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1 Einleitung

1 Einfuhrung
1.1 Krebserkrankungen — Epidemiologie und Grundlagen

Bosartige Neubildungen stellen mit steigender Tendenz nach Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems die zweithdufigste Todesursache in Deutschland dar (Statistisches
Bundesamt 2011). Unter diesen waren bei Mannern Neoplasien der Lunge, des Darmes und
der Prostata; bei Frauen Neoplasien der Mamma, des Darmes und der Lunge die hdufigsten
Krebserkrankungen mit tédlichem Ausgang 2007/2008 (Robert-Koch-Institut 2012).

Die Behandlung von Krebserkrankungen stiitzt sich auf die Grundpfeiler der onkologischen
Chirurgie, der Bestrahlung und der medikamentdsen Therapie, welche die Bereiche der
zytostatischen und der antihormonellen Behandlungen umfasst.

Der Begriff Chemotherapie als Beschreibung fiir Substanzen, die toxische Effekte selektiv auf
Bakterien zeigen, wurde von Paul Ehrlich geprégt. Fiir diese Substanzgruppen hat sich spéter
der Begriff Antibiotika etabliert, wohingegen der Begriff Chemotherapie heute eher
Substanzen mit antineoplastischer Aktivitit meint. Wéhrend Antibiotika die Hoffnung der
selektiven Wirkung erfiillt haben und spezifisch das Bakterienwachstum hemmen, sind die in
der antineoplastischen Chemotherapie verwendeten Substanzen in ihrer Wirkung
unspezifisch. Die initial aus der Kriegsindustrie stammenden Substanzen (Gross und Lambers
1958) waren hochtoxisch und inhibierten wie die heute {iblichen klinisch verwendeten
Zytostatika das Zellwachstum. Durch diese unspezifische Wirkungsweise werden neben sich
schnell teilenden Tumorzellen auch physiologische Gewebe, vor allem solche mit einer hohen
Teilungsrate geschidigt. Aus den unspezifischen, z.T. zytotoxischen, Effekten auf die
Normalgewebe des Korpers erwachsen damit auch die hdufigsten Nebenwirkungen von
Chemotherapien: die Immunsuppression infolge toxischer Effekte auf das Knochenmark
sowie die Schadigung von Epithelien. Neurotoxische Effekte in Form von Paraesthesien und
Dysésthesien sind eine bekannte Nebenerscheinung der Behandlung mit antimitotischen
Substanzen wie den Taxanen (Argyriou et al. 2008).

Die Substanzen entstammen einer Vielzahl von chemischen Klassen, ihre zugrunde liegenden
Wirkmechanismen sind jedoch in pharmakologischen Lehrbiichern zu einer kleinen Zahl von
Interaktionen auf unterschiedlichen Ebenen der Zelle zusammengefasst (Mutschler 2012):

Die in der Chemotherapie verwendeten Substanzen wirken teils auf DNS-Ebene iiber die
Inhibition der Synthese (Antimetabolite) oder durch direkte Schadigung der DNS-Struktur
(Alkylanzien, Topoisomerase-Inhibitoren, Anthrazykline). Weiterhin wirken
Chemotherapeutika ~ auf  Proteinebene  durch  Inhibition der  Proteinsynthese
(Hormonantagonisten, Enzyme) oder durch Interaktion mit Struktur und Funktion der
Proteine (zu dieser Gruppe gehdren Substanzen, welche zu einer Stérung der Mikrotubuli-
Funktion fiihren). Dabei lassen sich die aufgefiihrten Klassen anhand ihrer
Wirkungsmechanismen in Bezug auf den Zellzyklus in jene ohne Abhédngigkeit vom

Zellzyklus (zyklusunspezifische), an die Aktivitit des Zellzyklus jedoch nicht an spezifische
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Phasen (zyklusspezifische) gebundene und jene mit Abhidnigkeit von bestimmten
Zellzyklusphasen (phasenspezifische) einteilen.

Zyklusunspezifische Zytostatika wie Nitrosoharnstoffe wirken auch in der Go-Phase, also in
ruhenden Zellen. Zyklusspezifische Zytostatika wie Alkylanzien und Platin-Derivate sind in
teilungsaktiven Zellen wéhrend der Dauer des gesamten Zellzyklus aktiv. Die Effektivitit
dieser Substanzen hidngt vor allem von der eingesetzten Konzentration ab und fiihrt auch in
hoheren Dosen zu keiner Plateaubildung in der Inhibierung des Zellwachstums (Scheffold et
al. 2010).

Die Wirksamkeit phasenspezifischer Zytostatika wie Mitoseinhibitoren ist an das Durchlaufen
einer bestimmten Zellzyklusphase und damit ebenfalls an die Teilungsaktivitidt der Zellen
gekoppelt: die erzielten Effekte sind umso groBer, je mehr Zellen des Tumors die sensible
Zellzyklusphase durchlaufen. Aus diesem Grunde hingt der Behandlungserfolg
phasenspezifischer Zytostatika in stirkerem Malle von der Behandlungsdauer als von der
verwendeten Konzentration ab und ist in Tumoren mit einem groeren Anteil an
proliferierenden Zellen grofer (Scheffold et al. 2010).

1.2 Tubulin als Angriffspunkt zytostatischer Therapien

1.2.1 Grundlagen

Die Entdeckung antineoplastischer Substanzen mit Einfluss auf die Mikrotubuli in Form von
natiirlichen Zellgiften der Catharanthen- und Eibengewichse liegt mehr als 40 Jahre zuriick
(Wani et al. 1971, Schiff et al. 1979, Noble et al. 1958). Antimikrotubulidre Zytostatika
werden nach wie vor hiufig in chemotherapeutischen Regimes in Einzel- oder
Kombinationstherapien verwendet (Tomek 2000) und in einer Vielzahl klinischer Studien auf
thre =~ Wirksamkeit in  verschiedenen = Neoplasien  getestet und  verglichen
(www.clinicaltrials.gov). Besonders ihre grundlegende Funktion als Motor fiir die Teilung der
Schwesterchromosomen wéhrend der Mitose macht die Mikrotubuli zu einem potenten und
nach wie vor hochwertigen Ziel onkologischer Therapien (Giannakakou et al. 2000b).
Mikrotubuli sind universeller Bestandteil eukaryotischer Zellen und bilden gemeinsam mit
Intermedidr- und Aktinfilamenten das Zytoskelett der Zelle. Wahrend Intermediérfilamente
vor allem die Stabilitit der Zelle gegeniiber mechanischem Stress sicherstellen, erhalten
Aktinfilamente die Zellform aufrecht. Die Funktionen der Mikrotubuli betreffen vor allem die
Motilitdt der Zelle, die Position der Organellen in Interphase-Zellen, den Transport von
Proteinen durch die Zelle und - fiir die Chemotherapie von herausragender Wichtigkeit - die
Mitose. Grundlage dieser Funktionen ist die Mikrotubuli-Dynamik, die durch ein stindiges
Wachsen und Schrumpfen der Polymere entsteht (Jordan und Wilson 2004).

Grundbaustein der Mikrotubuli ist Tubulin, welches in verschiedenen Unterformen, zumeist
a- und B-Tubulin, auftritt. Neben a- und B-Tublin existieren noch weitere, seltenere bzw. zum
Teil nicht ubiquitir in Eukaryoten vorkommende Tubulintypen wie y-, 6-,e- und (-Tubulin.
Fir a- und B-Tubulin werden je 6 Isoformen mit z.T. gewebespezifischer Expression

unterschieden (Wade 2009, siehe auch Tabelle 9.1.2 im Anhang). Diese Proteine aggregieren
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zundchst zu (off)-Heterodimeren und bilden nach Chaperon-abhéngiger Faltung (Lopez-
Fanarraga et al. 2001) lineare Ketten aus entgegengesetzt angeordneten Heterodimeren,
sogenannten Protofilamenten. 13 Protofilamente bilden die Struktur eines rohrenartigen
Tubulinzylinders, der durch ein dynamischeres (+)-Ende, auf dessen Seite B-Tubulin frei zum
Zytoplasma liegt, und ein weniger bewegliches (-)-Ende, auf dessen Seite a-Tubulin frei zum
Zytoplasma liegt, gekennzeichnet ist (Risinger et al. 2009). Ab einer Temperatur von 30°C
sind Tubulinuntereinheiten in der Lage, sich in Anwesenheit von Magnesium und GTP
zusammenzulagern. Sowohl a- als auch B-Tubulin kénnen GTP binden, wobei nur B-Tubulin
eine hydrolysierbare Bindungsstelle besitzt. Fiir die Anlagerung an einen Tubulinzylinder
muss zundchst GTP an die B-Tubulin-Untereinheit des Heterodimers gebunden sein und wird
nach Anlagerung an den Strang zu GDP hydrolysiert. Die GDP-B-Tubulin-Untereinheiten des
Tubulinzylinders sind zumeist durch mindestens eine oder mehrere GTP-B-Tubulin-

Untereinheiten, ein sogenanntes ,,cap®, vor dem Abbau geschiitzt (Wade 2009).

Abbildung 1.1 Aufbau der Mikrotubuli

a- und B-Tubulin-Dimere (A), lagern sich in

>
o]

wechselnder Folge zu Protofilamenten
zusammen (B). 13 Protofilamente bilden einen
Mikrotubulus-Zylinder, mit einem aulleren
Durchmesser von 25nm und einem inneren
Durchmesser von 12nm (C). Am (-)-Ende liegen
a-Tubulin-Untereinheiten, am (+)-Ende B-

Tubulin-Untereinheiten frei zum Zytoplasma

0 0 0 0 6 0

(D).Adaptiert nach Risinger et al. (Risinger et al.
2009)

Die fiir die Funktion ausschlaggebende Dynamik der Mikrotubuli basiert auf zwei
Hauptmechanismen, die sowohl in vitro in isoliertem Tubulin als auch in vivo auftreten - der
»dynamic instability* und dem ,,treadmilling®.

Die ,,dynamic Instability* (zu deutsch dynamische Instabilitit) umschreibt sowohl die
Wachstums— und Schrumpfungsrate als auch den Wechsel von Wachstumsprozess zu
Schrumpfung (,,catastrophe, zu deutsch Katastrophe) bzw. von Schrumpfung zu Wachstum
(,,rescue®, zu deutsch Rettung) an einem Ende des Mikrotubulus.

Das ,treadmilling” (von treadmill, zu deutsch: Laufband), bezeichnet das gleichzeitige
wachsen und schrumpfen an beiden Enden des Stranges bei gleichzeitiger Stabilitdt der

Polymermasse (Jordan und Wilson 2004).
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1.2.2 Spindelgifte

Abbildung 1.2 Tubulin-Dynamik.

(A) Zeigt die verschiedenen Elemente
der dynamischen Instabilitat an einem
Mikrotubulusende: (1) Wachstumsphase,
(2) Katastrophe — Wechsel von
Wachstum zu Schrumpfung, (3)
Schrumpfung, (4) Rettung — Wechsel von
Schrumpfung zu Wachstum.

(B) Zeigt das Laufbandverhalten:
Wachstum am (+)-Ende bei gleichzeitiger
Schrumpfung am (-)-Ende.

Adaptiert nach Jordan et al. (Jordan und
Wilson 2004).

Vereinfacht werden antimikrotubulére Zytostatika nach ihrer Wirkung auf Tubulinpolymere

in stabilisierende und destabilisierende Substanzen eingeteilt. Diese Klassifizierung entspricht

einer Beschreibung der Wirkung auf Tubulin in sehr hohen Substanzkonzentrationen und geht

mit einer Anderung der Polymermasse einher. Die klinischen Effekte der Substanzen beruhen

jedoch viel eher auf einer einheitlichen Verlangsamung und damit Stabilisierung der

Mikrotubuli-Dynamik, die in 10-100fach geringeren Konzentrationen erreicht wird (Jordan

und Wilson 2004). Widhrend die Einteilung in stabilisierende und destabilisierende

Spindelgifte die klinische Wirkung nicht exakt widerspiegelt, erlaubt sie eine Zuordnung der

molekularen Konsequenzen der Interaktion zu drei unterschiedlichen Hauptstellen am

Tubulinzylinder: der Taxan-, der Colchicin- und der Vinca-Bindungsstelle (Downing 2000).
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Abbildung 1.3 Die Hauptbindungsstellen am Tubulinheterodimer. (V) Vinca-Bindungsstelle auf der
AuRenseite der -Untereinheit am (+)-Ende.

(T) Taxan-Bindungsstelle auf der Innenseite der B-Tubulin-Untereinheit. (C) Colchicin-Bindungsstelle auf der 3-
Tubulin-Untereinheit zwischen a- und B-Tubulin.

(E), (N) Nucleotidbindungsstellen. (E) austauschbar. (N) nicht austauschbar.

Adaptiert nach Downing (Downing 2000)

Die Taxanbindungsstelle liegt auf der Innenseite des Mikrotubulus an den B-Tubulin-
Untereinheiten (Nogales et al. 1995) und ist Ziel fiir die klinisch hdufig verwendeten Taxane
wie Paclitaxel und Docetaxel sowie flir Epothilone, die auch Aktivitit gegen Taxan-resistente
Tumoren zeigen (Crown et al. 2004, Yardley 2008). In hohen Konzentrationen fiithrt die
Bindung von Paclitaxel, das sich in einem Verhéltnis von 1:1 an die Heterodimere lagern
kann, zur Steigerung der Polymerisation von Tubulin, wihrend bereits wenige Paclitaxel-
Molekiile geniigen, um die Mikrotubuli-Dynamik {iber eine Verdnderung der
Mikrotubuluskonformation zu stabilisieren (Derry et al. 1995).

Die Colchicin-Bindungsstelle liegt auf der Innenseite der Mikrotubuli an der Kontaktstelle
zwischen a- und B-Tubulin-Untereinheiten auf der Seite des B-Tubulins. Die Bindung von
Liganden an diese inhibiert in niedrigen Konzentrationen die Polymerisation von Tubulin-
Heterodimeren; in hohen Konzentrationen vermittelt sie die Depolymerisation bereits
vorhandener Mikrotubuli (Downing 2000). Zur Gruppe der Liganden fiir die Colchicin-
Bindungsstelle zéhlen neben der namensgebenden Substanz Colchicin u. a. die
Combretastatine, welche durch zusétzliche anti-angiogene Effekte klinisch vielversprechende
Zytostatika darstellen (Mooney et al. 2009). Weiterhin binden hier zahlreiche
niedermolekulare Verbindungen mit einem Molekulargewicht von weniger als 900 Dalton.
Von diesensogenannten small molecules (zu deutsch: kleine Molekiile) zeigen zahlreiche
chemisch Indol-Motive, wie in der Ubersichtsarbeit von Brancale und Silvestri beschrieben
(Brancale und Silvestri 2007).

Die Bindung von Liganden an die Vinca-Bindungsstelle, gelegen auf der Aul3enseite des (+)-
Endes der B-Tubulin-Untereinheit, vermittelt in hohen Konzentrationen die Zerstdrung
bestehender Mikrotubuli. Die Protofilamente werden hierbei nicht aufgeldst, sondern lagern

sich in der Folge spiralig zusammen und aggregieren zu Parakristallen (Erickson 1975).

5
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Klinische Effekte durch niedrige Konzentrationen von Vinca-Alkaloiden, Dolastatinen und
Hemiasterlinen (Hamel 1992, Loganzo et al. 2003) werden {iber eine Stabilisierung der
Mikrotubuli-Dynamik vermittelt (Downing 2000).

1.2.3 Mechanismus der antiproliferativen Wirkung von Spindelgiften

Rusan et al. konnten zeigen, dass die Mikrotubuli-Dynamik wihrend der Mitose im Vergleich
zur Interphase um ein Vielfaches zunimmt, was die speziellen Effekt anti-mikrotubulérer
Substanzen auf proliferierende Zellen erklirt (Rusan et al. 2001).

In sich teilenden Zellen wird die Mitose durch Aktivierung der Cyclin-Dependent-Kinase 1
(CDK1) durch Cyclin B eingeldutet und erst durch Absinken des Cyclin-B-Spiegels unter eine
bestimmte Grenze wieder verlassen (Matson und Stukenberg 2011). Wihrend der Metaphase
kontrolliert der Spindle Assembly-Checkpoint (SAC) die Dauer der Mitose (Musacchio und
Salmon 2007): das SAC-Signal ist aktiv, solange nicht alle Kinetochore der
Schwesterchromosomen mit den (+)-Enden der Mikrotubuli des Spindelapparats verbunden
sind. Der aktive SAC fiihrt {iber den Mitotic Checkpoint Complex (MCC), bestehend aus
Mad2, BUBR1/Mad3, BUB3 und CDC20 zur Inhibition der als Anaphase Promoting
Complex bzw. Cyclosome (APC/C) bezeichneten Ubiquitin-Ligase, die den Abbau von
Cyclin B und CDKI1 und damit das Verlassen der Mitose fordert. Sind alle Kinetochore
beidseitig zu den Zellpolen orientiert mit Mikrotubuli verbunden, endet das SAC-Signal und
die Zelle tritt nach Abbau von Cyclin B in die Anaphase iiber. Erfolgt keine korrekte
Anbindung der Mikrotubuli, beispielsweise infolge der Beeinflussung der Mikrotubuli-
Dynamik durch Spindelgifte, wird die Mitose durch den SAC verldngert — die Zelle befindet
sich im sogenannten mitotic arrest (zu deutsch: Mitose-Arrest), der Anteil von Zellen in der
Prometaphase steigt. Die zellulire Antwort auf eine verldngerte Mitosezeit kann zwischen
verschiedenen Gewebetypen und innerhalb verschiedener Zelllinien erheblich variieren
(Gascoigne und Taylor 2008).
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Abbildung 1.4 Die Varianz der zellularen Antwort zwischen verschiedenen Zelllinien und innerhalb
einer Linie. Behandlung dreier verschiedener Kolonkarzinom-Zelllinien (DLD-1; HCT116; RKO) mit
Paclitaxel (Taxol) und Dokumentation der Zellreaktion zu verschiedenen Zeitpunkten durch Live-
Aufnahmen bei GFP-Histon-H2b-Transfektion. Wahrend nahezu alle RKO-Zellen in der Mitose
untergehen, setzen HCT-116-Zellen den Zellzyklus zumeist ohne Teilung fort (Exit), nur ein Teil geht
in der folgenden Interphase unter, wenige Zellen gehen bereits in der Mitose unter.

Adaptiert nach Gascoigne et al. (Gascoigne und Taylor 2008)

Die zelluldre Antwort wird von Weaver et al. in 5 Typen eingeteilt: Die Zelle kann 1.) in der
Mitose gehalten werden, bis die Substanz als Ursache entfdllt und im Anschluss die normale
Teilung fortsetzen. Unter weiterem Einfluss der antimitotischen Substanz kann die Zelle 2.)
aus dem Mitose-Arrest ohne Zytokinese in die G;-Phase {ibergehen - ein Phidnomen, das als
»slippage® bezeichnet wird. Aus dieser Phase des Zellzyklus kann sie 3.) in einen neuen
Zellteilungszyklus iibertreten - dieses Phdnomen fiihrt zu Poly- oder Aneuploidie; 4.) in den
Status der Seneszenz, also in einen Gy-Zustand libergehen oder 5.) die Apoptose auslosen
(Weaver und Cleveland 2005). In Experimenten von Matson und Stukenberg entfiel mit 6%
nur ein kleiner Anteil der mit Nocodazol behandelten HeLa-Zellen auf den 5. Reaktionstyp
(Matson und Stukenberg 2011). Verschiedene Arbeiten beschreiben die Entscheidung iiber
das Zellschicksal als ein konkurrierendes System zwischen fallenden Spiegeln des Proteins
Cyclin B, das die Zelle in der Mitose verankert und dem Abbau anti-apoptotischer Proteine
wie Mcl-1, das zur BCL-2-Proteinfamilie gehort (Gascoigne und Taylor 2009, Matson und
Stukenberg 2011). Nach Mollinedo und Gajate erfolgt die Induktion des intrinsischen
apoptotischen Signalweges tliber die Phosphorylierung und den anschlieBenden Abbau des
antiapoptotischen BCL-2-Proteins und die daraus resultierenden erhohten Spiegel freier pro-

apoptotischer Proteine wie Bax (Mollinedo und Gajate 2003). Durch Ansammlung dieser in
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der duBeren Mitochondrienmembran kommt es zum Efflux von Cytochrom C, dass iiber
Caspase-9 die Effektor-Caspasen 3,6 und 7 aktiviert und die Apoptose auslost.

Die zur Apoptose filhrenden Mechanismen auflerhalb der Mitose wurden zumeist an
Paclitaxel als Referenzsubstanz fiir klinisch verwendete Spindelgifte studiert: ein moglicher
Mechanismus zur Induktion der Apoptose nach Ubertritt in die G1-Phase fiihrt iiber das
Uberwiegen proapoptotischer gegeniiber antiapoptotischen Signalen infolge ihrer
Akkumulation in der Mitose (Mollinedo und Gajate 2003). Die Induktion der Apoptose durch
Spindelgifte ist im Gegensatz zu den Effekten DNS-schidigender Zytostatika nicht p53-
abhéngig. Paradoxerweise sensitiviert der Verlust der regulér proapoptotischen p53-Funktion
Krebszellen flir die Wirkung von Paclitaxel (Debernardis et al. 1997), Wahl et al. 1996). Eine
mogliche Ursache fiir dieses Phdnomen ist der Ausfall der inhibitorischen Wirkung des
Proteins p21“A"“™ (auch Cyclin-dependent-Kinase-Inhibitor 1A) auf Cyclin-abhingige
Kinasen (CDK) und somit auf den Fortschritt der Zellen im Zellzyklus. Der im
Apoptosesignalweg abwirts von p53 liegende CDK-Inhibitor verhindert die Ausldsung der
Apoptose durch Arrest der Zelle in der G1-Phase und durch die Inhibition der Paclitaxel-
vermittelten Aktivierung des Proteins p34°*, welches die Zellen in der G2/M-Phase arretiert
(Yu et al. 1998). Die hohere Sensitivitit gegeniiber stabilisierenden Spindelgiften wie
Paclitaxel, jedoch geringerem Ansprechen auf destabilisierende Substanzen wie Vinca-
Alkaloide infolge von p53-Mutationen geht auch mit dem Ausfall der negativ regulatorischen
Funktion von p53 auf das stabilisierende Mikrotubli-assoziierte-Protein 4 (MAP4) einher
(Zhang et al. 1998).

Als Zeichen der Apoptose finden sich unter anderem Zellabrundung, DNS-Kondensation und
die Translokation von Phosphatidylserin auf die dulere Zellmembran als
Phagozytoseliganden (Taylor et al. 2008).

1.2.4 Resistenzen gegen Spindelgifte

Ahnlich heterogen wie die zellulire Antwort auf die Behandlung mit antimikrotubuliren
Substanzen 1ist die Sensitivitit unterschiedlicher Tumorgewebe fiir Therapien mit
Mitosehemmstoffen: Resistenzen gegen Spindelgifte werden unabhidngig von der
Pharmakokinetik der Substanzen nach Dumontet und Sikic in 4 mogliche
resistenzvermittelnde Mechanismen eingeteilt (Abbildung 1.5): 1.) die Senkung der
intrazelluldren Konzentration toxischer Substanzen durch aktiven Auswiértstransport, 2.) der
verstérkte intrazelluldre Metabolismus bzw. die Beeinflussung der intrazelluldren Verteilung,
3.) die Verdnderung der Substanz-Substrat-Interaktion sowie 4.) die Inaktivierung
apoptotischer Signalwege (Dumontet und Sikic 1999).
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Abbildung 1.5. Einteilung verschiedener Resistenzmechanismen auf zellularer Ebene.

(1) Auswartstransport tiber Effluxpumpen fiihrt zu niedrigeren Wirkstoffspiegeln. (2) Intrazellularer
Metabolismus bzw. veranderte intrazellulare Verteilung fihrt zu einem niedrigeren Anteil freier
Substanz. (3) Schwachung der Substanz-Mikrotubuli-Interaktion durch Mutation/ alternative
Mikrotubuli-Dynamik/ Veranderung der Mikrotubuli-Isoform-Zusammensetzung. (4) Inhibition
apoptotischer Signalkaskaden durch Uberexpression anti-apoptotischer Proteine / Supprimierung
pro-apoptotischer Faktoren.

Adaptiert nach Dumontet et al. (Dumontet und Sikic 1999)

Auch wenn die hohere Expression von ABC-Transportern wie P-Glycoprotein auf der
Zellmembran mit einer schlechteren Ansprechrate in Primértumoren vergesellschaftet ist,
haben bisherige Ansdtze den Auswaértstransport zu inhibieren keine klinischen Erfolge
erbringen konnen (Lage 2008). Substanzen, die Substrate fir ABC-Transporter wie P-
Glycoprotein darstellen, werden nicht nur an der Blut-Tumor-Grenze, sondern auch an der
Blut-Hirn-Schranke aktiv auswirts transportiert und erreichen somit nur niedrige
Konzentrationsspiegel im ZNS (Agarwal et al. 2011).

Der zweite mogliche Mechanismus der Resistenzvermittlung iiber einen erhohten
Metabolismus oder besondere Umverteilung des Zytostatikums innerhalb der Zelle hat
bislang kein klinisches Korrelat gefunden.

Von grofler Bedeutung hingegen ist die Verdnderung der Interaktion der Spindelgifte mit den
Mikrotubuli. Sowohl Verdanderungen Tubulin-assoziierter Proteine wie MAP2, MAP4, MAP6
oder Survivin in ihrer intrazelluldren Konzentration, post-translationalen Modifikation und
Funktion als auch die Verdnderung der Tubulin-Isoformen fiihren zu erhdhten Resistenzraten
in Tumoren (Cheung et al. 2009, Don et al. 2004).

Auch die Verdnderung der Tubulin-Zusammensetzung verdndert die Interaktion der
Spindelgifte mit den Mikrotubuli. Die mindestens 13 unterschiedlichen Tubulin-Isoformen
(6x a- und 7x B-Tubulin) kommen in spezifischer Verteilung in unterschiedlichen natiirlichen
Geweben vor (Verdier-Pinard et al. 2003; Tabelle 9.2 im Anhang).
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Insbesondere die physiologisch in Testes und neuronalen Geweben vorkommende Isoform
BIII-Tubulin wird mit Resistenzen in Lungen-, Ovarial-, Brust- und Magenkarzinomen in
Verbindung gebracht (Séve und Dumontet 2008). Wihrend die Resistenzen in Paclitaxel-
resistenten bzw. -abhingigen Zelllinien mit einer Erhéhung des BIII-Tubulin-Anteils und
einer erhohten Tubulin-Dynamik einhergehen (Gongalves et al. 2001), fanden sich in
Zelllinien mit Resistenzen gegen Vinca-Alkaloide erniedrigte BIII-Tubulin-Spiegel und ein
hoherer Anteil stabilisierter Mikrotubuli (Kavallaris et al. 2001). Die Sensitivierung
gegeniiber Mikrotubuli-unabhéngigen Zellgiften durch eine siRNA-vermittelteAusschaltung
von BIII-Tubulin ldsst auf einen zusdtzlichen, Mikrotubuli-unabhéngigen anti-apoptotischen
Effekt schlieBen (Kavallaris 2010, Gan et al. 2010). Verdnderte Bindungseigenschaften und
Resistenzbildungen gegeniiber Spindelgiften infolge von Tubulin-Mutationen wurden
ebenfalls beobachtet (Natarajan und Senapati 2012).

Die Vermittlung von Resistenzen findet gehduft auf Ebene der Apoptosekaskade statt, so z. B.
in himatologischen Malignomen durch Uberexpression der anti-apoptotischer BCL-2-
Proteine (Zivny et al. 2010). Survivin, das zur Familie der Inhibitor of Apoptosis (IAP)-
Proteine gehort, ist mit wenigen Ausnahmen nicht in terminal differenzierten physiologischen
Geweben detektierbar, wird jedoch in einer Reihe von Neoplasien exprimiert. Anders als
andere IAPs inhibiert Survivin vor allem die mitochondriale und damit von Spindelgiften
starker ausgeldste Apoptosekaskade iiber eine Inhibition der Caspase-9 (Altieri 2003). Neben
seiner antiapoptotischen Wirkung hat Survivin weitere Funktionen als Tubulin-Stabilisator in
Zellteilung und -wachstum und vermittelt iiber diesen Effekt zusétzliche Resistenz gegeniiber

antimikrotubuldren Therapien (Cheung et al. 2009).

1.2.5 Nebenwirkungen von Therapien mit Spindelgiften

Neben den vielfiltigen Resistenzmechanismen gegen antimikrotubulidre Zytostatika stellen
ausgeprigte Nebenwirkungen und toxische Effekte nach wie vor ein groBes Hindernis in der
Entwicklung neuer Substanzen dar. Neben Platinderivaten, Bortezomib, Thalidomid und
Epothilonen gehoren Vinca-Alkaloide und Taxan-Derivate zu den héufigsten Ursachen
chemotherapie-induzierter Neuropathien (CIPN). Diese duflern sich klinisch zumeist
sensorisch mit initial hédufiger auftretenden Negativ-Symptomen wie Hypaesthesien,
vermindertem Vibrationsempfinden und reduzierten Muskeleigenreflexen und héufig spéter
auftretenden Positiv-Symptomen wie Paraesthesien, Dysaesthesien oder Allodynien (Grisold
et al. 2012). Die preferentielle Schadigung neuronaler Gewebe kann teilweise durch deren
hohen Tubulin-Anteil erklért werden (Carlson und Ocean 2011). Eswird zwischen der
Schadigung von Axonen (Axonopathie), Ganglienzellen (Ganglionopathie) und
Nervenscheiden (Myelinopathie) unterschieden. Bei bestehender Kontroverse iiber den
dominierenden Schidigungsmechanismus wird heute eine initial zentripetal aufsteigende
Axondegeneration im Sinne einer ,,umgekehrten® Wallerschen Degeneration auf dem Boden
gestorter axonaler Transportprozesse mit konsekutiver Schadigung der Schwann- und

Ganglienzellen vermutet (Argyriou et al. 2008). Die hauptsidchliche Schiadigung sensibler
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Neurone im Sinne einer Ganglionopathie wird als Folge der leichteren Zuginglichkeit fiir
Zellgifte durch die fenestrierte Blut-Nerven-Schranke dorsaler Ganglien interpretiert.
Motorische Ausfille in Form von Muskelschwéche, Stérungen der Feinmotorik und
Stimmbandparalyse sind seltener; autonome Symptome wie Obstipation, Muskelspasmen und
Harnretention treten ebenfalls seltener als sensorische Ausfélle und eher infolge der Therapie
mit Vinca-Alkaloiden auf (Carlson und Ocean 2011).

Zur Charakterisierung Chemotherapeutika-induzierter Schmerzen stehen heute an der
Lebensqualitdt des Patienten orientierte Fragebogen wie die CIPN20 der EORTC (European
Organization for Research and Treatment of Cancer) zur Verfligung. Dieser erfasst in
insgesamt 20 Punkten in den Subkategorien sensorische, motorische und autonome Zeichen in
4-stufigen Likert-Skalen die subjektiven Symptome und Einschrinkungen des Patienten
(Postma et al. 2005).

Weitere hiufig beobachtete Nebenwirkungen zytostatischer Therapien mit antimikrotubulédren
Substanzen umfassen Schwindel, Neutropenie, Thrombozytopenie oder Andmie infolge
myelotoxischer Effekte, Hypersensitivititsreaktionen wie Dyspnoe, Tachykardie oder Flush,
Arthralgien und Myalgien (McGuire und William 1989).

Den in der konventionellen Chemotherapie verwendeten Substanzen ist gemein, dass sie
aufgrund fehlender Selektivitit neben Krebszellen auch korpereigene, physiologische
Zellreihen in Threm Wachstum behindern. In der Entwicklung von Chemotherapeutika riicken
demnach neben Potenz und Wirksamkeit vor allem die Spezifitdt fiir Tumorzellen und die

Verringerung von Nebenwirkungen in den Fokus.

1.3 Indole in naturlichen und synthetischen Verbindungen

Indolmotive finden sich in zahlreichen natiirlichen, auch im menschlichen Organismus
vorkommenden, chemischen Strukturen und sind u. a. Teil der essentiellen Aminsosdure
Tryptophan oder des Neurotransmitters Serotonin. Auch in aus Pflanzen isolierten
Verbindungen, die seit langem therapeutisch Verwendung finden, lassen sich Indolmotive
nachweisen, wie beispielsweise im Mutterkornalkaloid Ergotamin, das iiber die Bindung an
Serotinrezeptoren vasokonstriktorisch wirkt und bei akuter Migrine eingesetzt wird
(Silberstein und McCrory 2003). Auch in komplexen Verbindungen wie beispielsweise dem
Extrakt des Catarhantus-Gewéchses Vincristin, das klinisch als Spindelgift in der Therapie
von Malignomen verwendet wird, findet sich ein Indolmotiv. Diesen Substanzen ist gemein,
dass sie eine hohe biologische Wirksamkeit besitzen. Als eine mogliche Erkldrung fiir die
hohe biologische Potenz von Indolen diskutieren Ryan und Drennan die Tatsache, dass es sich
bei diesen Substanzen um Sekundidrmetabolite handelt (Ryan und Drennan 2009).
Sekundéirmetabolite spielen weder in anabolen noch in katabolen Prozessen eine Rolle und
ermoglichen Austin et al. zufolge die evolutiondre Entwicklung in Tier- und Pflanzenspezies
beispielsweise iiber die Féhigkeit Nischen zu besetzen (Austin et al. 2008). Anders als
Primdrmetabolite kommen diese nicht ubiquitdr in der Natur vor sondern sind auf einzelne

Spezies beschrinkt. Die Sammlung und Nutzbarmachung natiirlich vorkommender
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Ressourcen beispielsweise als Heilmittel ist ein wesentliches Element der Medizin. Mit
wachsenden technischen Mdglichkeiten lassen sich zunehmend mehr natiirlich vorkommende
Motive in synthetische Strukturen, beispielsweise in Form niedermolekularer Strukturen
integrieren. Bis-Indole wie Staurosporin, das aus einem Streptomyces-Stamm isoliert wurde
(Tamaoki et al. 1986), sind hochpotente, wenn auch nicht selektive, Kinase-Inhibitoren.
Enzaustaurin (LY317615), ein Bisindolylmaleimid, zeigte potente inhibitorische Wirkung auf
die Protein-Kinase C, AKT und GSK3p und wurde in verschiedenen klinischen Studien mit
wechselndem Erfolg eingesetzt (Herbst et al. 2007, Eli Lilly and Company 2006-2013).
Coghlan et al entdeckten Maleimid-Derivate als hochselektive Inhibitoren des Enzyms
Glykogen-Synthase-Kinase 3 in seinen Isoformen o und B (Coghlan et al. 2000). Die
potenteste Verindung, das Arylindolmaleimid SB216763, eine Fusion aus biologisch
hochaktivem Indolmotiv und GSK3p-selektiver Maleimid-Struktur, inhibierte das Enzym mit
einem ICso von 34nM. Auf Basis der Leitstruktur SB216763 wurde in der Studie von
Schmole et al. (Schmdle et al. 2010) eine Reihe weiterer Derivate erstellt, von denen neben
Substanzen, die unerwarterweise den B-Cateninspiegel senkten, nur die Substanz IM-12 mit
SB216763 vergleichbare GSK3p-inhibitorische Effekte in neuralen Progenitorzellen zeigte.
Beide Substanzen inhibierten das Wachstum der Progenitorzellen in einer Konzentration von
3uM signifikant wéhrend sie in hoheren Dosen toxisch wirkten. Die hohe Bandbreite
biologischer Wirkungen von Substanzen mit Indolmotiv zeigt weiterhin die Ubersichtsarbeit
von Brancale und Silvestri, in der eine Vielzahl niedermolekularer Verbindungen mit
Indolkernen als Tubulininhibitoren mit nanomolaren ICsyp-Spektren in verschiedenen
Krebszelllinien beschrieben werden (Brancale und Silvestri 2007). Die aufgefiihrten Studien
belegen die hohe biologische Diversitit und Potenz natiirlicher und synthetischer Strukturen

mit Indolmotiven.
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Abbildung 1.6 Indolmotive in verschiedenen natiirlichen und synthetischen Strukturen. Der
Indol-Anteil fett. Chemische Strukturen nach Recherche PubChem (National Center for Biotechnology
Information).

1.4 Gezielte Krebstherapien

Vor dem Hintergrund der Vorstellung der Karzinogenese als Evolution von Krebszellen aus
einem physiologischen Zellverband auf dem Boden einer Uber- oder Unteraktivierung von
genetischen Informationen entstand der Therapieansatz sogenannter ,, Targeted Therapies®. Da
in Tumorzellen das Gleichgewicht zwischen verschiedenen Signalkaskaden im Vergleich zu
physiologischen Zellen hochgradig verschoben ist und der Erhalt des Tumorgewebes starker
von der Aktivitit einzelner Bestandteile dieser Netzwerke abhingt, wirkt eine gezielte
Blockierung einzelner Proteine selektiv auf Krebszellen (Weinstein 2002).

Benson et al. (Benson et al. 2006) teilen die gezielten Therapien in 4 Katergorien ein: im
ersten Ansatz werden onkogene Signalwege, die fiir den Erhalt der Tumorzellen zwingend
erforderlich sind, direkt unterbrochen. Ein Beispiel ist die Inhibition der permanent aktiven
Tyrosinkinase, die als Produkt des Fusionsgens BCR/ABL entsteht, durch den inhibitorischen
Antikorper Imatinib in der Behandlung der chronisch myeloischen Leukimie (CML)
(Sawyers 1999). Die zweite Kategorie fokussiert Mutationen, die nur in Kombination zur
Auspriigung eines Tumorphénotyps fiihren: so wirkt beispielsweise die Uberaktivierung von
MYC in der Lymphomgenese nicht nur proliferationsférdernd, sondern auch proapoptisch.
Ohne die Ko-Aktivierung des anti-apoptotischen Phosphoinositol-3-Kinase(PI3K)-
Signalwegs fiihrt diese zum Untergang der Zellen. Dieser Ansatz birgt zukiinftig
therapeutische Optionen (Sander et al. 2012). Als dritte Kategorie bezeichnen Benson et al.
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therapeutische Ziele in Abhdngigkeit der Gewebezugehdrigkeit der Tumorzellen: so bindet
der gegen CD20 gerichtete Antikérper Rituximab spezifisch an B-Zellen und fiihrt zur
Induktion der Apoptose und zur komplement- und zellvermittelten Zytotoxizitdt in malignen
Non-Hodgkin-Lymphomen der B-Zell-Reihe, jedoch ebenfalls in physiologischen B-Zellen.
Rituximab wird klinisch als Ergidnzung zu konventionellen Chemotherapieregimen eingesetzt
(McLaughlin et al. 1998). Die vierte Kategorie fokussiert das Tumormilieu, im Speziellen die
Vaskularisation des Tumorgewebes, dadie Induktion tumoreigener Gefdlle fiir das Wachstum
solider Tumoren einen vulnerablen Eckpfeiler darstellt (Kerbel und Folkman 2002). Die Neo-
Vaskularisation kann direkt durch Angiogenese-Inhibitoren wie Endostatin (O'Reilly et al.
1997) oder indirekt durch Bindung und Inhibition der Funktion angiogener Proteine wie
VEGF durch Antikorper wie Bevacizumab (Ferrara et al. 2004) unterbrochen werden. Zur
gezielten Antagonisierung der oben genannten Ziele kommen insbesondere monoklonale
Antikorper und niedermolekulare Substanzen mit einem Molekulargewicht von weniger als
800 Dalton (sogenannte small molecules) zum Einsatz (Imai und Takaoka 2006).
Niedermolekulare Substanzen wirken héaufig als ATP-kompetetive Inhibitoren von
Tyrosinkinasen, wie die Substanz Imatinib als Inhibitor der Tyrosinkinase BCR/ABL in der
Therapie der CML (O’Dwyer et al. 2003). Wihrend monoklonale Antikdrper eine hohe
Selektivitdt aufweisen, sind sie anders als niedermolekulare Substanzen aufgrund ihres relativ
hohen Molekulargewichts ( ca. 150 kDa) zumeist nicht in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu

passieren und zumeist nicht fiir orale Darreichungsformen geeignet (Imai und Takaoka 2006).

1.5 GSK3p als Ziel in der Chemotherapie

Die Glykogensynthase-Kinase-3 (GSK3) wurde erstmals 1980 als Insulin-gesteuerter
Inhibitor der Glykogen-Synthase beschrieben (Embi et al. 1980). Das Enzym kommt in
Séugetierzellen ubiquitér in seinen Isoformen GSK3a und GSK3f vor, von denen die GSK3f3-
Isoform deutlich intensiver untersucht wurde und die im Folgenden, sofern nicht anders
genannt, betrachtet werden soll (Plyte et al. 1992). GSK3f wirkt {iber die Phosphorylierung
seiner Zielproteine zumeist als Repressor durch Initiierung des Ubiquitinationsprozesses oder
durch Veridnderung der Bindungsaktivititen der Zielstrukturen (Grimes und Jope 2001). Die
Vielzahl der Zielproteine, die neben Struktur- und Signalproteinen wie Mikrotubuli (Zhou
2005) auch Transkriptionsfaktoren wie B-Catenin, NFAT, AP-1, myc oder c-Jun umfasst,
erklart die zentrale Rolle dieses Enzyms sowohl im Rahmen des Zellstoffwechsels als auch in
der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen (Grimes und Jope 2001). Da eine umfassende
Darstellung {iiber den Rahmen dieser Arbeit hinausginge, wird auf vorliegende
Ubersichtsarbeiten verwiesen (Grimes und Jope 2001, Frame et al. 2001, Doble und
Woodgett 2003) und im Folgenden die Rolle von GSK3p in der Onkogenese néher betrachtet.
Der Aktivititsgrad der konstitutiv aktiven Kinase wird iiber die Phosphorylierung an
verschiedenen Aminosduren vermittelt: die Phosphorylierung an Serin9-Residuen,
beispielsweise insulinvermittelt im Rahmen des Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalwegs
durch Proteinkinase B (Akt) wirkt inhibitorisch (Cross et al. 1995). Die Phosphorylierung an
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Tyrosin216-Residuen, beispielsweise im Rahmen neurodegenerativer Prozesse, wirkt
stimulatorisch (Dajani et al. 2001, Bhat et al. 2000). Im Rahmen des kanonischen Wnt-
Signalwegs fiihrt die Bindung von Wnt-Liganden {iber die Rekrutierung von Axin und GSK3
an die Zellmembran zur rdumlichen Trennung der Kinase und ihres Ziels und somit zur
Inhibition der GSK3-vermittelten Phosphorylierung von [-catenin. Das Signalprotein
akkumuliert infolge fehlender Ubiquitin-Degradation und kann nach Translokation in den
Nukleus Ziele des Wnt-Signalwegs aktivieren (Peifer 2000, Grimes und Jope 2001).

Als negativer Regulator von B-catenin innerhalb des kanonischen Wnt-Signalwegs, dessen
Aktivierung zur Expression onkogener Proteine wie c-myc, Cyclin D, Survivin oder VEGF
(Polakis 2012) fiihrt, wére fiir GSK3f eine Rolle als Tumorsuppressor zu erwarten. Ferner
reguliert das Enyzm die Stabilitdt von Onkoproteinen wie c-myc durch Phosphorylierung
direkt (Gregory et al. 2003). Aufgrund dieser potentiell karzinogenen Nebenwirkungen wird
der Einsatz GSK3p-inhibitorischer Substanzen in der Therapie neurodegenerativer
Erkrankungen oder Diabetes nach wie vor kontrovers diskutiert (Cohen und Goedert 2004).
Die Uberaktivierung von Wnt-Zielgenen infolge einer APC-Mutation und daraus
resultierender Akkumulation von B-Catenin ist eine weithin akzeptierte Grundlage der
Tumorigenese in Kolonkarzinomen, diese ist jedoch nicht mit einer Inhibition oder Mutation
von GSK3p vergesellschaftet (Sparks et al. 1998). Gegenteilig konnten Shakoori et al. zeigen,
dass die Uberexpression der stimulierten Form von GSK3p (P-Tyr216) mit stirkerer
Proliferation und niedrigeren Apoptoserate in Kolonkarzinom-Zelllinien einhergeht (Shakoori
et al. 2005). Ferner konnte gezeigt werden, dass die genetische und pharmakologische
Inhibition von GSK3p eine Induktion der Apoptose und verminderte Proliferationsraten
bedingen. Die Uberexpression der stimulierten Form und damit die Etablierung von GSK3p
als eigenstindiger onkogener Faktor wurde in einer Reihe weiterer Tumoren, darunter
Pankreas-Karzinome, Glioblastome und Leukdmien, gezeigt (siche Tabelle 9.1 im Anhang).
Die onkogene Wirkung von GSK3p wird zumeist auf eine Deregulation durch Verschiebung
des Gleichgewichts zwischen inaktivierter (P-Ser9) und stimulierter Form (P-Tyr216)
zuriickgefithrt. Diese wirken im Zusammenspiel mit einem konstitutiv aktiven NFkB-
Signalweg auf zytosolischer (Wilson und Baldwin 2008) bzw. transkriptioneller Ebene
(Ougolkov et al. 2007, Hoeflich et al. 2000). Ferner wird die Destabiliserung Cyklin-
abhingiger Kinase-Inhibitoren (CDKI) wie p21, p27 oder p15 und die Destabilisierung von
p53 durch Promotion seines Antagonisten Mdm2 (Ghosh 2005, Miyashita et al. 2009)
diskutiert.

Wiéhrend die vorliegenden Berichte in ihrer Vielzahl fiir eine Zellkontext-spezifische
tumorfordernde Wirkung von GSK3 sprechen und damit die Inhibition dieser Kinase in den
Fokus therapeutischer Ansdtze riicken, muss die GSK3B-Inhibition als potentielle
Unterdriickung eines Tumor-Suppressors kritisch diskutiert werden:

Ma et al. beschreiben eine kanzerogene Wirkung von GSK3p in epidermalen Mauszellen, die
als Modell fiir die Entstehung von Hautkrebs etabliert sind (Ma et al. 2007). Hier weisen
promotionsgefihrdete JB6+-Zellen deutlich niedrigere GSK3B-Spiegel als nicht
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promotionsgefiahrdete JB6- -Zellen auf. Die Tumorigenese erfolgt dabei liber die EGF-/TPA
vermittelte Aktivierung von Protein-Kinase-C (PKC) bzw. des PI3K-Signalswegs, die daraus
folgende Inaktivierung von GSK3B an Serin9 und den damit entfallenden negativ
regulatorischen Einfluss von GSK3p auf den Transkriptionsfaktor Activated Protein-1 (AP-1)
(Dong 1994). In seiner weitestgehend repressorischen Funktion reduziert GSK3p weiterhin
unter anderem Mcl-1, ein anti-apoptotisches Protein der Bcl2-Proteinfamilie, das inhibitorisch
auf den mitochondrialen Apoptose-Signalweg wirkt (Cuconati 2003). Eine Resistenz gegen
pro-apoptotische Signale durch Uberexpression von Mcl-1 findet sich in einer Reihe von
Neoplasien wieder (Zhou 2001). GSK3B kann hohen Mcl-1-Spiegeln durch
Phosphorylierung und konsekutive Degradation entgegenwirken und Kkorreliert in seiner
Aktivitit invers mit den Mcl-1-Spiegeln in verschiedenen Neoplasien (Ding et al. 2007).
Ferner wurde die Uberexpression von Erb2 (epidermal growth factor receptor; auch:
HER2/neu) in Mammakarzinomen mit einer verstirkten Serin9-vermittelten Inhibition von
GSK3p und der daraus folgenden Stabilisierung hoher Mcl-1-Spiegel in Verbindung gebracht
(Henson et al. 2006, Ding et al. 2007).

Wiéhrend die aufgefiihrten Berichte auf eine tumorsuppressive Wirkung von GSK3p
hinweisen, finden sich bis dato keine Berichte iiber eine tumorférdernde Wirkung von
GSK3p-Inhibitoren in vivo. Wenn auch eher pragmatisch orientiert, so zeigt die Arbeit von
Cohen et al. eine niedrigere Gesamtinzidenz von Tumoren bei Patienten, die unter
psychiatrischen Gesichtspunkten iiber einen Zeitraum zwischen 1 und 18 Jahren mit dem
GSK3p-Inhibitor Lithiumchlorid behandelt wurden (Cohen et al. 1998). Dieser Bericht muss
kritisch betrachtet werden, da die erreichten Wirkstoffkonzentrationen mdglicherweise nicht
zu einer signifikanten Inhibition von GSK3f fiihrten und die eingeschlossenen Patienten als
multimedikamentds behandelte Kohorte nicht reprisentativ fiir die Allgemeinbevolkerung
sind. Nichtsdestoweniger kann sie als Hinweis auf das Fehlen tumorigener Effekte von
GSK3p-Inhibitoren hinweisen. Eine mdgliche Ursache konnte die fehlende Akkumulation
von B-Catenin in physiologischen und nicht transformierten Geweben darstellen (Ring et al.
2003). So fiihrt die physiologische Inhibition des Enzyms im Rahmen des Insulin-
Stoffwechsels nur zu einer Aktivitdtsminderung von ca. 50% und resultiert nicht in einer -
Catenin-Akkumulation. Hinweisend auf eine mogliche Aufrechterhaltung der
tumorsuppressiven Wirkung des Enzyms durch die Isoform GSK3a sind die unveridnderten 3-
Catenin-Level in GSK3p-defizienten Mausen (Hoeflich et al. 2000). Eine Inhibition von
GSK3p bliebe somit ohne negative Konsequenz fiir physiologische Gewebe, wiirde jedoch
selektiv abhdngige neoplastische Zellen schidigen.

Eine Reihe von Studien hat die Vermittlung einer antineoplastischen Wirkung durch GSK3f-
Inhibitoren gezeigt; ob die Verwendung dieser Substanzen in der Chemotherapie eine sichere

Option auch fiir Langzeittherapien darstellt, muss weiter untersucht werden.

16



2 Zielstellung
2 Zielstellung

In der Entwicklung neuer Therapieansitze fiir Krebserkrankungen riicken zunehmend
Individualisierung und Reduktion von Nebenwirkungen in den Vordergrund. Dazu werden in
der Chemotherapie insbesondere niedermolekulare Substanzen, sogenannte small molecules,
zur Inhibition spezifischer Signalwege oder zur Optimierung konventioneller Therapieansétze
entwickelt. Indolylmaleimide wurden als Inhibitoren der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3)
und Promotoren des Wnt-Signalwegs bereits in ihrer differenzierenden und anti-apoptotischen
Wirkung in neuralen Progenitorzellen charakterisiert (Castelo-Branco et al. 2004, Lange et al.
2011). In der Arbeit von Schmole et al fielen die Derivate der Leitsubstanz SB216763 neben
einer differenzierungsfordernden Wirkung durch eine deutliche Reduktion der
Proliferationsaktivitit neuraler Progenitorzellen auf (Schmole et al. 2010). Wihrend
SB216763 und sein Derivat IM-12 signifikant die Proliferationsaktivitét, jedoch nicht die
Zellvitalitit reduzierten, fiel das Derivat PDA66 durch eine nicht allein liber eine Inhibition
der GSK3-Aktivitit erkldrbare zytotoxische Wirkung auf. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Struktur PDA66 als Leitmotiv fiir die Substanzgruppe der Indolylmaleimide in seiner
antiproliferativen Wirkung ndher charakterisiert. Dabei sollte zundchst der zugrundeliegende
zytotoxische Mechanismus ermittelt werden und die Substanz in der Folge und vor dem
Hintergrund einer moglichen Verwendung als Chemotherapeutikum im Vergleich mit
klinisch eingesetzten Zellgiften mit verwandtem Wirkungsmechanismus in verschiedenen

Krebszelllinien untersucht werden.

Folgende Aspekte wurden in diesem Zusammenhang néher untersucht:

e Zeit- und Konzentrationsabhingigkeit der antiproliferativen und zytotoxischen
Wirkung von PDA66 in hNPZ

o differentielle Inhibition des Metabolismus in proliferierenden und differenzierten
hNPZ

e Einfluss der Behandlung mit PDA66 auf den Zellzyklus in hNPZ

e Apoptoserate in hNPZ unter Behandlung mit PDA66

e [(-catenin-Akkumulation in hNPZ nach PDA66-Behandlung im Vergleich zu
Behandlung mit SB216763 und IM-12

e Polymerisation von Mikrotubuli in Anwesenheit von PDA66, SB216763, IM-12 und
Verianderung des Zytoskeletts in hNPZ nach PDA66-Behandlung

e Ermittlung der Potenz von PDA66 {iber Bestimmung der IC50-Werte der
antiproliferativen Wirkung im Vergleich mit Paclitaxel, Vinblastin und Nocodazol in
hNPZ sowie den Krebszelllinien A549 und B16F10

o Vertraglichkeitstestung in CR CD1-Maéusen bei intraperitonealer PDA66-Applikation

e Antiproliferative Potenz weiterer PDA66-Derivate in den Krebszelllinien A549 und
SW480
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Gerite

Fiir eine genaue Aufstellung der Gerite siehe Tabelle 9.1.4 im Anhang.

3.1.2 Chemikalien

In der Routine verwandte Chemikalien wurden, wenn nicht anders aufgefiihrt, liber die
Vertreiber Calbiochem, CarlRoth, Fluka, Merck oder Sigma-Aldrich mit dem Reinheitsgrad
,»pro analysis® erworben.

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Fiir eine genaue Aufstellung der Verbrauchsmaterialien siehe Tabelle 9.1.4 im Anhang.

3.1.4 Zellkulturmedien, Puffer und Zusatze
Fiir eine genaue Aufstellung siche Tabelle 9.1.5 im Anhang.

Trypsin-Benzonase-Ldsung
25 U/ml Benzonase in Trypsin/EDTA

Trypsin-Inhibitor-Benzonase-Ldsung
1% HSA, 25U/ml Benzonase, 0.55mg/ml Trypsin-Inhibitor in DMEM/F12

RIPA-Puffer (Lysepuffer fiir die Proteinextraktion)
20 mM Tris pH 7.4

137 mM NacCl

0,1% SDS

0,1% Natriumdesoxycholat

1% Triton X-100

10% Glycerol

2 mM EDTA

1 mM EGTA

1 mM NaF

20 mM Natriumpyrophosphate

Protease- und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (Roche; Mannheim)

PBS

137 mM NaCl
2.7 mM KCl

8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO4
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3.1.5 Antikorper

Primérantikorper

anti-alpha-Tubulin; monoklonal, Maus; T9026; Sigma-Aldrich; Hamburg

ZweitantikOrper

AlexaFluor 568; goat-anti-mouse; A-11004; Invitrogen, Darmstadt

3.1.6 Reaktionskits

Name Artikel-Nummer Vertrieb Sitz
- C Pierce,
Bicinchonicinsdureassay 23225 o Rockford, USA
Thermoscientific
. Mannheim,
WST1-Kit 0501-5944-001 Roche

Deutschland
Tubulin-Polymerization
Assay

Tabelle 3.4 Reaktionskits

BK004P Cytoskeleton Denver, USA

3.1.7 Software

Durchflusszytometrie: CellQuest Pro Version 5.1, BD Bioscience

Plattenleser: Magellan Data Analysis Software, Tecan

Statistische Auswertung: Prism 5, GraphPad

Bildbearbeitung: Graphics Suite X6, CorelDraw

Strukturformeln: ChemDraw Pro 13.0 (Testversion), PerkinElmers
Datensicherung, -bearbeitung: Office 2003 (Excel, Word, PowerPoint), Microsoft
Literaturrecherche: NCBI Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter Zusatz von 5000U/ml Penicillin und
5000pg/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) zu 50ml Medium
kultiviert. Fiir die Dauerkulturen der humanen neuronalen Progenitorzellen sowie der
Krebszelllinien wurden getrennte Inkubatoren verwendet. Alle Dauerkulturen wurden
entweder mit Erreichen der Passage 30, dem Auftreten verdnderter Wachstumscharakteristika,
einer verdnderten Morphologie oder offensichtlicher Verunreinigung verworfen.

Fiir alle adhdrenten Zelllinien wurde in einem Waschschritt das alte Medium abgesaugt, die
Zellen mit warmem Waschmedium (HBSS) bedeckt, die Waschsubstanz erneut abgesaugt und
neues Kulturmedium zugegeben. Fiir Zelllinien in Suspensionskultur bedeutete ein
Waschschritt die Zentrifugation der Zellsuspension mit 415g bei Raumtemperatur fiir Smin.,
die anschlieBende Absaugung des Uberstands und Resuspension des Zellpellets in warmem
Waschmedium. Nachfolgend wurden die Zellen erneut, wie oben beschrieben, zentrifugiert

und schlieBlich in frischem Medium resuspendiert.
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Alle adhdrent wachsenden Zelllinien wurden zur Ablosung vom Boden des jeweiligen
KulturgefiBes mit einer Trypsin/EDTA-Losung behandelt. Dabei trennt der Ca”*-Chelator
EDTA die Zell-Zell-Verbindungen, wéhrend die Pankreasprotease Trypsin die Zell-Matrix-
Verbindungen trennt (Gstraunthaler 2008). Die Ablosung der adhdrenten Zellen vom
Gefallboden wurde jeweils mikroskopisch, erkennbar iiber eine Abrundung und Vereinzelung
der Zellen, kontrolliert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte im Falle der hNPC mit Trypsin-
Inhibitor/Benzonase-Losung und im Falle der Krebszelllinien mit serumhaltigem
Zellkulturmedium im doppelten Volumen der verwendeten Trypsin-Losung.

Der Arbeitsschritt ,,Ablosung der adhédrenten Zellen* beinhaltete jeweils die Absaugung des
Mediums, einen Waschschritt mit HBSS, die Abstoppung der Reaktion sowie einen
abschlieBenden Zentrifugationsschritt. Alle Zentrifugationsschritte wurden, wenn nicht anders
angefiihrt, in 15ml Zentrifugenrohrchen mit 415g bei Raumtemperatur fiir Smin.
durchgefiihrt. Nachfolgend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in
frischem Medium resuspendiert.

Alle Dauerkulturen wurden zweimal wochentlich (jeweils im 4 Tages- bzw. 3 Tagesabstand)

subkultiviert und mit frischem Medium in neue Kulturgefi@3e tiberfiihrt.

3.2.1.1 Kultur der humanen neuralen Progenitorzellen

Als Modellsystem fiir das Screening verschiedener Derivate sowie fiir die Experimente zur
Untersuchung der biologischen Effekte von PDA66 wurde die humane neurale
Progenitorzelllinie ReNcell VM der Firma ReNeuron (Guildford, UK) mit Vertrieb durch
Millipore (Schwalbach, Deutschland) verwendet. Die Zellen stammen aus dem ventralen
Mittelhirn eines 10-wdchigen humanen Fotus und wurden retroviral mit v-myc immortalisiert.
Die Progenitorzellen besitzen die Fahigkeit zur neuralen trilinearen Differenzierung in
Astrozyten, Oligodendrozyten sowie Neurone (Donato et al. 2007). In B27-Zellmedium unter
Zusatz der beiden Wachstumsfaktoren basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und Epidermal
Growth Factor (EGF), nachfolgend als Proliferationsmedium bezeichnet, wachsen die Zellen
gleichméBig mit einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von ungefdhr 16h. Zur Induktion
der Differenzierung wurden die Zellen nach vorherigem Waschritt in wachstumsfaktorfreiem
Medium weiterkultiviert.

Die adhdrent wachsenden Progenitorzellen (Laminin, Trevigen, Gaithersburg, USA) wurden
bei 5% CO, Luftanteil und 37°C auf laminiertem Untergrund kultiviert. Zur Beschichtung mit
Laminin wurden die Bodden der Kulturgefile jeweils flir eine Stunde bei 37°C mit
Lamininlésung (1:100 in kaltem DMEM/F12) bedeckt. Vor Aussaat der Zellen wurde die
Losung entfernt und ein Waschschritt mit HBSS (siehe oben) durchgefiihrt.

Die VM-Zellen wurden in T75cm?-Kulturflaschen dauerkultiviert und bei jeweils 80-85%-

iger Konfluenz passagiert..
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3.2.1.2 Kultur der A549-Zellen
Als Krebszelllinie wurde die von der American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,
VA, USA; CCL-185) erworbene Lungenkarzinomlinie A549 verwendet. Die A549-

Krebszelllinie ist ein weiterverbreitetes Modellsystem zur Untersuchung antineoplastischer

Substanzen und ist Teil des 60-Zelllinien-Screeningsystems des US National Cancer Institute
(Shoemaker 2006).

Die adhérenten Zellen wurden bei 37°C und 5% CO,-Luftanteil in T75c¢cm?-Kulturflaschen in
DMEM, versetzt mit 10% FKS und 4,5g/1 Glucose, dauerkultiviert. Bei kontinuierlichem
Wachstum mit einer Verdopplungszeit von ca. 30h erfolgte die Passagierung ab einer

Konfluenz von ca. 85-90%..

3.2.1.3 Kultur der SW480-Zellen

Die von der ATCC (Manassas, USA; CCL-228) erworbene Zelllinie SW480 entstammt einem
Adenokarzinom des Kolons und ist ein weit verbreitetes Modell fiir Untersuchungen zu
Kolon-Karzinomen.

Die adhidrent wachsenden Zellen wurden bei 37°C und 5% CO,-Luftanteil in T75cm?-
Kulturflaschen in DMEM, versetzt mit 10% FKS und 4,5g/1 Glucose dauerkultiviert. Bei
kontinuierlichem Wachstum mit einer Verdopplungszeit von ca. 35h erfolgte die Passagierung

ab einer Konfluenz von ca. 85-90% zweimal wochentlich.

3.2.1.4 Kultur der Hep G2-Zellen

Als Modell fiir einen Lebertumor wurde die Krebszelllinie Hep G2 von der ATCC (Manassas,
USA; HB-8065) erworben.

Die Krebszelllinie wurde bei 37°C und 5% CO,-Luftanteil in T75cm?-Kulturflaschen in
DMEM, versetzt mit 10% FKS und 4,5g/l Glucose dauerkultiviert. Die Zellen wuchsen
adhérent einschichtig mit der Tendenz zur Bildung mehrschichtiger Zellballen in héheren
Konfluenzgraden mit einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von ca. 40h. Die Dauerkultur
wurde mit Erreichen einer Konfluenz von ca. 70% zweimal wochentlich nach einem

Waschschritt passagiert und in definierter Zellzahl erneut ausgesit.

3.2.1.5 Kultur der Jurkat-Zellen

Die T-ALL-Zelllinie Jurkat, auch als ,JM®“ bezeichnet, wurde als Modell fiir eine
hidmatologische Krebszelllinie von der DSMZ (Braunschweig, Deutschland; ACC-282)
erworben. Die T-Zell-Rezeptor-positiven Zellen entstammen dem peripheren Blut eines
ménnlichen Spenders mit einer akuten lymphatischen Leukdmie der T-Zellen und sind in
Experimenten zur Apoptose und in der Testung antineoplastischer Substanzen ein etabliertes
Tumormodell.

Die Jurkat-Zellen wurden bei 37°C und 5% COs-Luftanteil in T75cm?-Kulturflaschen
dauerkultiviert. Die Zellen wuchsen als Suspensionskultur in RPMI 1640-Medium versetzt

mit 10%FKS und 2mM L-Glutamin mit einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von 38h.
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Die Jurkat-Zellen wurden entsprechend den Hinweisen des Vertreibers bei einer Zellzahl

zwischen 10° und 10° Zellen subkultiviert.

3.2.1.6 Kultur der MCF-7-Zellen

Die Krebszelllinie MCF-7 entstammt der Pleurafliissigkeit eines metastasierten
Adenokarzinoms der Mamma und ist ein weit verbreitetes in vitro-Modell zur
Substanztestung in Mammakarzinomen. Die Zelllinie wurde von der ATCC (Manassas, USA;
HTB-22) erworben.

Die Ostrogen-Rezeptor-positiven Zellen wurden bei 37°C und 5% CO,-Luftanteil als
adhdrente Zellen in T75cm?-Kulturflaschen dauerkultiviert. Als Kulturmedium wurde
Minimal Essential Medium Eagle (MEM) versetzt mit 10% FKS verwendet. Die Zellen
wuchsen mit einer Verdopplungszeit von ca. 30h und wurden bei einer Konfluenz von ca.
80% subkultiviert.

3.2.2 Experimente zur Zellproliferation

Alle Zellzahlbestimmungen wurden mit dem Casy Model TT® der Firma Roche (Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Berechnung erfolgte mittels der ,Electric Current
Exclusion®*“- Methode: Unter der Annahme, dass vitale Zellen mit einer intakten Membran
einen groferen Widerstand im elektrischen Feld besitzen als Zelldetritus, erfolgte nach
vorheriger Kalibrierung auf die Zellgroe in pm die Messung der Zellzahl pro ml. Weiterhin
wurde die Vitalitit als prozentualer Anteil der Zellen mit der zu erwartenden Zellgrof3e
gegeniiber allen gemessenen Zellpartikeln angegeben. Die Messung erfolgte mit 50ul
Zellsuspension (ggf. nach vorheriger Ablosung adhédrenter Zellen) in 10ml isotoner
CASYton®-Losung (Verdiinnung 1:200).

Wihrend fiir die Ausgabe einer Zellzahlmessung drei Bestimmungen durch das Zellzéhlgerét
automatisch interpoliert werden, wurden die Zellzahlen fiir jeden gemessenen Parameter aus
drei unterschiedlichen Wells bestimmt.

Die Zellzahl zur Aussaat wurde fiir alle Zelllinien so festgelegt, dass in Abhéngigkeit von
Verlusten beim Aussden, Verdopplungszeit und kontaktabhdngigem Wachstum ca. 80%
Konfluenz in den mit DMSO als Kontrollsubstanz behandelten Proben erreicht werden
konnten. Als Orientierung galten dabei die in eigenen Versuchen ermittelten und durch den

Vertreiber angegebenen Verdopplungszeiten.

Zelllinie Startzellzahl (Zellen/well) Verdopplungszeit (h)
hNPC 10000 16
SW480 20000 35
B16-F10 5000 15
A549 10000 30
Jurkat 250000 40
HepG2 30000 30

Tabelle 3.5 Verdopplungszeiten und Startzellzahlen der verwendeten Zelllinien
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Der Wechsel auf Medium mit Zusatz von Kontroll- und Testsubstanzen 24h nach Aussaat der
Zellen wurde jeweils als Oh-Zeitpunkt bezeichnet.

Alle Zelllinien wurden fiir die Versuche zur Zellproliferation in 48-well-Platten kultiviert, mit
Ausnahme der HepG2-Zellen, die in 6-well-Platten kultiviert wurden, um eine mogliche

Aggregation der Zellen zu minimieren.

3.2.2.1 Proliferationskinetiken

Fiir die Versuche zur Proliferationskinetik erfolgte die Bestimmung der Zellzahl zum Oh-
Zeitpunkt, nach 24; 48 und 72h. Das Wachstum wurde auf die Zellzahl zum Oh-Zeitpunkt
normiert und als Vielfaches dieses Wertes angegeben. Die Berechnung der Verdopplungszeit

erfolgte unter Annahme eines exponentiellen Wachstums nach der Formel

tp=1n2 / k

(tp = Verdopplungszeit; In = natiirlicher Logarithmus; k = Wachstumskonstante)

Zur Bestimmung des ICsy wurden die zum 72h-Zeitpunkt gemessenen Zellzahlen nach der
eingesetzten Konzentration aufgetrennt im Rahmen einer logarithmischen Dosis-

Wirkungskurve aufgetragen und durch das Statistikprogramm Graphpad Prism extrapoliert.

3.2.2.2 Expositionszeit

In den Versuchen zur Expositionszeit wurden die Zellen fiir 0; 3; 6; 16 oder 24h in Medium
versetzt mit 3uM PDAG66 kultiviert und nach einem Waschschritt mit PDA66-freiem Medium
bedeckt. Nach insgesamt 72h wurde die Gesamtzellzahl bestimmt.

3.2.2.3 Vergleich in verschiedenen Krebszelllinien

Um die antiproliferativen Effekte der Testsubstanzen auf verschiedene Zelllinien mit
unterschiedlichen Wachstumscharakteristika zu vergleichen, wurde die Zellzahl zum 72h-
Zeitpunkt bestimmt und auf die Zellzahl der Kontrolle (DMSO-behandelte Zellen) normiert.

3.2.3 Bestimmung der metabolischen Aktivitat mit dem WST1-Versuch

Die Bestimmung der Zellvitalitit erfolgte mit Hilfe des Cell Proliferation Reagent WST-1 der
Firma Roche (Mannheim, Deutschland), im Folgenden kurz als WST-Assay bezeichnet. In
diesem Versuchsaufbau wurde die Reduktion des Tetrazolium-Salzes WST-1 zu einem
farbigen Formazan-Salz durch mitochondriale Dehydrogenasen in lebenden Zellen mit Hilfe
eines Photometers bestimmt. Da die Reduktion der Testsubstanz nur in vitalen Zellen mit
intaktem Metabolismus erfolgt, kann der WST-Assay als Mal3 fiir die Zellvitalitit genutzt
werden. Dabei kann dieser Versuch allein nicht zwischen einer Verminderung der Spaltung
des Tetrazolium-Salzes durch eine alleinige Verminderung des Metabolismus oder durch
einen, ggf. zusdtzlichen, zytotoxischen Effekt und die daraus resultierende geringere Zellzahl
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unterscheiden. Unter Zuhilfenahme der Ergebnisse der Zellproliferationsexperimente lassen
sich jedoch rein zytostatische von zytotoxischen Effekten {iber den WST-1-Versuch trennen.

Alle Experimente zur WST-1-Reduktion erfolgten in Zellkulturplatten mit 96 wells. Dabei
wurden die Zellen jeweils so ausgesdt, dass zum Messzeitpunkt eine Konfluenz von 80-85%
in der mit DMSO behandelten Kontrolle erreicht werden konnte. Zum Messzeitpunkt wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen gewaschen und mit jeweils 100ul frischem Medium
bedeckt. Im Anschluss wurde WST-1-Losung in einem Volumen von 10ul (Verdiinnung
1:10) hinzugegeben und die Zellen 1h inkubiert. Die Messungen erfolgten bei 37°C in einem
Photometer der Firma Tecan (Tecan500, Crailsheim, Deutschland) bei einer Wellenldnge von
420nm gegen eine Referenzwellenlédnge von 600nm. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zu gewihrleisten, wurden die gemessenen Absorptionswerte gegen die DMSO-Kontrolle

normiert.

3.2.3.1 WST1-Spaltung in proliferierenden Zellen

Die hNPZ wurden in einer Konzentration von 10 000 Zellen pro well ausgesét, fiir 24h in
Proliferationsmedium belassen und anschlieend, nach einem vorherigen Waschschritt, mit
Proliferationsmedium versetzt mit Kontroll- und Testsubstanzen bedeckt. Dieser Zeitpunkt
wird im Folgenden als Zeitpunkt ,,0h* bezeichnet.

Um eine Kinetik des Metabolismus tiber die Zeit zu ermitteln, wurde die WST-1-Reduktion
nach einer Behandlungszeit von 24-, 48- und 72h bestimmt. Da der inhibitorische Effekt nach
72h am stirksten ausfiel, wurde die ICso-Bestimmung nach 72-stiindiger Behandlung mit
PDA66-Konzentrationen zwischen 100nM und 6uM durchgefiihrt.

3.2.3.2 WST1-Spaltung bei Mediumwechsel

Um eine eventuelle Abschwichung der antiproliferativen Wirkung unserer Testsubstanzen
durch einen Zerfall oder Verbrauch der Substanzen iiber die Zeit zu erkennen und
gegebenenfalls minimieren zu konnen, wurde das Zellmedium samt Test- und
Kontrollsubstanzen alle 24h nach vorherigem Waschschritt erneuert und die WST1-Reduktion
nach 72h bestimmt.

3.2.3.3 WST1-Spaltung in differenzierten Zellen

Um den Einfluss der Testsubstanzen auf proliferierende und differenzierte Zellen zu
diskriminieren, wurde die Féhigkeit der hNPZ zur schnellen Differenzierung genutzt: Zum
Zeitpunkt Oh wurde in einem Teil der Kulturen durch Entzug der Wachstumsfaktoren die
Differenzierung induziert, wéhrend die Kontrollkulturen lediglich mit frischem
Proliferationsmedium bedeckt wurden. Nach 48h wurden sowohl differenzierte als auch
proliferierende Zellen mit frischem Differenzierungs- bzw. Proliferationsmedium versetzt mit
Kontroll- und Testsubstanzen bedeckt. Der zytotoxische Effekt wurde nach 24-stiindiger

Behandlung gemessen.
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Abbildung 3.1 Behandlungsschema differenzierte hNPZ

3.2.4 Proteinbestimmungen

3.2.4.1 Proteinquantifizierung

Zur Lysierung wurden die Zellen nach einem Waschschritt fiir 15min. mit eiskaltem RIPA-
Puffer und einer darin enthaltenen Protease- und Phosphatase-Mischung (Roche, Mannheim,
Deutschland) behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4°C fiir Smin. mit 415g
zentrifugiert und der Uberstand fiir weitere Analysen verwendet. Der Proteingehalt der
Gesamtzelllysate wurde mit Hilfe des Bicinchoninsiure-Assay (BCATM, Pierce, Rockford, IL,
USA) ermittelt. Das Testprinzip beruht auf der Reduktion zweiwertiger zu einwertigen
Kupfer-lonen im Rahmen der Biuret-Reaktion mit Proteinen. Bicinchoninsdure formt mit
einwertigen Kupfer-lonen einen violetten Komplex, dessen Absorption bei 562nm gemessen
werden kann und mit steigender Proteinkonzentration linear wichst. Uber eine Eichkurve

kann die Proteinkonzentration der Probe ausgelesen werden.

3.2.4.2 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Die Bestimmung des Gesamt-B-Catenin-Gehalts in differenzierenden Progenitorzellen
erfolgte mit dem Human Total B-Catenin ELISA DuoSet IC System (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland) und wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

Im Sinne eines ,,Sandwich“-Prinzips wurden Mikrotiterplatten mit 96 wells (Nunc,
Langenselbold, Deutschland) iiber Nacht mit 100ul/well Capture Antikdrper beschichtet. In
die wells wurden 15ug Protein aus Gesamtzelllysat gegeben, so dass P-Catenin an den
immobilisierten Antikérper binden konnte. Uber mehrere Waschschritte wurden ein
biotynilierter =~ Detektionsantikorper  sowie  Streptavid-Horseradish-Peroxidase = und
schlussendlich ein Farbsubstrat hinzugegeben. Wiahrend alle ungebundenen Zellbestandteile
im Rahmen der Waschschritte ausgewaschen wurden, konnte die Menge an gebundenem [3-
Catenin als Funktion des gebundenen Detektionsantikorpers iiber eine Eichgerade gemessen
werden. Die Bestimmung der Detektionsantikdrperbindung erfolgte mit einem Photometer
(Tecan, Crailsheim, Deutschland) iiber eine Extinktionsmessung bei 405nm mit einer
Korrekturwellenldnge von 570nm.

Die hNPZ wurden so ausgesit, dass Sie 24h nach Aussaat eine Konfluenz von 75% erreichten

und fur 2h in Anwesenheit von Kontroll- und Testsubstanzen inkubiert.

3.2.5 Inmunhistochemie
Deckgldschen wurden abgeflammt, {iber Nacht mit 200ul einer Poly-Lysin-D-Losung (Sigma-
Aldrich, Hamburg) in einer Konzentration von 500pg/ml bedeckt und abschlieBend dreifach
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mit Aqua dest. gewaschen. Die Zellen wurden auf den Deckgldschen in 4-well-Platten so
ausgesit, dass sie nach 2 Tagen Proliferation eine Konfluenz von 75% erreichten.

Im Falle der hNPZ wurde zu diesem Zeitpunkt durch Entzug der Wachstumsfaktoren die
Differenzierung eingeleitet und die Zellen fiir weitere 48h in Differenzierungsmedium
belassen.

Die Zellen wurden fiir 4h mit Kontroll- und Testsubstanzen behandelt und im Anschluss mit
4% PFA in 0,1% PBS fiir 15min. bei Raumtemperatur fixiert. Im néchsten Schritt wurden die
Zellen fir 30min. mit einer Blocklosung bestehend aus 0,4% Triton-X in PBS bei
Raumtemperatur behandelt. Sowohl Erst- (Maus-Anti-a-Tubulin, 1:1000, Sigma) als auch
Zweitantikorper (goat-anti-mouse, AlexaFluor 568, 1:1000, Molecular Probes) wurden
nacheinander nach einem zwischengeschalteten Waschschritt mit PBS fiir 1h bei
Raumtemperatur auf den Zellen belassen. Zur Eindeckelung und Farbung der Zellkerne wurde
DAPI in Mounting-Medium (1,5pg/ml, Vector Labs, USA) verwendet. Die mikroskopische
Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Keyence Biozero Mikroskops (Keyence, USA).

3.2.6 Durchflusszytometrie

3.2.6.1 Zell-Zyklus-Messung mit Propidium-lodid

Die Messungen zum Zellzyklus wurden tiiber die Bestimmung der Inkorporation von
Propidium-lodid, kurz PI, in Zellen mittels Fluoreszenz-gesteuerter-Durchflusszytometrie
(Fluorescence-Activated Cell-Sorting) durchgefiihrt.

Nach vorheriger Fixierung in -20°C Ethanol, die einen aktiven Auswirtstransport des
Molekiils unterdriickt, interkaliert Propidium-Iodid mit der DNS und erreicht durch diese
Bindung hohere Fluoreszenzwerte, die im Durchflusszytometer als rote Fluoreszenz ablesbar
werden (Tas und Westerneng 1981). Da die DNS-Verteilung wéhrend der verschiedenen
Phasen des Zellzyklus unterschiedlich ist, lassen sich die verschiedenen Fluoreszenz-Maxima

als Korrelat des DNS-Gehalts unterschiedlichen Zellzyklusabschnitten der Zellen zuordnen.

3.2 Beispielhistogramm Zellzyklus-Analyse
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Im Durchflusszytometer flieBen die Zellen als Suspension durch einen Laserstrahl, der durch
die einzelnen Zellen gestreut wird. Dabei ist die Vorwirtsstreuung (Forward Scatter)
proportional zum Zelldurchmesser, wiahrend die Seitwirtsstreuung direkt proportional zur
Zellgranularitat ausfdllt. Des Weiteren ldsst sich die Fluoreszenz der Zellen auf verschiedenen
Wellenldngen bestimmen; die fiir einzelne Zellen gemessenen Werte werden als Punkte (dots)
in Histogrammen abgetragen. Das Fluoreszenzsignal ldsst sich in folgende Parameter

einteilen:

e A (area) — Impulsflache, indirektes MaB fiir die Fluoreszenz-Intensitét
e H (high) — Impulshohe, direktes MaB fiir die Fluoreszenz-Intensitét
e  W(width) — Impulsdauer, direktes MaB fiir die Flache der Fluoreszenz

Zellakkumulate, sogennannte Doubletten aus Zellen mit einfachem DNS-Gehalt, kénnen
einen doppelten oder vielfachen DNS-Gehalt vortduschen. Da die Impulsdauer in diesen
jedoch hoher als in Einzelzellen liegt, lassen sie sich iiber ein Auswahlverfahren (Gating)
nach der Impulsdauer von der Auswertung ausschlieen (Nunez 2001).

Fiir die Experimente wurden die Zellen in 6-well-Platten so ausgesit, dass zum Zeitpunkt der
Fixierung eine Konfluenz von ca. 80-85% in den DMSO-Proben erreicht wurde. Dazu wurden
die Zellen nach 24-stiindiger Anwachsphase mit Kontroll- und Testsubstanz-haltigem
Medium bedeckt und nach definierten Behandlungszeiten gewaschen, vom Boden des
KulturgefiBes gelost und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in
warmem HBS resuspendiert. Zur Fixierung und Permeabilisierung wurde die Zellsuspension
in -20°C Ethanol getropft und fiir minimal eine Stunde in diesem belassen. Um falsch hohe
Fluoreszenzmessungen durch Interkalation von PI mit RNS zu vermeiden, wurden die Zellen
nach vorheriger Zentrifugation bei 4°C (415g, 5min.) und Absaugung des Ethanols mit
Img/ml RNAse A behandelt (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland). Im Anschluss wurden
die Zellen fiir 30min. mit 50pg/ml Propidium-Iodid (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
gefarbt und sofort mit einem Durchflusszytometer der Firma BD Bioscience (FACSCalibur,
San Jose, CA, USA) gemessen. Die Messung erfolgte bei 605nmbei einem maximalen
Zellfluss von 1000 Ereignissen/s bis zu einer Mindestzellzahl von 10 000. Die Ergebnisse

wurden mit dem Programm Cell Quest Pro (BD Bioscience) ausgewertet.

3.2.6.2 Bestimmung apoptotischer Zellen mit Annexin V

Um zwischen Apoptose und Nekrose als Modus des Zelluntergangs zu unterscheiden, wurde
ein Annexin V basiertes Kit zur Detektion apoptotischer Zellen (FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit II, BD Bioscience, San Diego, USA) verwendet. Die Methode detektiert den
fluoreszierenden Antikdrper Phosphatidylserin an der duBleren Zellmembran und nutzt die
Verdnderungen der Membranpolaritit wahrend der Apoptose. Dabei wird Phosphatidylserin -
ein Phospholipid, welches sich in vitalen Zellen auf der dem Zytosol zugewandten Seite der

Zellmembran befindet - in frith-apoptotischen Zellen auf die AuBenseite der Membran
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transportiert. Fluoreszin-markiertes Annexin V bindet Ca®’-abhingig und markiert friih-
apoptische Zellen iiber eine griine Fluoreszenz (Vermes et al. 1995). Uber die parallele
Férbung mit Propidium-lodid, welches als DNS-Interkalator die Zellen rot farbt (Tas und
Westerneng 1981) und aus Zellen mit intakter Zellmembran aktiv ausgeschleust wird, lassen
sich (friih-)apoptotische von nekrotischen Zellen trennen, da die Plasmamembran als Barriere
in apoptotischen Zellen lange erhalten bleibt und eine Anfarbung mit Propidium-lodid
verhindert. Die Nekrose geht mit einem Verlust der Membranintegritét einher und lisst somit
eine Anfiarbung der Zellen mit Propidium-lodid zu. Spét-apoptotische Zellen verlieren die
Plasmamembran-Integritit und sind positiv fiir Annexin V und Propidium-lodid
(Darzynkiewicz 1997).

Fiir die Experimente wurden die Progenitorzellen in Zellkulturplatten mit 6 wells ausgesit
und nach einer 24-stiindigen Anwachsphase fiir weitere 24h mit Kontroll- und Testsubstanzen
behandelt. Zum Auswertungszeitpunkt wurde das Medium gemeinsam mit der Suspension
abgeloster adhédrenter Zellen zentrifugiert (415g, S5min., Raumtemperatur) und nach
vorherigem Waschschritt mit PBS auf eine Konzentration 10° Zellen/ml normiert. Die weitere
Behandlung und Férbung erfolgte entsprechend der Protokollvorgabe des Herstellers. Die
Ergebnisse wurden mit einem Durchflusszytometer der Firma BD Bioscience (FACSCalibur,
San Jose, USA) gemessen und mit dem Programm Cell Quest Pro (BD Bioscience, San Jose,
USA) ausgewertet.

3.2.7 Tubulin-Polymerisation

Die Untersuchungen zum Einfluss der Substanzen auf die Tubulin-Polymerisation wurden mit
Hilfe des ,,Tubulin polymerization assay*“ (BK004P) der Firma Cytoskeleton durchgefiihrt.
Dieses Kit enthélt aus Schweinehirn isoliertes Tubulin mit einem Reinheitsgrad von 97%
sowie unter anderem Magnesium-haltigen Puffer und GTP.

Zur Untersuchung des Einflusses von Testsubstanzen auf die Tubulin-Polymerisation wird
dabei die Féhigkeit zur selbststindigen Polymerisation von Tubulin-Dimeren zu Tubulin-
Polymeren in Anwesenheit von GTP und Magnesium genutzt. Die Tubulin-Polymerisation
lasst sich sowohl direkt mikroskopisch als auch indirekt {iber die Bestimmung der optischen
Dichte bei 340nm untersuchen (s.u.).

Das lyophilisierte Tubulin wurde in kalter Pufferlosung auf Eis zu einer Konzentration von

4mg/ml resuspendiert und fiir die Versuche genutzt.

3.2.7.1 Video-Mikroskopie nach Allen

In diesem Experiment wurde der Prozess der Zusammenlagerung von Tubulin-Dimeren zu -
Polymeren in Anwesenheit von GTP unter Zusatz verschiedener Substanzen beobachtet. Als
Auswertungsparameter wurde dabei die Zahl und Form der Tubulin-Polymere unter Zusatz
von Test- und Kontrollsubstanzen mit Hilfe des Video-verstérkten
Kontrastmikroskopieverfahrens nach Allen (Allen’s Video Enhanced Contrast — Differential

Interference Contrast) verglichen. In diesem Verfahren werden zunichst analoge Bilder mit
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Phasenkontrastverstirkung aufgenommen und in einem zweiten Schritt in Form einer
Echtzeit-Bildbearbeitung durch a) Abzug des Hintergrunds aufBlerhalb des Fokus, b)
Durchschnittsbildung der aufgenommenen Bilder zur Verstirkung der Bild-Hintergrund-
Abgrenzung sowie c) selbstindige Einstellung des Grauwertes aufbereitet. Nach digitaler
Verstirkung des analogen Signals konnen Objekte, die bis zum 1000fachen unter der
normalen Auflosung liegen, sichtbar gemacht werden. Die Ausgabe erfolgt als analoges Bild,
das rdumliche Verhéltnisse und Brechungseigenschaften integriert (Allen et al. 1981).
Verwendet wurde ein inverses Diaphot 300-Mikroskop (Nikon, Japan) ausgeriistet mit einem
Ol-Immersions-Kondensator, einem 60x PlanApo Ol-Immersions-Objektiv (Nikon, Japan)
und einer Quecksilberlampe (HBO103W, Osram, Deutschland). Die analogen Bilder wurden
mit einer C2400-07 Newvicon Kamera (Hamamatsu, Phototonics, Deutschland)
aufgenommen und mit Hilfe eines Echtzeit-Bildprozessors (Argus20, Hamamatsu
Phototonics, Deutschland) bearbeitet. Die Bilder wurden auf einen Macintosh 9600 Computer
(Apple, USA) in die IPLab Spectrum Sofware (Scanalytics, USA) {ibertragen.

Tubulin in einer Ausgangskonzentration von 4mg/ml wurde in BRB80-Puffer (80mM PIPES;
ImM MgCl,; ImM EGTA; pH 6.8) auf eine Konzentration von 2mg/ml verdiinnt. Nach
Zugabe von 0.5mM GTP zur Auslésung des Polymerisationsprozesses wurden die Proben fiir
lh bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach 1h wurden die Proben per video-verstirktem
differentiellen Interferenzkontrast-Verfahren mikroskopiert. Die Versuche zur VEC DIC
Mikroskopie wurden mit der freundlichen Unterstiitzung von Dr. Serge; Kuznetsov,

Lichtmikroskopie Zentrum, Institut fiir Biowissenschaften, Universitdt Rostock durchgefiihrt.

3.2.7.2 Bestimmung der optischen Dichte

Da die oben beschriebene Polymerisation von Tubulin in einer Pufferlosung ebenfalls mit
einer Zunahme der optischen Dichte bei 340nm einhergeht, lasst sich iiber eine Berechnung
der Maximalgeschwindigkeit der  Dichtezunahme eine  Aussage iiber das
Polymerisationsverhalten treffen (Lee und Timasheff 1977). Die optische Dichte nimmt
infolge der Polymerisation von Tubulin-Dimeren in einem 3-phasigen Verlauf zu: in der
Nukleationsphase (I) steigt die optische Dichte nur langsam, wédhrend sie in der

Wachstumsphase (II) linear zunimmt, um in der Gleichgewichtsphase (III) ein konstantes

Level zu erreichen.

3.1Phasen der Tubulin-Polymeris
(I) Nukleationsphase ohne deutlich
Zunahme der OD.

(II) Wachstumsphase mit schneller .
OD.

(1) Gleichgewichtsphase mit erreic
konstanten Optische Dichte-Levels.
Adaptiert nach Cytoskeleton, BKOO:
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Der Einfluss von Substanzen mit Tubulin-stabilisierender bzw. -destabilisierender Wirkung
lisst sich anhand einer Anderung der Polymerisationskurve ablesen. Als Parameter gelten
dabei die Zeit bis zum Erreichen der halbmaximalen Polymerisationsgeschwindigkeit (tyso)
sowie die maximale erreichte optische Dichte

Entsprechend des Herstellerprotokolls wurden die Proben mit Kontroll- und Testsubstanzen
behandelt und in Zellkulturplatten mit 96 wells pipettiert. Direkt im Anschluss wurde fiir
60min. miniitlich die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 340nM bei 37°C mit Hilfe
eines Photometers der Firma Tecan (Tecan500, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Die
Berechnung der Maximalgeschwindigkeiten erfolgte mit Graphpad Prism unter Anwendung

der nichtlinearen Regressions-Funktion ,,Boltzmann-Sigmoidal*.

3.2.8 Akut-Toxizitats-Studie

Als Versuchstiere wurden weibliche Charles-River CD1 Miuse mit einem Gewicht von 28-
32g und einem Alter von 3-5 Wochen verwendet. Die Haltung erfolgte in der institutseigenen
Tierversuchshaltung, bei Fiitterung und Trinke ad libitum in einem Hell-Dunkel-Rhythmus
von 12h.

Die Substanzen (0,09% NaCl, DMSO, PDA66) wurden jeweils in einem Volumen von 50ul
intraperitoneal appliziert, wobei die Tiere mit der linken Hand iiber die Nackenhaut bzw. den
Schwanz fixiert und die Injektion bei leichter Uberkopfhaltung der Tiere ca. lcm von der
Mittellinie entfernt in den linken unteren Quadranten appliziert wurden.

Das Gewicht der Tiere wurde vor Beginn der Studie und zum Studienende bestimmt. Nach
einer Versuchsdauer von 48h erfolgte die Totung der Versuchstiere per Genickbruch und
anschliefend die Dekapitation. Zum Versuchsende wurden Hirn, Lunge, Herz, Leber, Milz

und Niere sowie eine Blutprobe entnommen.

3.2.8.1 Klinische Beobachtung

Die Vertraglichkeit der intraperitonealen Injektion wurde an einer den Richtlinien der OECD
angepassten (OECD 2000) Auswertungsskala orientiert. Diese umfasste die Futter/Wasser-
Aufnahme, das Erkundungsverhalten, die Fellsduberung, direkte Schmerzanzeichen wie
beispielsweise flache Atmung oder Unbeweglichkeit sowie die Beurteilung der
Injektionsstelle. Die genannten Parameter wurden vor der Behandlung, liber die ersten
I5min., nach 0,5; 1; 2; 4; 24 und 48h evaluiert und {iber einen Punktwert von
3=uneingeschrankt, kein Unterschied zu unbehandelten Vergleichstieren, 2=leichte
Einschrinkung, keine akuten Schmerzzeichen oder 1=akute Anzeichen von Schmerz
zusammengefasst. Akute Anzeichen von Schmerzen (Punktwert 1) wurden als
Abbruchkriterium definiert.
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3.2.8.2 Histopathologische Begutachtung

Die entnommenen Organe wurden in 4% Formaldehyd (Sigma-Aldrich, Hamburg) asserviert
und fiir mindestens 3 Tage belassen. Durch Quervernetzung von Proteinen iiber Bildung von
Methylenbriicken und Schiff’schen Basen wird das Gewebe konserviert und gegen
Féaulnisprozesse geschiitzt. Die fixierten Organe wurden gewogen und nach Auswahl
repriasentativer Anteile iiber eine aufsteigende Alkoholreihe iiber Nacht paraffinisiert. Die
paraffinisierten Organe wurden mit fliissigem Paraffin in Blocke gegossen, aus denen mit
Hilfe eines Mikrotoms (RM2245, Leica Biosystems, Wetzlar) Schnitte mit einer Dicke von
4um angefertigt wurden.

Die Schnitte wurden auf Superfrost Adhédsions-Objekttriager (Super Frost Ultra Plus, Menzel,
Braunschweig, Deutschland) gezogen und nach Wdésserung durch eine absteigende
Alkoholreihe mit Hématoxylin und Eosin gefarbt. Nach anschlieBender erneuter
Entwisserung iiber eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die Schnitte mit Mounting
Medium (Vectashield, Vector Labs, Orton Southgate, UK) und einem Deckglas versiegelt.
Die pathologische Begutachtung der Organe erfolgte anhand von Stichproben in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Friedrich Prall (Pathologisches Institut, Universitit Rostock).

3.3 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) von mindestens drei
verschiedenen Experimenten (wenn nicht anders gekennzeichnet) angegeben. Die statistische
Auswertung erfolgte mithilfe der Programme GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism, Inc., USA)
und Microsoft Excel (Microsoft, USA). Als Tests wurden der gepaarte t-Test sowie ONE-
Way-ANOVA durchgefiihrt. Signifikanzwerte von p<0,05 wurden als signifikant (*), von
p<0,01 als hochsignifikant (**) bewertet. Markierungen auf den Balken geben das

Signifikanzniveau gegeniiber den Kontrollproben an.
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In der vorliegenden Studie wurde die in einem Screening fiir Indolylmaleimid-Derivate als
stark antiproliferativ und zytotoxisch aufgefallene Substanz PDA66 detailliert untersucht. Um
den zugrunde liegenden Mechanismus aufzukldren wurden zunichst Proliferationsanalysen,
Zytotoxizititstests, Zellzyklusanalysen und die Quantifizierung apoptotischer Zellen
durchgefiihrt. Unter Anwendung live-mikroskopischer Verfahren, iiber die Bestimmung der
optischen Dichte in isoliertem Tubulin sowie {iber den Einfluss auf das Zytoskelett in hNPZ
konnte ein Tubulin-inhibitorischer Effekt gezeigt werden.

Der antiproliferative Effekt von PDA66 wurde in verschiedenen Krebszelllinien
nachgewiesen und {iiber die Bestimmung des ICso-Wertes mit klinisch etablierten
Spindelgiften wie Paclitaxel verglichen. Wihrend die ermittelte Potenz gegeniiber den in der
Klinik verwendeten Substanzen bedeutend geringer ausfiel, erbrachte ein Zytotoxizitdtstest in
differenzierten hNPZ eine geringere Reduktion des Metabolismus im Vergleich zu Paclitaxel.
Eine Akut-Toxizitdtsstudie liber 48h mit einmaliger intraperitonealer Behandlung ergab neben
einer Verringerung der Leukozyten keine Hinweise auf eine Hypersensitivititsreaktion auf die
Substanz. Die histopathologische Begutachtung der entnommenen Organe zeigte ebenfalls
keine Hinweise auf akuttoxische Effekte.

Anders als die Indolylmaleimide SB216763 und IM-12 konnte PDA66 in einem ELISA zur
Bestimmung des Gesamtzell-B-Catenin-Gehalts in differenzierenden hNPZ kein B-Catenin
akkumulieren. Dies spricht gegen eine mdgliche Inhibition von GSK3B. Sowohl SB216763
als auch IM-12 inhibieren in hoheren Konzentrationen als in vorhergehenden Studien
hinsichtlich ihrer GSK3f-inhibitorischen Wirkung getestet ebenfalls die Polymerisation von
isoliertem Tubulin.

Neben PDA66 zeigen auch neu synthetisierte Derivate von Indolylmaleimiden potente
antiproliferative Effekte in hNPZ und Krebszelllinien. Die als GSK3p-Inhibitoren etablierten
Substanzen SB2167363 und IM-12 inhibierten das Wachstum von Kolon-Karzinomzellen,
wobei die Ko-Applikation von PDA66 und IM-12 die stirkste wachstumshemmende Wirkung

zeigte.

4.1 Die Wirkung von Indolylmaleimiden auf neurale Progenitorzellen

4.1.1 Proliferation und Vitalitat

Nach den Ergebnissen von Schmdle et al. (Schmdéle et al. 2010) wurden in Zusammenarbeit
mit dem Leibniz-Institut fiir Katalyse (LIKAT) neue Derivate von SB216763 und IM-12 als
potentielle Inhibitoren von GSK3p synthetisiert und in ihrer Wirkung auf die Proliferation
humaner neuraler Progenitorzellen untersucht.

Die Kinetik der Zellzahl wurde iiber einen Zeitraum von 72h durch Zellzdhlungen zu den
Zeitpunkten 0; 24; 48; 72h bestimmt. Alle Substanzen wurden zum Zeitpunkt Oh in einer
Konzentration von 3uM appliziert, als Negativkontrolle wurde DMSO in dquimolarem

Volumen in Wachstumsmedium zugegeben.
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Wihrend SB216763 im Vergleich zu DMSO die Zellzahl nach 72h nicht signifikant
reduzierte, war die Wachstumsinhibition durch die Derivate IM-12, AB209 und PDA66
signifikant.

Die antiproliferative Wirkung spiegelte sich auch in den berechneten Verdopplungszeiten
wider (Abbildung 4.1C): wihrend SB216763 und IM-12 die Verdopplungszeiten nicht
signifikant verdnderten, resultierte die Behandlung mit AB209 in einer signifikanten
Verldngerung dieser. Fiir PDA66 konnte keine Verdopplungszeit bestimmt werden, da die
Zellzahl nach 72h unter der Zellzahl zum Zeitpunkt Oh lag.

Mit der Reduktionder Proliferationsrate durch PDA66 korrelierte die Abnahme der parallel im
elektronischen Exklusionsverfahren bestimmten Zellvitalitit, wahrend alle weiteren Derivate
keine signifikanten Effekte auf die Progenitorzellen zeigten (Tabelle 4.1 und Abbildung
4.1A;B).

Im folgenden Schritt wurde untersucht, ob die antiproliferative Wirkung von PDA66 eine
Konzentrationsabhédngigkeit zeigt. Dazu wurden die hNPZ zusitzlich zur im Screening
getesteten Konzentration von 3uM mit Konzentrationen zwischen 0,1 und 10uM behandelt
und die Zellzahl nach 24, 48 und 72h gemessen. Das Wachstum der hNPZ wurde
konzentrationsabhingig reduziert, die ICsy betrug bei Vergleich der Endzellzahlen nach 72h
0,532uM (Abbildung 4.1C). Im Falle von AB209 konnte eine ICsp von 1,912uM ermittelt
werden. Der FEinfluss der potenteren Struktur PDA66 wurde im Folgenden néher
charakterisiert.

Zunichst wurde die antiproliferative Wirkung in Abhédngigkeit von der Behandlungsdauer
dargestellt: proliferierende hNPZ wurden zum Zeitpunkt Oh mit 3uM PDA66 bzw. DMSO in
Proliferationsmedium behandelt. Nach 3; 6; 16; 24h bzw. 72h kontinuierlicher
Behandlungsdauer wurde das urspriingliche Medium durch substanzfreies Medium ersetzt.
72h nach Behandlungsbeginn wurden die Zellen gezéhlt und die Endzellzahl als Vielfaches
der zum Oh-Zeitpunkt vorhandenen Zellzahl verglichen. Dabei zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen einer Behandlungsdauer von 6h gegeniiber 16h (DMSO-Kontrolle:
14,16+1,44; 6h PDA66: 9,32+1,44 vs. 16h PDA66: 1,35+0,21) und eine deutlich geringere,
nicht signifikante Differenz zwischen 16; 24 und 72h Behandlungsdauer (24h: 0,42+0,16;
72h: 0,21+0,03).
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Abbildung 4.1 Die Wirkung von Indolylmaleimiden auf die Proliferation und Vitalitat neuraler
Progenitorzellen.

(A) Proliferationskinetik Uber die Zeitpunkte 24, 48 und 72h unter Behandlung mit Indolylmaleimiden in
der Konzentration 3uM. SB216763 = SB21.Die Derivate AB209 und PDAG66 inhibieren das Wachstum
signifikant. (B) Verdopplungszeiten. AB209 verlangert die Verdopplungszeit gegenliiber DMSO
(16,62h) signifikant (25.63h), fir PDAG6 lasst sich keine Verdopplungszeit bestimmen. (C)
Konzentrationsabhdngige Wachstumsinhibition durch PDA66. Konzentrationen zwischen 0,1 und
10uM. IC50= 0,532uM. (D) Zeitabhangigkeit der Behandlungsdauer. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede zwischen 16; 24 und 72h Behandlung. gestrichelte Line: substanzfreies Medium.
Durchgehende Linie: Medium+3uM PDA66. MW=Mediumwechsel. *p<0,05; **p<0,01.

Zellzahl nach Zellzahl nach o .
Vitalitat Verdopplungszeit
Substanz 72h 72h
[%] [h]
[Zellen/ ml] [% der Kontrolle]

DMSO 1425642+197977 100,0+14,0 93,040,7 16,62h
SB21 942291+131726 66,1+9,2 92,5+0,3 19,97h
IM-12 854083151025 59,9+10,6 93,8+0,3 20,88h
AB209 767100154807 53,8+3,8 90,5+0,6 25,6
PDAG6 34172+11588 2,4+0,8 53,5+2,6 nicht bestimmbar

Tabelle 4.1 Der Einfluss verschiedener Indolylmaleimide auf Wachstum und Vitalitdt der hNPZ
MW+SEM

4.1.2 Zellmetabolismus

Die im Zellproliferationsexperiment aufgefallenen Substanzen wurden im folgenden Schritt
auf ihre antimetabolische Wirkung getestet. Zu diesem Zweck wurden proliferierende hNPZ
zum Zeitpunkt Oh mit 3uM PDA66, 3 uM AB209 bzw. DMSO als Negativkontrolle in
gleichem Volumen in Proliferationsmedium behandelt und nach 24, 48 und 72h mit WST1-
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Reagenz, das als Ausleseparameter der metabolischen Aktivitit durch mitochondriale
Dehydrogenasen in ein Formazansalz ungewandelt wird, versetzt.

Die Behandlung mit PDA66 fiihrte zu den drei Zeitpunkten zur signifikanten Reduktion des
Metabolismus (Abbildung 4.2A 24h: 41,6+5,5%; 48h: 21,9+2,7%; 72h: 27,5+5,8%), wihrend
AB209 nur geringe Effekte zeigte (Abbildung 4.2A 24h: 89,0+8,3%; 48h: 89,7+8,5%; 72h:
92,6+4,7%). Um einen moglichen Abbau der Substanzen auszuschlieBen, wurde der Versuch
mit 24-stiindlichem Mediumwechsel (MW) wiederholt: 72h nach Behandlungsbeginn fanden
sich in den mit PDA66 behandelten Zellen ein geringgradiger, jedoch signifikanter
Unterschied zwischen kontinuierlich (kont) behandelten und jeweils mit frischem Medium
versehenen Zellen (PDA66-kont: 27,5+5,8%; PDA66-MW: 14,4+1,2%) In den mit AB209
kontinuierlich und mit frischem Medium behandelten Zellen gab es keine signifikanten
Unterschiede (AB209kont: 92,6+4,7%; AB209-MW:79,8+10,0%).

Auch die Reduktion des Metabolismus durch die Behandlung mit PDA66 war
konzentrationsabhingig: Nach 72-stlindiger kontinuierlicher Behandlung mit Konzentrationen

zwischen 0,05 und 3uM konnte ein ICs-Wert von 0,729uM ermittelt werden.
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Abbildung 4.2 Reduktion des Zellmetabolismus. (A) Messung Uber die Zeitpunkte 24, 48, 72h. Die
Behandlung mit 3uM PDAG6 reduziert den Zellmetabolismus zu allen Zeitpunkten signifikant (24h:
41,615,5%; 48h: 21,9+2,7%; 72h: 27,5+5,8%), wahrend 3uM AB209 zu keiner signifikanten Reduktion
des Metabolismus fuhrt (24h: 89,0+8,3%; 48h: 89,7+8,5%; 72h: 92,6+4,7%). Bei 24-stlindlichem
Mediumwechsel (MW) kommt es im Falle von PDAG66 zu einer signifikanten Verstarkung des
inhibitorischen Effekts nach 72h (MW: 14,4£1,2%), im Falle von AB209 ist die Verstarkung nicht
signifikant (MW: 82,7+3,2%). (B) Die Inhibition des Zellmetabolismus durch PDAG6 ist
konzentrationsabhangig. ICsq nach 72h: 0,729uM. *p<0,05; **p<0,01.

4.1.3 Metabolismus in proliferierenden und differenzierten Zellen

Eine deutliche Diskrepanz zeigte sich in der Reduktion des Metabolismus in proliferierenden
und differenzierten Zellen: Wiahrend iiber 24h mit 3uM PDA66 behandelte proliferierende
hNPZ cine deutliche Reduktion des Metabolimus aufwiesen, wurden die differenzierten
Zellen in Relation zur DMSO-Kontrolle nur minimal beeinflusst (Proliferation: 50,2+4,0% vs.
Differenzierung: 91,9+3,0%).
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4.1.4 Zellzyklus

In Anbetracht der signifikant geringeren Reduktion des Zellmetabolismus in differenzierten,
nicht proliferierenden Progenitorzellen wurde die Wirkung von PDA66 auf die Verteilung der
Zellen im Zellzyklus untersucht.

Zu diesem Zweck wurde nach einer Behandlungszeit von 4; 8; 16 und 24h mit 3uM PDA66
und 3uM AB209 in proliferierenden hNPZ eine Féarbung mit Propidium-lodid (PI) und
anschlieBend eine  durchflusszytometrische Fluoreszenzanalyse durchgefiihrt. Ein
Spitzenanteil der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt von 68,9+10,2% an der Gesamtzahl aller
gemessenen Zellen wurde nach 16h Behandlungsdauer beobachtet. Der Anteil der Zellen mit
doppeltem DNS-Gehalt stieg bereits nach 4h und war zu allen gemessenen Zeitpunkten
signifikant hoher als in der DMSO-Kontrolle (sieche Abbildung 4.3A). AB209 war zu keinem
Zeitpunkt in der Lage, den Anteil der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt gegeniiber der
DMSO-Kontrolle zu erh6hen (siehe Tabelle 4.2).

Die Behandlung der Zellen mit PDA66-Konzentrationen zwischen 0,1 und 10uM zeigte einen
konzentrationsabhdngigen Effekt auf die Zellzyklusverteilung. Bei einer Konzentration von
2,63uM waren 50% der Zellen nach 16-stiindiger Behandlung in der G2/M-Phase arretiert
(ECs0) (Abbildung 4.3B; Tabelle 4.3).

Zeitpunkt
Oh 4h 8h 16h 24h
Substanz
DMSO 22,0+0,8 18,2+1,4 20,4+1,4 17,44£1,3 19,9+£2,0
PDAG6 22,0+0,8 34,912 9 56,1+5,7 68,9+5,9 47,613,9
AB209 22,2+1,1 18,2+1,1 22,6+0,6 15,610,5 20,2+2,6

Tabelle 4.2 Anteil der hNPZ in der G2/M-Phase liber die Zeit. MW+SEM
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Abbildung 4.4. Arretierung proliferierender hNPZ in G2/M durch PDAG66.

Durch Interkalation von Propidium-lodid mit DNS Iasst sich eine rote Fluoreszenz ableiten. Durch
Verdopplung des DNS-Gehalts, wie beispielsweise in mitotischen Zellen, ergibt sich ein zweites
Fluoreszenzmaximum (G2/M). Der zwischen den Fluoreszenzmaxima befindliche Anteil entspricht
Zellen in der Synthese-Phase (S). (A) Bestimmung des Anteils der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt
Uber die Zeitpunkte 0; 4; 8; 16 und 24h unter Behandlung mit 3uM PDA66, AB209 bzw. dquimolar
DMSO. Der grofite Anteil von Zellen in der G2/M-Phase unter PDA66-Behandlung findet sich nach
16h (68,945,9%). AB209 zeigt keinen Einfluss auf den Zellzyklus. (B) Konzentrationsabhangige
Arretierung durch PDAG66 nach 16-stiindiger Behandlungszeit. Der Anteil von Zellen mit doppeltem
DNS-Gehalt (G2/M) erhoht sich mit steigender Konzentration von PDAG6, n=4-6; *p<0,05; **p<0,01

Konzentration

. 6uM 10uM
Substanz 0.75uM 1uM 3uM " "

PDAG6 18,17 £3,2 16,0+2,2 54,1+2,8 77,6%3,0 74,2+6,8
Tabelle 4.3 Anteil der Zellen in G2/M in Abhéngigkeit der PDA66-Konzentration. MW+SEM

4.1.5 Apoptose

Um einen unspezifisch-zytotoxischen Effekt von einem spezifischen Mechanismus als
Erkldrung fiir die starke Inhibition der Proliferation in den Progenitorzellen abzugrenzen,
wurde der Anteil der Zellen bestimmt, die infolge Apoptoseinduktion untergehen.

Zu diesem Zweck wurde eine Parellelfirbung mit fluoreszierendem Annexin V als Marker der
frithen Apoptose und Propidium-Ilodid als Nekrosemarker durchgefiihrt. Die Quantifizierung
erfolgte durchflusszytometrisch undfluoreszenz-basiert.

Die proliferierenden Zellen wurden zum Zeitpunkt Oh mit 3uM PDA66, AB209 bzw. DMSO
in gleichen Volumina behandelt und nach unterschiedlicher Behandlungsdauer (6; 9; 16; 24;
48h) analysiert (Abbildung 4.4). Es zeigte sich nach 9h ein signifikant hoherer Anteil
Annexin V-positiver Zellen gegeniiber der DMSO-Kontrolle (PDA66: 38,9+1,78% vs.
DMSO: 6,2+0,8%), der liber alle weiteren Zeitpunkte signifikant hoher als in der Kontrolle
blieb und ein Maximum von 54,8+3,5% nach 48h erreichte. In Ubereinstimmung mit diesem

Ergebnis war die Zahl der ungeférbten Zellen nach 9h signifikant niedriger als in der DMSO-
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Kontrolle (PDA66: 58,5+2,0% vs. DMSO: 92,4+0,7%) und blieb {iiber alle Zeitpunkte
signifikant niedriger mit einem Tiefpunkt von 24,9+3,9% nach 48h. Gleichzeitig erhdhte sich
der Anteil doppeltpositiver Zellen ab dem Zeitpunkt 16h stetig und war zum Zeitpunkt 48h
signifikant hoher als in der DMSO-Kontrolle (PDA66: 18,0+4,1% vs. DMSO: 4,5+0,6%).

Die Behandlung mit 3uM AB209 fiihrte weder zu einer signifikanten Erhohung der
frithapoptotischen (Annexin V+/ PI-) Zellen, noch zu einer signifikanten Abnahme der
ungefirbten Zellen. Sowohl AB209 als auch PDA66 erhdhten den Anteil nekrotischer Zellen
(Annexin V-/PI+) signifikant zu den Zeitpunkten 6; 9; 16h, {liberschritten jedoch zu keinem
Zeitpunkt eine Hochstmarke von 5,0%.

AB209 wurde mit Abschluss dieses Experiments zugunsten der potenteren Struktur PDA66
nicht weiter betrachtet.
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Abbildung 4.5 Durchflusszytometrische Messung der apoptotischen und nekrotischen Zellen
infolge unterschiedlicher Behandlungszeiten mit 3uM PDA66, AB209, DMSO. Linker, unterer
Quadrant: PDAG6 reduziert den Anteil der ungefarbten (doppeltnegativen) Zellen signifikant ab 9h
Behandlungsdauer. Rechter, unterer Quadrant: PDA66 steigert den Anteil friih-apoptotischer,
Annexin V-gefarbter Zellen signifikant ab 9h. AB209 zeigt keinen Einfluss. Rechter, oberer
Quadrant: Die Zahl der doppeltpositiven (Annexin V+/PI+) Zellen steigt infolge der PDAG6-
Behandlung und ist nach 48h signifikant gegeniiber DMSO erhoéht. Linker, oberer Quadrant: sowohl
AB209 als auch PDA66 erhohen den Anteil nekrotischer Zellen. *p<0,05; **p<0,01.

Zeitpunkt
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Substanz Oh 6h 9h 16h 24h 48h
DMSO 7,0£1,5 7,4+0,9 6,2+0,8 7,6£2,7 10,7+4,6 10,0+1,6
PDAG6 7,0£1,5 8,9+0,8 38,9+1,7 33,4+4,8 49,1£2,4 54,8+3,5
AB209 7,0£1,5 6,0£2,2 9,1+0,2 12,442,4 7,8+0,1 4,6+0,4

Tabelle 4.4 Anteil friihapoptotischer Zellen (Annexin V+/PI-) unter Behandlung mit 3uM PDAG6,
AB209, aquivoluminar DMSO Uber einen Zeitraum von 48h. MW+SEM

4.2 Untersuchungen zum Wirkmechanismus

4.2.1 Veranderung des Zytoskeletts in hNPZ

In Anbetracht der Arretierung proliferierender hNPZ in der G2/M-Phase und der hohen
Bedeutsamkeit des zelluldren Tubulin-Geriists fiir diese Zellzyklusphase wurde die
Substanzinteraktion mit den Mikrotubuli untersucht. Zu diesem Zweck diente die
Fluoreszenzmarkierung von o-Tubulin, Bestandteil des af-Heterodimers der Mikrotubuli.
hNPZ wurden in ihrer differenzierten Form, die sich in den vorhergehenden Experimenten als
resistenter gegen den Einfluss von PDA66 gezeigt hatte, fiir 1h mit 3uM PDA66, DMSO als
Negativkontrolle, 100ng/ml Nocodazol als Positivkontrolle fiir ein destabilisierendes
Spindelgift und 1uM Paclitaxel als Positivkontrolle fiir ein stabilisierendes Spindelgift
behandelt. Die gefarbten Zellen wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert und
hinsichtlich ithres Mikrotubuli-Geriists verglichen (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6 Veranderung des Mikrotubuli-Geriists durch 1h Behandlung mit DMSO,
PDAG66, Paclitaxel und Nocodazol. Rot a-Tubulin, blau Zellkerne. (A,E) Die mit DMSO
behandelten differenzierten hNPZ zeigen lange Auslaufer und schmale, ovale Zellkérper. (B,F)
Die Behandlung mit 3uM PDAG66 flhrt zur Verkleinerung und Abrundung der Zellkdrper sowie zum
weitestgehenden Verlust der Auslaufer. (C,G) Die Behandlung mit Paclitaxel flihrt zur Ausbildung
zahlreicher kurzer Auslaufer sowie zur gleichmaBigen, verstarkten Fluroeszenzmarkierung. (D,G)
Die Behandlung mit Nocodazol fiihrt zur Abrundung und Verkleinerung der Zellkérper.
VergroRerung 200x. 1.AK: anti-a-Tubulin. 2.AK: AlexaFluor568.

Die als Negativkontrolle mit DMSO behandelten Zellen zeigten zumeist schmale, ovale
Zellkorper mit zahlreichen ldnglichen Auslidufern (A). Dieses Bild stand in deutlichem
Kontrast zu den mit 3uM PDA66 behandelten Zellen, die kaum bzw. nur in sehr geringer
Zahl kurze Auslaufer aufwiesen (B). Die hNPZ stellten sich durch die Behandlung mit
verkleinerten, abgerundeten Zellkérpern sowie um den Zellkern konzentriertem und in die
Peripherie diffus auslaufendem Mikrotubulinetzwerk dar.

Die Positivkontrolle fiir ein stabilisierendes Spindelgift, Paclitaxel, zeigte gleichméBig bis in
die Peripherie fluoreszierende Zellkdrper mit zahlreichen kurzen Ausléufern (C).

Die Behandlung mit dem destabilisierenden Spindelgift Nocodazol fiihrte wie PDA66 zur
Abrundung und Verkleinerung der Zellen mit weitestgehendem Verlust und Verkiirzung der
Auslaufer. Auch hier stellte sich wie in den mit PDA66 behandelten Zellen die

Fluoreszenzanfarbung um den Nukleus verstirkt und in die Peripherie abflauend dar.

4.2.2 Tubulin-Polymerisation in vitro

Um die in den Zellen beobachtete Verdnderung des Tubulin-Gertists visuell zu bestétigen,
wurde die Wirkung von PDA66 auf isoliertes Tubulin in einem in vitro-Ansatz, auf
mikroskopischer Ebene und iiber eine Bestimmung der optischen Dichte untersucht.

Da Tubulin-Heterodimere sich in Anwesenheit von GTP und Mg%—lonen eigenstindig zu
Mikrotubuli polymerisieren, ldsst sich der Einfluss von Substanzen auf die Dynamik dieses
Prozesses in Echtzeit beobachten. Unter Zuhilfenahme der VEC-DIC-Mikroskopie wurde der
Einfluss von PDA66 auf die Tubulin-Polymerisation im Vergleich zum stabilisierenden
Spindelgift Paclitaxel und zum destabilisierenden Spindelgift Nocodazol analysiert.

Nach halbstiindiger Behandlung mit 10% DMSO fanden sich zahlreiche kurze Mikrotubuli
(Abbildung 4.7A). Unter Behandlung mit sowohl 3uM PDA66 (Abbildung 4.7B) als auch mit
10uM PDAG66 (nicht gezeigt) waren keine Mikrotubuli sichtbar. Demgegeniiber fiihrte die
Anwesenheit von 1uM Paclitaxel zur Ausbildung einer Vielzahl deutlich verldngerter
Mikrotubuli (Abbildung 4.7C) wihrend die Inkubation mit Nocodazol, in Bestdtigung der in
den hNPZ gesehenen Verdnderungen, die Ausbildung von Mikrotubuli &hnlich der
Behandlung mit PDA66 unterdriickte und keine Strukturen im Bild erkennbar waren.

Auch in diesem Experiment zeigte sich eine deutliche Verwandtschaft der Effekte von
PDA66 und Nocodazol.
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Abbildung 4.7. VEC-DIC-Mikroskopie der Tubulin-Polymerisation in Anwesenheit
verschiedener Substanzen. Unter Behandlung mit 10%DMSO finden sich zahlreiche kurze
Mikrotubuli (A). Wahrend das stabilisierende Spindelgift Paclitaxel zur Ausbildung einer gro3en
Zahl verlangerter Mikrotubuli fihrt (D), finden sich sowohl in der mit 3uM PDA66 (B) als auch mit
200nM Nocodazol (C) behandelten Probe keine sichtbaren Mikrotubulus-Strukturen.

Die Legende entspricht 7,4um.

In einem weiteren in vitro-Experiment mit isoliertem Tubulin wurde der Einfluss von PDA66
auf die Tubulin-Polymerisation iiber die Zunahme der optischen Dichte analysiert. Im
Rahmen dieses Experiments wurde die von Shelanski et al. etablierte Methode, in der die
lichtstreuenden  Eigenschaften von  Tubulin-Polymeren als Ableitung fiir die
Polymerisationsdynamik verwendet werden, genutzt (Shelanski et al. 1973).

In der mit DMSO behandelten Probe lassen sich die drei Phasen der Tubulin-Polymerisation
Nukleation, Elongation und Gleichgewichtsphase und damit das Wachstum von einzelnen
Heterodimeren zu Oligomeren und zu wachsenden und schrumpfenden Tubulin-Polymeren
erkennen (Alberts 2002). Unter Behandlung mit 1uM Paclitaxel wurde der Ablauf dieser
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Phasen deutlich beschleunigt, wie sich an der verkiirzten Spanne bis zum Erreichen der
halbmaximalen Geschwindigkeit (DMSO tyso= 22,6min; Paclitaxel tyso=8,6min) sowie durch
Erreichen eines hoheren Maximums der optischen Dichte zeigte (DMSO OD-Max:1,093;
Paclitaxel OD-Max: 1,177). Im Kontrast dazu verlidngerte Nocodazol die Zeitspanne bis zum
Erreichen der halbmaximalen Geschwindigkeit und fiihrte zur Einstellung eines
Gleichgewichts auf nahezu Ausgangsniveau. In Anwesenheit von 3uM PDAG66 lie3 sich die
Spanne bis zur Einstellung der halbmaximalen Geschwindigkeit nur ndherungsweise
berechnen, da sich bis zum Ende der Messung kein Plateau und damit keine sichere
Maximalgeschwindigkeit einstellte. Dieser Versuch zeigt, in Einklang mit den in vivo- und in
vitro-Vorversuchen, die depolymerisierende Wirkung des Indolylmaleimids PDA66 auf
Mikrotubuli.
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Abbildung 4.8 Dynamik der Tubulin-Polymerisation iliber einen Zeitraum von 60 Minuten,
ausgelesen liber die Zunahme der optischen Dichte. Fur die DMSO-Kontrolle sind die drei
Phasen der Tubulin-Polymerisation, Nukleation (1), Wachstum (llI) und Gleichgewichtsphase (lll)
aufgetragen. Diese werden durch die Behandlung mit 1uM Paclitaxel (PTX) verkurzt, durch die
Behandlung mit 3uM PDA66 / 200nM Nocodazol (Noco) verlangert. Die mit destabilisierenden
Substanzen behandelten Proben zeigen geringere Vso-Werte und erreichen kein
Gleichgewichtsplateau (siehe Tabelle 4.4). N=2

DMSO PDAG66 Paclitaxel Nocodazol
t
. V5_° 22,6 nicht berechenbar 8,6 nicht berechenbar
in min.
ODmax
. ) ) 1,093 1,049 1,177 1,012
in rel. Einheiten

Tabelle 4.5 Die Tubulin-Polymerisation als Ausdruck der optischen Dichte. t,5, =Zeit bis zum
Erreichen der halbmaximalen Geschwindigkeit, OD,,x = maximal erreichte optische Dichte. N=2

4.2.3 Gesamt B-Catenin-Gehalt
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Nachdem die inhibitorische Wirkung von PDA66 auf die Polymerisation der Mikrotubuli
gezeigt werden konnte, wurde im ndchsten Schritt untersucht, ob PDA66 als Derivat des
etablierten ATP-kompetetiven GSK3f-Inhibitors SB216763 ebenfalls in der Lage ist, das
Enzym zu hemmen. Als Messparameter wurde der Gesamt-B-Catenin-Gehalt in
differenzierenden hNPZ mittels ELISA-Test gemessen. Fiir diesen Versuch wurden hNPZ
unter Entzug der Wachstumsfaktoren fiir drei Stunden in Anwesenheit von 3uM SB216763
bzw. 3uM PDAG66 inkubiert, im Anschluss lysiert und der p-Catenin-Gehalt des
Gesamtzelllysats iiber ein ELISA-Verfahren ausgewertet.

Anders als SB216763, welches wie erwartet einen Anstieg der optischen Dichte und damit
eine Akkumulation von B-Catenin zeigte (OD in rel. Einheiten, normiert gegen DMSO:
114,92+2,42), war PDA66 nicht in der Lage, B-Catenin in den Zellen zu akkumulieren und
senkte die optische Dichte noch unter den Wert der Kontrolle (OD in rel. Einheiten, normiert
gegen DMSO: 84,87+1,59).

Aus den Ergebnissen dieses Experiments folgt, dass PDA66 als Derivat von SB216763 nicht
dessen Féhigkeit besitzt, liber eine Akkumulation von B-catenin im kanonischen Wnt-

Signalweg zu wirken.

—, 150+ , *k , Abbildung 4.9 ELISA-Assay des p-
Q@ f ! catenin-Spiegels in

o) faad Gesamtzelllysaten

- differenzierender hNPZ. Der

< 1004 etablierte GSK3B-Inhibitor SB216763
§  — steigert in einer Konzentration von

- 3uM die B-Catenin-Akkumulation

QO gegeniber der DMSO-Kontrolle (Null-
T 5. Linie) auf 114,92+2 42%. PDAG6 ist
R nicht in der Lage, die B-Catenin-

et Konzentration zu erhéhen - die OD
o sinkt im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
o .. auf 84,871,59%.

Kontrolle PDAG66 SB216763

4.2.4 Tubulin-Polymerisation in Anwesenheit von SB216763 und IM-12

Indole wurden bereits als Inhibitoren der Tubulin-Polymerisation beschrieben (Brancale und
Silvestri 2007). Um zu priifen, ob neben PDA66 auch andere Indolylmaleimid-Derivate
antimikrotubuldre Wirkung entfalten, wurden die etablierten GSK3p-Inhibitoren SB216763
und IM-12 (Smith et al. 2001, Schmdle et al. 2010) in dem bereits oben beschriebenen in vitro
Versuch zur Analyse der Tubulin-Polymerisation mithilfe von VEC-DIC-Mikroskopie
untersucht.

Unter Verwendung von Konzentrationen zwischen 3; 10 und 50uM zeigte sich analog zu
PDAG66 eine Inhibition der Tubulin-Polymerisation(Abbildung 4.10A-F). Wihrend sich unter
Behandlung mit 10uM SB21 die Zahl der Mikrotubuli im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
verringerte und in einer Konzentration von 50uM keine Mikrotubuli mehr sichtbar waren,
reduzierte IM-12 die Zahl der Mikrotubuli bereits in einer Konzentration von 3uM und

inhibierte die Polymerisation vollstindig in Konzentrationen von 10 bzw. S0uM.
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Damit zeigen beide Substanzen analog zu PDA66 depolymerisierende Effekte, wenn auch

lediglich in hoheren Konzentrationen.
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Abbildung 4.10 VEC-DIC-Mikroskopie der Tubulin-Polymerisation in Anwesenheit von IM-12
und SB216763. Analog zu PDAG6 inhibieren beide Indolylmaleimide im Vergleich zur 10% DMSO-
Kontrolle (A) die Tubulin-Polymerisation. 10uM SB216763 (C) reduziert die Zahl der Mikrotubuli,
wahrend in Anwesenheit von 50uM (E) die Polymerisation vollstandig aufgehoben ist und keine
Strukturen mehr erkennbar sind. In vergleichbarer Weise reduzieren bereits 3uM IM-12 die Zahl
der Mikrotubuli (B), wahrend 10uM (D) und 50uM (F) die Polymerisation vollstandig aufheben.
Die Balken im Bild entsprechen 7,0uM.
4.3 PDAG6 als Zytostatikum
4.3.1 Proliferation in Krebszelllinien
Substanzen, die antiproliferative Wirkungen iiber einen Arrest von Zellen im Zellzyklus
verursachen, finden in der Klinik besonders in der Behandlung bdsartiger Neoplasien
Anwendung. Um die Wirksamkeit von PDA66 in verschiedenen Zelltypen zu priifen,
untersuchten wir die Proliferation verschiedener Krebszelllinien in Anwesenheit von 3 und
10uM PDA66 bzw. DMSO als Negativkontrolle. Die Zellen wurden 24h nach Ausplattierung
zum Zeitpunkt Oh behandelt und die Zellzahl nach 72h Proliferation bestimmt. In allen
Zelllinien zeigte sich eine Reduktion des Wachstums in Anwesenheit von 3uM und 10uM
PDAG66, die unterschiedlich stark in Abhingigkeit von der behandelten Zelllinie ausfiel.
Der stérkste antiproliferative Effekt wurde in den neuralen Progenitorzellen (10uM: 3,6+2,9%
der Kontrolle) und in den murinen Melanomzellen B16F10 (3uM: 7,24+2,2% der Kontrolle)
beobachtet; demgegeniiber fiel die Inhibition des Zellwachstum am schwéchsten in den
Hepatoma-Zellen HepG2 aus (3uM: 74,8+15,5% der Kontrolle).
Nicht in allen Zelllinien bestdtigte sich ein stirkerer antiproliferativer Effekt durch eine
héhere Konzentration, wie zuvor in den Progenitorzellen beobachtet. Eine Ubersicht iiber die
Inhibition des Zellwachstums durch PDA66 geben Abbildung 4.11 und Tabelle 4.6.
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Abbildung 4.11 PDAG66 inhibiert das Zellwachstum iiber 72h in einer Reihe von Krebszelllinien.
Die Zellen wurden zum Zeitpunkt Oh mit 3 bzw. 10uM PDAG6 bzw. in gleichem Volumen DMSO
behandelt und nach 72h gezahlt. Die Grafik zeigt die Endzellzahl normiert gegen die Zellzahl der
DMSO-Kontrolle. PDA66 zeigt einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum in allen behandelten
Zellen, wobei die Wirkung in den hNPZ am starksten (10pM: 0,9+0,2%) und in den HepG2-Zellen am
schwachsten (3uM: 74,846,3%) ausfiel. In den Linien der hNPZ, MCF-7, SW480 und HepG2 zeigte
sich ein starkerer Effekt in hoherer Konzentration. Nur in den HepG2-Zellen war dieser Unterschied
signifikant. *p<0,05; **p<0,01

Proliferation [ % der Kontrolle ] Tabelle 4.6 Die

Zelllinie 3uM 10pM inhibitorische

hNPZ 3,6+1,2 0,9+0,2 Wirkung von 3 bzw.
B16F10 7,2+1,3 8,3+2,6 10uM PDAG6 auf die
Jurkat 18,7£2,2 31,9+5,9 Gesamtzellzahl nach
MCEF-7 43,0+2,8 38,3+11,8 72h

SW480 61,310,6 56,616,6

A549 57,149,2 65,748,0

HepG2 74,846,3 47,2+3,8

4.3.2 Antiproliferative Potenz im Vergleich mit etablierten Spindelgiften
Mikrotubuli sind das Ziel =zahlreicher klinisch eingesetzter Substanzen. Um die
antiproliferative Potenz von PDA66 einzuordnen, wurden im Vergleich die ICso-Werte
etablierter, die verschiedenen Bindungsstellen von Spindelgiften am  Tubulin
repriasentierender Substanzen ermittelt. Das klinisch am héufigsten eingesetzte Spindelgift
Paclitaxel wurde als Reprédsentant fiir mikrotubulistabilisierende Substanzen und Ligand der
Taxan-Bindungsstelle verwendet. Vinblastin, ein Vinca-Alkaloid, das {iiber die Vinca-
Bindungsstelle an Mikrotubuli bindet, und Nocodazol, ein nicht klinisch, jedoch
experimentell etabliertes Spindelgift, wurden als Vertreter der destabilisierenden Spindelgifte
betrachtet. Als Vergleichsparameter diente dabei die konzentrationsabhéngige Inhibition der
Proliferation in hNPZ sowie in den Krebszelllinien BI6F10 und A549.

In diesem Experiment wurden die Zellen zum Zeitpunkt Oh mit den drei Referenzsubstanzen
und PDA66 in Konzentrationen zwischen 1nM und 10uM sowie in entsprechenden DMSO-
Volumina behandelt und die Gesamtzellzahl nach 72h Proliferation bestimmt. Aus den
gegentiber der Kontrolle normierten Endzellzahlen wurden die 1Cso-Werte berechnet.

Der antiproliferative Effekt von PDA66 war in allen untersuchten Zelllinien
konzentrationsabhdngig und lag zwischen 532nM in den Progenitorzellen und 8980 nM in der
Lungenkarzinom-Linie A549. Im Vergleich zu den etablierten Spindelgiften war die Potenz
von PDA66 deutlich niedriger - der niedrigste ICso-Wert wurde fiir die Inhibition der
Proliferation von B16F10-Zellen durch Vinblastin mit 0,628nM gemessen. Eine Ubersicht
tiber die Ergebnisse der Proliferationsanalyse in Progenitor- und Krebszellen geben
Abbildung 4.11 und Tabelle 4.7.
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Abbildung 4.12 zeigt die Auftragung von Proliferationsdaten verschiedener Zell-Linien in
halblogarithmischer Form zur Bestimmung des antiproliferativen IC5,-Wertes.

A) hNPZ. Das Wirkungsfenster von PDAG6 liegt in einem deutlich hdheren Konzentrationsbereich
als die Vergleichssubstanzen. Alle Substanzen erreichen vergleichbare Tiefst- und Héchstwerte.

B) B16F10. Auch in den murinen Melanomzellen liegt der Wirkungsbereich von PDAG6 in héheren

Konzentrationen als die Vergleichssubstanzen. Im Falle von PDA66 und Nocodazol erhohte sich
die IC5o minimal, fir Paclitaxel und Vinblastin wurde eine leichte Verringerung ermittelt.

C) A549. In der Lungenkarzinomzelllinie wurde PDAG66 nur mit Paclitaxel verglichen. Auch hier lag
die ICsq deutlich Giber dem fiir Paclitaxel bestimmten Wert (Faktor x1361). Im Vergleich zu den
Progenitor- und Melanomzellen lagen beide ICso in den A549-Zellen hoher.
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Zellinie Substanz IC50 in NM

PDAG6 532,3
Paclitaxel 1,2
hNPZ Vinblastin 0,8
Nocodazol 34,7

PDAG6 1073,0
B16E10 Pz.acltitax.el 0,8
Vinblastin 0,6
Nocodazol 51,3

AB49 PDA66 8981,0
Paclitaxel 6,6

Tabelle 4.7 Konzentrationsabhéngige antiproliferative Wirkung in verschiedenen Zelllinien

4.3.3 Toxizitat in differenzierten hNPZ im Vergleich zu Paclitaxel

Die chemotherapieinduzierte Polyneuropathie (CIPN) ist eine der hidufigsten Nebenwirkungen
klinisch etablierter Spindelgifte, inbesondere der Substanz Paclitaxel. Im Rahmen des
Vergleichs mit klinisch angewendeten Substanzen wurde die Fiahigkeit der neuralen
Progenitorzellen zur schnellen Differenzierung genutzt und der Einfluss von PDA66 und
Paclitaxel auf den Metabolismus differenzierter Zellen untersucht.

In diesem Experiment wurden Progenitorzellen nach einer 24-stiindigen Anwachsphase fiir
weitere 48h mit frischem Proliferationsmedium bzw. mit Differenzierungsmedium ohne
Wachstumsfaktoren behandelt. Nach dieser Vorbereitungsphase wurden die noch immer
proliferierenden bzw. differenzierten hNPZ fiir weitere 24h mit 3 und 10uM PDA66 bzw.
Paclitaxel in Proliferations- bzw. Differenzierungsmedium behandelt und iiber die WSTI-
Reduktion miteinander verglichen.

Wie in den vorherigen Experimenten beobachtet, hemmten beide Substanzen den WSTI-
Metabolismus in prolifierenden hNPZ, wobei die Inhibition durch Paclitaxel nur in einer
Konzentration von 10uM signifikant stirker war als durch die dquimolare PDA66-Menge.
Beide Substanzen reduzierten die WST1-Spaltung in differenzierten hNPZ in signifikant
geringerem Ausmal} gegeniiber dquimolar behandelten proliferierenden Zellen. Im Gegensatz
zu den eher geringen Unterschieden zwischen beiden Substanzen in proliferierenden Zellen,
fiel die Reduktion des Metabolismus durch PDA66 gegeniiber dquimolaren Dosen Paclitaxel
in differenzierten Zellen jeweils signifikant geringer aus. Eine Ubersicht iiber die Resultate
findet sich in Abbildung 4.13 und Tabelle 4.8.

49



4 Resultate

100 : FH
: r 1
80 ns. *,% ' I mm Kontrolle
%0 ¥ =1 PDAG6
T *k
40 { [ |
Paclitaxel
20
0 i i
Kontrolle 3uM 10uM ~ 3uM 10uM
Prol Diff

Abbildung 4.13 Die Reduktion der WST1-Spaltung in proliferierenden und differenzierten
hNPZ unter Behandlung mit PDA66 und Paclitaxel.

In proliferierenden Zellen (Prol) reduzieren PDA66 und Paclitaxel den Metabolismus nach
24stindiger Behandlung signifikant, wahrend in differenzierten hNPZ nur die Behandlung mit
Paclitaxel signifikant ausfallt und zu einer starkeren Reduktion des Metabolismus gegenuber
aquimolaren PDA66-Konzentrationen fuhrt. *p<0,05; **p<0,01

WST1-Spaltung
[% der Kontrolle]

proliferierende differenzierte Tabelle 4.8 Reduktion des
hNPZ hNPZ Metabolismus in proliferierenden
und differenzierten hNPZ infolge
3uM 50,244,2 91,9+2,9 der Behandlung mit PDA66 bzw.
PDAG6 Paclitaxel.
10uM 61,6+5,8 89,446,7
3uM 47,5+2.6 77,640
Paclitaxel
10uM 41,6+2,6 65,6+8,3

4.3.4 Akut-Toxizitat im Mausmodell

Infolge der guten Ergebnisse in diversen Krebszelllinien und der deutlich geringeren
toxischen Wirkung in differenzierten Zellen im Vergleich mit proliferiereden Zellen wurde
PDAG66 in einem in-vivo Akut-Toxizitdtsmodell untersucht.

Zu diesem Zweck wurden weibliche Charles River CD1-Maiuse mit einem Gewicht von ca.
30g zu Versuchsbeginn intraperitoneal mit Dosen zwischen 5mg/kg Korpergewicht (KG) bis
200mg/kg PDA66 in 50ul DMSO bzw. mit 50ul reinem DMSO bzw. mit 50ul Aqua dest.
behandelt. Im Anschluss an die Injektion wurden die Tiere zunédchst 15min. kontinuierlich,
dann nach 0,5; 1; 2; 4; 24 und 48h anhand einer Auswertungsskala (siche Methoden) auf
klinische Auffélligkeiten untersucht.
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Alle Tiere einschlieBlich der Kontrollgruppe benétigten direkt nach der Injektion eine 10-15-
miniitige Erholungsphase, die durch ein eingeschrinktes Explorationsverhalten, geringere
Interaktion mit den Artgenossen und fehlende Nahrungsaufnahme gekennzeichnet war.
Zeichen fiir eine anaphylaktische Reaktion im Sinne von Kopfschiitteln (leichtgradig),
Dyspnoe (mittelgradig), Synkopen, Urin-Inkontinenz (schwergradig) oder Tod des
Versuchstiers (schwerstgradig) wurden nicht beobachtet.

In Dosen von 50mg/kg KG PDA66 verldngerte sich die Erholungsphase mit eingeschrinkter
Aktivitdt auf ca. 30min, in Dosen von 100mg/ kg KG auf ca. 1h und in der hochsten Dosis
200mg/kg KG auf maximal 2h. Aufgrund dieses klaren Aufwirtstrends wurde die
Dosissteigerung an diesem Punkt abgebrochen.

Nach der Erholungsphase zeigten die Versuchstiere keine Auffalligkeiten in ihrem Verhalten
und waren bis zum Ende der Studie nicht von den Kontrolltieren zu unterscheiden.

Die Injektionsstellen zeigten sich bis auf eine hellrote Farbung, die durch Austritt kleinerer
Mengen der tiefroten PDA66-DMSO-Losung verursacht wurde, reizlos. Das zum Ende der
Studie erhobene Gewicht zeigte keine groBeren (>10% des Ausgangsgewichts)
Verianderungen gegeniiber den Ausgangswerten.

Der Vergleich der Blutbilder zum Studienende ergab signifikant geringere Zahlen der
Leukozyten in den mit 100mg/kg KG PDA66 behandelten Tieren gegeniiber den
Kontrolltieren (dquimolar DMSO bzw. Aqua dest.) (PDA66: 2,57+0,33 *1000/ul; Kontrolle:
4,59+0,24 *1000/ul). Eine genauere Betrachtung der neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten als groBte Subpopulationen der Leukozyten ergab jeweils niedrigere, wenn
auch nicht signifikant unterschiedliche, Zellzahlen in den behandelten Tieren. Andere
zelluldre Parameter des Blutbildes wie Erythrozyten- (RBC) und Thrombozytenzahl (PLT)
zeigten keine wesentlichen Verinderungen unter Behandlung mit PDA66. Einen Uberblick
iiber den Vergleich des Blutbildes in Kontroll- und Behandlungstieren zeigen Abbildung 4.14
und Tabelle 4.9.

Die Erhebung der Organendgewichte ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
Versuchstieren ohne Substanzexposition und jenen, die mit den beiden hochsten PDA66-
Dosierungen (100mg/kg KG und 200mg/kg KG) behandelt wurden. Makroskopisch fanden
sich keine pathologischen Auffilligkeiten auf den Organschnittflichen, auch Anzeichen einer
Peritonitis zeigten sich nicht. Die histopathologische Untersuchung der Organe zeigte
ebenfalls keine Anzeichen fiir akut toxische Wirkungen der Substanz. Speziell in den
exkretorischen Organen Leber und Niere fanden sich in der Mitbegutachtung durch einen
Facharzt fiir Pathologie keine Nekrosen oder Odembildung. In der histologischen
Untersuchung des Lungenparenchyms fand sich keine Infiltration durch Entziindungszellen

oder Verdickung der alveoldren Membranen im Sinne eines Lungenddems.
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Abbildung 4.14 Veranderungen der Zahlen der Leukozyten (WBC), der Lymphozyten (Lymph),
der neutrophilen Granulozyten (Neut), der Erythrozyten (RBC) und der Thrombozyten (PLT) unter
Behandlung mit 100mg/kg KG PDAG6 (P) bzw. in mit in gleichem Volumen mit DMSO behandelten
Kontrolltieren (K). In den behandelten Tieren fiel die Zahl der Leukozyten signifikant 48h nach
einmaliger Behandlung (PDA66: 2,57+0,33 *1000/ ul; Kontrolle: 4,59+0,24 *1000/ul). Dieser
Unterschied spiegelte sich andeutungsweise, jedoch nicht signifikant, im Differentialblutbild in der
Zahl der Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten wider. Die Zahl der Erythrozyten und
Thrombozyten veranderte sich nicht signifikant. *p<0,05; **p<0,01

Parameter Kontrolle 100mg/kg KG PDAG66
WBC 4,59+0,24 2,57+0,33
Lymph 3,10+0,38 2,53+0,74
Neut 0,57+0,16 0,39+0,12
RBC 8,57+0,69 8,14+0,71
PLT 743,20+158,85 807,00+£266,82

Tabelle 4.9. Vergleich der Blutbildparameter vor und nach Behandlung.
WBC-= Leukozyten; Lymph= Lymphozyten; Neut= neutrophile Granulozyten; RBC= Erythrozyten;
PLT= Thrombozvten. MW+SEM

4.4 Antiproliferative Effekte weiterer Indolylmaleimide

4.4.1 SB21 und IM-12

Da die Indolylmaleimide SB216763 und IM-12 bereits in hNPZ antiproliferative Effekte
gezeigt hatten, wurde in einem 72-stiindigen Proliferationsversuch mit SW480-Kolon-
Karzinomzellen evaluiert, ob die urspriinglich als GSK3B-Inhibitoren eingesetzten
Substanzen neben ihrer depolymerisierenden Wirkung auf isoliertes Tubulin auch
antiproliferative Effekte in Krebszellen zeigen wiirden.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach 24-stiindiger Anwachsphase zum Zeitpunkt Oh mit
substanzhaltigem Medium (3uM) bedeckt und die Endzellzahlen nach 72-stiindiger
Proliferationsphase verglichen.

Im Einklang mit den Ergebnissen der Vorversuche inhibierte PDA66 sowohl in einer

Konzentration von 3 als auch 10uM das Zellwachstum gegeniiber der DMSO-Kontrolle
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signifikant. Wéhrend IM-12 keine signifikante Reduktion der Proliferation bewirkte, war die

Endzellzahl in Anwesenheit von SB216763 signifikant niedriger gegeniiber der Kontrolle und

IM-12. SB216763 war das einzige Indolylmaleimid, das in einer Konzentration von 3uM eine

stairkere Wachstumsinhibition in Karzinomzellen gegeniiber den Progenitorzellen zeigte
(SW480: 58,6+2,6; hNPZ: 66,1+£9,2). Die gemeinsame Applikation von 3uM PDA66 und
3uM IM-12 resultierte in der niedrigsten Endzellzahl aller Versuche und war signifikant

niedriger als in der mit gleichem Volumen DMSObehandelten Kontrolle sowie in der mit
3uM PDA66 bzw. 3uM IM-12 allein behandelten Probe. Gegeniiber der mit 10uM PDA66
behandelten Probe fand sich kein signifikanter Unterschied. Abbildung 4.15 und Tabelle 4.10

fassen die Resultate zusammen.
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Abbildung 4.15. IM-12 und SB21 wirken antiproliferativ in Kolon-Karzinomzellen. Die

antiproliferative Wirkung wird tUber die Endzellzahl als % der DMSO-Kontrolle angegeben. Beide
Indolylmaleimid-Derivate reduzieren die Proliferation in SW480-Zellen, der Effekt durch 3uM SB21

ist signifikant hdher/niedriger im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Ko-Applikation von 3uM

PDAG66 und 3uM IM-12 senkt die Endzellzahl signifikant gegentiber der Kontrolle und gegeniiber
der jeweils alleinigen Applikation der Substanzen. Unter Ko-Applikation beider Substanzen wird
die niedrigste Endzellzahl aller Proben erreicht. Signifikanzniveau gegeniber der Kontrolle unter

Verwendung absoluter Zellzahlen. *p<0,05;**p<0,01

Substanz Proliferation
[% der Kontrolle]
DMSO 100

PDA66 3uM 64,1+1,8
PDA66 10uM 56,616,6
IM-12 3uM 73,7+2,1
PDA66 3uM + IM-12 3uM 50,415,0
SB21 3uM 58,6+2,6

4.4.2 Derivate PDA377; 396; 397-1/-2; 398; 66E

Tabelle 4.10 Reduktion
des Wachstums in
Kolon-Karzinomzellen
unter Verwendung
verschiedener
IM-Derivate bzw. deren
Kombination
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Infolge der iiberzeugenden antiproliferativen Wirkung von PDA66 in Progenitor- und
Krebszelllinien galt der Fokus weiterer Untersuchungen nicht nur der weiteren
Charakterisierung von PDA66, sondern ebenso der Identifikation weiterer potenter Derivate.
In Zusammenarbeit mit dem Leibniz-Institut fiir Katalyse (LIKat) Rostock wurden weitere
Indolylmaleimide synthetisiert und in proliferierenden Progenitorzellen sowie in den
Krebszelllinien A549 (Lungenkarzinom) und SW480 (Kolonkarzinom) im Hinblick auf ihre
antiproliferative Wirkung im Vergleich zu PDA66 untersucht. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen nach einer 24-stiindigen Anwachsphase zum Zeitpunkt Oh mit Testkonzentrationen von
3 bzw. 10uM fiir 72h behandelt und die Endzellzahl nach diesem Zeitraum bestimmt.

In den Progenitorzellen zeigte eine Reihe von Derivaten potente inhibitorische Wirkung auf
das Zellwachstum {iiber 72h. Keine der Substanzen konnte einen signifikant stdrkeren
antiproliferativen Effekt als PDA66 in dquimolarer Konzentration erzielen, jedoch fieldie
antiproliferative Wirkung der Derivate PDA377, 396 und 397-1 in einer Konzentration von
3uM und PDA377 und PDA396 jeweils in einer Konzentration von 10uM nicht signifikant
geringer als durch dieentsprechende PDA66-Konzentration aus.

Jene Strukturen, die in den Progenitorzellen besonders effektiv waren, wurden in der Folge
mit dem gleichen Versuchsaufbau in den Krebszelllinien untersucht. Die iiberzeugenden
Ergebnissen in hNPZ bestitigten sich in den Krebszelllinien nur teilweise: in den
Lungenkarzinomzellen erbrachten nur die Derivate PDA 377, 398 und 66E antiproliferative
Effekte, die sich nicht signifikant von der Wirkung der Substanz PDA66 unterschieden. Das
Derivat PDA377 senkte die Endzellzahl in einer Konzentration von 10uM sogar signifikant
stirker als PDA66 in dquimolarer Konzentration (PDA377: 29,545,2 %; PDA66: 50,3+13,0
%). In den Kolonkarzinomzellen waren die Endzellzahlen unter Behandlung mit den
Derivaten PDA377, 396 und 397-1 jeweils in einer Konzentration von 10uM nicht signifikant
hoher als unter Anwendung von PDA66 in entsprechender Konzentration. Der inhibitorische
Effekt fiel in diesen Zellen durch kein Derivat stirker als durch PDA66 aus. (siehe Abbildung
9.1.1 und Tabelle 9.1.3 im Anhang).
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In der Behandlung maligner Erkrankungen stellt die Chemotherapie neben der Chirurgie und
der Strahlentherapie einen der drei Hauptpfeiler dar. Ziel der Behandlung ist die moglichst
selektive und langfristige Zerstorung von Tumorzellen. Dazu werden in der klassischen
Chemotherapie Substanzen verwendet, die besonders toxisch auf proliferationsaktive Zellen
wirken. Gemein ist diesen Zytostatika die z.T. wie die Senfgase aus der militdrischen
Forschung (Chabner und Roberts 2005) und z.T. aus natiirlichen Quellen stammen, dass es
sich um hochpotente Strukturen handelt, die neben malignen Zellen auch die physiologischen
Gewebe schiddigen und in Form von Nebenwirkungen zu einer erheblichen Belastung der
Patienten fiihren konnen. Zu den dltesten Zytostatika zdhlen Spindelgifte aus der Gruppe der
Vinca-Alkaloide und Taxane. Obwohl die Entdeckung dieser Substanzen bereits mehr als 50
Jahre im Falle der Vinca-Alkaloide (Noble et al. 1958) und iiber 30 Jahre im Falle der Taxane
(Wani et al. 1971) zuriickliegt, finden sie auch in aktuellen Therapieschemata, beispielsweise
in der Behandlung von Leukédmien und Karzinomen der Mamma, des Ovars, der Prostata oder
der Lunge, bis heute Anwendung. Die langjdhrige klinische Erfahrung mit antimikrotubuléren
Substanzen zeigt auch die Limitationen dieser Gruppe von Pharmaka auf: Neuropathien als
Ausdruck der Schiadigung von Zellen mit hohem Tubulin-Anteil in der Peripherie sind die
klinisch héaufigsten Nebenwirkungen von Spindelgiften (Carlson und Ocean 2011, Vats et al.
1992). Da auch physiologische Gewebe mit hohem Proliferationsanteil, speziell die
Vorlduferzellen im Knochenmark, durch die mitose-inhibierenden Effekte der Spindelgifte
geschidigt werden, sind Myelotoxizitit und daraus resultierende Leukopenien iibliche, im
heutigen klinischen Zusammenhang zumeist aber kontrollierbare Nebenwirkungen (Markman
2003, Goa und Faulds 1994).

Indolylmaleimide mit der Leitstruktur SB216763 wurden bereits als potente Inhibitoren des
Enzyms GSK3B und damit u.a. als Modulatoren der neuronalen Differenzierung
charakterisiert (Schmole et al. 2010, Smith et al. 2001, Cross et al. 2001). Die Leitstruktur
SB216763 wurde weiterhin bereits in verschiedenen Publikationen als aufgrund threr GSK3f3-
inhibitorischen Wirkung antineoplastisch wirkende Substanz im Sinne eines gezielten
Therapieansatzes beschrieben (Bilim et al. 2009, Ougolkov et al. 2007, Cao et al. 2006,
Shakoori et al. 2005).

Bislang nicht berichtet wurde iiber den Zusammenhang von Indolylmaleimiden und
Spindelgiften: Indol-Motive - ein Kernbaustein der Indolylmaleimide - finden sich als
wiederkehrende Struktur in einer groflen Zahl natiirlicher Tubulin-Inhibitoren wie den Vinca-
Alkaloiden, den Tryptostatinen und Hemiasterlinen sowie in einer Vielzahl synthetischer
Indole mit antimikrotubuldrer und antineoplastischer Potenz (Brancale und Silvestri 2007).
Die vorliegende Studie untersucht beispielhaft an der Leitsubstanz PDA66, ob Derivate der
Substanzklasse der Indolylmaleimide als wirksame Chemotherapeutika im Sinne klassischer
Zytostatika in Frage kommen und im Vergleich mit etablierten Spindelgiften vorteilhafte

Effekte aufweisen.
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5.1 Die Wirkung von Indolylmaleimiden auf neurale Progenitorzellen

5.1.1 Wachstum, Metabolismus und Zellzyklus

Die niedermolekularen Indolylmaleimide wurden in vorhergehenden Studien bereits als ATP-
kompetitive Inhibitoren des Enzyms GSK3f beschrieben (Smith et al. 2001) und im Hinblick
auf ihre Fahigkeit, die neuronale Differenzierung von humanen neuralen Progenitorzellen zu
beeinflussen, untersucht (Schmdle et al. 2010). Da diese Substanzen in den Experimenten von
Schmole et al. zusitzlich das Wachstum der Progenitorzellen hemmten, wurden daraufhin
weitere Derivate einem Screening auf antiproliferative Effekte in diesen hNPZ unterzogen.
Die neuralen Progenitorzellen wurden viral mit dem v-myc-Onkogen immortalisiert und
tragen  somit  tumortypische  Eigenschaften in  Form  eines  unbegrenzten
Proliferationsvermdgens (Donato et al. 2007). Die leicht reproduzierbare Kultivierung und
kurze Verdopplungszeit macht die hNPZ zu einem guten Screeningsystem fiir
antiproliferative = Substanzen, im Speziellen fiir jene mit antimikrotubuldrem
Wirkmechanismus, da dieser an das Durchlaufen der Mitose als Phase der stirksten Wirkung
gekoppelt ist (Jordan und Wilson 2004).

Die méBige Inhibition der Zellproliferation durch die Indolylmaleimide SB216763 und IM-12
bestitigte die Ergebnisse von Schmdle et al. (Schmdle et al. 2010), wihrend die Derivate
AB209 und PDAG66 stirker antiproliferativ wirkten. Im nachfolgenden Versuch zur
Konzentrationsabhingigkeit bestétigte sich die Vermutung, dass die zu Screeningzwecken
eingesetzte Konzentration von 3uM deutlich {iber der ermittelten ICsy von 0,532uM lag.
Wihrend die Substanzen SB216763, IM-12 und AB209 zu keiner signifikanten Reduktion des
Anteils vitaler Zellen fiihrten, wirkte PDA66 zytotoxisch. Bei Betrachtung der ermittelten
Ergebnisse und ICsy fiir Endzellzahlen, Vitalitit und Metabolismus deutete sich eine
Diskrepanz zwischen diesen 3 Parametern an, die sich am ehesten auf die technische
Unschiarfe  des  Stromausschlussverfahrens  beziehen  ldsst:  einer  deutlichen
Endzellzahlreduktion auf 2,4% der Kontrolle mit mikroskopisch nahezu vollstindigem
Verlust der Zellen steht eine gemessene Vitalitit von 53,5% gegeniiber. Infolge der
Behandlung mit PDA66 lagerten sich die absterbenden Zellen und Zelltriimmer zum Teil zu
Aggregaten zusammen. Auch wenn dem Stromausschlussverfahren in der Literatur ein gutes
Zeugnis flir die Bestimmung der Zellvitalitit ausgestellt wird (Lindl et al. 2005), bestétigte
der nachhéngende ICsp-Wert von 1,250uM nach 72h fiir die Vitalitdt gegentiber der ICs fiir
die Zellzahl nach 72h von 0,532uM die Erfahrung, dass die gemessenen Vitalititen zwar in
sich konsistent, jedoch weniger sensibel als die Auswertung der Zellzahlen waren. Die
Bestimmung des Zellmetabolismus, der nach 72-stiindiger Behandlung mit einem ICsy von
0,730uM im Bereich des fiir die Zellzahl bestimmten Wertes lag und damit, entgegen der
oben genannten Publikation (Lindl et al. 2005), sensibler ausfiel, bestitigt diese Erfahrung
ebenfalls.

Zentrales Element des Wirkmechanismus der Spindelgifte ist die Arretierung von Zellen
wéhrend der Mitose (Jordan und Wilson 2004): da sich die Dynamik der Mikrotubuli nach

Rusan et al. in dieser Phase erheblich steigert (Rusan et al. 2001), ist sie gegeniiber der
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Inhibition durch Spindelgifte deutlich anfilliger. Gemeinhin wird die Annahme akzeptiert,
dass die Inhibition der Mikrotubuli-Dynamik infolge eines konstant aktiven
Kontrollmechanismus, dem sogenannten ,,Spindle Assembly Checkpoint®, zur Arretierung
der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt in der Mitose-Phase fiihrt (Mollinedo und Gajate 2003,
Jordan et al. 1993). In Bestdtigung der Hypothese eines spindelinhibitorischen Mechanismus
arretierte PDA66 die proliferierenden hNPZ in der G2/M-Phase mit einem Maximum von
68.945.9%. Eine eindeutige Diskrimination zwischen G2- und M-Phase-Zellen,
beispielsweise durch Farbung von Phospho-Histon H3, das nur in mitotischen Zellen vorliegt
(Hans und Dimitrov 2001), wurde in Anbetracht der weiteren Ergebnisse nicht durchgefiihrt.
Das Maximum der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt nach 16h steht in direktem
Zusammenhang mit der durchschnittlichen Verdopplungszeit von hNPZ (16.62h) unter
Kontrollbedingungen und spricht fiir einen phasenspezifischen Effekt: wéhrend einer
Verdopplungsphase passieren nahezu alle proliferierenden hNPZ die Mitosephase und werden
dort zu einem grofen Teil infolge des mikrotubuli-inhibierenden Effekts arretiert. Die
Inhibition der Mikrotubuli-Dynamik und damit der Mitose als jene Zellzyklusphase, die
infolge der starken Zunahme von Polymerisations- und Depolymerisationsprozessen der
Mikrotubuli von der Funktion dieser Strukturen des Zytoskeletts abhdngt (Rusan et al. 2001),
macht die Spindelgifte zu sogenannten phasenspezifischen Zytostatika. Die Wirkung dieser
Substanzen ist an das Durchlaufen einer bestimmten Zellzyklusphase und damit vor allem an
die Dauer der Behandlung gebunden (Karow und Lang-Roth 2012). In den Experimenten zur
Expositionszeit fiihrte ein Behandlungszeitraum von 8.63h zur Reduktion des Wachstums auf
50% des Maximums mit einer Plateaubildung nach einer Behandlungszeit von 16h. Da diese
Behandlungsdauer der Verdopplungszeit von hNPZ (16.62h) relativ nah kommt, ist das
Ergebnis passend zu einem phasenspezifischen Effekt.

In Ubereinstimmung mit einem phasenspezifischen Effekt steht auch die geringere Reduktion
des Metabolismus durch PDA66 in differenzierten gegeniiber proliferierenden
Progenitorzellen. Wie von Lange et al. gezeigt, befinden sich nach 24h unter
Differenzierungsbedingungen nur noch 3.8% der Progenitorzellen in den Zellzyklusphasen S,
M, G2 gegeniiber 47.1% der Zellen unter Proliferationsbedingungen (Lange et al. 2011). Da
ein geringerer Anteil der Zellen die ,,vulnerable* Phase passiert, wirken phasenspezifische
Zytostatika hier in geringerem Malle. Unabhingig davon sind zusitzliche mikrotubuli-
unabhéngige Effekte, die klinisch verwendete Spindelgifte meist in hdheren Konzentrationen
ausiiben (Klotz et al. 2012, Wang et al. 2000).

Die durchgefiihrten Experimente beschreiben einen zeit- und konzentrationsabhdngigen
Wirkmechanismus der Substanz PDA66 auf das Wachstum und den Metabolismus humaner

neuraler Progenitorzellen.
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5.1.2 Induktion der Apoptose

Sowohl Weaver und Cleveland als auch Gascoigne und Taylor beschreiben sehr
unterschiedliche Reaktionen verschiedener Krebszelllinien als auch verschiedener Zellen
innerhalb einer Linie auf die Behandlung mit Spindelgiften (Gascoigne und Taylor 2009,
Weaver und Cleveland 2005). Als mogliche Reaktion kommt neben einer erwarteten
Apoptose infolge der Arretierung in der Mitose auch eine Arretierung ohne Zelltod und
Fortschritt im Zellzyklus bei Clearance der Substanz in Frage. Ferner wird der Progress von
Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt in die G1-Phase und von dort in die weitere Proliferation,
der Ubergang in die Seneszenz oder die Induktion der Apoptose in der G1-Phase beschrieben.
Passend zu unterschiedlichen zelluliren Reaktionen auf eine Arretietung im Zellzyklus fand
sich nach einem maximalen Anteil von 68,9+5,9% der Zellen mit doppeltem DNS-Gehalt
nach 16h ein Abfall dieses Anteils zum 24h-Zeitpunkt auf 47,6+7,7%. Um eine gezielte
Nachverfolgung der Konsequenzen einer antimikrotubuldren Behandlung auch unter
Beachtung intralinedrer Variationen gewéhrleisten zu konnen, weisen Gascoigne und Taylor
auf die Notwendigkeit der Einzelzellbeobachtung in Live-Mikroskopie-Verfahren hin
(Gascoigne und Taylor 2009). Auch wenn diese Moglichkeit nicht gegeben war, konnte iiber
die von Vermes et al. beschriebene Fluoreszenzmarkierung von Phosphatidylserin an der
AulBenseite von Zellmembranen der Anteil friith-apoptotischer Zellen bestimmt werden
(Vermes et al. 1995). Unter der Behandlung mit 3uM PDAG66 ldsst sich eine deutliche
Zunahme der frith-apoptotischen Zellen beobachten: der Anteil von 33,4+4,84% AnnexinV-
positiver und Propidium-lodid-negativer Zellen nach einer Behandlungszeit von 16h korreliert
mit einer stark verminderten Fraktion ungefdrbter, weder apoptotischer noch nekrotischer
Zellen von 58,7+£6,9% aller Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (AnnexinV-/PI-:
86,4+3,6%). Neben einer kontinuierlichen Zunahme der apoptotischen Zellen kam es zu den
spéteren Zeitpunkten auch zu einer Steigerung der doppeltpositiven und damit nekrotischen
Zellen. Dieser Effekt ist am ehesten als Resultat des Fehlens von Makrophagen in
Zellkulturen zu interpretieren. Die fehlende Abraumung apoptotischer Zellen fiihrt in der
Folge zum Verlust der Membranintegritit und damit zur Vortduschung des nekrotischen
Zelluntergangs, gemessen als Positivitdt fiir Propidium-lodid (Krysko et al. 2008).
Hinweisend auf den geordneten, apoptotischen Zelluntergang im Gegensatz zur direkten
Nekrose ist jedoch die initiale Zunahme frithapoptotischer Zellen nach 9h Behandlungszeit
bei verzogerten und erst im Verlauf ansteigenden Anteilen von doppeltpositiven Zellen
(Henry et al. 2013). Der, wenn auch in einem sehr niedrigen Prozentbereich, signifikante
Anstieg Propidium-Iodid-positiver und damit nekrotischer Zellen unter 6- bis 16-stiindiger
Behandlung mit AB209 konnte auf einen alternativen, unspezifischeren Mechanismus
hinweisen. Die Markierung von Phosphatidylserin zur Bestimmung apoptotischer Zellen ist
eine weit verbreitete und anerkannte Methode, die jedoch keinen Riickschluss auf den
apoptoseinduzierenden Mechanismus erlaubt (Vermes et al. 1995).

Der niedrige Anteil nekrotisch untergehender Zellen unter PDA66- bzw. AB209-Behandlung

weist in Anbetracht der signifikant reduzierten Endzellzahlen in den Experimenten zur
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Proliferation auf ein Mischbild zytotoxischer und zytostatischer Wirkungen als Ursache der

beobachteten antiproliferativen Effekte beider Substanzen hin.

5.2 Untersuchungen zum Wirkmechanismus

5.2.1 Die Inhibition der Mikrotubuli-Dynamik durch PDA66

Zentrales Element der antiproliferativen Effekte von Spindelgiften ist die Interferenz mit der
Dynamik der Mikrotubuli und damit die Inhibition der Mitose (Rusan et al. 2001, Jordan und
Wilson 1998). Die Spindelgifte werden klassisch anhand ihres Einfluss auf die Tubulin-
Polymer-Masse, der sich in hohen Konzentrationen einstellt, in destabilisierende und
stabilisierende Substanzen eingeteilt (Hamel 1996). Die allen Substanzen gemeinsame
Stabilisierung der Dynamik und damit Einschrinkung der Mikrotubuli-Funktionalitit wird in
aktuellen Publikationen als Grundlage fiir die antimitotische Wirkung der Spindelgifte
angesehen (Risinger et al. 2009, Jordan und Wilson 2004). Die klassische Unterscheidung
zwischen destabilisierenden und stabilisierenden Substanzen ist Ausdruck der Wirkung an
verschiedenen Tubulin-Bindungsstellen und dient zundchst Einteilungszwecken (Downing
2000), in Anbetracht der steigenden Diversitidt von Tubulin-Bindnern und der Entdeckung
neuer Bindungsstellen ist die Bedeutung dieser Klassifikation jedoch nach wie vor gegeben
(Calligaris et al. 2010). Zur Charakterisierung neuer Strukturen kommen hier vor allem
Kompetitivassays um die jeweilige Bindungsstelle auf Basis radiomarkierter Liganden oder
massenspektrometrischer Methoden sowie computergestiitzte Docking-Studien im Rahmen
von High-Troughput-Screenings zum Einsatz (Duffy et al. 2012, Li et al. 2010).

Die im Ubersichtsartikel von Brancale und Silvestri beschriebenen synthetischen Indole
verdringen mit wenigen Ausnahmen, dhnlich wie neue Tubulin-inhibitorische Indole (Lai et
al. 2011, Zhao et al. 2012), radiomarkiertes [3H]Colchicin und binden damit nachweislich an
die Colchin-Bindungsstelle der Mikrotubuli (Brancale und Silvestri 2007).

Die durchgefiihrten Versuche mit PDA66 zeigen einen depolymerisierenden Effekt auf
Tubulin, sind jedoch nicht in der Lage, die vermittelnde Bindungsstelle in letzter Konsequenz
aufzuklaren. In Anbetracht der vorliegenden Literatur zu Indol-Derivaten mit Tubulin-
inhibitorischem Effekt (Risinger et al. 2009, Downing 2000) kann mit hoher
Wabhrscheinlichkeit angenommen werden, dass die Substanzeffekte iiber die Colchicin-
Bindungsstelle vermittelt werden. So waren ein GroBteil der in der Ubersichtsarbeit von
Brancale und Silvestri aufgezeigten Indole Liganden der Colchicin-Bindungsstelle, ferner lief3
sich keine Formation von Parakristallen, wie sie fiir Vinca-Alkaloide typisch wire (Takanari
et al. 1990), beobachten (Brancale und Silvestri 2007).

Im Vergleich der Ergebnisse des mikroskopischen und des photometrischen Versuchs zeigen
sich geringe Unterschiede in der Potenz der tubulin-inhibitorischen Wirkung von PDA66:
wiahrend bei gleicher PDAG66-Konzentration in der VEC DIC-Mikroskopie keine
polymerisierten Anteile des isolierten Tubulins mehr sichtbar waren, lieB sich im
photometrischen Versuch eine leichtgradige Zunahme der optischen Dichte nachweisen.

Diese Diskrepanz erklart sich am ehesten durch die im Vergleich geringere Objektivitét des
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Mikroskopieverfahrens und eine hohere Sensitivitdt der miniitlich tiber den Zeitraum einer
Stunde erfolgenden Messung der optischen Dichte.

Besondere Aufmerksamkeit haben die depolymerisierenden Spindelgifte - insbesondere jene,
die ihre Effekte iiber die Colchicin-Bindungsstelle vermitteln - in Form der neuen
Zytostatikaklasse der ,,vascular disrupting agents* (VDAs) erfahren. Primidres Target dieser
Substanzklasse ist die Vaskularisation solider Tumoren (Tozer et al. 2005), deren Zerstorung
zum Zusammenbruch der Blutversorgung und damit zur Nekrosebildung fiihrt. Zentraler
Angriffspunkt dieser Substanzen sind die proliferierenden Endothelzellen in Tumor-
versorgenden Gefalen. Wihrend Cytokin-freisetzende Substanzen wie die Flavinoide mit der
Leitsusbstanz DMXAA (Wilson et al. 1998) tubulin-unabhingig wirken, bilden die Tubulin-
inhibierenden Substanzen die zweite grole Gruppe der VDAs. Die Combretastatine als
Colchicin-Bindungsstellen-Effektoren gelten hier als Leitstrukturen (Siemann 2011) und
befinden sich in der fortgeschrittenen klinischen Testung (Zweifel et al. 2011).

Da VDAs als Einzelmedikation nicht zur kompletten Zerstérung des Tumors fiihren, sondern
vitale Tumorzellen in den noch gut durchbluteten Randbereichen zum erneuten Wachstum
filhren konnen, zeigten die klinischen Studien nur moderate Ergebnisse, widhrend hohe
Erwartungen an Kombinationstherapien mit iiblichen Zytostatika gestellt werden (Patterson
und Rustin 2007). Synthetische Indole konnten als potentielle Liganden der Colchicin-

Bindungsstelle ebenfalls als vascular disrupting agents in Frage kommen.

5.2.2 Einfluss auf den B-catenin-Spiegel in hNPZ

Im Gegensatz zur Substanz SB216763 fiihrte die PDA66-Behandlung nicht zur Akkumulation
von B-catenin in Gesamtzelllysaten differenzierender humaner neuraler Progenitorzellen; im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle zeigte sich gegenteilig eine signifikante Reduktion auf
84,87+1,59% des Kontrollniveaus. PDA66 ahmt somit nicht den GSK3-inhibitorischen Effekt
der Leitsubsubstanz SB216763 mit konsekutiver p-catenin-Akkumulation nach. Dieses
Ergebnis verdeutlicht den komplexen Zusammenhang zwischen kleineren strukturellen
Verdnderungen, die zu mafgeblichen Verdnderungen der Bindungsaktivititen an erwartete
Ziele fithren und unterstreicht die Arbeit von Schmdle et al., in der nur ein einziges Derivat
von SB216763 dhnlich potente Effekte wie die Leitsubstanz zeigte (Schmole et al. 2010). Die
Reduktion des Gesamt-B-Catenin-Spiegels erklart sich am ehesten {iber die
Aktivitdtssteigerung des Enzyms GSK3p im Rahmen pro-apoptotischer Stimuli (Bhat et al.
2000). Eine aktivierende Phosphorylierung von GSK3 infolge erhohter Calcium-Spiegel
(Hartigan 1999), die auch bei Behandlung mit Spindelgiften auftreten konnen (Liao et al.
2008), konnte im Rahmen der vorliegenden Studie nicht weiter untersucht werden. Als eine
mechanistische Erkldrung fiir die Senkung des Gesamt-f-catenin-Spiegels muss auch die
rdumliche Anndherung des membrands an Cadherine gebundenen B-Catenin-Pools (Howard
et al. 2011) an GSK3p und damit einer erhohten Degradation im Rahmen des Kollaps des
Zytoskeletts diskutiert werden. Die in der vorliegenden Studie durchgefiihrten ELISA-

Untersuchungen konnen lediglich Aussagen iiber den Gesamt-B-Catenin-Spiegel treffen. Zur
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genaueren Beurteilung wiren Messungen des nukledren gegeniiber dem zytoplasmatischen -
catenin-Anteils notwendig. Weniger wahrscheinlich, jedoch im Rahmen der vorliegenden
Studie nicht sicher auszuschlieBen, ist eine Katalyse der aktivierenden Phosphorylierung von
GSK3B an Tyrosin216 (Hughes et al. 1993), wie im Falle der Tyrosinkinase Fyn
vorbeschrieben (Lesort et al. 1999) oder ein Ausfall der inhibitorischen Phosphorylierung des
Enzyms an Serin9, wie im Falle der Inhibition von Akt beschrieben (Frame et al. 2001).

5.2.3 SB216763 und IM-12 als Tubulin-Inhibitoren

Wihrend PDA66 keine GSK3-inhibitorische Funktion besitzt, zeigten die als GSK3-
Inhibitoren beschriebenen Indolylmaleimide IM-12 und SB216763 depolymerisierende
Effekte auf isoliertes Tubulin im VEC DIC-Mikroskopierverfahren. Diese Ergebnisse stehen
in Einklang mit der ebenfalls antiproliferativen Wirkung beider Substanzen auf das Wachstum
der Progenitorzellen. Wihrend die berichteten GSK3-inhibitorischen-ICsy im nanomolaren
Bereich liegen (Schmdle et al. 2010: 92nM fiir SB216763; 53nM fiir IM-12; Coghlan et al.
2000: 34nM fiir SB216763), zeigten sich die tubulin-inhibitorischen Effekteunter
Einbeziehung einer leicht zu iiberschitzenden Messung durch das Mikroskopieverfahren
(s.0.), im mikromolaren, also 100-1000fach hoheren Konzentrationsbereich.

Entgegen den beschriebenen depolymerisierenden Effekten auf isoliertes Tubulin wurde in
der Studie von Lange et al. kein Einfluss von SB216763 auf die Zellzyklus-Distribution der
hNPZ beschrieben (Lange et al. 2011). Dabei wurde allerdings nur eine Konzentration von
3uM und damit ein Bereich, der in isoliertem Tubulin kaum Effekte hatte, getestet.

Eine Diskrimination zwischen mikrotubuli-abhéngiger Zellzyklusarretierung lieBe sich iiber
die reine Bestimmung der Anteile von Zellen in verschiedenen Zellzyklusphasen nur schwer
abgrenzen, da GSK3[ selbst Einfluss auf den Zellzyklus ausiibt. So fiihrt die GSK3f-
vermittelte Phosphorylierung von Cyclin D zum Export und zur abschlieBenden Degradation
dieses Proteins. Im Zusammenspiel mit den Cyclin-abhédngigen-Kinasen 4 und 6 (CDK4/6)
bewirkt Cyclin D die Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins und fiihrt damit zur G1-
zu-S-Transition im Zellzyklus (Diehl et al. 1998). Da die Aktivitit von GSK3B zur
Zellzykluskontrolle beitrdgt, schlagen Takahashi-Yanaga und Sasaguri sogar den Einsatz von
GSK3p-Aktivatoren/GSK3-aktivierenden Mechanismen in der antineoplastischen Therapie
vor (Takahashi-Yanaga und Sasaguri 2008). Demgegeniiber beschreiben Wang et al. und
Kunnimalaiyaan et al. die Stabilisierung von p27"', einem CDK-Inhibitor, und die daraus
folgende Zellzyklus-Arretierung durch GSK3B-Inhibition (Wang et al. 2008, Kunnimalaiyaan
et al. 2007). Wihrend Wang et al. jedoch von einer Arretierung in der G1-Phase berichten -
ein Ergebnis, das mit der Inhibition Cyclin-abhingiger-Kinasen durch p27 korrespondiert -
berichten Kunnimalaiyaan et al. von einem G2/M-Arrest durch hohe Konzentrationen der
GSK3-Inhibitoren SB216763 (bis zu 30uM) und Lithiumchlorid (bis zu 20mM). Im Falle von
Lithiumchlorid berichteten auch Nowicki et al. von einer dhnlichen G2/M-Arretierung in
Gliom-Zellen (Nowicki et al. 2008). In keiner der aufgefiihrten Studien wurden néhere

Untersuchungen zur Wirkung der verwendeten Substanzen auf die Mikrotubuli aufgefiihrt.
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Vor dem Hintergrund der gezeigten Tubulin-inhibitorischen Wirkung verschiedener
Indolylmaleimide wéren diese Ergebnisse ebenfalls gut vereinbar mit einer Arretierung
infolge eines antimikrotubuldren Wirkmechanismus. In Anbetracht der hohen biologischen
Aktivitdit von Indolen beispielsweise als Kinase-Inhibitoren, als Agonisten extra- und
intrazelluldrer Rezeptoren, als reverse Transkiptase-Inhibitoren oder als Spindelgifte (Zhao et
al. 2008, Roach et al. 2008, Brancale und Silvestri 2007, Chambers et al. 1999, Xie et al.
1995) muss die Zuordnung von Wirksamkeiten in verschiedenen Signalwegen zum
malgeblichen antiproliferativen Effekt in Krebszellen mit Bedacht erfolgen: da iiberlappende
Effekte nicht unwahrscheinlich sind, sollten passende Befunde, wie ein Zellzyklus-Arrest in
der G2/M-Phase, die Auslosung der intrinsischen Apoptosekaskade oder auffillige
zellmorphologische Verédnderungen Anlass zu einem Screening auf antimikrotubuldre Effekte
geben, um diese einfachen strukturellen Verdnderungen als ursidchlich auszuschlieBen bzw. zu

erkennen, bevor mogliche Verdnderungen an Signalwegen weiter untersucht werden.

5.3 PDAG66 als Zytostatikum in Krebszelllinien

PDA66 zeigte in allen Krebszelllinien antiproliferative Effekte. Da die unbegrenzte
Proliferation eine zentrale Eigenschaft aller Krebszelllinien darstellt und die Spindelgifte
durch Inhibition der Mikrotubuli-Dynamik inbesondere in der Zellteilungsphase aktiv sind
(Dumontet und Sikic 1999), ist eine prinzipielle Wirkung dieser Substanzen in allen
teilungsaktiven Zellen zu erwarten. In enger Beziehung zu diesem Mechanismus steht die
bessere Wirksamkeit der Spindelgifte in Zellen mit kiirzerer Verdopplungszeit: je hdufiger
eine Zelle die vulnerable Phase - im Falle der Spindelgifte die Mitose - passiert, desto hoher
ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie in einem der Zyklen die Apoptose auslost. In Anbetracht
der Ergebnisse zur Reduktion des Wachstums iiber 72h in Anwesenheit von 3 und 10uM
PDAG66 bestitigte sich diese Annahme nur zum Teil: die humanen neuralen Progenitorzellen
und die murinen Melanomzellen zeigten das stirkste Ansprechen auf die Behandlung mit dem
Spindelgift und hatten die kiirzesten Verdopplungszeiten aller getesteten Zelllinien (16 bzw.
15h). Die starke Endzellzahlreduktion in den Jurkat-T-ALL-Zellen erkldrt sich hingegen
ebensowenig allein iiber die Verdopplungszeit wie die geringere antiproliferative Wirkung in
SW480-, A549- und HepG2-Zellen.

Die drei exemplarisch ausgewerteten Zell-Linien hNPZ, B16F10 und A549 wurden
konzentrationsabhéngig durch PDA66 in ithrem Wachstum gehemmt. Die in den B16F10-
Zellen ermittelten ICso-Konzentrationen fiir Paclitaxel bzw. Vinblastin lagen mit 0.8 nM bzw.
0.6nM geringfiigig unter den in der Literatur gefundenen effektiven Dosen im zweistellig
nanomolaren Wirkungsbereich. Die aktuell geringfiigig hoheren Konzentrationen in den
Vergleichsarbeiten lassen sich zum einen auf die Verwendung einer anderen Methode in
Form des MTT-Experiments (Koudelka et al. 2009) als Auswerteparameter fiir die
Proliferation, zum anderen auf die fehlende Bestimmung der ICso-Werte (Jordan et al. 1985)
zuriickfiihren. Auftillig war die hohere ICsy in den A549-Lungenkarzinomzellen sowohl fiir

Paclitaxel (im Vergleich zur niedrigsten ICsy in den B16F10-Zellen um den Faktor 8.3) als
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auch fiir PDA66 (im Vergleich zur niedrigsten ICsp in den hNPZ um den Faktor 16.9). Einen
Anhaltspunkt fiir die geringere Sensitivitit der Lungenkarzinomzellen bietet die Studie von
Galan-Malo et al.: die Autoren =zeigen, dass A549-Zellen hohere Spiegel des
antiapoptotischen Protein Bcl-xp und ein hoheres Verhiltnis von Bcl-xi, zum proapototischen
Protein Bak aufweisen (Galan-Malo et al. 2012). Das geringere Ansprechen der Zellinie auf
das Spindelgift steht in Einklang mit dem von Gascoigne und Taylor sowie Matson und
Stukenberg beschriebenen Modell, nach dem die Entscheidung iiber das Zellschicksal aus
dem mitotischen Arrest infolge der Behandlung mit Spindelgiften einen Wettlauf zwischen
proliferationsfordernden und proapoptotischen Zellmechanismen darstellt (Matson und
Stukenberg 2011, Gascoigne und Taylor 2008). Durch hohe Spiegel des antiapoptotischen
Bcel-x; verschiebt sich dieses Gleichgewicht in Richtung der proliferationsférdernden
Mechanismen. Diese erlauben den Zellen, die Mitose zu verlassen (mitotic slippage) und die
G1-Phase zu erreichen. Von dort konnen sie dem Zellzyklus folgen, seneszent werden oder
pS3-vermittelt die Apoptose auslosen (Galan-Malo et al. 2012, Gascoigne und Taylor 2009).
Dieser Sachverhalt spiegelt ferner die undurchsichtige Situation in der klinischen Anwendung
von Spindelgiften wider: die Annahme, dass Spindelgifte unabhéngig von ihrem
polymerisierenden oder depolymerisierenden Mechanismus in hohen Konzentrationen in
klinisch relevanten Dosierungen gleichartig mit der Mikrotubuli-Dynamik interferieren, ist
weit verbreitet (Risinger et al. 2009, Jordan und Wilson 2004). Nichtsdestotrotz sind die
Einsatzbereiche in der antineoplastischen Therapie teils sehr unterschiedlich. Paclitaxel ist in
der Behandlung solider Tumoren wie dem Mamma-Karzinom, dem Ovarial-Karzinom oder
dem nicht kleinzelligen Lungenkarzinom zugelassen (Rowinsky und Donehower 1995).
Demgegeniiber erbrachten Studien zur Behandlung hdmatologischer Erkrankungen wie non-
Hodgkin-Lymphomen (NHL) mit Ansprechraten (Teil- und komplette Remissionen) von 17-
23% bei rekurrenten bzw. stark vorbehandelten NHL (Kahl et al. 2005, Press et al. 1998,
Wilson et al. 1995) keine liberzeugenden Ergebnisse gegeniiber der Standardtherapie.

Lerner und Andrea diskutieren den fehlenden Vergleich zur Wirksamkeit von Paclitaxel in
erstbehandelten NHL-Patienten und fiihren Studien, in denen Vincristin in der Behandlung
vorbehandelter NHL-Patienten &dhnlich moderate Ergebnisse zeigte, (26 bzw. 17%
Ansprechen) an (Lerner und Andrea 2005, Desal et al. 1970, Carbone et al. 1968).

Im Rahmen einer fundamentaleren Kritik argumentieren Lerner und Andrea, dass
Zellkultursysteme als Modelle fiir die Testung antimikrotubuldrer Substanzen nicht die
Komplexitidt von Neoplasien in vivo darstellen kénnen (Lerner und Andrea 2005). Weiterhin
stellen die Autoren den anti-mitotischen Wirkmechanismus der Spindelgifte in Zellkulturen
als zentrale Ursache fiir klinische Effekte in Frage, da Substanzen wie die Vinca-Alkaloide
ebenfalls apoptotische Effekte in nicht proliferierenden Zellen auslosen (Vilpo et al. 2000).
Komlodi-Pasztor et al. filhren das Versagen rein anti-mitotischer Substanzen wie
Aurorakinase-, Polo-like-Kinase- und Kinesin-Spindle-Protein-Inhibitoren mit Ansprechraten
von durchschnittlich 1.6% (eigene Meta-Analyse der Autoren) in einer Gruppe solider

Tumoren auf die Fehlinterpretation der Mitose als effektivste Phase von Spindelgiften zuriick
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(Komlodi-Pasztor et al. 2012). Den Erfolg in priklinischen in vitro- und in vivo-
Tumormodellen fiihren sie auf, fiir klinische Tumoren nicht beispielhafte, extrem hohe
Teilungsraten zuriick. Die klinische Effektivitét klassischer Spindelgifte weisen die Autoren
zellzyklusunabhingigen Zielen, wie den gestorten Verschiebeprozessen intrazelluldrer
Proteine zu.

Auch im Falle von Paclitaxel sprechen das Fehlen eines Vorteils langer Infusionszeiten von
bis zu 96h gegeniiber kurzen Infusionszeiten bis zu 3h in Mamma-, Ovarial- und
verschiedenen Adenokarzinomen (Williams und Bryant 2011) ebenso wie die fehlende
Uberlegenheit dosis-dichter Behandlungsschemata in Patientinnen mit lymphknoten-positiven
Mamma-Karzinomen (Moebus et al. 2010) fiir die vordergriindige Wirkung
zellzyklusunabhingiger Effekte.

Die Beurteilung der Wirkung von Spindelgiften auf zelluldrer Ebene wird zusétzlich
erschwert durch die von Gascoigne und Taylor sowie Weaver und Cleveland postulierten
unterschiedlichen Reaktionen nicht nur in unterschiedlichen Zelllinien, sondern auch in
unterschiedlichen Zellen einer Zelllinie (Gascoigne und Taylor 2008, Weaver und Cleveland
2005).

Ein weiteres Beispiel fiir die begrenzte Aussagekraft von Zellkulturmodellen fiir die klinische
Wirksamkeit sind Substanzgruppen wie die Cryptophycine oder Dolastatine, die in Zelllinien
potente Effekte erbrachten, in klinischen Studien jedoch keine Wirkung zeigten (Edelman
2003, Krug et al. 2000).

Unabhéngig von den Differenzen in préklinischen Modellen und klinischen Therapiestudien
lasst sich die Wirkung eines Pharmakons als Determinante seiner Pharmakokinetik und seiner
Pharmakodynamik beschreiben. Beide Eigenschaften sind hochvariabel zwischen den
verschiedenen Substanzen und zum Teil durch typische Resistenzen in Krebszellen belegt.

Im Falle der Vinca-Alkaloide konnten Jackson und Bender zeigen, dass deren Wirksamkeit in
murinen und humanen Leukdmiezellen eine Funktion der Behandlungszeit und
Substanzkonzentration darstellt (Jackson und Bender 1979). Anhand von Beobachtungen in
humanen Hepatozyten konnten Zhou et al. einen Zusammenhang zwischen intrazelluldrer
Substanzkonzentration und Lipophilie der Strukturen herstellen (Zhou et al. 1994).

Ferguson und Cass beobachteten in HL-60-Leukédmie-Zellen einen ,,Konzentrierungs-Effekt*
der Vinca-Alkaloide Vincristin und Vinblastin (intra-zu-extrazelluléres
Konzentrationsverhétlnis jeweils >100) und sahen in der nachfolgenden schnelleren
Depletierung von Vinblastin eine mdgliche Erkldrung fiir die stirkeren antiproliferativen
Effekte von Vincristin (Ferguson und Cass 1985).

Auch wenn Ferguson und Cass zeigen konnten, dass der Ausstrom von Vinblastin aus HL-60-
Zellen energieunabhingig erfolgt, wurde in verschiedensten Zellkulturmodellen gezeigt, dass
die héufig hochmolekularen und aus natiirlichen Quellen stammenden Spindelgifte gute
Substrate fiir ABC-Transporter wie P-Glycoprotein (Ambudkar et al. 1999) darstellen und die
Zellen damit resistent gegeniiber diesen Substanzen machen. Eine Ubersicht dazu bietet die
Arbeit von Lage (Lage 2008).
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Niedermolekulare Substanzen sind teilweise selbst Substrate der Transporter und sind parallel
in der Lage die Aktivitdt der Transporter inhibitorisch zu modulieren (Mandery et al. 2012)
und die intrazelluliren Konzentrationen der anderer Substrate zu erhéhen. Dieser Umstand
konnte hinweisend auf eine vorteilhafte Ko-Applikation von PDA66 mit anderen
Medikationen sein, auch wenn der klinische Beweis fiir die Vorteilhaftigkeit von Transporter-
Modulatoren bislang ausblieb (Lee 2010). Inwiefern PDA66 aufgrund seiner Struktur als
Substrat von ABC-Transportern in Frage kommt und ob die Substanz therapeutische Spiegel
erreichen kann, miissen weitere Studien in Zellkulturexperimenten erbringen.

Als weitere Ursache fiir die unterschiedliche Wirkung von Spindelgiften in unterschiedlichen
Zelltypen wird die variierende Expression von Tubulin-Isotypen in verschiedenen Geweben
diskutiert (Jordan und Wilson 1998). Wihrend die Verteilung der Tubulin-Isotypen spezifisch
fiir die verschiedenen Korpergewebe ist, wurden Verdnderungen insbesondere des -Tubulin-
Anteils - und damit derBindungsstelle der meisten Tubulin-inhibitorischen Substanzen
(Downing 2000) - in verschiedenen resistenten Zellkulturmodellen und Patientenmaterialien
beobachtet (Kavallaris et al. 2001, Kavallaris et al. 1997). Verdnderungen der Tubulin-
Isotypen, besonders die Verdnderung der B-III-Tubulin-Spiegel, spiclen Séve und Dumontet
zu Folge eine besondere Rolle in der Resistenzbildung gegeniiber Taxanen und Vinca-
Alkaloiden (Seéve und Dumontet 2008). Dabei wirkt die erh6hte Expression von B-1II-Tubulin
nach Gan et al. sowohl {iber einen tubulin-abhéngigen Resistenzmechanismus bei niedrigen
Spindelgiftkonzentrationen und einen tubulin-unabhédngigen Resistenzmechanismus bei hohen
Spindelgiftkonzentrationen (Gan et al. 2010). Stengel et al. zeigen die uneingeschrinkte
Wirkung von Liganden der Colchicin-Bindungsstelle in Mamma-Karzinomzelllinien mit
verdndertem B-III-Tubulin-Spiegel (Stengel et al. 2009). Eine potentielle Wirkung von
PDA66 in Tumoren mit B-III-Tubulin-vermittelten Resistenzen muss in der Folge ndher
untersucht werden.

Gehauft finden sich in Berichten zu neuen tubulin-inhibitorischen Substanzen Experimente
mit Spindelgift-resistenten Zelllinien (Li et al. 2012, Liberatore et al. 2008). Barlow et al.
konnten zeigen, dass die Etablierung resistenter Tumorzelllinien zu dauerhaften
Verdnderungen der Mikrotubuli-Dynamik und damit zur Entstehung Spindelgift-abhéngiger
Zelllinien flihrt (Barlow et al. 2002). Hari et al. zeigen dariiber hinaus eine erh6hte Sensitivitit
fiir Paclitaxel in Colcemid- und Vinblastin-resistenten Zellen (Hari et al. 2003). Da die
Zichtung Spindelgift-abhédngiger Zellen mit deutlich erhohter Sensitivitdt fiir Spindelgifte mit
anderem Wirkmechanismus wenig klinische Relevanz hat, miissen Studien zu Resistenzen

gegen Spindelgifte auf dem Boden selektionierter Zelllinien sehr kritisch betrachtet werden.
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5.4 Toxische Nebenwirkungen von PDAG66

5.4.1 Akuttoxizitat im in vivo Modell

Die Proliferationsversuche mit dem Indolylmaleimid PDA66 ergaben in allen untersuchten
Zelllinien hohere ICso-Werte und somit eine geringere Potenz im Vergleich zuden klinisch
etablierten Spindelgiften Paclitaxel und Vinblastin.

Neben der Fahigkeit, moglichst effektiv Tumorzellen zu schédigen, entscheidet iiber die
klinische Anwendbarkeit klassischer Zytostatika, die durch fehlende Spezifitit auch
physiologische Gewebe schadigen, ein moglichst giinstiges Nebenwirkungsprofil.
Hypersensitivitdtsreaktionen (HSR) im Sinne einer Typ I-Immunreaktion sind eine hiufige
Nebenwirkung der Behandlung mit Paclitaxel. In der Ubersichtsarbeit von Weiss et al. zeigen
32 von 301 berichteten Patienten (15,5%) typische Zeichen einer Hypersensitivitdtsreaktion
wie Dyspnoe, Hypotension, Bronchospasmen, Urtikaria und Ausschlag zumeist innerhalb der
ersten 10 Minuten nach Behandlung (Weiss et al. 1990). Wenngleich eine Pramedikation mit
Glucokortikoiden und Anti-Histaminika zum klinischen Standard gehort, werden
Hypersensitivitdtsreaktionen teils mit fatalem Ausgang nach wie vor beobachtet (Kloover et
al. 2004, Kwon et al. 2002). Wang et al. beschreiben in ihrer Arbeit die Untersuchung
anaphylaktischer Reaktionen in Méusen {iber eine Akut-Beobachtung, die Messung der
Histaminausschiittung und Komplementaktivierung im Serum sowie {iber die
histopathologische Begutachtung der Lunge (Wang et al. 2013).

In der mit PDA66-durchgefiihrten Akut-Toxizitédtsstudie lie3 sich bei Beschrankung auf die
Akutbeobachtung der Tiere sowie die histopathologische Untersuchung der Organe kein
Anhalt fiir eine akut-toxische Wirkung im Sinne einer anaphylaktischen Reaktion erheben.
Die verldngerten Erholungszeiten fiir PDA66-behandelte Tiere gegeniiber Kontrolltieren ab
einer Dosis von 50mg/kg KG und mehr ldsst einen substanzeigenen Effekt vermuten.

Einen weiteren indirekten Hinweis auf das Erreichen von Substanzspiegeln im Blutplasma
und die Entfaltung einer in-vivo-Wirksamkeit erbrachte die Untersuchung des Blutbildes: die
einmalige intraperitoneale Behandlung von Versuchstieren mit 100mg/kg KG PDA66
reduzierte 48h post injectionem die Zahl der Leukozyten (signifikant) und Erythrozyten. Dies
steht in Ubereinstimmung mit dem vermuteten unspezifischen, Mikrotubuli-abhéingigen
Wirkmechanismus, der insbesondere Gewebe mit hoher Teilungsaktivitit wie die Zellen der
Héamatopoese schadigt.

Der daraus folgenden haufigen Nebenwirkung derNeutropenien wird in heutigen
Therapieschemata mit koloniestimulierenden Wachstumsfaktoren begegnet (Graczyk et al.
2013).

Die minimale Erh6hung der Thrombozytenzahl unter PDA66-Behandlung steht im Gegensatz
zur angenommenen unspezifischen Schidigung proliferierender Gewebe, da auch die
Megakaryozyten als Generatoren der Thrombozyten aus schnell proliferierenden myeloischen
Progenitorzellen entstehen (Liillmann-Rauch 2012). Da die Einzelwerte fiir diesen Paramter
jedoch eine hohe Variation zeigten, ist am ehesten von einem unspezifischen Ergebnis

auszugehen.
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5.4.2 Neurotoxizitat im in vitro Modell

Wihrend Hypersensitivitdtsreaktionen sowie hdmatologische Toxizitdt weitestgehend {iber
Begleitmedikationen kontrolliert werden konnen, bleiben die durch Spindelgifte
hervorgerufenen Neuropathien eine héufige und teils dosislimitierende Nebenwirkung
(Carlson und Ocean 2011). Wahrend Persohn et al. neurotoxische Schidden im Tiermodell
iiber neurophysiologische Messungen und neuropathologische Befundung evaluierten
(Persohn et al. 2005), bleibt in Anbetracht einer hohen Zahl neuer Substanzen unter
verschiedensten Indikationen die Notwendigkeit fiir Tierexperiment-freie Ansédtze mit hoher
Durchsatzkapazitit. In ihrer Ubersichtsarbeit diskutieren Breier et al. die Vor- und Nachteile
der Verwendung multipotenter neuraler Progenitorzellen fiir Toxizitdtsanalysen: wahrend
diese Zellen eine stabile und schnell reproduzierbare Ressource fiir die Testung neuronaler
Gewebe darstellen, bleibt in den immortalisierten Zelllinien ein Unsicherheitsfaktor tiber die
Konsequenzen der Transformierung fiir die Ahnlichkeit zur physiologischen Entwicklung
(Breier et al. 2010). Die humane neurale Progenitorzelllinie ReNCell Cx wurde, analog zu
den ReNCell VM, mit v-myc immortalisiert und wurde bereits durch Breier et al. zur Testung
potentiell neurotoxischer Substanzen verwendet (Breier et al. 2008). Die Autoren leiteten den
Einfluss der Substanzen auf die Proliferation, gemessen iiber die BrdU-Inkorporation sowie
auf die Vitalitit, bestimmt iiber die Féhigkeit zur Propidium-Iodid-Exklusion, ab.

Auch die in dieser Studie verwendeten neuralen Progenitorzellen ReNcell VM weisen die
Fahigkeit zur trilinidren Differenzierung auf und sind somit in oben aufgefiihrter Begrenzung
geeignet flir eine einfache Screeninguntersuchung.

Sowohl PDAG66 als auch Paclitaxel in dquimolarer Konzentration reduzierten wie erwartet die
Formazan-Salz-Spaltung in proliferierenden Zellen signifikant, analog zu den von Breier et al.
beobachteten Wirkungen bekannter antiproliferativer Substanzen in ReNcell Cx-Zellen
(Breier et al. 2008). Demgegeniiber war die inhibitorische Wirkung von PDA66 in
differenzierten Zellen deutlich geringer (in 3uM: 91,942.9; in 10uM: 89,44+6,7 der Kontrolle)
und nicht signifikant, wahrend die Reduktion durch Paclitaxel signifikant stdrker ausfiel
BuM: 77,6£4,0%; 10uM: 65,6+£8,3% der Kontrolle). Eine geringer ausfallende Wirkung ist
in differenzierten Zellen, welche die Proliferation einstellen und damit fiir phasenspezifische
Chemotherapeutika wie Spindelgifte weniger vulnerabel sind, erwartbar. Weiterhin miissen
die Ergebnisse vor dem Hintergrund der oben aufgefithrten deutlich geringeren
antiproliferativen Potenz von PDA66 gegeniiber Paclitaxel betrachtet werden. Jedoch belegt
die deutliche Reduktion des Formazan-Metabolismus durch Paclitaxel in Ubereinstimmung
mit der klinisch relevanten Neurotoxizitit dieser Substanz einen proliferationsunabhingigen
Effekt dieses Spindelgifts. Die gro3e Differenz beider Substanzen bei allenfalls geringfligiger
undnicht signifikanter Reduktion der Formazan-Spaltung durch PDA66 in differenzierten
Progenitorzellen ldsst eine selektiv geringere Wirkung von PDAG66 in differenzierten neuralen
Zellen vermuten. Die von Wienecke und Bacher beschriebene niedermolekulare Substanz
Indibulin (D-24851, ZIO-301) tragt ebenfalls ein Indol-Motiv und zeigt eine unterschiedliche

Wirkung auf reifes neuronales Tubulin bzw. unreifes Tubulin und andere Tubulin-Isoformen

67



5 Diskussion

(Wienecke und Bacher 2009). Dabei deuten die Autoren den unterschiedlichen Effekt durch
eine Verlegung der Indubulin-Bindungsstelle an posttranslational - durch Acetylierung,
Phosphorylierung, Polyglutamation, Detyronisierung und Polyglykilierung - modifizierten
neuralen Tubulinisoformen. Inwiefern der geringere inhibitorische Effekt von PDA66 auf
differenzierte Progenitorzellen {iber einen derartigen Mechanismus zu erkldren ist, bleibt zu
untersuchen. Die immunhistochemisch erstellten Férbungen von Mikrotubuli in
differenzierten Progenitorzellen zeigen jedoch eine ausgeprigte Verdnderung des Zytoskeletts
mit konsekutiver Abrundung der Zellen. Kritisch konnten die unterschiedlichen Effekte {iber
eine Maximalwirkung in den proliferierenden Progenitorzellen - die getesteten
Konzentrationen von 3 und 10uM liegen fiir beide Substanzen um ein Vielfaches {iber den
ermittelten ICsp - und eine Konsequenz der niedrigeren Potenz des Indolylmaleimids in den
differenzierten Zellen erklart werden. In diesem Falle wire eine Paclitaxel-dhnliche toxische
Wirkung auf die differenzierten hNPZ in hoheren Konzentrationen zu erwarten. Die
durchgefiihrten Untersuchungen an differenzierten Progenitorzellen weisen auf einen
potentiell geringeren neurotoxischen Effekt von PDA66 im Vergleich zu klassischen
Spindelgiften hin, zur Sicherung dieser Vermutung sind jedoch weiterfiihrende

Untersuchungen erforderlich.

5.5 Untersuchung weiterer Derivate

Eine Reduktion des Wachstums in Kolonkarzinomen durch Inhibition von GSK3f auf
genetischer und pharmakologischer Ebene wurde bereits durch Shakoori et al. demonstriert
(Shakoori et al. 2005). Die deutliche Wachstumsreduktion der SW480-Zellen durch die
GSK3p-inhibitorischen Indolylmaleimide SB-216763 und IM-12 steht in Ubereinstimmung
mit diesem Bericht. Auch wenn sich kein additiver Effekt fiir eine Kombinationsbehandlung
mit jeweils 3uM PDA66 und IM-12 nachweisen lieB, fiel der antiproliferative Effekt starker
aus als durch die hochste verwendete PDA66-Konzentration (10uM). Verschiedenen Studien
(Sun et al. 2009, Watcharasit et al. 2008, Beurel und Jope 2006) zufolge ist GSK3p ein
Forderer des intrinsischen Apoptosesystems, also jener Kaskade, welche auch infolge der
Behandlung mit Spindelgiften ausgelost wird. Die verstérkte antiproliferative Wirkung durch
Kombination eines GSK3B-Inhibitors mit einem Spindelgift war nicht erwartbar und steht in
Kontrast zu diesen Studien. In Anbetracht dieser Dissonanz muss hinterfragt werden, ob IM-
12 auch in SW480-Kolon-Karzinomzellen als GSK3p-Inhibitor wirkt. Auch lieBe sich
spekulieren, ob eine zusitzliche Wirksamkeit durch Hybridsubstanzen aus GSK3f-Inhibitoren
und Spindelgiften nicht zumindest in GSK3p-abhéngigen Krebszellen wie Kolon-, Ovarial-
oder Pankreaskarzinomen denkbar wiére. Das Potential, entsprechende Substanzen aus der
Gruppe der Indolylmaleimide zu entwickeln ist, wie am Beispiel der tubulin-inhibitorischen
Wirkung hoher Konzentrationen von SB216763 und IM-12 sichtbar, gegeben und erfordert
weitere Untersuchungen.

Die Wirkmechanismen hinter den antiproliferativen Effekten der weiteren Indolylmaleimid-

Derivate in den neuralen Progenitor- und Krebszellen bleibt in Anbetracht der hohen
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biologischen Potenz von Indolen spekulativ. Um eine moglichst effektive Entwicklung neuer
potenter Strukturen gewdéhrleisten zu konnen, bietet sich eine Screeninglosung mit Abfrage
von Parametern wie Wachstumsinhibition, neurotoxischer Effekt, tubulin- sowie GSK3p-
inhibitorische Wirkung in neuralen Progenitorzellen und verschiedenen Krebszelllinien an.
Dabei sollte eine Selektion der Substanzen nach den Kiriterien Potenz, vorteilhaftes
Nebenwirkungsprofil und eventuell neuartige Wirkungsmechanismen oder deren

Kombination erfolgen.
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In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass das Indolylmaleimid PDA66 in vitro
die Polymerisation von Tubulin hemmt und in neuralen Progenitorzellen entsprechend zur
Verdanderung des Zytoskeletts fiihrt. Ferner konnte eine Arretierung der humanen
Progenitorzellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus sowie eine signifikante Vermehrung
frithapoptotischer Zellen infolge der PDA66-Behandlung gezeigt werden. In humanen
neuralen Progenitorzellen wurde ein deutlicher konzentrations- und
behandlungszeitabhdngiger antiproliferativer und antimetabolischer Effekt nachgewiesen. Die
antiproliferative Wirkung konnte in Krebszelllinien unterschiedlicher Ursprungsgewebe
bestitigt werden, fiel im Vergleich mit klinisch etablierten Vertretern von Spindelgiften
jedoch geringer aus. Als Hinweis auf ein moglicherweise vorteilhafteres Nebenwirkungsprofil
im Vergleich zu etablierten Spindelgiften konnte ein geringerer Einfluss der Substanz auf den
Zellmetabolismus differenzierter neuraler Progenitorzellen gegeniiber Paclitaxel gezeigt
werden. Weiterhin erbrachte die intraperitoneale Injektion der Substanz in Mausen keinen
Anhalt fiir eine mogliche Akut-Toxizitdt, wie fiir klinisch angewendete Spindelgifte
beschrieben, zeigte jedoch nach einer Wirkungszeit von 48h erste Hinweise aufeine
unspezifische Nebenwirkung in Form einer Beeintrachtigung der Himatopoese.

PDAG66 ist, anders als die GSK3p-inhibitorischen Indolylmaleimide SB216763 und IM-12,
nicht in der Lage, B-catenin zu akkumulieren. Beide Substanzen wirken jedoch in hohen
Konzentrationen inhibitorisch auf die Tubulin-Polymerisation, was einen Klasseneffekt
vermuten ldsst. Wahrend die weitere Derivatisierung von PDA66 zahlreiche Vertreter mit
dhnlicher Wirkung in verschiedenen Krebszelllinien erbrachte, zeigte auch die
Kombinationsbehandlung mit PDA66 und IM-12 potente antiproliferative Effekte in
Kolonkarzinomzellen.

Da die Potenz von PDA66, im Vergleich zu klinisch etablierten Vertretern dieser
Wirkungsklasse geringer ausfdllt und sich teils dhnliche Nebenwirkungen in Form einer
Hemmung der Hidmatopoese andeuten, muss in weiteren Studien gepriift werden, ob eine
antineoplastische Wirkung in vivo nachgewiesen werden kann. Weiterhin bleibt zu
untersuchen, ob die geringere neurotoxische Wirkung auch in vivo bestétigt werden und als
vorteilhaftes Nebenwirkungsprofil der Substanz interpretiert werden kann. In Anbetracht der
enormen Fiille neuer Strukturen sowie dem wachsenden Feld der gezielten Therapien muss
eine Weiterentwicklung der Substanz krititisch hinterfragt werden. Im Falle einer fehlenden
klinischen Wirksamkeit oder ausgepragten Nebenwirkungen sollten die Bemiihungen eher auf
die Entwicklung weiterer, potenterer und nebenwirkungsdrmerer Derivate abzielen. Die
Struktur PDA66 kann dabei als gute Grundlage fiir die Entwicklung neuer Strukturen aus der
Substanzklasse der Indolylmaleimide fiir die antineoplastische Therapie dienen.

Maf3geblich entscheidend ist dabei ob sich deutlich vorteilhafte Eigenschaften wie ein
giinstiges Nebenwirkungs- oder Pharmakokinetikprofil oder eine selektive Wirkung in

Tumorzellen ergeben.
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Indolylmaleimide mit der Leitsubstanz SB216763 wurden als Modulatoren des Wnt-
Signalwegs und der Differenzierung neuraler Progenitorzellen iiber ihre GSK3f-
inhibitorische Wirkung beschrieben (Schmoéle et al. 2010). In Voruntersuchungen
zeigten einzelne Derivate zytotoxische Effekte in proliferierenden humanen neuralen
Progenitorzellen (hNPZ), wobei das Derivat PDA66 mit einem ICsp-Wert von
0,532uM am starksten antiproliferativ wirkte.

Uber in vitro-Studien mit isoliertem Tubulin, Zellzyklusanalysen und
Apoptosemessungen in hNPZ wurde der zugrunde liegende Mechanismus untersucht.
Dabei zeigte sich in der Propidium-lodid-basierten durchflusszytometrischen
Auswertung eine konzentrations- und zeitabhidngige Arretierung der hNPZ in der
G2/M-Phase des Zellzyklus (Maximum nach 16h; EC5p=2,63uM)

In der durchflusszytometrischen Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen iiber
die Annexin V-Firbung war der Anteil frithapoptischer Zellen nach 9h signifikant
erhoht (38,9+1,7%).

Photometrisch und mikroskopisch inhibierte PDA66 die Polymerisation isolierten
Tubulins. In immunhistochemischen Farbungen gegen o-Tubulin wurde das
Zytoskelett differenzierter hNPZ deutlich veréndert.

Eine iiber die Tubulin-inhibitorische Wirkung vermittelte Zytotoxizitdt des Derivats
PDAG66 ist in Ubereinstimmung mit der Literatur, in der weitere niedermolekulare
tubulin-inhibitorische Strukturen mit Indol-Kern beschrieben werden, (Brancale und
Silvestri 2007) anzunehmen.

In einem ELISA zum Gesamt-f-catenin-Gehalt differenzierender hNPZ bewirkte
PDAG66 gegeniiber SB216763, dass zu einer Akkumulation von B-catenin fiihrte, eine
signifikante Reduktion des B-catenin-Gehalts.

Die Behandlung mit PDA66 fiihrte zu einer signifikant geringeren Reduktion des
Metabolismus in differenzierten gegeniiber proliferierenden Progenitorzellen
(proliferierend: 50,2+4,2% der Kontrolle; differenziert: 89,7+3,4% der Kontrolle).

Die Behandlung mit PDA66 wirkte antiproliferativ in verschiedenen Krebszelllinien
(A549; B16F10; Jurkat; HepG2; MCF-7; SW480). Gegeniiber den klinisch etablierten
Spindelgiften Paclitaxel und Vinblastin lag der ICsp-Wert um mehrere
Zehnerpotenzen hoher.

Eine Akuttoxizitidtsuntersuchung in Maidusen mit einmaliger intraperitonealer
Behandlung ergab bis zu Dosen von 200mg/kg Korpergewicht keine signifikanten
Nebenwirkungen unter Anwendung eines OECD-adaptierten Scoringsystems. Die
Untersuchung des kleinen Blutbilds nach 48h zeigte eine signifikante Reduktion der
Leukozyten in einer Dosierung von 100mg/kg Korpergewicht.

Weitere Indolylmaleimid-Derivate waren antiproliferativ aktiv in hNPZ sowie in den
Krebszelllinien A549 und SW480.
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9 Anhang
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9.1. Tabellen und Abbildungen

Tabelle 9.1.1 Die antiproliferativen Effekte der GSK3p-Inhibition in verschiedenen Tumorentitaten

Tumorlinie Zusammenfassung Referenz
Pankreas- Pankreas-Ca-Linien exprimieren aktiven GSK3-Pool. (Ougolkov et al.
Karzinom Inhibition von GSK3p fiihrt zu Apoptose; niedrigerer 2005)

Kolon-Karzinom

Glioblastom

Ovarial-Karzinom

Leukamien

Proliferation. Inhibition des NFkB-Signalwegs distal von
IKK.

GSK3 unterstiitzt Proliferation und Uberleben von
Pankreas-Ca-Linien via konstitutivem NFkB-Signalling.
GSK3a-Inhibition effektiver. GSK3 unterstitzt IKK-
Aktivitat in Pankreas-Ca-Zelllinien

Hohere GSK3 und GSK3B'™'® _Level in getesten
GSK3-Inhibition
Proliferation und fordert Apoptose in Kolon-Karzinom-
Zelllinien.

Kolon-Karzinomen. reduziert

Pharmakologische GSK3-Inhibition resultiert in héheren
p53-, p21-Spiegeln und verminderter Expression des
p53-Antagonisten Mdmz2. Inhibiert Wachstum von Kolon-
Karzinom-Zelllinien in vivo.

Hohere Level GSK3/GSK3'™“'® in Patientenmaterialien
und Zelllinien. Inhibition fuhrt zu hoéheren p53/p21-

Spiegeln  und  hoherer  Sensitivitdt  gegenlber
Strahlung/Chemotherapeutika in Zelllinien.
Hohere GSK3'"**"_gpiegel in Zelllinien,

vergesellschaftet mit hoheren cyclinD1-Spiegeln.
Inhibition mit LiCl inhibiert Tumorwachstum in vitro und

in vivo.

GSK3-Inhibition induziert Apoptose in B-CLL-Zelllinien.
GSK3 akkumuliert im Nukleus und interferiert mit der
Transkription von NFkB-Zielgenen wie Bcl-2, XIAP.
Inhibition von GSK3 fuhrt zu epigenetischem Silencing
dieser Zielgene .

GSKa3 ist fur den Erhalt von MLL (AML/ALL) Leukamien
durch Destabilisierung von p27kip1 notwendig. GSK3-
Inhibition fuhrt speziell in MLL Leukadmien zur Reduktion
von Proliferation/Tumorbildung in vitro und in vivo.

All-trans-retinoic-acid-induzierte (ATRA) Differenzierung

(Wilson und

Baldwin 2008)

(Shakoori et al.

2005)

(Ghosh und Altieri
2005)

(Miyashita et al.
2009)

(Cao et al. 2006)

(Ougolkov et al.

2007)

(Wang et al. 2008)

(Si et al. 2011)
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in sensitiven, myeloischen Leukamie-Linien flhrt zur
GSKa3-Inhibition. GSK3-Inhibition wirkt synergistisch mit
ATRA-RARa-Bindung/ in Transkription von Zielgenen/
Differenzierung.

GSK3-Akkumulation in primaren ALL-Zellen. GSK3- (Hu etal. 2010)
Inhibition 16st Apoptose infolge verminderter NFkB-
Zielgen Transkription aus.

Medullares GSK3-inhibition mit LiCl und SB-216763 inhibiert (Kunnimalaiyaan et
Schilddriisen- Wachstum von SD-Ca-Zelllinien in vitro und vivo Uber al. 2007)
Karzinom die Stabilisierung der CDK-Inhibitoren p21/p27/p15.

Prostata-Karzinom | GSK3-Inhibition senkt die Aktivitdt des Androgen- (Mazor et al. 2004)
Rezeptors, wahrend die genetische Inhibition von B-

catenin seine Aktivitdt fordert. GSK3-Inhibition senkt
Androgen-Rezeptor-Protein-Level und verlangsamt das

Wachstum in hormon-resistenten Prostata-Karzinom-

Zelllinien

Tabelle 9.1.2 zeigt die Verteilung unterschiedlicher Tubulin-lsoformen in physiologischen und
pathologischen Geweben. Adaptiert nach Kavallaris et al. (Kavallaris 2010)

Tubulin-lsoforn | Gensymbol |Vorkommen

Bl TUBB Konstitutive Expression

gl TUBB2a Hauptform in Neuronen. Niedrig in Lunge, Niere, Milz, Magen,

TUBB2b Thymus.

Erhéht in Prostataadenokarzinomen

Bl TUBB3 Neurone und testikulare Sertolizellen. Erhéht in einer gro3en
Zahl von Tumoren.

BlIVa TUBB4 Hirn-spezifisch

BIVb TUBB2c Konstitutiv, hdchste Spiegel in Testisgewebe.
In postranslationell modifizierter Form erhdht in HCC

BV TUBB6 Adenocarcinome Uterus und Endometrium

BVI TUBB1 Spezifisch in Zellen der Himatopoese: Megakariozyten,
Thrombozyten
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Abbildung 9.1.1 zeigt den antiproliferativen Effekt verschiedener Indolylmaleimid-Derivate
(IM-Derivate) im Vergleich mit PDA66 in hNPZ, A549- und SW480-Zellen.

A hNPZ. Die Derivate 377, 396 und 397-1 zeigten mit PDA66 vergleichbare Effekte in einer
Konzentration von 3uM (keine signifikanten Unterschiede). In einer Konzentration von jeweils
10uM war die antiproliferative Wirkung von PDA377 und PDA396 nur geringfligig schlechter als die
entsprechende PDAG6-Konzentration (Unterschiede nicht signifikant). Gegeniiber der DMSO-
Kontrolle zeigten einzig die Derivate PDA 383 (10u), 388 und 389 (je beide Konzentrationen) keine
signifikanten Unterschiede.

B A549. Aus dem Substanzscreening in den Progenitorzellen wurden die Derivate PDA377, 396,
397-1, 397-2, 398 und 66E ausgewahlt. Nur PDA377 (3uM), 398 (10u) und 66E (beide
Konzentrationen) reduzierten die Proliferation nicht signifikant schlechter als die entsprechende
PDAG66-Konzentration. Das Derivat PDA377 Ubertraf den antiproliferativen Effekt von PDAG6 in
einer Konzentration von 10uM signifikant (PDA377: 29,5+5,2%; PDA66: 50,3+13,0%). Gegenlber
der DMSO-Kontrolle verringerten PDA66 (beide Konzentrationen), 377 (beide Konzentrationen),
396 (beide Konzentrationen).

C SW480. In den Kolon-Karzinomzellen reduzierte kein Derivat die Proliferation in starkerem
Ausmal als PDAGB6. Die Substanzen PDA377, 396 und 397-1 erreichten jeweils in einer
Konzentration von 10uM Endzellzahlen, die nicht signifikant hdher als in den mit PDA66
behandelten Proben ausfielen.

Gegenuber der Kontrolle waren die Endzellzahlen in Anwesenheit von PDA66 (beide
Konzentrationen), 377 (beide Konzentrationen), 396 (10uM), 397-1 (10pM) und 398 (3uM)
signifikant niedriger.

Endzellzahl normiert gegen DMSO-Kontrolle. Signifikanzangaben tber der Abbildung geben das
Niveau gegen PDAG6, aquimolar an.*p<0,05; **p<0,01

Tabelle 9.1.3 zeigt die antiproliferative Wirkung verschiedener Indolylmaleimid-Derivate in hNPZ,
Lungen (A549)- und Kolon (SW480)-Karzinomzelllinien. Angegeben ist der prozentuale Anteil der
Endzellzahl gegentber der DMSO-Kontrolle.

hNPC A549 SW480
3uM 10uM 3uM 10uM 3uM 10puM

66 | 3,6¢1,8 0,9+0,3 389+154 50,3x13,0 61,3%x1,0 56,6%x11,5

377 | 17,1£3,7 2,7+0,7 58,8+8,5 29,5+5,2 75,0+1,5 62,1+11,0

396 | 12,1£1,2 1,7#0,4 98,7+2,6 100,7+3,4 87,7+0,7 62,0+1,0

Derivat 397-1| 16,8+4,0 11,2+3,2 106,3+2,4 103,6.6+16,1 92,046,3 65,9+5,1

397-2|74,7+11,9 58,122 87,0+11,7 87,051 97,517 86,0+3,7

398 | 17,3£1,9 6,2+1,3 76,6%5,8 62,1£8,7 83,8+8,8 89,2+7,8

66E | 97,4+2,7 20,3+1,7 68,0+4,0 89,0+4,9

Tabelle 9.1.4 Gerate
Beschreibung Gerat Firma
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Durchflusszytometer
Entwasserungsgerat, Tissue
Processor
Fluoreszenzmikroskop
Inkubator
Kamera
Kuhlzentrifuge
Mikroliterzentrifuge
Pipetten
Plate Reader
Rotationsmikrotom
Sterilwerkbank
Vakuumpumpe
VEC-DIC-Mikroskopie
Zellkultur-Mikroskop
Zellzahler

FACScalibur
TP1020

Biozero
CB150
DS2M

Universalzentrifuge Z383K
Z233-MK
Reference
Tecan500
RM2245
Antares48

Univac

Diaphot 300
Eclipse TS100
Casy TT-Model

Becton Dickenson, Heidelberg
Leica Biosystems, Wetzlar

Keyence, Neu-Isenburg
Binder, Tuttlingen
Nikon, Kingston, UK
Hermle, Wehingen
Hermle, Wehingen
Eppendorf, Hamburg
Tecan, Crailsheim
Leica Biosystems, Wetzlar
Heraeus, Berlin
UniEquip, Martinsried
Nikon, Japan
Nikon, Kingston, UK
Roche, Mannheim

Tabelle 9.1.5 Verbrauchsmaterialien

Artikel Artikel-Nummer Vertrieb
FACS-Ro6hrchen, 5ml 337033 Becton Dickinson, Heidelberg
Pipettenspitzen epT.l.P.S; 0030000811
10: 100; 1000y 0030000870 Eppendorf, Hamburg
0030000919
Reaktionsgefalie; 1,5ml 0030125150 Eppendorf, Hamburg
Corning Zentrifugen Réhrchen; CLS430791 Sigma-Aldrich, Hamburg
15; 50ml CLS430290 ’
606107
Serologische Pipetten; 607107 Greiner Bio-One, Solingen
5; 10; 25ml 760107 ’
Zellkulturschalen; 657160 ) . )
e 677180 Greiner Bio-One, Solingen
6; 48; 96 Kavitaten
650180
Zellkulturflasche; T75¢cm? 658170 Greiner Bio-One, Solingen
Tabelle 9.1.6 Zellkulturmedien, Puffer und Zuséatze
Artikel Artikel- Vertrieb
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Nummer
B27 17504-044 Invitrogen, Darmstadt
Benzonase E1014 Sigma-Aldrich, Hamburg
bFGF PHG6015 Invitrogen, Darmstadt
EGF PHGO311 Invitrogen, Darmstadt
DMEX;:/’FE{LSO':ZOSG)’ 11960-044 Invitrogen, Darmstadt
DMEM/F12 11320-033 Invitrogen, Darmstadt
FBS (fetales Kalberserum) 10091-148 Invitrogen, Darmstadt
HBSS 14170-120 Invitrogen, Darmstadt
Heparin-Natrium-Salz H3149 Sigma-Aldrich, Hamburg
Humanes Serum Albumin A9080 Sigma-Aldrich, Hamburg
Laminin 3400-010-01 Trevigen, Gaithersburg, USA
MEM (nicht-essentielle Ar.ninoséuren; 11095-080 Invitrogen, Darmstadt
2.2g/l L-Glutamin)
Penicillin/Streptomycin 100x 15140-122 Invitrogen, Darmstadt
RPMI1640 11875-093 Invitrogen, Darmstadt
Trypsin/EDTA 25200-056 Invitrogen, Darmstadt
Trypsin-Inhibitor T6522 Sigma-Aldrich, Hamburg
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08/2011 —12/2011
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