behandlung
der Zellen mit 20 uM Substanz 18 (p = 0,05). Die Zellen in der spiaten Apoptose machten
bei einer Behandlung mit 20 uM 18 55,3 % (p = 0,015) aus. Der Anteil der Zellen in der
frithen Apoptose sank von 0,8 % (DMSO) auf 0,2 % (p = 0,006).

36



Normoxie Hypoxie

A) B)
‘01:'_?, ‘ﬁs;
+ __: -+ b el I i
el § < 23 Qo)
@3 3
i ]
{ar] | mn . P
o 27 a 24
: : S
"5 : nq_; i
g T I 3 ST LY I
107 10* 10° 10t "
Alexa Fluor 488-A Alexa Fluor 488-A
0 D)
L= W
= S
5 S 70 = - MalEaen
iz QL -1".Q2 - <2 A -
) . . R FE . ) o g ;
Eme 8 . L E .:':. -:-' Ene = g gl ._‘ i
Q8 Lo
& o i e .
a =,
1 | LELEALLL PR RLIL . '|"‘ri||.|lr]. T T T
10° 10 10° lin 10" 10°
Alexa Fluor 488-A Alexa Fluor 488-A
E) F) 4
.O?_; “o
<=3 <=+
= 3 © 3
Eﬂe_é- b o
"o By
B AL R B R G R R AU & LI L B N R R RN B R L B
10 10” 10" 10° 10 ilin 10°
Alexa Fluor 488-A Alexa Fluor 488-A

Abbildung 12: Dot Plot der Annexin-PI Firbung. Dargestellt sind reprdsentative Dot Plots der
Zelllinie MDA-MB-231 der jeweiligen Behandlung mit DMSO (A, B), 20 uM der
Substanzkombination 16+3AC (C, D) und 20 uM der Substanz 18 (E, F) unter Normoxie (21 %
0;) bzw. Hypoxie (0,1 % O;). Dabei wird im Dot Plot auf der vertikalen Achse die
Fluoreszenzintensitit der Propidiumiodid-Fdarbung und auf der horizontalen Achse die
Fluoreszenzintensitit der Annexin-Fdrbung definiert. Die Quadranten stellen jeweils die
nekrotischen Zellen (Q1), Zellen in der spdten Apoptose (Q2), vitale Zellen (Q3) und Zellen in
der friihen Apoptose (Q4) dar. Das Gating der Annexin-PIl Messung erfolgte auf Grundlage einer
Negativ- (unbehandelte, ungefirbte Zellen) und Positivkontrolle (0,1 uM Staurosporine).
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Abbildung 13: Relatives Zelliiberleben der Zelllinie MDA-MB-231. Dargestellt ist das
Zelliiberleben der Zelllinie MDA-MB-231 unter (4) Normoxie (21 % O:) und (B) Hypoxie (0,1 %
0,) (n > 3, Mittelwerte). Es wurden sowohl unbehandelte Zellen (Kontrolle), als auch eine
Losungsmittelkontrolle (DMSO) mitgefiihrt.

Die Farbung mittels Annexin-PI zeigte nur nach Behandlung mit der Substanz 18 einen
Anstieg der Zellen im Stadium der spiten Apoptose jedoch kaum in der frithen Apoptose.
Unter normoxischen Bedingungen war dieser Anstieg nach einer Behandlung mit 20 uM
zu verzeichnen und unter hypoxischen Bedingungen schon ab einer verwendeten

Konzentration von 15 pM.

4.4.3 Analyse von Zelltodarten durch Zelltodinhibitoren mittels CellTiter-Glo-Assay

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des CellTiter-Glo-Assay in der Zelllinie
MDA-MB-231 die Menge der viablen Zellen nach Inkubation mit 20 pM 18 in
Kombination mit verschiedenen Zelltodinhibitoren unter normoxischen Bedingungen
bestimmt (Abbildung 14). Die gemessene relative Absorption ist dabei proportional zur

Menge der lebenden Zellen.
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Nach 24-stlindiger Inkubationszeit mit der Substanz 18 konnte eine Reduktion der
Zellviabilitéit auf 67,7 % nachgewiesen werden.

Durch die Kombination der Substanz 18 mit dem Ferroptose-Inhibitor Ferrostatin, dem
Nekrose-Inhibitor Necrosulfonamid bzw. dem Autophagie-Inhibitor Hydrochloroquin
sank die Vitalitdt auf circa 60 %. Die Zugabe der Inhibitoren hatte keinen Effekt auf die
Zellviabilitét. Allerdings zeigten die MDA-MB-231-Zellen nach Inkubation der Substanz
18 mit dem Apoptose-Inhibitor Z-VAD-FMK in Kombination mit der Substanz 18 eine
Viabilitdt von 98,5 %. Diese lag auf dem Niveau der Kontrollzellen (DMSO) (Abbildung
14). Dies bestdtigen die Ergebnisse der Western Blot-Untersuchungen. Es handelt sich
bei dem durch die Substanz 18 induzierten Zelltod hauptsdchlich um Apoptose, wahrend
andere Zelltodformen ausgeschlossen werden konnten, da diese Inhibitoren keinen Effekt

auf die Zellviabilitdt zeigen konnten.
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Abbildung 14: CellTiter-Glo-Assay der Zelllinie MDA-MB-231. Dargestellt ist die relative
Viabilitdt (n > 3, Mittelwerte = SD) der Zelllinie MDA-MB-231 nach 24 h Inkubation mit der
Substanz 18 bzw. in Kombination dieser mit verschiedenen Zelltodinhibitoren unter
normoxischen Bedingungen (21 % O,).

4.5 Einfluss auf die ROS-Induktion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Substanzen 18 bzw. der
Kombination 16+3AC auf die ROS-Induktion mit Hilfe des CM-H>DCF-DA-Assay
untersucht. Dazu wurden die Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, HS578T und
MCF-7 24 h mit der Substanz 18 bzw. der Kombination 16+3AC unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen behandelt. Danach erfolgte die Farbung mit dem Farbstoff
CM-H,DCF-DA.

In allen drei untersuchten Zelllinien fiihrte die Behandlung mit der Substanz 18

unabhingig von den Kultivierungsbedingungen zu einer konzentrationsabhéngigen ROS-
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Induktion, wéhrend nach kombinierter Behandlung der Zellen mit 16 und 3AC im
gleichen Konzentrationsbereich ein geringerer Einfluss auf die ROS-Bildung
nachgewiesen werden konnte. Die Zelllinie MDA-MB-231 wies unter normoxischen
Bedingungen den hochsten Anstieg einer ROS-Induktion auf. Nach Inkubation mit
15 uM 18 war eine signifikante Zunahme der CM-DCF-Fluoreszenzintensitét auf das 50-
fache (p =0,03) zu verzeichnen (Abbildung 15 A). Die Zellen der MCF-7 zeigten bei
gleicher Behandlung und normoxischer Inkubation eine Zunahme des ROS-Level auf das
35-fache (p=10,01) (Abbildung 15 B). Die geringste ROS-Induktion wurde bei der
Zelllinie HS578T ermittelt. Unter Normoxie kam es zu einem Anstieg auf das 17-fache
(p =0,0002) im Verhiltnis zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 15 C).

Bei der Behandlung mit 15 puM der Substanzkombination 16+3AC war unter
normoxischen Bedingungen lediglich bei der Zelllinie MDA-MB-231 ein CM-DCF-
Fluoreszenzanstieg auf das 5-fache nachweisbar. In den beiden anderen Zelllinien MCF-7
und HS578T hatte die Inkubation mit 16+3AC im Konzentrationsbereich bis 15 uM
keinen Einfluss auf die ROS-Bildung.

Unter Hypoxie inkubierte Kontrollzellen zeigten, im Vergleich zu normoxisch
inkubierten Zellen, einen erh6hten ROS-Anteil, weshalb diese Zellen im Dot Plot eine
Verschiebung nach rechts aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Unter Hypoxie konnte in der Zelllinie MDA-MB-231 nach einer Behandlung mit 15 uM
der Substanz 18 eine signifikante Zunahme der Fluoreszenzintensitdt auf das 3-fache
(p =0,02) bzw. 35-fache (p = 0,02) in der Zelllinie MCF-7 und 30-fache bei der HS578T
(p = 0,0006) festgestellt werden.

Die Behandlung mit der Kombination 16+3AC bewirkte unter hypoxischen Bedingungen
bei den Zellen der MDA-MB-231 bzw. MCF-7 lediglich einen schwachen Anstieg der
CM-DCF-Fluoreszenzintensitét auf das 2- fache bzw. 1,4-fache (Abbildung 15). Bei der
Zelllinie HS578T konnte kein Effekt auf die ROS-Bildung nachgewiesen werden.
Zusammenfassend war eine starke dosisabhingig gesteigerte ROS-Produktion sowohl
unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen in allen drei Zelllinien nach
Behandlung mit der Substanz 18 zu verzeichnen. Die Behandlung mit 16+3AC bewirkte

nur eine geringe Zunahme der ROS-Produktion.
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Abbildung 15: ROS-Induktion nach 24 h Inkubation. Dargestellt ist die mittels
Durchflusszytometrie bestimmte ROS-Produktion nach Inkubation mit der jeweiligen Substanz
unter Normoxie (21% O,) bzw. Hypoxie (0,1% O,) (n = 3, Mittelwerte £S8D) in den

Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231(A) und MCF-7 (B) bzw. HS578T (C). Der p-Wert ist
gekennzeichnet durch * (p < 0,05) bzw. ** (p <0,01) und *** (p <0,001).

4.6 Einfluss auf die Radiosensitivitét

Der Einfluss der Substanz 18 bzw. der Kombination von 16+3AC auf die
Radiosensitivitit der Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T bei Hypoxie wurde
im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht. In den Versuchen zum klonogenen Uberleben
zeigte sich, dass es bei 24-stiindiger Inkubation mit 10 uM der Substanz 18 unter Hypoxie
zu einer Reduktion auf 50 % (MDA-MB-231) bzw. 30 % (MCF-7) kam (Abbildung 8
A+B). Die Zelllinie HS578T reagierte deutlich resistenter. Hier zeigte sich unter
hypoxischen Bedingungen bei 20 pM eine Reduktion des klonogenen Uberlebens auf
15,6 % (Abbildung 8 C). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Einfluss auf die
Radiosensitivitdt unter hypoxischen Bedingungen fiir die Zelllinien MDA-MB-231 und
MCF-7 nach 24-stiindiger Inkubation mit 10 pM der Substanzen 18, 16 und der
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Kombination 16+3AC und zusétzlicher Bestrahlung mit 2 Gy, 8 Gy und 14 Gy
untersucht. Die Zellen der HS578T wurden mit 20 uM der drei getesteten Substanzen
ebenfalls 24 h inkubiert und anschlieend mit 4 Gy, 10 Gy und 16 Gy bestrahlt. Um den
Gesamteffekt zu bewerten, wurden die Messwerte der Kontrolle aller drei untersuchten
Zelllinien ohne Behandlung und Bestrahlung auf 100 % gesetzt und die Messwerte nach
Substanzbehandlung und Bestrahlung dazu ins relative Verhiltnis gesetzt (Abbildung 16
links). Das klonogene Zelliiberleben der Zelllinie MDA-MB-231 (DMSO) betrug nach
Kultivierung unter Hypoxie nach Bestrahlung mit 2 Gy 82,1 %, nach 8 Gy 46,6 % und
nach 14 Gy 16,6 % (Abbildung 16 A). Die Behandlung mit der Substanz 16 bzw. der
Kombination aus 16+3AC zeigten auch in Kombination mit Bestrahlung keine Effekte
auf das klonogene Uberleben. Das klonogene Uberleben betrug bei Bestrahlung mit 2 Gy
83,5 % bei der Substanz 16 und 81,8 % bei der Kombination. Bei 8 Gy lag das klonogene
Zelliiberleben bei 44,9 % (16) und 46,3 % (16+3AC) und bei 14 Gy bei 15,2 % (16) und
17,6 % (16+3AC). Einen Einfluss auf das klonogene Uberleben zeigte die Behandlung
mit der Substanz 18 in Kombination mit Bestrahlung: So betrug das klonogene Uberleben
der unbestrahlten Zellen 65,8 %. Nach Bestrahlung mit 2 Gy sank das klonogene
Uberleben auf 60,9 % (p = 0,02) ab, bei 8 Gy auf 25,9 % (p = 0,002) und bei 14 Gy auf
5,1 % (p=0,01).

Die Zelllinie MCF-7 reagierte nach Behandlung mit 10 uM der Substanzen 18, 16 und
der Kombination aus 16+3AC &hnlich, wie die Zelllinie MDA-MB-231. Das klonogene
Uberleben betrug nach Kultivierung unter Hypoxie nach Bestrahlung mit 2 Gy 65,4 %,
nach 8 Gy 11,4 % und nach 14 Gy 1,5 % (Abbildung 16 B). Nach Behandlung der Zellen
mit 10 uM der Substanz 18 betrug das klonogene Uberleben bei 2 Gy 41,1 % (p = 0,16),
bei 8 Gy 5,0 % und 14 Gy 0,6 %. Bei den Behandlungen mit 10 pM der Substanz 16 und
der Kombination 16+3AC wurde eine klonogene Uberlebensrate nach Bestrahlung mit
2 Gy von 44,1 % (16) bzw. 53,4 % (16+3AC), mit 8 Gy 7,4 % (16) bzw 7,9 % (16+3AC)
und bei 14 Gy mit 1,7 % (16) und 0,9 % (16+3AC) gemessen.

Das klonogene Zelliiberleben der Zelllinie HS578T betrug nach Kultivierung unter
Hypoxie nach Bestrahlung mit 4 Gy 76,1 %, nach 10 Gy 41,4 % und nach 16 Gy 11,2 %
(Abbildung 16 C). Bei Bestrahlung mit 4 Gy lag das klonogene Uberleben in dhnlichen
Bereichen (18: 14,0 % (p = 0,01), 16: 56,6 %, 16+3AC: 64,2 %). Erst nach Bestrahlung
mit 16 Gy zeigten sich deutliche Unterschiede im klonogenen Uberleben. So betrug die
klonogene Uberlebensrate nach Behandlung mit 20 uM 18 1,6 % (p = 0,001), mit der
Substanz 16 8,9 % und mit der Kombination aus 16+3AC 10,0 %.
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Abbildung 16: Einfluss der Substanzen 18, 16 bzw. der Kombination aus 16 und 3AC auf das
klonogene Zelliiberleben in Abhiingigkeit von der Strahlendosis und der Radiosensitivitiit der
Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T unter Hypoxie. Dargestellt ist das klonogene
Zelliiberleben (n > 3, Mittelwerte + SD) nach 24 h-Inkubation mit den Substanzen in Abhdngigkeit
von der Strahlendosis nach 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 8 Gy, 14 Gy und/oder 16 Gy der Zelllinien (A)
MDA-MB-231, (B) MCF-7 und (C) HS578T im Vergleich zu der DMSO- Kontrolle (auf der linken
Seite dargestellt) sowie der Einfluss auf die Radiosensitivitit (rechts dargestellt). Der p-Wert
zwischen Behandlung und der DMSO-Kontrolle bei 0 Gy, 2 Gy, 8 Gy bzw. 10 Gy und 14 Gy bzw.
16 Gy wird durch * (p <0,05), ** (p <0,01) bzw. *** (p <0,001) dargestellt.
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Fiir die Beurteilung des Einflusses der Behandlung der Zellen auf die Radiosensitivitit
wurden die Proben der jeweiligen Behandlung bei 0 Gy auf 100 % gesetzt und der
DMF10 ermittelt. Die Kombination aus Bestrahlung und Inkubation mit der Substanz 18
fithrte unter hypoxischen Bedingungen bei allen drei Mammakarzinomzelllinien zu einer
Radiosensitivierung (Tabelle 4). Der DMF 10 betrug dabei 1,40 (MDA-MB-231), 1,19
(MCF-7) bzw. 1,45 (HS578T). Dagegen hatte die alleinige Inkubation mit der Substanz
16, sowie die Kombination aus 16+3AC in der Zelllinie MDA-MB-231 keinen Einfluss
auf die Radiosensitivitédt. Jedoch fiihrte in der Zelllinie MCF-7 sowohl die Substanz 16
als auch die Kombination 16+3AC zu einer erhohten Radiosensitivitdt (DMF 10 = 1,17
bzw. DMF 10 = 1,20). In der Mammakarzinomzelllinie HS578T zeigten sich ebenfalls
moderate Effekte nach einer Behandlung mit 16 oder 16+3AC auf die Radiosensitivitit
(Tabelle 4). Dies Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant.

Tabelle 4: Dosis modifizierender Faktor 10 (DMF 10)

Bezeichnung | MDA-MB-231 MCEF-7 HS578T

18 1,40+ 0,13 (p=0,1) [1,19+0,04 (p=0,3) 1,45+ 0,56 (p=10,2)
16+3AC 1,05+0,04 (p=0,9) [1,20£0,17 (p=0,4) 1,17+ 0,26 (p =0,4)
16 0,98+0,05(p=0,8) [1,17+0,06(p=0,4) |1,15+0,29 (p=10,6)

AbschlieBend kann gesagt werden, dass die Behandlung mit der Substanz 18 in allen drei
untersuchten Zelllinien zu einer deutlichen Radiosensitivierung fiithrte im Vergleich zur

Behandlung mit den Substanzen 16 und 16+3AC.
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5 Diskussion

In malignen Tumoren kommt es aufgrund des rasanten Tumorwachstums zu schlecht
perfundierten Tumorarealen. Daraus entsteht eine intra- und extrazellulire Azidose
bedingt durch hypoxische Bereiche. Tumorzellen haben Mechanismen entwickelt, um
den pH-Wert unter diesem hypoxischen Stress zu regulieren. Diese Aufgabe {ibernimmt
in vielen Tumorzellen u. a. die CA IX, welche durch HIF-1 induziert wird. Die CA IX ist
in Tumorzellen stirker exprimiert als im Normalgewebe. Dieses vermehrte
Vorhandensein der CA IX ist mit einer groBeren Tumoraggressivitit, einer stirkeren
Tumorprogression und einer schlechteren Prognose fiir betroffene Patienten assoziiert.
Tumorhypoxie und die damit verbundene CA IX-Induktion bewirken eine
Strahlenresistenz und ein aggressiveres Verhalten des Tumors [70].

In der Literatur finden sich vielversprechende Ansdtze, um die CA IX zu inhibieren und
somit die Tumoraggressivitdt zu senken und die Prognose fiir Betroffene dadurch zu
verbessern. Calcinotto und Kollegen zeigten, dass ein weniger saures Milieu die
Invasivitit eines Tumors hemmt und die Metastasierungstendenz mindert [71].

In aktuellen Forschungen steht BS aufgrund seiner tumorselektiven, hohen hypoxischen
Zytotoxizitdt und radiosensitivierenden Wirkung im Fokus. In Untersuchungen in
Glioblastomzellen zur Wirkung der BS wurde eine radiosensitivierende Wirkung
festgestellt [54]. In Mammakarzinomen zeigte BS eine additive Wirkung [55]. Ein
Problem fiir die gute Anwendbarkeit als Tumortherapeutikum stellt vor allem die
schlechte Loslichkeit der BS dar. Zur Verbesserung dieser Eigenschaft werden neue
Derivate entwickelt, die eine bessere Loslichkeit als BS aufweisen. Neueste
Untersuchungen beschiftigen sich zudem damit funktionelle Gruppen wie Sulfamate und
Sulfonamide an die BS anzukoppeln, die in der Lage sind, die tumorrelevanten CAs
CA IX und CA XII zu inhibieren. Lou und Kollegen konnten zeigen, dass Sulfonamid-
basierte CA-Inhibitoren eine effiziente Inhibierung des Tumorwachstums und der
Metastasenbildung bewirken [72]. Winum und Kollegen beschrieben erstmals ein BS-
Derivat, das mit einer Sulfamat- Gruppe substituiert war und als CAI eingesetzt werden
kann [73].

Ziel dieser Doktorarbeit war es, das BS-CAI-Konjugat 18 an Mammakarzinomzellen
auszutesten und ihre Wirksamkeit beziiglich Zellvitalitit, Apoptose, Migration, ROS-
Bildung und Radiosensitivitdt mit der Kombination der Vorlaufersubstanzen, dem CAI

16 und dem Betulinderivat 3AC, zu vergleichen.
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5.1 Einfluss von 18 und 16+3AC auf den CA IX- und CA XII-Proteingehalt und
Aktivitét
Mittels Western Blot-Analyse wurde der Einfluss der Substanz 18 und der Kombination
aus 16+3AC auf den Hif-1a-, CA IX- und CA XII-Proteingehalt untersucht.
Der Proteinlevel von Hif-1a nach Behandlung mit der Substanz 18 nach 24 h Inkubation
unter Hypoxie nahm in den Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 ab. In Zellen der
HS578T konnte kein Effekt der Substanz 18 auf den Proteingehalt von Hif-1a
nachgewiesen werden (Abbildung 6).
Vorangegangene Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten eine Reduktion von
Hif-1o durch BS-Inkubation in U251MG und U343MG unter Hypoxie [54]. Shin und
Kollegen wiesen in Prostatakarzinomzellen ebenfalls eine Inhibierung von HIF-1a und
dessen Phosphorylierung nach BS-Behandlung nach [74]. Die AG um Kim und Kollegen
untersuchte den Wirkmechanismus, der zur Regulierung der Hypoxie-vermittelten
Reaktion in HelLa-Zellen nach Gabe von BS fiihrt. Dabei stellten sie fest, dass BS zwar
HIF-1o hemmte, jedoch ohne dabei den HIF-la-mRNA-Spiegel zu senken oder die
Expression von Zielgenen zu beeinflussen. BS steigerte aber die Aktivitit der
Proteasomen, was zu einer Verringerung an ubiquitinierten Proteinen HIF-1a-Protein in
HeLa-Zellen fiihrte. Deshalb vermuten Kim und Kollegen, dass es durch die Aktivierung
des Proteasoms zu einer Hemmung der HIF-la-Akkumulation kommt und der Hif-
Signalweg dariiber reguliert wird [75].
Unter Einfluss der Substanz 18 nahm der CA IX Proteingehalt unter Normoxie und
Hypoxie ab. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe bestitigten dies und zeigten,
dass bei Inkubation mit den Betulinsulfamaten CAI 1 und CAI 3 eine Reduktion des
CA IX- und Hif-Proteinlevel unter Hypoxie nachgewiesen werden konnte [55].
AuBerdem konnte in Mammakarzinomzellen nach Inkubation mit Betulin-Sulfonamiden
unter Hypoxie ebenfalls eine Reduktion des CA IX- und CA XII-Proteingehalts in
verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden [76]. In anderen Publikationen wird
deutlich, dass es trotz fehlender CA IX-Proteinreduktion, zu einer CA IX-
Aktivitditshemmung durch ein Sulfamat bzw. Sulfonamid und ein daraus resultiertes
vermindertes Tumorvolumen nach Inkubation mit einem CAI kommt [77]. Said und
Kollegen konnten zudem nachweisen, dass der CAI AZA ab einer Konzentration von
5 uM den CA IX-mRNA und -Proteingehalt in Glioblastomzelllinien effektiv reduzieren
kann [78].
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Weiterfilhrende Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass sowohl
Substanz 16 (Ki= 0,129 uM + 0,05 uM) als auch 18 (K;= 1,25 uM £ 0,25 uM) zu einer
Inhibierung der CA IX-Aktivitit fithren [62, 79].

Zusammenfassend konnte belegt werden, dass sowohl die Behandlung mit BS als auch
mit CAI zur Hemmung des Hypoxie-induzierten Hif-1-CA IX- Pathways fiihrt. Auch das
in dieser Arbeit untersuchte Betulin-CAI-Konjugat 18 fithrt zur Abnahme der
Proteinlevel von Hif-1a, CAIX und CAXII und hemmt dariiber hinaus die CAIX-
Aktivitit effektiv.

5.2 Zytotoxizititsanalyse

52.1 SRB

Der CAl, Substanz 16, zeigte unter Normoxie und Hypoxie keine Zytotoxizitdt in den
drei untersuchten Zelllinien (ICso > 250 pM). Dagegen fiihrte die Kombination mit dem
Betulinderivat 3AC zu einer deutlichen Zytotoxizitdt (ICso = 21,0 uM (MDA-MB-231),
ICs0=9,1 uM (MCF-7) und ICso = 17,0 uM (HS578T)). Das Betulin-CAI-Konjugat 18
wies jedoch die hochste Zytotoxizitét auf (ICso = 6,5 pM (MDA-MB-231), ICso = 5,0 uM
(MCF-7) und ICso = 10,1 uM (HS578T)) (Tabelle 3).

In Glioblastomzellen konnten in der eigenen Arbeitsgruppe mit dem Betulinderivat B10
bzw. dem BS-Derivat NVX-207 beobachtet werden, dass die untersuchten Derivate eine
2,9-fach hohere Zytotoxizitit aufwiesen im Vergleich zu BS [80]. Ozawa und Kollegen
zeigten in  anderen  Tumorentititen eine  konzentrationsspezifische  und
zelllinienspezifische Zytotoxizitit des Benzensulfonamids E7070 nach 72 h unter
Normoxie mittels MTT-Tests [81].

Die AG um Vanchanagiri und Kollegen untersuchte die Zytotoxizitit von BS im
Vergleich zu verschiedenen Betulinsulfamaten CAI 1 bis CAI 6 in verschiedenen
Tumorzelllinien. Dabei stellte sich heraus, dass BS mit einem durchschnittlichen ICso-
Wert von 9-15 uM geringer zytotoxisch reagierte als die effektivsten Betulinsulfamate
mit ICso-Werten von 5-10 uM (CAI 3) und 8-13 puM (CAI 1 und CAI 2) [82]. Auch in
der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Zelllinien abhéngige Zytotoxizitét. Die Zelllinie
MCF-7 reagierte am sensitivsten auf die Behandlung mit 18 bzw. 16+3AC, mit ICso-
Werten von 5,0 uM nach Behandlung mit Substanz 18 und ICso=9,1 pM nach
Behandlung mit 16+3AC reagierte sie unter Normoxie sensitiver als Zellen der MDA-

MB-231 mit ICso = 6,5 pM (18) und ICso = 21,0 uM (16+3AC).
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Die Arbeitsgruppe um Winum und Kollegen wies bei Ureido-substituierten Sulfamaten
unter Normoxie nach 120 h Inkubationszeit einen moderat zytotoxischen Effekt nach
[83]. Weitere Arbeiten der eigenen AG zeigen ebenfalls, dass die CAI U104 und AZA
nur eine geringe Zytotoxizitdt in Tumorzellen aufweisen [62]. Eine vorangegangene
Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe bestétigt zudem fiir den CAI Octyldisulfamat (OCT)
kaum Zytotoxizitdt in den untersuchten Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7. Die
Kombination des CAI mit 3AC bewirkt eine deutliche Erhdhung der Zytotoxizitdt [60].
Dies belegen auch die eigenen Ergebnisse: Die kombinierte Behandlung der
Mammakarzinomzellen mit dem CAI 16 und dem Betulinderivat 3AC bewirkte eine
hohere Zytotoxizitdt im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit dem CAI 16. Die
hochste Zytotoxizitét in allen drei untersuchten Zelllinien wies jedoch das Betulin-CAI
18 auf. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass vor allem die Betulinkomponente fiir die
Zytotoxizitdt in Tumorzelllinien entscheidend ist, widhrend die alleinige CA IX-
Inhibierung fiir die Zytotoxizitit nur eine untergeordnete Rolle spielt. Insofern scheinen
sowohl die Kopplung von CAI mit Betulinderivaten, als auch die Kombination von CAI

mit Betulinderivaten die Effekte einer Tumortherapie zu verbessern.

5.2.2 Einfluss auf das klonogene Zelliiberleben

Der Einfluss auf das klonogene Zelliiberleben wurde mittels Zellkoloniebildungstest in
den drei Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T untersucht.

Die Substanz 18 zeigte deutliche Effekte auf das klonogene Zelliiberleben, wobei dieses
in den Zelllinien bei einer Behandlung mit 15 uM (MDA-MB-231 und MCF-7) bzw.
20 uM (HS578T) auf < 20 % bzw. < 60 % unter Normoxie sank. Unter Hypoxie waren
nach Behandlung mit der Substanz 18 bei allen drei untersuchten Zelllinien die Effekte
auf die Reduktion des klonogenen Uberlebens stirker als unter normoxischen
Bedingungen. Die Kombination aus 16 und 3AC zeigte im Vergleich mit Substanz 18 bei
den eingesetzten Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte und nur in MCF-7 Zellen
einen Einfluss beziiglich des O2-Gehalts (Abbildung 8).

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe mit der Substanz 3AC und dem CAI OCT
zeigen eine moderate Abnahme der Viabilitdt bei einer Konzentration von 20pM und
40 uM in MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen unter Normoxie [60].

Untersuchungen mit den Betulinsulfamaten CAI 1 und CAI 3 zeigten auch eine erhohte
Reduktion des klonogenen Uberlebens in den Mammakarzinomzellen der MDA-MB-231
unter hypoxischen Bedingungen [55].
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Untersuchungen mit nicht Triterpen-gekoppelten CAI bestdtigen diese Beobachtung der
geringen Zytotoxizitdt in Mammakarzinomen auch fiir das klonogene Uberleben. So
zeigte der CAI U104 nach Gabe von 100 uM keinen Einfluss auf das klonogene
Uberleben von MDA-MB-231-Zellen bzw. wurde das klonogene Uberleben von MCF-
7-Zellen um 55 % reduziert [40].

Mishra und Kollegen arbeiteten mit dem CAI BSM-0004 in Mammakarzinomzellen.
Zusétzlich zu ihren in vitro Ergebnissen, in denen die klonogene Aktivitit in MCF-7-
Zellen nach Langzeitbehandlung mit 20 uM des CAI gehemmt wurde, konnten sie
allerdings auch in vivo eine antitumorale Aktivitdt feststellen. Das Tumorgewicht sank
nach Behandlung der Nacktmiuse mit BSM-0004 um fast 50 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe [84].

Insgesamt lésst sich feststellen, dass die Wirksamkeit eines CAI bzw. CAI-Konjugats von
dessen Grundstruktur abhingt. Zudem kann festgestellt werden, dass die Analyse des
klonogenen Zelliiberlebens die Zytotoxizitdtsanalysen ergdnzen. So konnte gezeigt
werden, dass das Konjugat Substanz 18 aus BS-Derivat und CAI einen stirkeren Effekt
auf das klonogene Uberleben der untersuchten Zelllinien hatte als die Kombination beider

Einzelsubstanzen 16+3AC.

5.3 Einfluss auf die Zellmigration

Die Migration von Zellen beschreibt eine aktive Ortsverdnderung der einzelnen Zellen.
Dies gelingt den Zellen durch Kontraktion und Streckung des Zellkorpers. Tumorzellen
nutzen dies fiir aggressive Zellprogression und Zellinvasion. Mit Hilfe des
Wundheilungsassay wurde das Migrationsverhalten der beiden
Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und HS578T untersucht (Abbildung 9). Die
eigenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Inkubation mit der Substanz 18 als auch mit
der Substanz 16 und die Kombination aus 16+3AC in Abhéngigkeit von der Zelllinie zu
einer Reduktion der Migrationsrate um ca. 20 % fiihrt.

Zuvor konnten bereits Arbeiten der eigenen AG zeigen, dass durch die Behandlung mit
BS bzw. den BS-Derivaten B10 und NVX-207 die Migrationsfahigkeit der
Glioblastomzelllinien U251MG und U343MG reduziert werden konnte [54, 80]. Auch
fiir weitere Tumorentititen konnte belegt werden, dass BS eine migrationsinhibierende

Funktion hat. So zeigten Rzeski und Kollegen eine verringerte Migrationsrate der
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Glioblastomzelllinie =~ C6, der  Lungenkarzinomzelllinie = A549 und  der
Medulloblastomzelllinie TE671 nach Inkubation mit BS [85].

Neben der migrationshemmenden Wirkung von BS, Betulin bzw. deren Derivaten hat
auch CA IX eine Bedeutung fiir die Migrationsfahigkeit von Tumorzellen [86]. Shin und
Kollegen konnten zeigen, dass eine erhohte Expression von CA IX eine erhohte
Zellmigration und Zellinvasion in Zervixkarzinomzellen nach sich zieht [87]. In
Ubereinstimmung dazu konnte von Bache und Kollegen belegt werden, dass die
Behandlung mit CA IX-Inhibitoren wie CAI 3 in MDA-MB-231 und MCF-7-Zellen zu
einer Reduktion der Migration filihrte [55]. Weiterhin konnten Li und Kollegen an
Mesotheliomzellen, welche mit den CAI U104 und S4 behandelt wurden, auch eine
dosisabhdngige Verringerung der Migrationsfdhigkeit unter Hypoxie feststellen [88].
Die Ergebnisse legen nahe, dass die Aktivitdt der CA IX ebenfalls bedeutsam fiir die
Zellmigration ist. Daher konnte neben der Inhibierung der CA IX-Aktivitét als weiterer
Ansatz der Gen-knockdown der CA IX in Frage kommen. Durch eine verminderte
CA IX-Expression konnte die Migration der Tumorzellen reduziert werden. Eine Studie
der eigenen AG zeigt den Einfluss des CA IX-Gen-Knockdown mittels siRNA-
Transfektion auf die Zellmigration. Die Migration in der MDA-MB-231 wurde um 50 %
und in der Zelllinie MCF-7 um 20 % reduziert [40]. Weiterfiithrend untersuchten Lou und
Kollegen den CA IX Gen-Knockdown in Mausversuchen. Dazu wurden Miuse mit
CA IX-positiven Mammakarzinomen mit einer ShRNA bzw. CA IX-Inhibitoren gegen
CA IX behandelt. Dieser in vivo Versuch fiihrte zudem zu einer Hemmung des
Tumorwachstums und zu einer Verringerung der Metastasenbildung [72].

Shin und Kollegen zeigen, dass eine Korrelation zwischen der Uberexpression von CA IX
und der Transkription einiger Gene, die in Verbindung mit dem Rho/Rho-Kinase-
Signaltransduktionsweg stehen, besteht und es dadurch zu einer verénderten
Signaltransduktion in Zusammenhang mit der Zelladhédsion und der Organisation des
Zytoskeletts kommt. CA IX bindet dabei direkt an das sekretierte Protein DKK1 ein
transkriptionelles Zielgen. Diese Interaktion konnte eine Konformationsénderung von
CA IX induzieren und unterbricht damit den GDP-Rho-Signaltransduktionsweg. Die
Migration und das Ausbilden von Zelladhdsionskontakten wird damit gehemmt [87].
Zudem gibt es Studien, die die Hemmung der CA XII untersuchten. Dabei fiihrte in der
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 der Gen-Knockdown der CA XII zu einer
verringerten Invasion und Migration der Tumorzellen durch Stérung des p38-MAPK-

Signalwegs. Dartiber hinaus wurde der Einfluss des CAXII-Knockdowns auf Invasion,
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Migration und Zellwachstum durch die Auswirkungen auf die Tumorgréfe und
Metastasierung in MDA-MB-231-Zellen in vivo weiter belegt [89].

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass sowohl die Betulinkomponente als auch die
CAI-Komponente die Migration von Tumorzellen hemmt. Die Kombination der beiden
Komponenten bzw. die Synthese eines bifunktionellen Wirkstoffs aus Betulin- und CAI-

Komponente beeinflusst die Migrationshemmung jedoch nicht wesentlich stérker.

5.4 Zelltodanalyse

Um eine Beurteilung des Zelltods vorzunehmen, wurde fiir den Nachweis von Apoptose
zum einen die Spaltung des Enzyms PARP mittels Western Blot analysiert und zum
anderen die Annexin V-PI Féarbung durchgefiihrt. Durch den Einsatz verschiedener
Zelltodinhibitoren im Cell-Titer-Glo wurde ein Riickschluss auf die Art des Zelltods
getroffen.

Mittels Western Blot konnte festgestellt werden, dass das Enzym PARP nach einer
Behandlung mit der Substanz 18 in allen drei untersuchten Zelllinien gespalten wurde
(Abbildung 11). Die Induktion von Apoptose nach Behandlung mit Substanz 18 bestitigte
sich auch in den Zelltoduntersuchungen mittels Annexin-PI-Farbung (Abbildung 13).
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen ebenfalls eine PARP-Spaltung in
Glioblastomzellen sowohl nach BS-Behandlung, wie auch nach Behandlung mit
Derivaten der BS [80].

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei Fulda und Kollegen, welche einen Anstieg von
PARP im Western Blot nachweisen konnten nach einer Behandlung mit BS in
Glioblastomzellen. Dabei kam es zur Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den
Mitochondrien wihrend des intrinsischen Apoptose-Signalwegs [90].

Pyo et. al. konnten mittels Annexin V Test nachweisen, dass auch Betulin in
Lungenkarzinomzellen (A549) Apoptose induziert [91].

Studien von Goswami und Kollegen zeigen, dass es nach der Behandlung mit BS zur
Apoptoseinduktion in SiHa-Zellen (Zervixkarzinom) kam. Die AG konnte weiterhin
nachweisen, dass die induzierte Apoptose gekoppelt war an DNA-Strangbriiche,
morphologische Verdnderungen und die ROS-Bildung [92].

Untersuchungen mit den CAI U104 und S4 von Li und Kollegen zeigten ebenfalls eine
Apoptoseinduktion. So konnte in behandelten Mesotheliomzellen im Annexin V Assay
einen Anstieg an spédtapoptotischen Zellen unter Hypoxie verzeichnet werden. Auerdem

zeigte der CAI U104 eine Zunahme an frithapoptotischen Zellen [88].
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Untersuchungen von BS, Betulinderivaten und Carboanhydraseinhibitoren zeigen, dass
auch andere Zelltodarten induziert werden. Bache und Kollegen zeigten mittels LDH-
Assay eine Induktion von Nekrose nach Behandlung mit Betulin- bzw. BS-Derivaten
NVX und B10 in Glioblastomzelllinien [80].

Andere Studien konnten bei der Untersuchung von CAls die Beteiligung weiterer
Zelltodarten nachweisen: Li und Kollegen detektierten mittels ferroptotischer (Fer-1) und
apoptotischer (Z-VAD) Zelltodinhibitoren sowie einem Eisenchelator (DFO) in
Kombination mit den CAI S4 bzw. U104 in ACC-Meso-1-Zellen unter Hypoxie die
Induktion von Ferroptose und Apoptose [88].

In den eigenen durchgefiihrten Versuchen konnte keine Zelltodinduktion mit der
Kombination aus einem BS-Derivat (3AC) und einem CAI (16) nachgewiesen werden.
Jedoch zeigte das Konjugat 18 eine deutliche Apoptoseinduktion bei gleichen
eingesetzten Konzentrationen. Nach Einsatz der Substanz 18 wurden jedoch
hauptsichlich spitapoptotische Zellen detektiert.

Zudem konnte in den Zellen der MDA-MB-231 gezeigt werden, dass unter Hypoxie bei
der Substanz 18 deutlich mehr apoptotische Zellen nachweisbar waren als unter
Normoxie. Eigene Untersuchungen mit verschiedenen Zelltodinhibitoren unterstiitzen
das Ergebnis, dass das BS-CAI-Konjugat 18 Apoptose induziert und andere Zelltodarten
wie Nekroptose, Autophagie und Ferroptose eine untergeordnete Rolle spielen
(Abbildung 14).

So zeigte die Behandlung der Substanz 18 eine deutliche Reduktion der Vitalitit auf
67,7 %, wihrend durch die zusétzliche Inkubation mit dem Apoptoseinhibitor Z-VAD-
FMK eine Vitalitdt der Zellen von 98,5 % wiederhergestellt werden konnte. Dagegen
hatten Nekrose-, Ferroptose- bzw. Autophagie-Inhibitoren keinen Einfluss auf die durch
Substanz 18 induzierte Wachstumshemmung (Abbildung 14).

Abschliefend kann gesagt werden, dass die Substanz 18, als Konjugat aus einem BS-

Derivat und klassischen CAI, hauptsichlich Apoptose induziert.

5.5 Einfluss auf die ROS-Induktion

Die Tumorgenese wird hiufig in Zusammenhang mit der Bildung von ROS beschrieben.
Dabei schidigt ROS nicht nur die DNA, sondern beeinflusst auch die Proliferation der
Zellen, die Signaltransduktion und den Zelltod [93, 94]. Wick und Kollegen konnten

52



belegen, dass BS eine konzentrationsabhidngige Freisetzung von ROS in Zellen bewirkt
[47].

In den eigenen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem
Betulin-CAI-Konjugat Substanz 18 mit steigender Konzentration eine erhohte ROS-
Bildung in allen drei untersuchten Zelllinien einherging (Abbildung 15).

Obwohl die Kombination des CAI (16) und des Betulin-Derivates (3AC) in den
untersuchten Zelllinien kaum eine ROS-Induktion zeigte, konnten verschiedene Studien
belegen, dass auch Derivate der BS eine ROS-Bildung in verschiedenen Tumorentitéten
induzieren, wie z.B. Kolon-, Prostata- und Leberzellkarzinomen [95-97].

Auch durch die Inhibierung der CA IX kann es zu einer ROS-Induktion kommen:
Koyuncu und Kollegen konnten in Hela-Zellen (Zervixkarzinom) einen dosisabhéngigen
Anstieg von ROS nach Behandlung mit einem CAI-Sulfonamid feststellen [98].
Zusitzlich zeigten Voruntersuchungen, dass auch CAls ROS-Bildung induzieren. So
konnte in Zellen der MDA-MB-231 und MCF-7 nach Behandlung mit dem CAI OCT
unter normoxischen Bedingungen ein Anstieg von ROS ermittelt werden [60].

Die Bildung von ROS fiihrt zu Schiden der DNA, was eine Erhohung der Expression des
Tumorsuppressorgen p53 nach sich zieht [99]. Durch die Aktivierung von p53 nach einer
DNA-Schidigung kann es zur Einleitung des intrinsischen Apoptosewegs kommen,
indem die innere Mitochondrienmembran permeabel wird. Der Zellzyklus wird
angehalten [100]. Das pro-apoptotische Gen Bax und das anti-apoptotische Gen Bcl-2
werden freigesetzt und leiten den apoptotischen Zelltod ein [101]. In dieser Arbeit wurde
mit den Zelllinien MDA-MB-231 und HS578T (mutierter p53-Typ) und MCF-7 (p53-
Wildtyp) gearbeitet. In den eigenen Ergebnissen zeigt sich also, dass die Wirkung von 18
effektiv in der p53-Wildtyp Zelllinie und auch in den mutierten p53-Typ Zelllinien wirkt.
In weiterfiihrenden Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe war zudem eine erhdhte
ROS-Produktion unter Hypoxie nach Behandlung mit dem BS-Derivat 3AC in den
Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 nachweisbar [60]. Aus den eigenen Ergebnissen
geht aullerdem hervor, dass auch unter Hypoxie nach Behandlung mit Substanz 18
erhohte ROS-Level in den Zelllinien MCF-7 und HS578T feststellbar sind.

Der durch 18 induzierte ROS-Anteil kann insbesondere fiir die Bestrahlung von
hypoxischen Zellen von Bedeutung sein, aufgrund einer geringeren strahleninduzierten
Radikalbildung unter hypoxischen Bedingungen. Dieser Mechanismus ist von Vorteil fiir

die Behandlung von Tumorpatienten, denn die nicht reparierten DNA-Schiden in den
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Tumorzellen erhdhen die Radiosensitivitdt und bieten daher einen positiven Effekt fiir die

Bestrahlungstherapie.

5.6 Einfluss auf die Radiosensitivitdt

Eine wichtige Therapieoption fiir die Behandlung von Mammakarzinomen stellt die
Radiotherapie dar. Bartelink und Kollegen konnten belegen, dass bei Frauen, die sich
einer brusterhaltenden Operation und zusitzlich einer Bestrahlung unterzogen, das Risiko
fiir ein Rezidiv deutlich gesenkt werden konnte, im Vergleich zu Frauen, die keine
Bestrahlung erhielten [102]. Die Uberexpression von CA IX und Azidifizierung der
extrazelluliren Matrix im Tumorgewebe geht mit einer geringeren Sensitivitdt fiir
Radiotherapie einher [20, 103].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Betulin-CAI-Konjugates
Substanz 18 im Vergleich zum CAI, Substanz 16, und der Kombination der
Einzelsubstanzen 16+3AC auf die Radiosensitivitit in Zellen der MDA-MB-231, MCF-
7 und HS578T unter hypoxischen Bedingungen untersucht.

Vorangegangene Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zur Substanz 3AC zeigten
in Kombination mit dem CAI U104 einen geringen radiosensitivierenden Effekt [60]. Aus
den eigenen Ergebnissen geht hervor, dass das Betulin-CAI-Konjugat Substanz 18 eine
Radiosensitivierung in allen drei untersuchten Zelllinien bewirkt, wihrend durch den
CAL Substanz 16, bzw. die Kombination der beiden Einzelsubstanzen 16+3AC in einer
Konzentration von 10 uM bzw. 20 uM keine bzw. geringere Effekte auf die
Strahlensensitivitit erzielt wurden (Abbildung 16).

Auch BS und dessen Derivate haben nach ihrer Gabe einen radiosensitivierenden Effekt
auf Tumorzellen und dies konnte schon in der eigenen Arbeitsgruppe festgestellt werden.
Dazu beobachteten Bache und Kollegen in der Zelllinie U251MG nach Inkubation mit
BS unter Hypoxie eine radiosensitivierende Wirkung und auch die Derivate NVX-207
und B10 zeigten in Glioblastomzellen eine schwache Radiosensitivierung [54, 80].
Initiale Studien mit Betulin-CAI-Konjugaten zeigten auch in Mammakarzinomen eine
Radiosensitivierung. Die beiden Betulinylsulfamate (CAI 1 und CAI 3) hatten leicht
erhohte Auswirkungen auf die Strahlenempfindlichkeit von MDA-MB231-Zellen unter
Normoxie. Unter hypoxischen Bedingungen kam es zu einer deutlichen

Strahlensensitivierung [55].
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Auch klassische CAls besitzen ein hohes Potential, um die strahlentherapeutische
Behandlung von Tumoren zu verbessern. Dubois und Kollegen zeigten in ihren
Versuchen mit Sulfonamid-basierten-CAl eine Verdnderung der Mikroumgebung des
Tumorgewebes, was den Tumor empfindlicher gegeniiber der Bestrahlung werden lieB3.
AuBerdem konnte nach einer Hemmung der CA IX-Aktivitdt durch die Behandlung mit
dem Sulfonamid-CAl in vitro die Zellproliferation gehemmt werden, was eine
signifikante antitumordse Wirkung zeigte [104]. Lou und Kollegen bewiesen anhand
threr Versuche mit dem CAI U104 als Inhibitor fiir die CA IX, dass es zu einer Abnahme
des Tumorwachstums in Mammakarzinomzellen nach Bestrahlung kommt [72]. In der
eigenen Arbeitsgruppe wurde nach Gabe des CAI Ul04 ebenfalls eine
Radiosensitivierung nachgewiesen [40]. Auch Doyen und Kollegen zeigten, dass die
Inhibierung von CA IX und CA XII und Bestrahlung zu einer dauerhaften
Verlangsamung des Tumorwachstums in vivo fiihrt [105]. Van Duivenvoorden und
Kollegen konnten nach einer CA IX-Hemmung in Nierenkarzinomen eine
Strahlensensitivierung belegen [106].

Insgesamt zeigt sich, dass Betulin bzw. Betulinderivate, klassische CAI, die Kombination
beider Wirkstoffe und auch Betulin-CAI-Konjugate in Kombination mit Bestrahlung ein
hohes Potential fiir die Therapierbarkeit von Karzinompatienten besitzen. Insbesondere
das Betulin-CAI-Konjugat 18 konnte fiir zukiinftige Mammakarzinomforschungen
aufgrund hoher Zytotoxizitdt und radiosensitivierender Wirkung von besonderer

Bedeutung sein.
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5.7 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde das Betulin-CAI-Konjugat Substanz 18 und die
Kombination des CAI, Substanz 16, und des Betulinderivats 3AC hinsichtlich ihrer
Wirkung auf Zellvitalitit, klonogenes Zelliiberleben, Zellmigration, Zelltodinduktion,
ROS-Bildung und Radiosensitivitit in den Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231,
MCF-7 und HS578T untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass das Betulin-CAI-Konjugat 18 unter Normoxie und
Hypoxie im Vergleich zu der Kombination der Einzelsubstanzen 16 und 3AC eine
gesteigerte Zytotoxizitdt aufweist (MDA-MB-231: Normoxie: ICso-Wert 18 = 6,5 uM,
ICso-Wert 16+3AC = 21,0 uM; Hypoxie: ICso-Wert 18 = 6,7 uM, ICso-Wert 16+3AC =
18,7 uM). Die Untersuchungen zur Langzeitzytotoxizitit mittels Klonogenitétstest
zeigten in allen drei untersuchten Zelllinien eine deutliche Reduktion des klonogenen
Uberlebens nach Behandlung mit 15 uM Substanz 18. In der Zelllinie MDA-MB-231
sank das klonogene Uberleben auf 14 %, in den Zellen der MCF-7 auf 6,4 % und bei
20 uM 18 in der Zelllinie HS578T auf 54,5 %. Zudem waren stirkere Effekte unter
Hypoxie zu beobachten. So kam es zu einer Reduktion des klonogenen Uberlebens auf
2,8 % (MDA-MB-231) und 4,9 % (MCF-7) nach Behandlung mit 15 uM 18 und 16,9 %
(HS578T) nach Behandlung mit 20 uM 18.

Mit dem Wundheilungsassay konnte unter normoxischen Bedingungen in Zellen der
MDA-MB-231 eine Hemmung der Migration nach Inkubation mit 10 uM der Substanz
18 auf 89 %, und mit der Kombination 16 und 3AC auf 84 % beobachtet werden.

Um die Zelltodmechanismen zu analysieren, wurden verschiedene Methoden
herangezogen. Im Western Blot konnte nach Behandlung mit Substanz 18, im Gegensatz
zur Kombination 16+3AC, eine PARP-Spaltung nachgewiesen werden. Weiterfithrende
Untersuchungen mittels CellTiterGlo-Assay bestdtigten durch den Einsatz verschiedener
Zelltodinhibitoren, dass die Substanz 18 Apoptose induziert, wihrend Nekrose,
Ferroptose und Autophagie keine Rolle spielten. Die Annexin V-PI-Féarbung zeigte in den
Mammakarzinomzellen der MDA-MB-231 nach Behandlung mit der Substanz 18 unter
normoxischen Bedingungen ab 20 uM und unter hypoxischen Bedingungen ab 15 uM
einen deutlichen Anstieg des Zelltods auf 4,5 % (Apoptose) und 4,8 % (Nekrose).

Die Untersuchung der Bildung von ROS zeigte nach Behandlung mit der Substanz 18
unter normoxischen Bedingungen eine ROS-Induktion auf das 50-fache (MDA-MB-
231), 35-fache (MCF-7) und 17-fache (HS578T). Unter hypoxischen Bedingungen kam
es zu einem Anstieg auf das 3-fache (MDA-MB-231), 6,4-fache (MCF-7) und 30-fache
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(HS578T). Die Behandlung mit der Kombination 16+3AC ergab sowohl unter Normoxie
wie auch Hypoxie einen schwicheren Einfluss auf die ROS-Bildung in den drei
untersuchten Zelllinien.

Dagegen zeigte die Analyse der Radiosensitivierung des neuen Betulin-CAI-Konjugates
Substanz 18 strahlensensitivierende Effekte in Zellen der MDA-MB-231, MCF-7 und
HS578T. Mit der Inkubation der Substanz 16 bzw. der Kombination aus 16+3AC konnte
keine Radiosensitivierung festgestellt werden.

Wihrend die Vorldufersubstanzen 16 und 3AC bzw. deren Kombination lediglich
moderate Effekte aufwiesen, zeigte die Substanz 18 im Vergleich dazu stirkere Effekte
hinsichtlich gesteigerter Zytotoxizitit, PARP-Spaltung, Zelltodrate, ROS-Induktion und
eine Reduktion der Migrationsrate und des CA IX-Proteingehalts. Auch die
radiosensitivierenden Eigenschaften der Substanz 18 sind vielversprechend fiir die
Weiterentwicklung in der Radiotherapie. Insgesamt kann gesagt werden, dass die
Substanz 18 ein hohes Potential besitzt, um die Behandlung von hypoxischen
Mammakarzinomen zu verbessern.

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit bieten verschiedene Ansatzpunkte fiir weiterfithrende
Untersuchungen. Die Kombination der beiden Substanzen 16 und 3AC wies eine
moderate Zytotoxizitdt auf. Im Vergleich dazu zeigte die Substanz 18 eine stark erhohte
Zytotoxizitdt in den Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T.
Weitere Experimente konnen an anderen Mammakarzinomzelllinien sowie Zelllinien
anderer Tumorentititen hinsichtlich des Wirkspektrums des neuen Betulin-CAI-
Konjugates Substanz 18 stattfinden.

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse im Zellkulturmodell, wire es denkbar die
Wirksamkeit der Substanz 18 im Sphéroidmodell, auch und vor allem in Kombination
mit Bestrahlung zu untersuchen. Aktuell wird die Substanz 18 unter anderem im
Mausmodell getestet, da die substanzindizierten Effekte in vivo von Interesse sind.
Einzelne Studien zur Wirkung von BS gibt es dazu schon. So wurde die Wirkung von BS
in MCF-7 Brustkrebstumoren in Nacktmiusen beobachtet. Es kam dabei zu einer
Reduktion der TumorgroBBe um 52 % nach Gabe von 50 mg/kg KG von BS bzw. 77 %
nach 100 mg/kg KG BS [107].

Im Zuge dieser Arbeit wurde die Substanz 18 erstmalig auf zelluldrer Ebene
charakterisiert. Es konnten auch andere neue Konjugate aus einem CAI und einem
Betulin-Derivat untersucht werden. Auflerdem konnten weitere Modifikationen der

Substanz 18 verbesserte Wirkeigenschaften zeigen. Um Betulin einfacher herstellen zu
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konnen und fiir Derivate und Modifikationen nutzbarer zu machen, haben Kaverin und
Kollegen eine neue Methode zur Isolation entwickelt. Diese beinhaltet drei
Reinigungsstufen, wobei in der ersten Stufe Reinigung mit 20 %iger NaOH erfolgt,
anschlieBend in der zweiten Stufe harzige, leicht gefarbte Verunreinigungen mittels
Kieselgelchromatographie entfernt werden. AbschlieBend wird in der dritten Stufe
Verunreinigungen von Lupeol und anderen in Hexan-l6slichen Verbindungen durch
Extraktion mit kochendem Hexan entfernt. Dies soll einen effizienteren Ansatz bieten
und besser in Laboren umsetzbar sein [ 108]. Ein neuer Weg um Betulin- und BS-Derivate
schneller synthetisieren zu konnen, testete die AG um Shi und Kollegen. Sie entwarfen
mittels click chemistry eine Reihe von Triazol-substituierten Betulin- und
Betulinsaurederivaten, welche an C-30 Position substituiert wurden. Dabei entstanden 18
Verbindungen, welche in vitro an HL-60 (Leukémie) getestet wurden. Alle Derivate
zeigten eine hohere Zytotoxizitdt im Vergleich zum Ausgangsprodukt BS [109].

Erste mechanistische Untersuchungen wurden zur BS schon vorgenommen. Dazhi und
Kollegen fiihrten mit 23-Hydroxybetulinsdure (23-HBA) in hepatozelluldren Karzinomen
(HCC) erste Pathwayanalysen durch. Dabei bewiesen sie die Inaktivierung des
Signalwegs der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) nach Behandlung mit 23-
HBA sowie eine verminderte Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
1 und 2 als auch der extrazelluldren signalregulierten Kinase 1 und 2 [110]. Weiterhin
konnten Guerra et. al. in einer Metabolomstudie zu BS in MDA-MB-231-Zellen eine
Verdnderung des Metaboloms nach Behandlung mit BS beobachten und eine noch
ausgeprigtere metabolische Anpassung in den Zellen der MCF-10A [111].

Die Kenntnis der Stoffwechselverdnderungen kann fiir einen besseren Schutz der
Nichtkrebszellen sorgen und eine gleichzeitige Zerstdrung der Karzinomzellen gewidhren.
Weiterhin konnten mechanistische Studien der Substanz 18 bzw. zu einem BS-CAI-
Konjugat in Mammakarzinomzellen vorgenommen werden, um einzelne Enzym- und

Stoffwechselwege besser nachvollziehen zu konnen.
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7 Thesen

1. Das Betulin-CAl-Derivat 18 zeigt die stirkste zytotoxische Wirkung auf die
untersuchten =~ Mammakarzinomzelllinien.  Die =~ Kombination  der  beiden
Vorldufersubstanzen 16+3AC ist weniger effektiv. Der CAI Substanz 16 zeigt die

geringste Zytotoxizitat.

2. Die Substanz 18 zeigte die stirkste Reduktion des klonogenen Uberlebens im
Vergleich zur Behandlung mit der Kombination 16+3AC. Unter Hypoxie waren die

Effekte stirker als unter Normoxie.

3. Die Behandlung mit Substanz 18 beeinflusst die Proteinlevel von HIF-1a nicht und
fithrt zur Reduktion des Proteingehalts von CA IX und CA XII.

4. Substanz 18 induziert den Zelltodmechanismus der Apoptose in Zellen der MDA-MB-

231 unter Normoxie und Hypoxie.

5. Das Betulin-CAI-Konjugat 18 16st in der Zelllinie MDA-MB-231 unter Normoxie

Apoptose und Nekrose erst bei einer hdheren Konzentration aus als unter Hypoxie.

6. Die Substanz 18 induziert in den Zelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und HS578T die
Bildung reaktiver Sauerstoffradikale unter Normoxie wie auch Hypoxie. Unter Normoxie

zeigt die MDA-MB-231 den hochsten Anstieg des ROS-Levels.

7. Die Behandlung mit Substanz 18 fiihrt zur Reduktion der Migration in den Zelllinien
MDA-MB-231 und HS578T.

8. Substanz 18 beeinflusst die Radiosensitivitit von Mammakarzinomzellen, eine

Behandlung der Zellen der MCF-7 fiihrt zu der hochsten Radiosensitivierung.
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