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1. Einleitung

1.1. Grundlagen der Zellteilungskontrolle

1.1.1. Eukaryotischer Zellzyklus im Uberblick

Eine wesentliche Eigenschaft des Lebens und somit der Lebewesen ist die Fahigkeit
zur Regeneration. Die kleinste funktionelle Einheit des Lebewesens ist die Zelle.
Zellteilung bezeichnet die Fahigkeit eines Gewebes, alte oder geschadigte Zellen
durch neue Zellen zu ersetzen. Der zugrunde liegende Mechanismus der Zellteilung
wird als Zellzyklus bezeichnet. Um Zellteilung zu verstehen, ist es daher essentiell
den Zellzyklus genauer zu betrachten. Ein Zellzyklus umfasst mehrere voneinander
unterscheidbare Abschnitte, die als Phasen bezeichnet werden. Diese mussen von
einer jeden Zelle durchlaufen werden, bevor die Zelle eine mitotische Teilung in zwei

Tochterzellen vornehmen kann. [54]

Der Zellzyklus wird in zwei grof3e Phasen unterteilt. In die Interphase, in der Zellen
wachsen und ihr Erbgut verdoppeln und in die anschlieBende Mitosephase (M-
Phase), in der die Zelle sich teilt. Die Interphase ist wiederum in mehrere Teilphasen
gegliedert. Eine S-Phase (Synthese-Phase) ist von zwei G-Phasen (gap-Phasen)
umschlossen. In der G4-Phase wachsen die Zellen heran, es werden unter anderem
Proteine, die fur die Mitose von Bedeutung sind produziert. An die G1-Phase schlief3t
sich die S-Phase an. In der Synthese-Phase (S-Phase) wird das Erbgut, welches auf
der DNA in Form von Genen gespeichert ist, im Rahmen der Replikation identisch
dupliziert. Die hieran anknupfende G.-Phase bereitet die Zellen auf die Mitose vor,
indem insbesondere zellteilungsspezifische Proteine hergestellt werden. In der

bereits erwahnten Mitose-Phase teilt sich die Zelle in zwei Tochterzellen. [5] [68]

Vor der Zellteilung liegt die Erbinformation Ublicherweise als diploider
Chromosomensatz vor. Zur Vorbereitung auf die Teilung, wird das Chromatin
kondensiert, die Chromosomen werden dadurch sichtbar. Die Kernmembran 16st sich
auf und die Chromosomen werden in der Aquatorialebene angeordnet. Hier werden
sie von dem Spindelapparat der Zelle, welches sich an den Zentriolen ausbildet und
aus Mikrotubuli besteht, erfasst. Die Spindelansatzstelle an den Chromosomen wird

kurz vor der Teilung ausgebildet und wird als Kinetochor bezeichnet. Die vor der
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Teilung miteinander verbundenen Chromosomenteile werden als
Schwesterchromatide bezeichnet. Diese werden von dem Spindelapparat jeweils zu
den Polen der Zelle gezogen und somit voneinander getrennt. Nachdem das Erbgut
gleichmafig auf beide Pole der Zellen verteilt wurde, kann die Trennung zweier
neuer Tochterzellen, die nun beide das komplette Erbgut erhalten haben, stattfinden.
Die beiden Tochterzellen bilden nun erneut Kernmembranen um die Ein-Chromatid-
Chromosomen herum aus. Es entsteht wieder ein Chromatingerust. Der
Spindelapparat wird anschlielend vollstandig aufgelést und um die beiden

Tochterzellen bilden sich neue Zellmembranen aus, es erfolgt die Zytokinese. [68]

1.1.2. Regulationsmechanismen des Zellzyklus

1.1.2.1. Cyclin-abhangige Kinasen

Die zentrale Maschinerie, welche die Zellzyklusprogression vorantreibt stellen die
Cyclin-abhangigen Kinasen (Cdk) dar. Diese sind wichtig fir das Voranschreiten des
Zellzyklus. Sie kontrollieren die Zellteilung und beeinflussen die Transkription. Hierbei
werden sie durch intra- sowie extrazellulare Signale gesteuert. Die Cyclin-
abhangigen Kinasen gehoéren zur Familie der Serin- und Threonin-Kinasen. In der
Literatur werden 20 verschiedene humane Cdks beschrieben. Sie koénnen in 3
zellzyklusrelevante Subfamilien und 5 transkriptionsrelevante Subfamilien eingeteilt
werden. Zu den 3 zellzyklusrelevanten Subfamilien gehdren die Cdk1 (gemeinsam
mit Cdk2 und Cdk3), Cdk4 (gemeinsam mit Cdk6) sowie Cdk5 (gemeinsam mit
Cdk14 - Cdk18). [1]

Wie der Name bereits vermuten lasst, konnen die Cyclin-abhangigen Kinasen erst
ihre Aktivitat entfalten, wenn sogenannte Cycline die monomere Struktur der Cdks
verandern. Cycline sind Proteine, deren Bildung und proteolytischer Abbau
genauestens reguliert werden. Sie treten im Verlauf des Zellzyklus in einem
oszillierenden Muster auf. Fur die erwahnten 20 humanen Cdks existieren 29
humane Cycline. Es kann sowohl ein Cyclin mit mehreren Cyclin-abhangigen
Kinasen interagieren, sowie eine Cyclin-abhangige Kinase mit mehreren Cyclinen.
Um das katalytische Zentrum der Cyclin-abhangigen Kinase fir die weiteren
Substrate zu aktivieren sind bestimmte Schritte notwendig. Die Cyclin-abhangige
Kinase bindet durch eine hochgradig hydrophobe Domane in ihrer C-Helix

(spezifische alpha-Helix Struktur bei Kinasen) an eine spezifische Helixstruktur im
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Cyclin, was zu einer Konformationsanderung in der ATP-Bindetasche der Cyclin-
abhangigen Kinase fuhrt. Die Aktivititsdomane und die C-Helix der Cyclin-
abhangigen Kinase werden auseinander gezogen, sodass Threonin durch die Cdk-
aktivierende Kinase (CAK, Komplex aus Cdk7/CyclinH) phosphoryliert werden kann
und dadurch das katalytische Zentrum fir eine enzymatische Aktivitat freigegeben
werden kann. [46]

Cyclin-abhangige Kinasen funktionieren, indem sie durch Phosphorylierung
verschiedene Proteine beeinflussen, die fur die Zellzyklusprogression bzw.
Transkription essentiell sind. Insbesondere fihren die zellzyklusrelevanten
Subfamilien der Cyclin-abhangigen Kinasen (Cdk1, Cdk4, Cdk5) gemeinsam mit
ihren korrespondierenden Cyclinen durch ihre Aktivitst zum Ubergang einer
Zellphase in die nachste Zellphase. Die Initiierung des Zellzyklus wird dabei tragend
von D-Typ Cyclinen bestimmt. Die Bildung dieser wird durch aulere
Wachstumsfaktoren getriggert. Cyclin D formt insbesondere Komplexe mit Cdk4 und
Cdk6 und phosphoryliert das Retinoblastom (Rb) Protein. Das Retinoblastom Protein
inhibiert im nicht-phosphorylierten Zustand E2F-Transkriptionsfaktoren. Eine
Phosphorylierung des Retinoblastom Proteins durch Cdk4/Cyclin D sowie
Cdk6/Cyclin D Komplexe fuhrt unter anderem zur Aktivierung des Cyclin E-
Promoters. E-Typ Cycline binden an Cdk2. Cdk2 im Komplex mit Cyclin E hebt
komplett die Inhibierung der E2F-Transkriptionsfaktoren durch das Rb- Protein auf.
E2F-kontrollierte Gene sind zum Beispiel Gene flr die DNA-Polymerase | sowie flr
die Synthese von dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate). Dies fuhrt zur
Uberwindung des Restriktionspunktes und die S-Phase kann eingeleitet werden. In
der S-Phase wird das Cyclin E durch das Cyclin A ausgetauscht. Cdk2 im Komplex
mit Cyclin A fihrt zum Voranschreiten des Zellzyklus bis zum Ende der G2-Phase.
Hier bindet das Cyclin A an Cdk1. Dieser Cdk1/Cyclin A Komplex fuhrt zur Aufldsung
der Kernmembran als Vorbereitung auf die anstehende Zellteilung. Diese Situation
fuhrt zur Degradierung von Cyclin A und Cdk1 bindet an Cyclin B. Cdk1/Cyclin B im
Komplex vollfiihrt dann die Auflésung der Kernlamina durch Phosphorylierung von
Laminproteinen und dann die endgultige Mitose. [92] [46]

Cdk5 kann als die letzte der 3 zellzyklusrelevanten Subfamilien zu den atypischen
Cyclin-abhangigen Kinasen gezahlt werden. Cdk5 wird namlich nicht von Cyclin-

Proteinen sondern von p35 und p39 aktiviert. Cdk5 wird in diversen Zellen exprimiert,
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entfaltet ihre Aktivitdt wahrscheinlich aber am ehesten in terminal differenzierten
Zellen, wie z.B. Neuronen. [18]

Die Regulation der Aktivitat der Cyclin-abhangigen Kinasen wird unter anderem
durch die Cyclinkonzentration gesteuert. Eine Induktion der Cyclinkonzentration kann
zum Beispiel durch Wachstumsfaktoren mit entsprechenden
Wachstumsfaktorrezeptoren in der Zelle herbeigefihrt werden. Diese Rezeptoren
I6sen eine dazugehodrende Signalkaskade aus, die zur Transkription von Cyclin-
Genen fuhrt. Der Abbau von Cyclinen wird in der Regel durch Autoregulation
hervorgerufen.

Die Regulation von Cyclin-abhangigen Kinasen kann jedoch auch auf andere Arten
gesteuert werden. So kdnnen sowohl die Phosphorylierung und Dephosphorylierung
von Threonin und Tyrosin die Aktivitat der Cyclin-abhangigen Kinasen beeinflussen,
als auch das Binden und Nicht-Binden von kleinen Cdk-inhibierenden Proteinen eine

Regulation der Cdks bewirken. [1]

1.1.2.2. Cyclin-Kinase inhibierende Proteine

Cdk-inhibierenden Proteine werden in zwei Proteinfamilien aufgeteilt, einerseits in die
INK-Familie und andererseits in die Cip/Kip-Familie. Zu den Cdk-inhibierenden
Proteinen aus der INK-Familie zahlen zum Beispiel p15, p16, p18, p19 und zu den
Cdk-inhibierenden Proteinen aus der Cip/Kip-Familie zahlen p21, p27, sowie p57.
Die Aufgabe dieser Proteine ist unter anderem die Regulierung des Zellzyklus durch
Inhibierung der Cdks. Auf diese Weise wirken sie dem Voranschreiten des Zellzyklus
entgegen. Die Proteine aus der INK-Familie inhibieren den CDK4/6 Komplex und
sind somit fur die Regulierung des Zellzyklus spezifisch in der Gi-Phase
verantwortlich. Die Proteine aus der Kip/Cip-Familie, insbesondere das p27 und das
p21 greifen an diversen Cyclin-Cdk-Komplexen an und spielen somit in der
Gesamtheit des Zellzyklus eine tragende Rolle. Auch kénnen die verschiedenen Cdk-
inhibierenden Proteine bei der Tumorentstehung sowie der Seneszens beteiligt sein.
Beispielhaft soll das am p16 Protein aufgezeigt werden. Es ist bekannt, dass z.B.
p16-Mutationen oder die verringerte Expression von p16 Uber eine DNA-
Methylierung der p16-Gene haufig bei Plattenepithelkarzinomen und Darmkrebs
vorkommen koénnen. AuRerdem scheint die verringerte p16-Expression auch eine
schlechtere Prognose bei der Progression von Brustkrebs zu haben. Diese

Tatsachen unterstitzten die These, dass p16 als Tumorsuppressor fungiert. [78]
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P16 wird ebenfalls als Marker flr die Zellseneszens eingesetzt. Seneszente Zellen,
sind Zellen, die ausdifferenziert sind und in der G4/Gg.Phase des Zellzyklus
verbleiben. Sie verlieren so ihre Teilungseigenschaft, da sie die S-Phase nicht mehr
erreichen kdnnen. Das erste Mal wurde der Begriff der zellularen Seneszens von
Hayflick 1965 gepragt, als dieser zeigen konnte, dass diploide Zellen eine endliche
Lebensspanne in vitro haben. Zellulare Seneszens beschreibt also den stabilen und
langfristigen Verlust der proliferativen Aktivitat von Zellen bei gleichzeitig erhaltener
Viabilitdt und metabolischer Aktivitat. Zellulare Seneszens aullert sich in der Regel
durch zwei Arten. Die replikative Seneszens beschreibt eine endliche Lebensspanne
der Zellen aufgrund einer Verklrzung der Chromosomen mit der Zeit. Diese wird
Uber repititive DNA-Sequenzen an den Enden der linearen Chromosomen, den
sogenannten Telomeren, herbeigefihrt. Sobald die Chromosomen eine kritische
Lange erreicht haben, wird durch die DNA-Reparaturmechanismen mittels p53, durch
das Retinoblastom-Protein (Rb) und p16 die Proliferation transient arretiert, bis
entweder die Apoptose oder Seneszenz eingeleitet wird. Die andere Art beschreibt
eine telomer-unabhangige Seneszenz, die durch zellularen Stress oder onkogen-
induziert herbeigeflihrt werden kann. Das p16 spielt bei der onkogen-induzierten

Seneszenz vor allem in humanen Zellen eine wichtige Rolle. [3]

Das Protein p27 inhibiert als Cdk-inhibierendes Protein den Cdk4-Cyclin D-Komplex,
sowie den Cdk2-Cyclin E-Komplex, hemmt die Aktivierung dieser Komplexe und
kontrolliert somit den Zellzyklus in der G1-Phase. Eine erhdhte Expression von p27
fuhrt daher auch zum Gq-Phase-Arrest. P27 bindet sowohl an das Cyclin-Protein als
auch an das katalytische Zentrum der Cdk und verhindert somit die Umsetzung von
ATP. Das p27 selbst kann durch Phosphorylierung reguliert werden. So fuhrt eine
Phosphorylierung an Y88 und Y89 zu einer verminderten Affinitdt an den Cdk-Cyclin-
Komplex und so zu einer verminderten Inhibierung. Die Phosphorylierung an T187
fuhrt zum proteolytischen Abbau von p27 und wirkt somit aktivierend auf den Cdk2-
Cyclin-Komplex. [27]

Fur p27 konnte auch gezeigt werden, dass es viele zusatzliche Funktionen besitzt.
So zeigten p27-negative Mause eine erhohte Anfalligkeit fur Hypophysentumore, was
die Funktion von p27 als Tumorsuppressor unterstutzt. In anderen Organen konnten
keine Tumore nachgewiesen werden, diese zeigten sich aber hyperplastisch
verandert. Tatsachlich zeigten sich bisher bei Tumoren im Gegensatz zu p53 und
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p16 zwar selten Mutationen im p27-Gen, p27-negative Zellen zeigen jedoch eine
erhohte Empfindlichkeit fur die Induktion von Tumoren Uber A-Strahlung und
mutagene Stoffe. [45]

Nicht nur die Expression von p27, sondern auch die Lokalisation kann
unterschiedliche Funktionen von p27 auslésen. So konnte gezeigt werden, dass eine
zytoplasmatische Lokalisation von p27 zu einer Verschlechterung der Prognose bei
Brustkrebs und Barrett-Karzinomen fuhrt. Es ist anzunehmen, dass das
Ausschleusen von p27 aus dem Zellkern in das Zytoplasma die Inhibitorfunktion von
p27 gegenluber den Cyclin/Cdk-Komplexen aufer Kraft setzt und so Uber eine
gesteigerte Proliferation die Tumorentstehung fordert. Das multifunktionale Protein
p27 spielt auch eine Rolle in der Migration. Das zytoplasmatische p27 scheint RhoA
zu inhibieren, indem es die Bindestelle von RhoA zu seinen Bindepartnern (GEF =
guanine nucleotide exchange factor) blockiert. RhoA beeinflusst malkgebend die
Migration, indem es direkt die Aktinpolymerisation durch die Veranderung der
monomeren Struktur in ganze Aktinfilamente stimuliert und so das Zytoskelett
reguliert. Auferdem ist es durch die zugehdrigen downstream targets, den
sogenannten ROCK-Kinasen an der Ausbildung von Stressfasern und fokalen
Adhasionen beteiligt. Zellen ohne p27 =zeigten eine verschlechterte
Migrationsfahigkeit. [6]

Das Protein p21 ist ebenfalls ein bekannter Zellzyklusinhibitor. Die Inhibition erfolgt
einerseits am G;/S-Ubergang des Zellzyklus, sowie am Gy/M-Ubergang des
Zellzyklus Uber die Inhibierung der dazu gehdrigen Cdk-Cyclin-Komplexe.
Abgesehen von seiner Rolle als Zellzyklusarrestprotein spielt es auch eine wichtige
Rolle in der Inhibierung von Apoptose und in der Reaktion auf DNA-Schaden durch
direkte Interaktionen mit PCNA und dadurch Inhibierung der DNA-Replikation. (siehe
1.1.2.3) [36]
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung des Zellzyklus. Mit Darstellung der jeweiligen Cyclin-Cdk

Komplexe. (Darstellung basierend auf [1])

In Abb. 1.1 ist der schematische Aufbau des Zellzyklus mit den korrespondierenden
Cyclin-abhangigen Kinasen und den dazu gehorigen Cyclinen in den
unterschiedlichen Zellzyklusphasen dargestellt. Die Pfeile markieren den ungefahren
Zeitpunkt des Zellzyklus zu dem die Komplexe aus Cyclin-abhangigen Kinasen und

den dazu gehorigen Cyclinen aktiv an dem Voranschreiten des Zellzyklus mitwirken.

[1]

1.1.2.3. Kontrollpunkte des Zellzyklus

Der Zellzyklus ist eine Abfolge von vielen komplexen Ereignissen und Interaktionen
von verschiedenen Proteinen. Es ist daher nicht auszuschlielRen, dass es wahrend
des Zellzyklus zu Fehlern kommen kann. Diese Fehler fihren dazu, dass die Zelle
ihre Funktion gegebenenfalls nicht mehr ausiben kann. Um das zu verhindern,

bendtigt die Zelle eigene Regulationsmechanismen.

Zu den Regulationsmechanismen des Zellzyklus gehdren sogenannte
Kontrollpunkte, die von einer Zelle zu bestimmten Zeitpunkten des Zellzyklus
uberwunden werden mussen, bevor der jeweils nachste Zyklusabschnitt angegangen
werden kann. Solche Kontrollpunkte befinden sich sowohl in der Interphase als auch
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in der Mitosephase. In der Interphase sind drei wichtige Kontrollpunkte zu nennen.
Am Ubergang der G- zur S-Phase, innerhalb der S-Phase und ein dritter am

Ubergang der G,- zur M-Phase.

Relevante Vorgange, die einen Einfluss auf den Gj.Kontrollpunkt haben und zur
Uberwindung dessen filhren sind sowohl eine ausreichende ZellgroRe, genligend
Wachstumsfaktoren, das Fehlen antimitogener Signale als auch die Reparatur von
DNA-Schaden. Fir den Gi-Kontrollpunkt spielt der Transkriptionsfaktor p53 eine
essentielle Rolle. Dieser kann durch ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related
protein) und ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) posttranslational reguliert werden.
ATR und ATM reagieren als Sensoren auf DNA-Doppelstrangbriche, bzw. auf DNA-
Schaden durch UV-Strahlen. Der Transkriptionsfaktor p53 wird dadurch weniger tber
Mdm2 abgebaut und stabilisiert. Er fuhrt als Transkriptionsfaktor zur Induktion der
Synthese von p21. Das p21 hemmt den CyclinE/Cdk2-Komplex, was den Eintritt in
die S-Phase inhibiert. AuRerdem wird Uber den Chk1/2-Signalweg die Phosphatase
Cdc25a inhibiert. Eine aktive Cdc25a dephosphoryliert und aktiviert Cdk2
Ublicherweise. Durch die Inhibierung von Cdc25a wird die Cdk2 also zusatzlich
inaktiviert und somit koénnen die DNA-Schaden vor Beginn der Replikation
ausgebessert werden. [1]

Auch spielt die Uberwindung des Restriktionspunktes in der Gj-Phase eine
entscheidende Rolle als Regulationsmechanismus. Der Restriktionspunkt ist
gekennzeichnet als Zeitpunkt, dessen Uberwindung dazu fiihrt, dass die Zellteilung
eingeleitet wird, ohne das aulere Faktoren noch Einfluss darauf nehmen kdnnen.
Lange wurde daruber diskutiert welcher genaue Mechanismus zur irreversiblen
Uberwindung dieses Punktes fuhrt. Nach der Replikation und anschlieRenden
Teilung entscheidet sich die Zelle entweder erneut in den Zellzyklus einzutreten und
sich zu teilen, oder wahlt fur eine unbestimmte Zeit in der sogenannten Gy-Phase zu
ruhen. Ein zellularer Mechanismus, der zu dieser Entscheidungsfindung beitragt, ist
die Phosphorylierung von Rb-Protein und die damit zusammenhangende Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren (E2F). [96]

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Zellen auch in der G-Phase arretiert werden
kbnnen nach bereits stattgefundener Rb-Phosphorylierung, sodass die Frage
aufgeworfen werden muss, welcher Zeitpunkt nach der Rb-Phosphorylierung und vor
Eintritt der S-Phase als Restriktionspunkt deklariert werden kann. Einen solchen
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Zeitpunkt stellt die Inaktivierung der E3 Ubiquitin Ligase anphase-promoting-
complex-Cyclosom-Cdh1 (APC®®") dar. Unterstiitzt wird diese Annahme unter

anderem dadurch, dass die Aktivierung von APC®"

in der Regel am Ende der
Mitose eingeleitet wird und bei sich ruhenden Zellen in der Gyp-Phase aufrecht
erhalten bleibt. [19] AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Cdh1-negative Zellen
eine verklrzte G4-Phase aufweisen, DNA-Schaden induzieren und dadurch die
Apoptose einleiten. [63] APC/C ist eine E3-Ubiquitin Ligase die zusammen mit zwei
verschiedenen Adapter-Proteinen verschiedene Substrate markiert und so dem
Proteasom zum Abbau zuflhrt. Vor allem postmitotisch fluhrt die Aktivierung von
Cdc20 als APC®*? zy einem Abbau von mitotischen Cyclinen. AnschlieRend wird
durch die aktivierende Dephosphorylierung von Cdh1 tber Cdc14 die APCC
aktiviert und diese halt Cycline weiterhin supprimiert. Dadurch werden die Aktivierung
von Cdks und der Progress des Zellzyklus verhindert. Substrate von APC®" sind
unter anderem Skp2, ein Inhibitor von p27, sowie Ets2, ein Aktivator von Cyclin D1.
Durch den Abbau beider Substrate wird also die p27-Aktivitat stabilisiert und somit
die Hemmung seiner Cdk-Cyclin-Komplexe, auf’erdem werden D-Typ Cycline,

welche wichtig fur die Aktivierung von Cdk1 sind, indirekt gehemmt. [44]

Einige DNA-Schaden konnen nur wahrend der S-Phase repariert werden, weshalb
der intra-S-Phase Kontrollpunkt eine essentielle Rolle fir den Zellzyklus einnimmt.
Sowohl interne, als auch externe Faktoren konnen zu direkten DNA-Schaden fihren.
Beispiele fur interne Faktoren sind oxidativer Stress oder die vermehrte
Verwendung/Herstellung von Ribonukleotiden anstelle von Desoxyribonukleotiden.
UV-Licht, ionisierende Strahlung oder Substanzen wie z.B. MMS (Methyl-Methan
Sulfonat) kénnen die DNA von aullen schadigen. Die Zelle reagiert auf diese
Schaden meist mit einer Aktivierung der ATR-Kinase. ATM wird eher bei
Doppelstrangbrichen aktiviert. Die durch die Helikase entwundene DNA wird mit
RPA (replication protein A) beladen. Das ATR-interacting protein (ATRIP) bindet an
die RPA Proteine, welche mit den DNA-Einzelstrangen interagieren, und rekrutiert
ATR, welches dadurch auf die DNA-Schaden reagieren kann. AuRerdem wird Rad17
rekrutiert, welches mit dem trimerischen Komplex Rad9-Rad1-Hus1 (9-1-1)
interagiert um auch auf die DNA-Schaden reagieren zu kénnen. Anschlielend wird
durch ATR als auch durch Rad17 im Komplex mit 9-1-1 Chk1 aktiviert. Dieser
Vorgang hat einen Einfluss auf einerseits die Replikationsgabel Uber eine
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Regulierung der Replisom-Stabilitat, und andererseits auf den Startschuss fur die
Trennung der Replikationsgabeln (origin firing), sowie transkribierende Vorgange. Die
DNA-Schaden koénnen hierdurch wahrend der Kontrolle mittels verschiedener

Reparaturmechanismen ausgebessert werden. [33]

Der Gz-Kontrollpunkt wird ebenfalls wesentlich Uber den Chk1/2-Signalweg bestimmt.
Dieser wird hauptsachlich uber post-replikative DNA-Schaden aktiviert und fahrt zur
Verhinderung der Mitose, bis die DNA-Schaden repariert werden kénnen. Das durch
ATR und ATM aktivierte Chk1/2 phosphoryliert und inhibiert so die Phosphatase
Cdc25. Cdc25 fuhrt normalerweise zur Aktivierung der Cdk1 durch
Dephosphorylierung. Die Cdk1 kann durch die anhaltende Phosphorylierung der
Wee1-kinase inhibiert werden. Cdc25 fuhrt Uber eine Dephophorylierung von T14
und Y15 der Cdk1 zu einer Aktivierung des Cdk1-Cyclin B Komplexes. Chk1/2 flhrt
zur Aktivierung von 14-3-3 Proteinen, welche die Cdc25 und auch die Cdk1 im
Zytoplasma gebunden halten und dadurch die nukledren Funktionen unterbinden.
Aulerdem wird p53 Uber eine ATM vermittelte Aufhebung der Inhibierung mittels
Mdm2 (E3 ubiquitin ligase) ebenfalls aktiviert, weil es sich in der Regel bei den
postreplikativen DNA-Schaden um DNA-Doppelstrangbriche handelt, welche durch
ATM erkannt werden. Dies fuhrt zur p21 Aktivierung. Das p21 bewirkt eine Hemmung
der Phosphorylierung von Cdk1 an T161 durch die CAK (Cdk-aktivierende Kinase)
und dadurch zu einer Cdc25 unabhangigen Inaktivierung. Auch wird postuliert, dass
p21 eine Translokation von Cyclin B in den Nukleus verhindert und so ebenfalls die
aktivierende Dephosphorylierung durch Cdc25 verhindert wird. Erst wenn die

Schaden beseitigt werden, kann die Mitose-Phase eingeleitet werden. [90]
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Abb. 1.2 G; und G, Kontrollpunkte mit korrespondierenden Proteinen. G;-Kontrollpunkt mit
Darstellung der korrespondierenden Proteine (A). G,-Kontrollpunkt mit Darstellung der
korrespondierenden Proteine (B). (Darstellung basierend auf [1][90]) Pfeile sind aktivierend; Striche

sind inhibierend.

In der Mitosephase befindet sich ein weiterer Kontrollpunkt, der kontrolliert, ob die
Chromosomen richtig angeordnet sind und ob DNA gleichwertig auf beide
Tochterzellen nach der Mitose verteilt werden konnte. Um die Metaphase einzuleiten
wird die Cyclin B Synthese induziert. Sobald die Metaphase mithilfe des Cdk1-Cyclin
B Komplex eingeleitet werden konnte, wird durch einen negativen
autoregulatorischen Mechanismus der APC/C-Komplex (anaphase promoting
complex) durch eine Cdk1-Cyclin B-abhangige Phosphorylierung aktiviert und fuhrt
zum Abbau von Cyclin B und damit zur Senkung der Aktivitat von Cdk1. Dies hat zur

Folge, dass die Anaphase eingeleitet werden kann. [62]

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Cdks eine wichtige Rolle bei der
Uberwindung der Kontrollpunkte spielen. Dies erreichen sie durch die Abfolge von
Geschehnissen, die durch Phosphorylierung ausgelést werden. Einerseits wird die
Herstellung von Proteinen, die das Voranschreiten des Zellzyklus bewirken,

gefordert, andererseits wird die Degradation von Proteinen gefordert, die das
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Voranschreiten des Zellzyklus hemmen, wie beispielsweise die Cdk-inhibierenden
Proteine. [68]

1.1.3. Cdk2-Aktivitat als wichtiger Zellzyklus-Regulationsmechanismus

Cyclin-abhangige Kinasen (Cdk) spielen eine wichtige Rolle fur die Zellteilung und
das Zellwachstum. Die Cyclin-abhangige Kinase 2 (Cdk2) in ihrem Komplex mit
Cyclin E ist von grolRer Bedeutung bei der G4-S-Transition durch die
Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb). Phosphoryliertes Retinoblastom-
Protein aktiviert den Transkriptionsfaktor E2F und fihrt so zur Transkription
verschiedener Proteine, die fur die Progression der Synthese-Phase bendtigt
werden. [4]

Gemeinsam im Komplex mit Cyclin A spielt die Cdk2 eine wichtige Rolle fur das
Voranschreiten der S-Phase und den Ubergang in die G,-Phase. So reguliert sie die
Aktivierung des Cdk1-Cyclin B-Komplexes und damit den Eintritt in die Mitose-Phase.
Oakes et al., konnten zeigen, dass der Cdk2-Cyclin A-Komplex zu einer Erhéhung
der Cdh1 Level fuhrt und somit zu einer Verringerung der Chk1 Aktivitat, was

wiederum die Mitose-Progression fordert. [58]

Ein in vivo knockout von Cdk2 in Mausen fihrte nicht zum Tod der Mause, sodass
der Cdk2 keine essentielle Rolle fur die Zellproliferation zugesprochen werden kann.
Es ist zu vermuten, dass Cdk1 und Cdk4 kompensatorische Rollen bei Cdk2-
defizienten Mausen in Hinblick auf die Zellproliferation Ubernehmen. Der knockout
fuhrte jedoch zur Sterilitdt der Mause durch eine defekte meiotische Zellteilung und

die Unfahigkeit zur Produktion von haploiden Gameten. [4]

1.1.4. Das Protein p27 als wichtiger Modulator der Cdk2-Aktivitat

Das bereits erwahnte p27 Protein inhibiert sowohl den Cdk2-Cyclin E-Komplex, als
auch den Cdk2-Cyclin A-Komplex und ist somit als Inhibitor der Cdk2 anzusehen. Es
wird durch mitogene und antimitogene Signale gesteuert. Die Regulierung von p27
erfolgt auf transkriptionaler sowie post-translationer Ebene durch Veranderung der
Lokalisation sowie durch Ubiquitin-abhangige Proteolyse und Modifikation durch
Phophorylierung. [27] [71]
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In der G4-Phase wird die Stabilitat von p27 verandert. Das p27 Protein ist in der
frihen Gi-Phase ein stabiles Protein und wird nach dem Uberschreiten des
Restriktionspunktes am G;/S-Ubergang durch das Proteasom abgebaut. Eine
Erhdhung der Cdk4/6-Cyclin D-Komplexe fihrt dazu, dass p27 diese Komplexe
vermehrt bindet und weniger p27 fur die Cdk2-Cyclin E-Komplex-Bindung zur
Verfugung steht. Die Aktivierung des Cdk2-Cyclin E-Kompexes wiederum fuhrt zur
Phophorylierung des p27 an Threonin 187. Dies fuhrt zur Initierung des Abbaus
durch den SCFS**2-Ubiquitin-Ligase-Komplex. [23]

Ein anderer Regulationsmechanismus ist der nukleare Export von p27. Dieser fuhrt
zur p27-Inaktivierung, da ein zytoplasmatisch exprimiertes p27 keine inhibierende
Wirkung mehr auf nukleare Proteine ausuben kann. Der Export wird durch die
Phosphorylierung von p27 an Serin 10 und das nachfolgende Binden des Exporter-
Proteins CRM1 initiiert und ist unabhangig von den anderen proteolytischen

Regulationsmechanismen. [32]
1.2. Regenerative Substanzen

1.2.1. Regenerative Medizin

Sowohl Organversagen, als auch der Verlust von Gewebe durch Erkrankungen oder
Verletzungen sind der Grund fur den Bedarf zur Entwicklung von Therapien, die
Zellregeneration induzieren kénnen. Regenerative Medizin ist der Uberbegriff fir
diesen Teil der Medizin, der humane Zellen, Gewebe oder gar gesamte Organe
ersetzt oder regeneriert um wieder eine normale Funktion und Integritat
gewahrleisten zu  kobnnen. Die regenerative Medizin umfasst drei
Behandlungsstrategien, welche dieses Ziel erreichen sollen. Es werden zum einen

humane Zellen eingesetzt, sowie Biomatrix und auch Signalstoffe.

1.2.1.1. Humane Zellen

Zur Regeneration von Geweben kdénnen humane Zellen verwendet werden. Aktuell
werden embryonale Stammzellen (ESC): humane pluripotente Stammzellen (hPSC),
sowie induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC), adulte Stammzellen und

ausdifferenzierte Zellen eingesetzt.
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Humane embryonale Stammzellen (hPSC) stellen eine immense Quelle fur die
regenerative Medizin dar, da diese in jede gewlnschte Gewebszelle differenziert
werden konnen. Das Problem bei der sowieso sehr aufwendigen Transplantation
sind einerseits die immune Reaktion des Wirts, sowie eine maogliche ausbleibende
gewlnschte Differenzierung und gegebenenfalls auch Tumorentstehung. In
klinischen Studien wurden sie aber bereits zur Behandlung der Makuladegeneration
verwendet. [76]

Um das Problem der Immunreaktion bei der Transplantation zu umgehen wurden
induzierte Stammzellen Uber die Expression von Transkriptionsfaktoren entwickelt.
Diese konnen ahnlich den hPSC in viele verschiedene Zellen differenziert werden.
Aufgrund der viralen Integration von Onkogenen (z.B. c-myc) die zur
Tumorentstehung fihren kénnten, wurden ebenfalls nicht-integrative Verfahren zur
Herstellung entwickelt. Diese zeigten sich jedoch weniger wirksam. Trotz dessen
werden auch diese aktuell in klinischen Studien zur Behandlung von
Makuladegeneration in Japan untersucht und konnten bereits vielversprechende

Resultate erzielen. [47]

Adulte Stammzellen sind Zellen, die sich selbst erneuern kdnnen und je nach Organ
in dem sie lokalisiert sind, organspezifische Zellen hervorbringen kénnen. Adulte
Stammzellen sind bereits in den verschiedensten Geweben beschrieben worden, wie
z.B. im Blut, Nervensystem, Leber, Haut, Muskuloskeletal, in der Kornea, sowie im
Fett- und Knochengewebe. Diese konnen zwar nur limitiert genutzt werden, haben
aber auch ein geringeres Risiko fur die Tumorentstehung und finden bereits in vielen
klinischen Studien Anwendung. [65]

Auch ausdifferenzierte Zellen werden z.B. fir die Behandlung von Verbrennungen
und grolRer flachigen Ulzerationen eingesetzt. Es gibt zugelassene
Behandlungsmethoden, die unter anderem lebende Fibroblasten oder Chondrozyten

verwenden.

1.2.1.2. Biomatrix

Die Biomatrix ist ein essentieller Bestandteil des gesamten zellularen
Verbundsystems. Sie unterhalt verschiedene wichtige Funktionen bei der
Verwendung in der regenerativen Medizin, wie z.B. die Grundlage fur die zellulare

Integritdt und organisatorische Struktur. Sie ist der Nahrboden, auf dem die Zellen
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sich organisieren konnen, sowie eine Moglichkeit um bioaktive Faktoren zu
integrieren, welche das Uberleben der Zellen gewahrleisten, oder die Entscheidung
zur Differenzierung der Zellen mitbestimmen. Es konnen drei Arten unterschieden
werden: Naturliche Materialien, wie z.B. Kollagen und Hyaluronsaure, synthetische

Polymere sowie dezellularisierte Organmatrix. [59]

1.2.1.3. Signalstoffe

Eine andere Behandlungsmethode der Zelltherapie kann es sein, dass adulte
Stammzellreservoir zu regenerieren um gewebsspezifische Zellen zu produzieren
und damit dem Zellsterben entgegen zu wirken. Heutzutage ist bekannt, dass
verschiedene Signalwege eine Rolle bei der Stammzellregulation spielen: Wnt
signaling, Sonic hedgehog (SHH) signaling und TGF- signaling. [55]

In mehreren genetischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine
Beeintrachtigung der Signalwege, welche wichtig flr die Stammzellregulation sind, zu
einer Verringerung des Stammzellpools fuhrt. [37]

Daher ist es ersichtlich, dass eine mogliche Aktivierung dieser Signalwegaktivitat
durch exogene Stimulanzien zu einer verbesserten Stammzellpopulation fihren kann
und daher ein wertvolles Instrument fur die regenerative Medizin darstellt. Die
Aktivierung des SHH Signalweges um Haarzellregeneration zu stimulieren konnte
bereits erfolgreich angewandt werden. [60]

Die Aktivierung dieser Signalwege wird aber auch mit Tumorentstehung assoziiert,
deshalb wird in der Medizin das groliere Augenmerk auf die Herstellung von
Substanzen gelegt, die diese Signalwege inhibieren kdnnen. Es gibt nur wenige
Studien Uber die Erforschung moglicher Agonisten. Grund ist sicher der enorme
Bedarf an krebsbekampfenden Medikamenten und die Angst bei einer endogenen
Aktivierung dieser Signalwege zur Tumorentstehung beizutragen. Diesem mdglichen
Risiko kdnnte jedoch Uber eine rein lokale Applikation entgegen gewirkt werden. Es
gibt bereits Ansatze, bei denen die Wirkstoffe in eine Gelmatrix oder andere
Gewebsstrukturen verpackt und injiziert werden kdnnen. [84] Bisher erforschte
Substanzen sind unter anderem Tetraethylenepentamine und 16,16-dimethylpro-
staglandin E2 zur Aktivierung von Zellproliferation in Nabelschnurblutzellen ex vivo.
AuRerdem werden Givinostat (ein Histondeacetylase-Inhibitor) und HT-
100/halofuginone bei Patienten mit Muskeldystrophie vom Typ Duchenne eingesetzt

um Muskelzellregeneration zu férdern.
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1.2.2. Cdk2-aktivierende Substanzen

Das Verstandnis der Cdk2 als wichtiger Modulator der Zellzyklus-Progression stellt
einen interessanten Angriffspunkt fur verschiedene Substanzen dar.

Die Inhibierung der Cdk2 als Zellzyklus-Aktivator kann als mdglicher Therapieansatz
bei mutierten Krebszellen genutzt werden um die Zellproliferation zu hemmen. Es
werden bereits Cdk-Inhibitoren gegen verschiedene Krebsarten eingesetzt.
Insbesondere fur Patienten mit nachgewiesenen Mutationen in diesen Genen stellen
solche personalisierten medizinischen Therapiestrategien eine gute
Behandlungsmethode dar. Es werden bereits Cdk4/6-Inhibitoren in Phase-3-Studien
gepruft (Palbociclib, Ribociclib und Abemaciclib). Das Palbociclib ist sogar seit 2016
fur metastasierten Brustkrebs zugelassen worden. Auch Cdk2-Cyclin-Komplex
Inhibitoren finden bereits Anwendung in der Forschung zur mdglichen Behandlung

von Krebsarten. [15]

Analog zu Cdk-Inhibitoren stellt auch der Einsatz von Wirkstoffen, die spezifisch die
Cdk2 aktivieren einen interessanten Angriffspunkt dar. Solche regenerativen
Substanzen, die zu einer geregelten Progression des Zellzyklus fihren, kénnten zur
Therapie bei diversen Erkrankungen eingesetzt werden, deren Ursache ein rapider
Zelluntergang ist oder die Unfahigkeit gesunde Zellen zu teilen. Die Aktivierung der
Cdk2 ist ein wichtiger Regulator der Zellzyklusprogression und vor allem bedeutend
fur die Uberwindung des Restriktionspunktes. Ist der Restriktionspunkt erst einmal
Uberwunden, muss sich die Zelle auf die Zellteilung einlassen. Eine wirkstoffbedingte
und somit exogene Aktivierung von Cdk2 ist daher ein besonders interessanter
Ansatzpunkt fur die Entwicklung von regenerativen Substanzen, welche die

Zellteilung erleichtern.

Bisher ist nicht viel Uber exogene Cdk- Aktivatoren bekannt. Unsere Arbeitsgruppe
konnte zeigen (siehe 1.2.3) , dass Merbromin und Eosin Y als dessen
Strukturanalogon Eigenschaften besitzen, die ein zellregenerationsférdernde
Wirkung durch eine Cdk2-Aktivierung haben kdénnen.

In den weiteren Abschnitten sollen beide Substanzen deshalb anhand ihrer bisher
bekannten Eigenschaften charakterisiert werden und anschlieBend soll erldutert
werden, warum die weitere Uberpriifung der Substanzen als mogliche

Zellregeneration fordernde Substanzen sinnvoll ist.
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1.2.2.1. Merbromin

Abb. 1.3 Struktur von Merbromin (Darstellung basierend auf Wikimedia.org/File:Mercuchrome.png)

Das in Abb. 1.2 dargestellte Merbromin ist ein fluoreszierender Triphenylmethan- und
Xanthenfarbstoff, der eine rétliche Eigenfarbe und eine grinliche Fluoreszenz besitzt.
Es ist ein lipophiles Molekul mit hydrophilem Ende, daher gut 16slich in Wasser und
aulRerdem quecksilberhaltig. Letzteres flhrte dazu, dass das Merbromin, welches
jahrelang als Antiseptikum eingesetzt wurde, 1998 von der FDA als ,untested”
eingestuft wurde und auch 2003 in Deutschland vom Markt genommen wurde, weil

eine Quecksilbertoxizitat nicht auszuschlief3en ist.

Die wundheilende Wirkung von Merbromin wurde bisher auf dessen Schorfbildung
bei Wunden und dessen bakterizide Wirkung zurtickgefuhrt. In vielen Landern ist das
Merbromin noch erhaltlich. So fihrten Mohite und Bhatnagar eine Studie durch, in
der sie 200 Patienten mit Verbrennungen unterschiedlicher Grade und Auspragung
mit Merbromin und dem dort weitreichend verfugbaren und bisher eingesetzten SSD
(Silber Sulfadiazin) verglichen. Abgesehen von der Mortalitat wurden ebenfalls
andere Untersuchungsparameter bestimmt und Merbromin zeigte einen positiven
Effekt in sowohl Mortalitat, als auch Infektionsrate, Krankenhausaufenthaltsdauer,

Schorfbildung, Schmerzempfindungsdauer und Kosten. [52]

Es wurden auflerdem Blutuntersuchungen von 5 Patienten durchgefuhrt, die
Verbrennungen von Uber 50% der KOF aufwiesen und daher den grofiten Mengen
an topikaler Merbrominapplikation ausgesetzt waren. Merbromin wurde bei diesen
Patienten Uber 15 Tage 3-4 Mal am Tag appliziert. Die Serumlevels von Quecksilber

zeigten 2 Wochen, 1 Monat, 2 Monate und 6 Monate nach Applikation keine
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signifikanten Veranderungen. AuRerdem wurden die Patienten regelmalig auf
Intoxikationssymptome untersucht. Es zeigten sich sowohl klinisch als auch
laborchemisch keine Hinweise fur eine Quecksilber-Intoxikation der Patienten. Im
Gegensatz konnte eine gute Effektivitat von Merbromin als wundheilendes Reagenz

gezeigt werden. [52]

Zu den molekularen Mechanismen von Merbromin ist nicht viel bekannt. 2012 fUhrten
Ibanez et al. ein High-Throughput-Screen durch, indem Substanzen untersucht
werden sollten, die eine Proteinmethyltransferase Inhibitor-Aktivitat aufweisen. Es
konnte gezeigt werden, dass Merbromin ein panaktiver Proteinmethyltransferase
Inhibitor ist. In dieser Arbeit konnte das Merbromin mittels SPIA-bead assay
identifiziert werden, und mittels filter paper assay als zweites Assay bestatigten sich
inhibierende Einflisse auf SETD2 (ICso von 2.4 pM), gefolgt von SET8 (4.2 uM),
SET7/9 (28 uM), und letztendlich EuHMTase1 (42.9 uM). [31]

AuRerdem wurde wie bereits erwdhnt von unserer Arbeitsgruppe 2012 ein High-
Throughput-Screen durchgefuhrt indem Merbromin auf seine Eigenschaften als
Cdk2-Aktivator untersucht worden ist. (siehe 1.2.3)

Zusammenfassend ist Merbromin als wirkungsvolles wundheilendes Reagenz und
als moglicher Cdk2-Aktivator und daher mdgliche zellregenerationsférdernde
Substanz ein interessanter Wirkstoff, der noch weiter auf seine Wirkungsweise
Uberpruft werden sollte. Bisher haben hauptsachlich biochemische Analysen, mittels
Protein-Protein-Interaktionen stattgefunden. Weitere biologische Analysen zur

Aufschlisselung der Wirkungsweise sind anzustreben.
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1.2.2.2. EosinY

Abb. 1.4 Struktur von Eosin Y. (Darstellung basierend auf Wikimedia.org/File:

Eosin_Y_Structural_Formulae_V.1.svg)

Eosin Y ist ein Strukturanalogon des Merbromin. Der strukturelle Unterschied
zwischen beiden Verbindungen besteht hauptsachlich im Fehlen von Quecksilber.
Eosin Y fehlt das Quecksilber mit dem hydrophilen Anteil, anstelle dessen enthalt
Eosin Y ein Brom-Atom. AuBerdem enthadlt es im Vergleich zu Merbromin ein
weiteres Brom-Atom. Dies wird durch die beiden Abbildungen Abb. 1.3 Struktur von
Merbromin und Abb. 1.4 deutlich. Eosin Y ist ein schon lang bekannter
Triphenylmethanfarbstoff, der aus Steinkohle und Teer gewonnen wird. In
Kombination mit Hamatoxylin wird es in der Forschung und Medizin haufig fur die
immunhistochemische Farbung von Geweben verwendet. Eosin Y dient auch als pH-
Indikator, es farbt insbesondere basische Strukturen roétlich an, unter anderem
Kollagen, Kreatin, und verschiedene Zellplasmaproteine sowie Mitochondrien. [24]

Auch wird und wurde Eosin Y in der Dermatologie fur die Behandlung
unterschiedlicher Erkrankungen verwendet. So wird es schon langer bei der
Psoriasis eingesetzt. In HaCat Zellen wurde die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen unter Eosin Y Behandlung uberpruft. Es konnte eine Verringerung der

Expression von IL-6, IL-8 und TNF-alpha gezeigt werden. [97]

1.2.3. Vorarbeiten zu Cdk2-aktivierenden Substanzen

Von unserer Arbeitsgruppe wurde 2012 ein High-Throughput-Screen durchgefihrt
indem diverse Substanzen auf ihre Eigenschaften als Cdk2-Aktivator untersucht
worden sind, da bisher nicht viel Uber exogene Cdk- Aktivatoren bekannt ist. In dem

Screen wurden sowohl direkte Cdk2-Aktivatoren als auch Verdranger von p27 aus
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dem Cdk2-Cyclin-Komplex und damit indirekte Cdk2- Aktivatoren gesucht. Es konnte
gezeigt werden, dass Merbromin und dessen Strukturanalogon Eosin Y solche
Eigenschaften besitzen. Mittels FRET-Assay (Forster-Resonanzenergietransfer) und
HTRF-Assay (Homogeneous Time Resolved Fluorescence) wurde Merbromin als
Substanz identifiziert die eine mogliche Aufhebung der p27 und Cdk2-Cyclin A-
Interaktion veranlasst. In nachfolgenden Kinase-Assays zeigte sich zudem, dass
Merbromin in bestimmten Konzentrationen eine bis zu zweifache direkte Cdk2-
Aktivierung herbeifihrt. Eine vollstandige Verdrangung des p27 konnte jedoch nicht
bewiesen werden.

Eosin Y als Strukturanalogon von Merbromin wurde ebenfalls auf seine
Eigenschaften als potenzieller Cdk2-Aktivator untersucht und konnte als solcher
identifiziert werden. Eosin Y zeigte in dem High-Throughput-Screen in bestimmter
Dosis eine direkte Aktivierung der Cdk2 und es konnte gezeigt werden, dass bereits
bestehende Aktivitaten um bis zu 40% durch die Hinzugabe von Eosin Y gesteigert

werden kdnnen. [92]

1.3. Aufgabenstellung

Wirkstoffe, die gegen Krebs eingesetzt werden, stellen ein stark beforschtes Gebiet
dar. Es gibt jedoch auch eine Reihe von Erkrankungen, die ebenfalls letal enden
kénnen und mit der Schadigung von Zellen einhergehen. So stellen Organversagen,
durch Intoxikationen oder Infektionen, sowie grolde Wunden wichtige Krankheitsbilder
dar, welche durch eine akute Zellschadigung zu einer rasanten Verschlechterung des
Allgemeinzustandes und bis hin zum Tode flhren kénnen. Auch chronische
Erkrankungen, die durch ununterbrochene Inflammation zu einer Zellschadigung
fuhren, haben erheblichen Einfluss auf das alltagliche Leben von Patienten. Deshalb
besteht der Bedarf fur den Einsatz von Wirkstoffen, die der Zellschadigung
entgegenwirken bzw. diese verlangsamen konnen, also far
zellregenerationsfordernde Substanzen. Zu zellregenerationsfordernden Substanzen
zahlen Wirkstoffe, die den Zellzyklus geregelt vorantreiben kénnen. Bisher werden
solche Wirkstoffe nur in der Forschung angewandt. Hierzu zahlen Substanzen, die
einen positiven Einfluss auf adulte Stammzellen nehmen kénnen, damit diese sich zu
den verlorenen Zellen differenzieren.

Wichtige zellulare Strukturen flir eine Zelltyp-unabhangigen Zellzyklusprogression

sind die Cyclin-abhangigen Kinasen. Insbesondere die Cdk2 spielt eine wichtige

28




Rolle bei der Uberwindung des Restriktionspunktes um die Zellteilung
voranzutreiben. Es ist anzunehmen, dass eine direkte oder eine indirekte Aktivierung
der Cdk2-Aktivierung den Zellzyklus geregelt vorantreiben kann. Der Cdk2-
Aktivierung folgen mehrere Kontrollpunkte der Zellteilung, sodass ein unkontrolliertes
Wachstum unwahrscheinlich ist.

Um solche Cdk2-Aktivatoren zu identifizieren fuhrte unsere Arbeitsgruppe ein High-
Throughput-Screen durch, in dem Substanzen bestimmt werden sollten, welche die
Interaktion zwischen Cdk2 (in Komplex mit Cyclin A) und p27 beeinflussen.
Merbromin und Eosin Y zeigten solche Eigenschaften. Weitere Analysen der beiden
Substanzen, die auch Strukturanaloga voneinander sind, zeigten, dass sowohl
Merbromin als auch Eosin Y direkt die Aktivitat von Cdk2 beeinflussen konnten und
so die Zellzyklusprogression fordern. Es zeigte sich aber auch, dass diese Effekte
dosisabhangig sind und dass Merbromin und Eosin Y bei bestimmten hohen
Konzentrationen zelltoxisch wirken.

Es stellt sich daher die Frage, welche Mechanismen dieser Toxizitdt zu Grunde
liegen und ob vielleicht bestimmte Proteine, die in Regulationsmechanismen der
Zelle eingebunden sind, wie z.B. checkpoint proteins (Proteine der Kontrollpunkte),
eine Rolle fur das vorzeitige Sterben der Zellen spielen. Aul3erdem sind bisher
hauptsachlich biochemische Analysen durchgefihrt worden, die eine Cdk2-
Aktivierung durch Merbromin und Eosin Y in Protein-Protein-Interaktionen zeigen.
Weitere sekundare Assays an Zellen in vitro sollten daher durchgefuhrt werden um
die bisher vermuteten Effekte bezlglich der Beschleunigung des Zellzyklus durch
diese Substanzen naher charakterisieren zu konnen. Das Ziel dieser Doktorarbeit
besteht deshalb darin, Merbromin und Eosin Y als potenzielle
zellregenerationsfordernde Substanzen weiter auf ihren Wirkungsmechanismus in
vitro zu untersuchen und gegebenenfalls Zellstrukturen oder Proteine zu
identifizieren, die diese Mechanismen vorantreiben, oder aber diesen Mechanismen

entgegen wirken.
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2. Material und Methoden

2.1.1. Material

2.1.2. Chemikalien

Acrylamid-Mix: 30%ig (v/v) Acrylamid, 0,8% (v/v) Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)
Agar (AppliChem, Darmstadt)

Agarose (Bioline, Luckenwalde)

Ammoniumpersulfat (APS) (Serva, Heidelberg)

Bradford Reagenz (Biorad, Minchen)

Bromphenolblau (Merck, Darmstadt)

CaCl2 (Merck, Darmstadt)

Chloroquin (Sigma-Aldrich)

Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva, Heidelberg)

p-Cumarsaure (Merck, Darmstadt)

Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

DMEM (Invitrogen, Karlsruhe)

Eosin Y (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Essigsaure (J. T. Baker, Deventer, NE)

Ethanol (J. T. Baker, Deventer, NE)

Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Merck, Darmstadt)
Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N’-tetraessigsaure(EGTA) (Merck, Darmstadt)
GlutaMax (Invitrogen, Karlsruhe)

Glycerin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Glycin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure (HEPES) (Sigma-Aldrich,
Steinheim)

Imidazol (BDH Laboratory Supplies, Poole, UK)

Isopropylthiogalactosid (IPTG) (Duchefa)

Isopropanol (2-Propanol) (Merck, Darmstadt)

Kaliumacetat (Merck, Darmstadt)

KCI (Merck, Darmstadt)

KH2PO4 (Merck, Darmstadt)
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Luminol (Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

Magnesiumacetat (Merck, Darmstadt)

Merbromin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

2-Mercaptoethanol (B3-Mercaptoehthanol) Sigma-Aldrich, Steinheim)
Methanol J. T. Baker, Deventer, NE MgCI2 - 6 H20 (Merck, Darmstadt)
MgClI2-L6sung, 4,9 mol/l, titriert (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Milchpulver (Roth, Karlsruhe)

MnCI2 (New England Biolabs, Beverly,MA, USA)

Na2CO3 (Merck, Darmstadt)

Na2HPO4 (Merck, Darmstadt)

NaCl (Merck, Darmstadt)

NaH2PO4 (Merck, Darmstadt)

NaHCO3 (Merck, Darmstadt)

Natronlauge (Merck, Darmstadt)

Natriumacetat (Merck, Darmstadt)

Natriumdodecylsulfat (SDS) (Merck, Darmstadt)

Pepstatin A (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Phenylmethylsulfonsaurefluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Phosphoenolpyruvat (PEP) (Roche, Mannheim)

Phosphorsaure, 85% (J. T. Baker, Deventer, NE)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Mannheim)

Proteinase K

Propidiumidiodid (Sigma-Aldrich)

Polybrene (Sigma-Aldrich)

Saccharose (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Salzsaure, 37 %ig (Roth, Karlsruhe)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Merck, Darmstadt)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) (Merck, Darmstadt)
Wasserstoffperoxid 30%ige Lésung in H20 (Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
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2.1.3. Antibiotika

Ampicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Penicillin (Gibco, Paisley, UK)
Streptomycin (Gibco, Paisley, UK)

Puromycin (Gibco Paisley, UK)

2.1.4. Antikorper

Antikorper Hersteller Wirt Verdiinnung
Cdk2 Cell signaling rabbit 1:1000
Cyclin A Santa Cruz mouse 1:1000
Cyclin B1 Neo Markers mouse 1:1000
Cyclin E1 Cell signaling mouse 1:1000
P21 Santa Cruz rabbit 1:1000
P27 Cell signaling rabbit 1:1000
P53 Santa Cruz mouse 1:1000
PARP Cell signaling rabbit 1:1000
a-Actin Santa Cruz mouse 1:1000
Tab. 2.1 Primére Antikorper

Antikorper Hersteller Verdiinnung
anti-mouse Amersham: 1,5 mg/ml 1:10000
anti-rabbit Amersham: 1,5 mg/ml 1:10000

Tab. 2.2 Sekundare Antikorper
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2.1.5. Zelllinien

Zelllinie

Eigenschaft

NIH 3T3

Zum Teil hypertriploide Fibroblasten der
Maus mit der Eigenschaft zur
Kontaktinhibierung [88]

Phoenix-ECO Zellen

Aus humanen embryonalen Nierenzellen
(293 T) erzeugte ,second-generation’
ecotrope Zelllinie zur Produktion von

Retrovirus

Tab. 2.3 Zelllinien

2.1.6. Kits

BrdU Kit : BD Pharmingen™ APC-BrdU Flow Kit BD Bioscience, Europe

BioRad Bradford Protein Assay

2.1.7. shRNA Bibliothek

BioRad, Munchen, Deutschland

Fur den shRNA-Screen wurde die sogenannte Cancer 1000 Bibliothek verwendet.
Diese enthalt ca. 2250 murine shRNA, die aus der Cancer 1000 Liste der CODEX

RNAI Bibliothek entnommen worden sind. Die Cancer 1000 sind Gensets, die aus

Microarray-expressions-Daten zusammengetragen worden sind und unter anderem

sowohl potentielle Tumorsuppressorgene als auch Onkogene enthalt. Diese Cancer
1000 ist miR30 basiert. Die shRNA wurden in einen MLP Vektor (MSCV-basierten

Vektor) kloniert, in jeweils Pools von 48 shRNAs. Die backbone des Vektors enthalt

GFP und Puromycin zu Detektions- und Selektionszwecken. [9]
Eine Liste der Cancer1000 Bibliothek ist im Anhang aufgefuhrt. (siehe 9. Anhang)
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2.1.8. Verbrauchsmaterialien

0,2 ml Multiply-PCR-Gefalie (Saarstedt, Nimbrecht)

1,5 ml Zentrifugiergefalle (Hettich Lab Technology, Tuttingen)

6 well Zellkulturplatte (Sarstedt, Nimbrecht)

96 well Nunc #260836 (Thermo Fisher, Wyman St Waltham, MA, USA)
96 well Zellkulturplatte (Sarstedt, NUmbrecht)

Analysewaage AE 200 (Mettler Toledo, Gielden)

Cary-Eclipse Fluoreszenzspektrometer mit Mikrotiterplatten-Scanner (Varian,
Darmstadt)

Chemidoc, Geldokumentationssystem (Biorad, Munchen)
Durchflusszytometer BD LSR2 (BD, Tubingen)

Elektronische Waage (Satorius, Géttingen)

Flex Cycler (Analytik Jena, Jena)

Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher, Wyman St Waltham, MA, USA)
FLUOstar Omega (BMG Labtech, Ortenberg)

HiTrap ResourceQ (Amersham Pharmacia, Freiburg)

Leica DM 5000 B (Leica, Wetzlar)

Leica DMI 6000 B (Leica, Wetzlar)

Magnetruhrer (Kern, Bahlingen)

Mikroplatten-Messgerat Synergy HAT (BioTek)

Mikroskop CK 2 (Olympus, Hamburg)

Mikrowelle (Samsung, Schwalbach)

Mini Protean (Biorad, Minchen)

Mini Trans-Blot Cell, Western-Blot-Apparatur (Biorad, Minchen)
Monolith NT Capillaries (NanoTemper Technologies, Miinchen)
Nitrocellulose-Membran (Serva, Heidelberg)

NT.015T (NanoTemper Technologies, Minchen)

Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig)

Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA)
Peristaltische Pumpe Minipuls 2 (Gilson, WI, USA)

Petrischale P100 100x20 mm (Sarstedt, NUmbrecht)
Petrischale P60 60x16 mm (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Photometer DU 800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)
Pipetten 2-1000ul (Gilson, W1, USA)
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Pipettenspitzen (Saarstedt, Nimbrecht)
Polypropylen-Einfrierrohrchen (Cryotube, Nunc, Wiesbaden)
Power-Pac 300, Spannungsquelle (Biorad, Minchen)
Roéntgenfilme (Kodak, Stuttgart)

Sampleloop 7.8 ml (Amersham Pharmacia, Freiburg)

Trans-Blot SD, Western-Blot-Apparatur (Biorad, Minchen)
Viscotek-802-DLS (Malvern Instruments, Westborough, MA, USA)
Vivaspin Konzentratoren (Vivascience AG, Littleton, MA, USA)
Whatman-Filterpapier (Omnilab, Elbingeréder)

WinMDI Software

Zellzdhlkammer (Marienfeld Superior, Lauda-Kdnigshofen)
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2.1.9. Lésungen

Kulturmedium

DMEM

10% FCS

1% Glutamax

100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin

Waschldsung (PBS)
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM Na2HPO4

2 mM KH2PO4

pH: 7,4

MTT-LAsung
Isopropanol-HCI

0,1 % HCI in Isopropanol

4x Probenauftragspuffer

Stock
Tris-HCI pH 6,8 2M
SDS
Glycerol

3-Mercaptoethanol
Bromphenol blue (powder)
dH,0

RIPA-Puffer (WB or IP)

Stock
NP40 10%
DOC 10%

SDS 20%

Starvation Medium
DMEM

0,1% FCS

1% Glutamax

100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin

Farbelosung mit PI

10 pg/ml Propidiumiodid (PI)
100 ug/ml RNAse A

in PBS

59/l MTT in PBS

Final 40 ml
0,25M 5 mil

8 % 3,29
40 % 16 ml
10 % 4 mi
0,05 % 0,02¢g

14,7 ml

Final 100ml
1% 10ml
0,5% 5mi
0,1% 0,5ml



Tris pH 8,0 1M 50mM 5ml
NaCl 5M 80mM 2ml
NaF 0,5M 50mM 5ml
NasP,07 1™ 20mM 0,892¢g
EDTA 0,5M 1mM 0,2ml
EGTA 0,5M 1mM 0,2ml
H20 69,1ml
Protease Inhibitoren (fur 10ml Puffer)
Name Inhibitor von stock final Fur 1oml
Puffer
Vanadat Tyrosin- 100mM 100uM 10 pl
phosphatase
Pepstatin A Aspartic-protease |2,5ug/ml 0,5ng/ml 50ul
MeOH
Leupeptin Serin- Cystein- | 2,5ug/ml 2,5ng/ml 10ul
protease
Benzamidin Trypsin, Thrombin, | 0,15 M 0,15mM 10pl
Plasmin
Aprotinin Trypsin, dif. 20ul
(Trasylol) Chymotrypsine,
Kallikrein, Trypsin
PMSF Serin-protease 200mM in 10% | 0,5mM 254l
isopropanol

Tab. 2.4 Protease Inhibitoren und ihre Herstellungskonzentrationen

Proteinase K (PK-) Puffer

Tris pH 8,5 100 mM
EDTA 5mM
SDS 0,2 %
NaCl 200 mM
ddH,0 100 ml
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Sammelgel
H,O

Acryl amide
Tris pH 6,8
SDS

APS
TEMED

Trenngel
Konz.

H.O
Acrylamide
Tris pH 8,8
SDS

APS
TEMED

10xSDS buffer

Tris
Glycine
SDS
H.O

10xTransfer buffer

Tris
Glycine
H.O

10xTNT-Puffer

NaCl
Tris pH7,5
Tween 20
H.O
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7,5%

4,85 ml

2,5ml

151 g
720 g
50 ¢
5L

1,5M
10 %
10 %

151,59

720 g
5L

Stock
5M
2M
10 %

30 %
0,5M
10 %
10 %

10%
4,1 ml
3,3 ml

2,5ml
100 pl
105 pl
15 ul

5000 ml
1500 ml
625 ml
250 ml
2625 ml

3,92 ml
1,13 mi
1,75 mi
70 pl
70 pl

7 ul

14%
2,7ml
4,7 ml

gleich fur alle
Konzentrationen

15%
2,45 ml
4,95 ml



ECL-LAdsungen

Losung 1 Losung 2

H20 90 ml H.O

Tris pH 8,5 1M 10 mi Tris pH 8,5 1M
Luminol 250mM 1 ml H20, 30%
p-Cumarsaure 90mM 440ul

Blockierungslosung 1: 5% skimmed Milch
Skimmed Milch 5g
IXTNT 100ml

Blockierungslosung 2: 4% BSA
BSA 49
IXTNT 100ml
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2.2. Methoden

2.2.1. Kultivieren von adharenten Zelllinien

Das Kultivieren von Zellen in der Zellkultur ist eine Methode um Zellen aufl3erhalb
des jeweiligen Organismus verwenden zu konnen. Die Zelllinien, die in dieser Arbeit
verwendet wurden zeichnen sich dadurch aus, dass sie adharent sind. Dies
bedeutet, dass sie an der Oberflache von Kulturgefaen haften. Unter 2.1.5 wurden

die hier verwendeten Zelllinien naher charakterisiert.

Das Kultivieren von Zellen beinhaltet mehrere Arbeitsschritte. Hierzu gehort das
Inkubieren der Zellen bei 37°C, 90%iger Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; in
Kulturmedium (DMEM), welches Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren fur die Zellen
enthalt. Dem Medium wurden zur Verhinderung von Bakterienwachstum 100U/ml
Penicillin und 100 U/ml Streptomycin hinzugefugt. Die Zellen wurden in regelmaliigen
Abstanden (meist 2-3 Tage) bei Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % gesplittet um
sie vor dem Uberwachsen zu schiitzen, da die Zellen sterben, wenn sie keinen Platz
mehr zur Teilung auf den Petrischalen haben (Kontaktinhibition). Um die Zellen zu
splitten, wurden sie, nachdem das Medium entfernt worden ist, zunachst mit PBS
gewaschen, bevor sie mit 10 x Trypsin/EDTA bei 37°C fur 5 Minuten inkubiert
wurden, um sich vom Boden der Petrischale 16sen zu kdnnen. Die Trypsinreaktion
wurde durch die Zugabe von FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt. Danach wurden
die Zellen je nach Zelllinie 1:4 (NIH 3T3) bis 1:7 (Phoenix-ECO Zellen) gesplittet und
auf neue Petrischalen ausgesat. Fur langfristige Zwecke wurden die Zellen in FCS
mit 10% DMSO resuspendiert und jeweils 1ml dieser Suspension wurde bei -80 °C
eingefroren. Um die eingefrorenen Zellen wieder verwenden zu kénnen wurden sie
bei 37°C in Kulturmedium aufgetaut. [85]

2.2.2. Auszihlen von NIH3T3 Zellen mittels Neubauer-Zahlkammer

Um die Zellzahl einer Suspension bestimmen zu kdénnen, wurden die Zellen
lichtmikroskopisch mittels einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Hierzu wurden

sie mit Trypanblau versetzt (im Verhaltnis 1:1), welches sich in das Zytoplasma von
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toten Zellen einlagert und somit diese spezifisch farben kann. So kann beim Zahlen
zwischen toten und lebenden Zellen unterschieden werden.

Die Durchfuhrung beinhaltet das Waschen der Zellen mit PBS, das Ablosen der
Zellen von der Platte mittels Trypsin und das Anfertigen einer Suspension in
Kulturmedium. Eine kleine Menge (z.B. 30 ul) dieser Suspension wird mit eben
derselben Menge an Trypanblau versetzt und dann zwischen die Kammer und ein
Deckglas gegeben. Die Suspension verteilt sich mittels Kapillarkraften. Eine gewisse
Anzahl von Quadraten wird ausgezahlt und daraus wird mithilfe des Kammerfaktors

und folgender Formel die Zellzahl bestimmt. [63]
X* 2*2*2Z=7Zml
n n

X Anzahl der gezahlten Zellen

n Anzahl der gezahlten Eckquadrate
2 aufgrund der Verdiinnung mit Trypanblau
KF  Kammerfaktor *
ZZ  Zellzahl
* Kammerfaktor = Tiefe der Kammer (hier 0,1 mm) * Flache eines Eckquadrates ( hier 1 mm?)
1
= 3 = = =
=0,1mm’ (= 0,1yl = 0,0001 ml) = —— [63]

2.2.3. Bestimmung der Verdopplungszeit von NIH3T3 Zellen

Die sogenannte Verdopplungszeit ist die Zeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Teilungen einer Zelle bzw. die Zeit, die fur eine Verdopplung der Zellzahl bendtigt

wird. Sie kann folgendermal3en berechnet werden:

Verdopplungszeit = log 2 * Kulturdauer [h] / log N - log

N = Zellzahl nach Kulturdauer

No = Zahl der Zellen zum Zeitpunkt O ist.

Die Zellzahl No wurde, wie oben beschrieben, bestimmt. Die Ermittlung der Zellzahl
nach unterschiedlichen Kulturdauern erfolgte lichtmikroskopisch mittels der
Neubauer—Zahlkammer (siehe 2.2.2).
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2.2.4. Untersuchung der Zellvitalitat mittels MTT Assay

Das MTT-Assay ist ein Verfahren, bei dem durch kolometrische Bestimmung des
Umsatzes des Farbstoffes MTT die Zellvitalitat einer Zellpopulation bestimmt werden
kann. MTT ist ein gelblicher wasserloslicher Farbstoff (Tetrazoliumsalz), der nur in
lebenden Zellen durch ihr mitochondriales Enzym (Dehydrogenase) zu
wasserunloslichem, blaulich violetten Formazan reduziert werden kann. Die
Zellvitalitat 1asst sich nun quantifizieren, in dem man die Absorption des Formazan
nach Aufnahme in Isopropanol als organisches Ldsungsmittel bestimmt. Dieses
Verfahren bietet somit die Méglichkeit zur Uberpriifung diverser Substanzen auf ihre

Zelltoxizitat.

Durchfiihrung

NIH3T3 Zellen wurden in einer 96-Wellplatte mit einer Zellzahl von 10.000 Zellen pro
Well ausgesat. Zwei Wells wurden als Negativkontrolle frei gelassen. Nach 24
Stunden wurde die zu testende Substanz in unterschiedlicher Verdinnung mit
Kulturmedium hinzugegeben. Auch hier wurden jeweils zwei Wells nicht mit der
Substanz versehen. Der Anteil an Solvens, d.h. hierbei von H,O wurde fir alle
Bedingungen konstant gehalten. Nach einer 48-stindigen Inkubation bei 37°C
wurden 20 pl des MTT Reagenz hinzugegeben. Nun wurde 4 Stunden abgewartet, in
denen die lebenden Zellen die Zeit hatten, dass MTT zu Formazan-Kristallen zu
reduzieren. Dann wurde die 96-Well Platte bei 4700 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert.
Die Uberstadnde wurden abgesaugt und die Formazan Kristalle fur eine Stunde bei
Raumtemperatur getrocknet. Danach wurden sie in 100ul pro Well Isopropanol-HCI
aufgenommen. Nach dem Lésen der Kristalle durch Vortexten der Platte konnte die
Absorption des Formazans bei 460 nm mit dem Mikroplatten-Messgerat Synergy HT
(BioTek) bestimmt werden. [56]

2.2.5. Untersuchung der Migration mithilfe des Migrations-Assays

In vitro Migrations-Assays (bzw. Wundheilungs-Assays/scratch-Assay) stellen eine
weit verbreitete Methode dar, um den Einfluss einer Substanz auf die Zellen
bezuglich ihrer Tendenz zur Forderung oder Inhibierung der Migration zu
untersuchen. In dieser Arbeit wurden hierfur NIH 3T3 Zellen in einer 6-well Platte

ausgesat und kultiviert bis zum Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 %. Dann wurde
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starvation Medium (0,1% FCS) fur eine Inkubationszeit von 24 Stunden
hinzugegeben. Nachdem ein Kratzer in die Mitte der Platte mit einer weilen
Pipettenspitze gesetzt wurde, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und ein erstes
Bild (O Stunden) gemacht. Hiernach wurden die beiden Subtanzen (Merbromin /Eosin
Y) in jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen und destilliertes Wasser (Solvens)
als Tragersubstanz und Negativkontrolle auf die Wells gegeben. Nach erneuter
Hinzugabe von Kulturmedium wurde 24 Stunden spater ein zweites Bild mittels
Lichtmikroskop aufgenommen. Die Migrationstendenz der Zellen mit und ohne

Substanz wurde mithilfe folgender Formel berechnet.

Breite der Wunde zum Zeitpunkt 0 h —Breite der Wunde zum Zeitpunkt 24 h x 100

Mlgratlonsmdex B Breite der Wunde zum Zeitpunkt 0 h

Der Migrationsindex beschreibt das prozentuale Ausmaly des Wundverschlusses.
Dies bedeutet je hoher der Migrationsindex, umso hoher die Tendenz der

behandelten Zellen zum Wundverschluss. [12]

2.2.6. Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das dazu genutzt werden kann eine
Aussage Uber die Verteilung der Zellzyklusphasen einer Zellpopulation zu treffen.
Hierbei konnen verschiedene, die DNA anfarbende Substanzen verwendet werden
um mittels des DNA-Gehalts eine Schlussfolgerung beziglich des
Zellzyklusverhaltens von Zellen in verschiedensten Bedingungen zu ziehen. In dieser
Arbeit wurde als Farbesubstanz Propidiumiodid verwendet, welches als sogenannter
Nukleinsaureinterkalator fungiert. Die Eigenschaft dieser Substanz, namlich dass es
seine Absorptionsmaxima nach Interkalation in die DNA andert (von initial 488 nm
auf 535 nm) kann ausgenutzt werden um Ruckschlisse auf den DNA-Gehalt zu

erhalten.

Durchfiihrung

Die unbehandelten und behandelten (starvation Medium / Eosin Y / Merbromin) NIH
3T3 Zellen wurden trypsiniert, gewaschen und abzentrifugiert. Das PBS wurde
abgesaugt und das vorhandene Pellet mit jeweils 2ml eiskalten Ethanol (70%),

welches tropfchenweise unter kontinuierlichem Schwenken hinzugegeben wurde,
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fixiert. Die fixierten Zellen wurden nun wahlweise Uber Nacht bei -20°C weggefroren
oder aber eine Stunde auf Eis gelegt. Um die fixierten Zellen weiter zu verwenden
wurden diese zentrifugiert, das Ethanol wurde verworfen und daraufhin wurden sie
wieder mit PBS gewaschen, bevor sie erneut zentrifugiert wurden. Wahrenddessen
wurde PBS-Suspension RNAse A (1:100) und PI (1:100) enthaltend hergestellt. Die
Zellen wurden mit dieser Suspension behandelt und mindestens 30 Minuten bei
Lichtausschluss und Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen in FACS-
Roéhrchen Uberfihrt und mit dem Durchflusszytometer gemessen. Es wurde die
Menge an Zellen bezogen auf ihren DNA-Gehalt gemessen und anschliel3end als
Graphik dargestellt. Bei jeder Probe wurden 10.000 Ereignisse gemessen. Die

Auswertung erfolgte mithilfe der FlowJo Version 8.7 Software. [34]

2.2.7. Proteincharakterisierung mittels Inmunodetektion (Western biot)

Zur Charakterisierung von Proteinen kommt haufig das Western-Blot Verfahren zum
Einsatz. Hierbei kann ein Proteingemisch, nachdem es mithilfe verschiedener
Verfahren anhand von Molekulgrole, Ladung oder anderer Eigenschaften
aufgetrennt wurde (SDS-Gelelektrophorese) auf eine Nitrozellulosemembran

Ubertragen und anschlielend immunodetektiert werden.

2.2.7.1. Herstellung der Zelllysate und Messung des Proteingehaltes

Die Herstellung der Zelllysate und Proteinproben erfordert die Losung der Zellen von
der Platte. In diesem Fall konnen die Zellen von der Petrischale abgeschabt werden.
Nach einer Zentrifugation der Zell-Medium-Suspension, wird das Pellet mit PBS
gewaschen. Das reine Pellet kann dann in RIPA-Puffer versetzt mit Proteinase-
Inhibitoren aufgenommen werden. Die hergestellten Proben werden fur 15 bis 20
Minuten auf Eis gelegt, bevor sie jeweils fir wenige Sekunden im Ultraschallbad
behandelt werden. Denn hierdurch soll das Aufbrechen der Zellen erreicht werden.
Anschliellend werden die Proben bei maximaler Geschwindigkeit erneut zentrifugiert.
Der Uberstand, indem die Proteine enthalten sein sollten, kann nun in ein neues

Eppendorf-Gefall gesammelt werden.

Um eine Aussage Uber das Ergebnis treffen zu kdnnen ist es notwendig, dass der

Proteingehalt aller aufgetragenen Proben derselbe ist. Dies ermdglicht im Nachhinein
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einen besseren Vergleich zwischen den Reaktionen auf die Veranderung bestimmter
Bedingungen von Zellpopulationen. Der Proteingehalt von Zelllysaten kann mit Hilfe
des Bradford-Assays ermittelt werden. [8]

Der Farbstoff Coomassie Brillant Blue-G250 dient hierbei als Indikator fur den
Proteingehalt, welcher nach Proteinbindung von einem kationischen Zustand

Uber einen neutralen Zustand in einen anionischen Zustand ubergeht. Dieser
Ubergang ist mit einer Verschiebung der Wellenldnge des Absorptionsmaximums
von ca. 470 nm nach ca. 595 nm verbunden. Die Absorptionsanderung bei 595 nm
ist hierbei zumindest in erster Naherung proportional zum Proteingehalt. Diese
Proportionalitat kann durch eine Eichgerade mithilfe von Proteinen mit bereits
bekannter Konzentrationen ermittelt werden. In der Regel wird hierfur BSA
verwendet. Die Durchfihrung des Bradford-Assays erfolgte im 96-Well-Plattenformat
als Dreifachbestimmung unter Verwendung des Bio-Rad Protein Assay Kits gemaf
den Angaben des Herstellers Bio-Rad. Die Absorption bei 595 nm wurde mit dem

Mikroplatten-Messgerat Synergy HT (BioTek) gemessen.

Es folgte das Vorbereiten der Proben fir die SDS-Gelelektrophorese. Nach der
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Proben mit RIPA-Puffer auf eine
Konzentration von 1pg/ul verdinnt und mit 25 ul Probenauftragspuffer (Sample-
Buffer) versetzt. Danach wurden sie fir 5 Minuten bei 95°C inkubiert um eine

Denaturierung zu ermadglichen.

2.2.7.2. Proteinauftrennung durch die SDS Gelelektrophorese

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) ist eine Technik um Proteine (im Beisein
von SDS) anhand bestimmter Eigenschaften aufzutrennen. Die Proteine wandern
durch die Poren einer Polyacrylamidgelmatrix, bei der die treibende Kraft ein
elektrisches Feld darstellt. Die Geschwindigkeit der Proteine ist hierbei von der
Ladung, der Grof3e und der Form der jeweiligen Proteine und die Porengrof3e von
der Konzentration des Acrylamids abhangig. Umso gréRer die Konzentration des
Acrylamid, die zwischen 2 % und 30 % variieren kann, umso geringer die
PorengroRe. Das bei dieser Gelelektrophorese verwendete SDS flihrt zu einer
negativen Ladung aller Proteine und somit dazu, dass die Proteine nur noch in
Abhangigkeit von der Molekulgroe und Porengrof3e wandern. Die Proteine wandern
zur Anode hin. [74]
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Bei der sogenannten diskontinuierlichen Methode, wie sie in dieser Arbeit
Anwendung fand, werden zwei sich in ihrer Zusammensetzung unterscheidende
Gele benutzt. Das Proteingemisch wird zunachst auf ein sogenanntes Sammelgel
aufgetragen. Dieses Sammelgel enthalt im Vergleich zum darunter liegenden
Trenngel Chlorid-lonen, die schneller wandern als das aufgetragene Proteingemisch
und es enthalt auRerdem grolRere Poren. Im Trenngel befinden sich hingegen Glycin-
lonen, die langsamer wandern als das Proteingemisch. Hieraus ergibt sich ein
Stapeleffekt der Proteine, aufgrund der unterschiedlichen Geschwindigkeiten der

Proteine.

Durchfiihrung

Die Zellen wurden vorbereitet und Zelllysate hergestellt. Die Glasplatten wurden
dann grundlich gewaschen und mit Ethanol bespruht. Die Platten konnten
anschlieBend mit Klammern in das fur sie vorgesehene System eingesetzt werden.
Dann wurden Sammel- und Trenngel hegestellt. Im Groben wird bei beiden
Gelsystemen Acrylamid mit H,O auf die gewlinschte Konzentration verdinnt und
dann SDS und Tris Puffer hinzugegeben. Als Radikalstarter wird kurz vor der
Polymerisierung des Gels, d.h. kurz vor der Kammerbeladung das APS
hinzugegeben und als Katalysator das TEMED. Zuerst wird das Trenngel in die
Kammer eingeflillt. Nachdem das Trenngel eingefillt wurde, wird Ethanol darauf
gegeben, bis das Gel polymerisiert ist. Wenn das Gel fest geworden ist, wird das
Ethanol weg geschuttet und das Sammelgel mit TEMED behandelt und darauf
gegeben. Ein Kamm wird zeitgleich eingefiihrt und belassen, bis auch dieses Gel
polymerisiert ist. Daraufhin kann der Kamm langsam entfernt werden und die
Taschen mit den vorbereiteten Proben befullt werden. In eine Tasche wird ein
Proteinmarker geflllt um spater die Grolde der Proteine abschatzen zu kénnen. Fur
die Proteintrennung und den Lauf, wird die Kammer mit SDS Puffer aufgefillt und
durch das BioRad System mit dem Strom angeschlossen. Fir das Sammelgel
kénnen die Proben bei einer Spannung von 60-70 V laufen und fur das Trenngel bei
90-100 V.
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2.2.7.3. Western-Blotting-Methode

Die Western-Blot- oder Immunoblot-Methode ist eine Methode um Proteine, welcher
zuvor durch eine SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt worden sind, von einem Gel
auf eine Nitrozellulosemembran zu Ubertragen um diese fur weitere Verfahren (z.B.
fur immunologische Nachweisreaktionen) zuganglich zu machen. Hierbei wird das
Gel auf eine Membran aufgelegt und sandwichartig von Whatmanpapier und
Schwammen ummantelt. Das Whatmanpapier dient hierbei als lonenreservoir. Beim
Blotten wird eine Spannung senkrecht zur urspringlichen Laufrichtung angelegt, die
es mdoglich macht, dass die SDS-Protein-Komplexe vom Gel in Richtung Anode, in
diesem Fall in Richtung der Nitrozellulosemembran wandern, welche diese abfangt.
Bei der Herstellung ist zu beachten die mit eingebrachten Luftblasen zu entfernen.
Dies kann durch das ausrollen, der in Whatmanpapier eingepackten Membran und
Gel, mithilfe eines Falkon-Tube erreicht werden. Die Membran und das Gel sind
wahrend des ganzen Vorgangs dabei in Transferpuffer getrankt. Auch die Kammer
wird beim Blot-Vorgang mit Transferpuffer aufgefullt. Es kann anschlieRend eine
Stunde bei 100 Volt und 0,35 Ampére geblottet werden.

Anode (+)

mermbiran
Gel

pos | whatman IZ%M&»&»W

papier

Kathode(-)

Abb. 2.1 Anordnung des Membran-Gel-Konstruktes in der Blot-Kammer. (Darstellung basierend
auf [74])

2.2.7.4. Immunodetektion von Proteinen auf

Nitrozellulosemembranen

In der immunologischen Nachweisreaktion wird die Antikorperspezifitat gegentber
einem oder mehreren Epitopen ausgenutzt, um gezielt ein bestimmtes Protein zu
erkennen. Dies ermoglicht auch die spezifische Erkennung eines bestimmten
Proteins in Gegenwart zahlreicher anderer Proteine. Der Antikérper-Antigen-Komplex
lasst sich detektieren, indem man wiederum einen sekundaren Antikorper spezifisch

daran binden lasst, an dem ein Enzym konjugiert ist, das eine Farbungs- oder
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Chemilumineszenz-Reaktion katalysiert. So katalysiert z.B. die Meerrettich-
Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) die Oxidation von Luminol durch
Wasserstoffperoxid. Bei dieser Oxidation wird Lumineszenz freigesetzt. Cumarsaure
verstarkt die  Lumineszenz. Unspezifische  Bindungsstellen  auf  der
Nitrozellulosemembran sollten vorher z.B. mit Milchpulver abgesattigt werden, da
hieran sonst der primare bzw. sekundare Antikdrper haften bleiben konnte.

Die Membran wurde zunachst eine halbe Stunde in Blockier-Losung unter Schutteln
inkubiert. Die Membran wurde dann in einem ersten Waschschritt mindestens
dreimal funf Minuten mit TNT-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran
mit einer Gebrauchsverdinnung des jeweiligen primaren Antikorpers (siehe Tab. 2.1)
Uber Nacht unter Schatteln bei 4°C inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikdrper
wurden in einem weiteren Waschschritt entfernt, um die Membran anschlieRend mit
der Gebrauchsverdiinnung des sekundaren Antikorpers versetzen zu kdnnen (siehe
Tab. 2.2). Nach 1 h Inkubation unter Schatteln bei Raumtemperatur folgte wiederum
ein Waschschritt. Fur die Detektion der Chemilumineszenz wurde die Membran mit
ECL-Lésung (siehe 2.1.9) bedeckt und abschlieRend gegen einen Rdntgenfilm

exponiert.

2.2.8. BrdU Analyse mittels Durchflusszytometrie

Fir diese Analyse wurde das BD Pharmingen™ APC-BrdU Flow Kit verwendet. In
dieser Analyse wird BrdU, welches ein Analogon der DNA Base Thymidin ist, in die
DNA der Zellen eingebaut. Das Anfarben von immunofluoreszenten
Bromodeoxyuridin (BrdU)-Komponenten, und die anschlieRende Analyse mittels
Durchflusszytometrie stellen eine gute Methode dar, um einzelne Zellen auf die Art
und Haufigkeit ihnrer DNA-Synthese hin zu Uberprifen. Bei dieser Methode wird das
BrdU in neu synthetisierte DNA von Zellen, die in die S-Phase (Synthese-Phase) des
Zellzyklus eintreten, eingebaut. Das eingebaute BrdU wird mit einem spezifischen
fluoreszierenden anti-BrdU Antikdrper gefarbt. Die Menge an in Zellen eingebauten
BrdU kann anschlieRend durchflusszytometrisch gemessen werden. Hierbei werden
die Proben zusatzlich mit dem Farbstoff 7-amino-actinomycin D (7-AAD) gekoppelt,
der die komplette DNA bindet. Die Kombination der Analyse aus beiden Farbungen
erlaubt die Charakterisierung von Zellen, die sich aktiv in ihrer DNA-Synthese
befinden, bezuglich ihrer Zellzyklusposition (d.h. Go/G4, S oder Go/M —Phase).
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Eine langere Inkubationszeit von BrdU mit Zellen ermdglicht die Identifizierung und
Analyse von Zellen mit einem aktiven Zyklus im Gegensatz zu sich nicht mehr aktiv
teilenden Zelltrimmern und das Markieren der Zellen mit BrdU zu mehreren
Zeitpunkten erlaubt die Aufschlisselung der Kinetik des Zellzyklus.

Die Durchfihrung dieser Methode orientierte sich an den Vorgaben des Herstellers
BD Bioscience. [28] [87]

2.2.9. Isolierung genomischer DNA aus einer Zellsuspension

Bei der Isolierung genomischer DNA aus Zellsuspensionen, werden die Zellen in 250
-500 ul PK-Puffer aufgenommen. Es werden 20 ul Proteinase K (10 pg/ul)
hinzugegeben und das Gemisch mindestens fir 4 Stunden, wahlweise aber auch
Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Daraufhin wird das Enzym durch eine 5 minutige
Inkubation bei 95°C inaktiviert und anschliefend wird 50 pl 5M Natrium-Chlorid-
Lésung zum Aussalzen hinzugefligt. Nach einer erneuten 5-minttigen Inkubation bei
95°C wird das Gemisch zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-
Gefaly Uberfuhrt und die DNA durch die Zugabe von zwei Drittel des bisherigen
Volumens Isopropanol prazipitiert. 15- 30 Minuten werden die Proben auf Eis gelegt
und anschliellend wieder fir 30 Minuten zentrifugiert. Danach wird das Pellet mit 80
prozentigem Ethanol gewaschen, fir 15 Minuten erneut zentrifugiert und dann
getrocknet. Im letzten Schritt wird die DNA in 100 pl (nuclease-freiem) Wasser

aufgenommen. Anschlie3end kann der DNA-Gehalt gemessen werden. [35]
2.2.10. shRNA Bibliothek-Screening

2.2.10.1. Virusherstellung (Transfektion)

Fur die Herstellung von retroviralen Vektoren wurden Phoenix-ECO packaging cells
verwendet. Diese wurden auf p60 Platten ausgesat und vor der Transfektion mit den
Plasmiden mit Chloroquin in einer Dosierung von 25 mM behandelt. Anschliel3end
folgte eine 30 minltige Inkubation bei 37°C. Es wurde eine CaPO,4 Prazipitation
durchgefuhrt. Hierfir wurden 10 ug DNA (Cancer 1000 Bibliothek/ shRenilla als
Negativkontrolle) mit 2,5 M CaCl, versetzt und anschlieRend wurde nach Mischung
der Lésung HEPES Puffer tropfchenweise hinzugefigt. Das Gemisch wurde
anschlieRend 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend auf die

Platten mit den vorbereiteten Phoenix-Zellen verteilt. 12-16 Stunden spater erfolgte
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ein Wechsel des Mediums. Ob die Zellen die DNA aufgenommen haben konnte
mittels Fluoreszenzmikroskop validiert werden, da der Vektor GFP beinhaltet und die
Zellen nach Aufnahme und Integration GFP im Zytoplasma exprimieren. Es zeigten
sich lichtmikroskopisch und fluoreszenz-mikroskopisch Uber 90% der Zellen GFP-
positiv, dies bedeutet grin leuchtend. Insgesamt 42 bis 96 Stunden spater konnte

der Uberstand des Mediums mit dem produzierten Virus geerntet werden. [69]

2.2.10.2. Transduktion des Virus auf die Zielzelllinie

Zur Transduktion des hergestellten Virus auf die Zielzelllinie (NIH 3T3 Zellen) werden
diese auf p100 Platten ausgesat. Die Zellen werden mit 6ug/ml Polybrene behandelt.
Anschliel3end wird der hergestellte Virus auf die Zellen gegeben. 24 Stunden spater
erfolgt ein Wechsel des Mediums. Zur Selektion der Zellen wird 6ug/ml Puromycin
Uber 48 Stunden hinzugegeben. Es Uberleben somit nur Puromycin-resistente Zellen,
die das Plasmid enthalten. Eine zusatzliche Ergebnisvalidierung kann durch die
Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. Ausnahmslos alle Puromycin-resistenten Zellen

sollten auch eine GFP-Positivitat aufweisen.

2.2.10.3. Durchfiihrung des Cancer 1000 shRNA Screens

cgg ﬂ>®@®® - 9 = ' @—* o Pc—“»‘?%ﬁ

Transfektion Produktion von Transduktion von Puromycin Selektion Selektion Eosin Y/ Isolation Deep Sequencing
von Phoenix Zellen Viruspartikeln NIH 373 Zellen Von NIH 373 Zellen Merbromin resistenter genomischer DNA wvon shRNA
Kione

Abb. 2.2 Durchfiihrung des shRNA Cancer 1000 Screen. Zur Transduktion von NIH 3T3 Zellen mit
der Cancer 1000 Bibliothek, wurden Verpackungszelllinien zur Herstellung von Virus benutzt. Dieser
wurde zur Transduktion von NIH 3T3 Zellen verwendet. Diese Zellen wurden mit Merbromin/Eosin Y
mit einer toxischen Konzentration von ICgq; behandelt. Die hierbei Uberlebenden Zellklone wurden
gepickt und mittels Solexa-PCR amplifiziert. Anschlielend wurden diese sequenziert mittels NGS

(new generation sequencing).

Bestimmte Konzentrationen des Merbromin und des Eosin Y flihren zur Induktion von
Apoptose bei den Zellen. Um zu untersuchen, welcher molekulare Mechanismus

diesem Zellsterben zugrunde liegt, sollte ein shRNA Screen verwendet werden.

Die infizierten NIH 3T3 Zellen wurden lber 48 Stunden mit ICoy von Merbromin und
Eosin Y behandelt. Zum einen wurden die Zellen, die die Cancer 1000 Bibliothek
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enthalten mit den beiden Substanzen behandelt (= jeweils 5 p100-Platten), zum
anderen wurden als Kontrolle 5 p100 Platten (=10 cm) mit einer Kontroll-shRNA,
namlich shRen (=shRenilla) tber 48 Stunden mit der ICgy von Merbromin und Eosin
Y behandelt.

Die I1Cgp von Merbromin betragt 40 uM und die ICqy von Eosin Y betragt 200 pM.
(siehe 3.2). Eine unbehandelte Platte, welche die Cancer 1000 Bibliothek enthalt

wurde ohne Behandlung sequenziert und als Kontrolle verwendet.

Nach 48 Stunden sollten sich in den mit shRen behandelten Zellen keine lebenden
Zellen mehr zeigen. Die jeweils mit Eosin Y und Merbromin behandelten Zellen mit
den shRNA der Cancer 1000 Bibliothek wurden weiter behandelt und kultiviert, bis
sich Zellkolonien ausbildeten und eine bestimmte Grolde erreichten. Anschliel3end
wurde Die DNA der Zellklone wie in Abschnitt 2.2.9 beschrieben isoliert und fir die

weitere Sequenzierung verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung der Verdopplungszeit

In der vorliegenden Arbeit sollen Merbromin und Eosin Y als potenzielle
zellregenerationsfordernde Substanzen weiter auf ihren Wirkungsmechanismus
untersucht werden. Hierzu sollten zunachst die Toxizitat und das
Migrationsverhalten von Zellen unter Einwirkung von Merbromin und Eosin Y
untersucht werden. Wenige Zellen sind zur Migration befahigt, die einen wichtigen
Mechanismus der Wundheilung darstellt. Mausfibroblasten (NIH 3T3) gehdren zu
diesen Zellen und wurden daher in dieser Arbeit verwendet.

Um mit NIH 3T3 verschiedene Versuche durchfuhren zu kdnnen, sollte eine nahere
Charakterisierung Uber das Wachstumsverhalten der Zellen, unter den in dieser
Arbeit eingesetzten Bedingungen erfolgen. Zur genaueren Charakterisierung des
Wachstumsverhaltens wurde die Bestimmung der Verdopplungszeit durchgefihrt.
Die Verdopplungszeit von NIH 3T3 Zellen wird vom DSMZ Braunschweig mit ca. 20
Stunden angegeben. Zur Untersuchung welche Verdopplungszeit die Zellen in den
von uns verwendeten Bedingungen aufweisen wurden die Zellen auf p60 Platten
ausgesat. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die Zellzahl, wie in 2.2.2

beschrieben, bestimmt.
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Abb. 3.1 Berechnung der Verdopplungszeit von NIH 3T3 Zellen. NIH 3T3 Zellen wurden unter
Standardbedingungen inkubiert. Alle 10 h erfolgte die Messung der Zellzahl. Hieraus wurde die
Verdopplungszeit von NIH 3T3 Zellen bestimmt. Diese belauft sich auf 25, 3 h.

In Abb. 3.1 zeigt sich die ermittelte Zellzahl zu den unterschiedlichen Zeitpunkten.
Nach ca. 50 h zeigt sich, dass die Zellen nicht mehr wachsen, weil die Konfluenz
erreicht ist. Mit Hilfe der in 2.2.3 genannten Formel wurde die Verdopplungszeit

berechnet, diese belauft sich in diesem Experiment auf 25,3 Stunden.

3.2. Zellviabilitatsanalyse mittels MTT-Assay

Beim Arbeiten mit zelltoxischen Substanzen ist es wichtig zu untersuchen, welche
Konzentrationen von den verwendeten Zelllinien toleriert werden kdnnen. Bevor
Versuche mit den Substanzen begonnen werden konnten, musste festgelegt werden,
welche Konzentrationen fir die nachfolgenden Versuche eingesetzt werden kénnen.
Hierzu wurden das MTT-Assay verwendet. Mit einem MTT-Assay kann die Vitalitat
von Zellen bestimmt werden. Es ist bekannt, dass eine Uberwucherung von NIH 3T3
Zellen auf den Zellplatten zum Sterben der Zellen fihrt (durch Kontaktinhibition),
deshalb betrug die Zellzahl zu Beginn 10.000 Zellen pro Well (96 Well Platte). Die
Zellen wurden 48 Stunden lang inkubiert.

Es wurde, wie in 2.2.4 beschrieben, eine Konzentrationsreihe (von 1 uM bis 100 uM)
von Merbromin und Eosin Y, den beiden verwendeten Substanzen, hergestellt und
auf die NIH 3T3 Zellen gegeben. AnschlieRend wurde die Viabilitat der Zellen

bestimmt.
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Aus den Vorversuchen von Wenninger, G. ist bekannt, dass die ICso von Merbromin
bei MEF-Zellen 23 puM betragt und bei HelLa-Zellen 116 yM nach 72 stundiger
Behandlung. Bei Eosin Y zeigt sich nach 72 stundiger Behandlung eine deutlich
geringere Zelltoxizitat, hier zeigt sich bei MEF-Zellen eine 1Cso von 206 uM und bei
HelLa-Zellen von 800 uM. Es werden in den Versuchen NIH 3T3 Zellen verwendet,
die ebenfalls Mausfibroblasten sind. Daher sind ahnliche Werte bei der
Viabilitatsbestimmung in den Experimenten zu erwarten, wie bei den MEF-Zellen. In
Abb. 3.2 und Abb. 3.3 sind die Versuche graphisch dargestellt und die Ergebnisse
aufgefuhrt. [92]
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Abb. 3.2 Bestimmung der Toxizitat von Merbromin in NIH 3T3 Zellen. Zellviabilitdtsbestimmung
von NIH 3T3, welche 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von Merbromin behandelt wurden.
ICs0= inhibitorische Konzentration von 50% liegt hier bei 15uM; 1Cgo= inhibitorische Konzentration von
90% liegt hier bei 40uM.
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Abb. 3.3 Bestimmung der Toxizitdt von Eosin Y in NIH 3T3 Zellen. Zellviabilitadtsbestimmung von
NIH 3T3 Zellen, welche 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von Eosin Y behandelt wurden.
ICs0= inhibitorische Konzentration von 50% liegt hier bei 150uM; ICg= inhibitorische Konzentration
von 90% liegt hier bei 200uM.

In der durchgefuhrten Analyse zeigte sich, dass Zellen, die mit Merbromin fur 48
Stunden behandelt werden, bereits bei einer Konzentration von 40 uM eine so hohe
Toxizitat aufweisen, dass 90 % der Zellen nicht mehr leben. Dies wird als die ICg
(inhibitorische Konzentration) beschrieben. Analog dazu liegt die IC5y von Merbromin
bei ca. 15 uM.

Im Vergleich dazu zeigt Eosin Y, wie erwartet, eine durchaus geringere Toxizitat. Erst
bei einer Konzentration von 200 uM tber 48 h kann Eosin Y 90 % der Zellen abtdten.
Die ICso von Eosin Y liegt hier annaherungsweise bei 150 uM (zwischen 100 yuM und
200 MM). Diese Ergebnisse  decken sich bei unterschiedlichen
Behandlungszeitraumen mit den Vorversuchen, die zuvor mit MEF-Zellen Uber 72 h
statt 48 h durchgefuhrt worden sind. [92]

3.3. Wundverschlussanalyse mittels Migration-Assay

Nachdem Merbromin zuvor als wundheilendes Reagenz verwendet wurde und sich
sowohl Merbromin als auch Eosin Y als Cdk2 aktivierende Substanzen in Protein-
Protein-Interaktionen identifiziert werden konnten, liegt es nahe diese wundheilenden
Eigenschaften weiter zu untersuchen. Bevor der weitere Fokus auf die Proliferation

der Zellen und den Zellzyklus gelegt werden soll, sollte ein anderer wichtiger
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Mechanismus der Zellregeneration, namlich die Migration unter Behandlung mit
diesen Substanzen Uberpruft werden.

Durch den sogenannten Migration-Assay kann die Migrationsfahigkeit von Zellen auf
eine einfache Art Uberprift werden, die im Weiteren naher erlautert wird. Eine
Supplementfaktordeprivation inhibiert hierbei die Zellproliferation, sodass der Fokus
tatsachlich auf das Migrationsverhalten der Zellen gelegt werden kann. Nicht alle
Zellarten sind zur Migration befahigt, aber Fibroblasten besitzen diese Fahigkeit, da

diese wichtig fur die Wundheilung ist.

In den vorliegenden Versuchen stellt der Migrationsindex das MalR fur die
Wundheilung dar. Nach der Aussaat von NIH 3T3 Zellen wurde ein Kratzer in die
Zellschicht von Fibroblasten (NIH 3T3 Zellen) gesetzt, wie in 2.2.5 beschrieben.

Es wurden Platten mit den Substanzen Merbromin in den Konzentrationen 12,5 yM
und 25 uM und Eosin Y in den Konzentrationen 25 yM und 100uM behandelt, die
anderen Platten wurden mit der Tragerlosung der Substanzen (in diesem Fall
destilliertes Wasser) behandelt. Der Wundverschluss wurde 24 Stunden nach Setzen
der Kratzers mittels Mikroskop festgehalten. Der Mal3stab der Bilder liegt hier bei 500

pm.
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Abb. 3.4 Merbromin induziert den Wundverschluss von NIH 3T3 Zellen. NIH 3T3 Zellen wurden

jeweils 24 h in 0,1% FCS-haltigen DMEM Medium (Supplementfaktordeprivation) inkubiert. Inkubation
erfolgte mit in (A) destillietem Wasser, in (B) Eosin Y und in (C) Merbromin. (A) dient als

25 M
12,5 uM

100 uM
25 M

Negativkontrolle, da dest. H,O die Tragersubstanz darstellt. (B) zeigt im Vergleich zur Negativkontrolle
nur eine leichte Tendenz zur vermehrten Migration. (C) zeigt bei sowohl mit 12,5 yM behandelten, als
auch 25 uyM behandelten Zellen einen deutlichen Trend zur vermehrten Migration der Zellen. Maf3stab
der Bilder bei 500 pm.

Die Wunden wurden jeweils an drei verschiedenen Stellen ausgemessen. Der
Mittelwert wurde dann mit bereits im Methoden-Teil genannter Formel (siehe 2.2.5)
bestimmt und der Migrationsindex berechnet. Je hoher der Migrationsindex, umso
hoéher der Wundverschlusses. In Abb. 3.4 sind beispielhaft mikroskopische
Aufnahmen zum Anfangszeitpunkt und 24 h nach Setzen des Kratzers dargestellt. Es
zeigt sich bereits in den Bildern mit bloBRem Auge gut erkennbar ein verstarkter

Wundverschluss der mit Merbromin behandelten NIH 3T3 Zellen.

In folgendem Diagramm werden die errechneten Migrationsindices von Merbromin in
den beiden Konzentrationen 12,5 pM sowie 25 pM (Werte um die ICsp von
Merbromin) und von Eosin Y in den Konzentrationen 25 yM sowie 100 uM sowie von

der Negativkontrolle (dest. H,O) miteinander verglichen.
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Abb. 3.5 Merbromin induziert einen effektiven Wundverschluss von NIH 3T3 Zellen. NIH 3T3
wurden 24 h lang mit jeweils der Tragersubstanz, Eosin Y und Merbromin in verschiedenen
Konzentrationen inkubiert. Zuvor erfolgte wie in Abb. 3.4 zu sehen ein Kratzer in die Zellschicht. Die
Annaherung der Wundrander aneinander wird hier mit dem Migrationsindex angegeben. Es zeigt sich
sowohl bei Eosin Y als auch bei Merbromin im Vergleich zur Negativkontrolle eine hdhere Tendenz

zur Migration der Zellen, wobei Merbromin eine deutlich héhere Effektivitat aufweist als Eosin Y.

Die Negativkontrolle zeigt einen Migrationsindex von 30%. Es zeigt sich im Vergleich
zur Negativkontrolle eine ca. 15% hohere Tendenz zur Migration der Zellen, die mit
25 uM Eosin Y behandelt wurden. Zellen, die mit 100 uM Eosin Y behandelt wurden
zeigen ein ca. 10 % hdhere Tendenz. Merbromin zeigt im Vergleich hierzu bei 24
Stunden Inkubationszeit einen durchschnittlichen Migrationsindex von ca. 80 %, und
damit einen 50 % hoheren Index als bei der Negativkontrolle. Dies ist sowohl bei
Zellen die mit 12,5 yM behandelt wurden als auch bei Zellen, die mit 25 uM

behandelt wurden der Fall.
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3.4. Zellzyklus-Analyse mittels Durchflusszytometrie

In dem Migrations-Assay konnte gezeigt werden, dass Merbromin tatsachlich die
Wundheilung Uber eine verbesserte Migration fordern kann. Merbromin wurde tUber
ein High-Throughput Screening als Cdk2-aktivierende Substanzen identifiziert. Cdk2-
Aktivierung fuhrt in der Regel zur Zellzyklusprogression. Eine Zellzyklusprogression
geht mit dem Voranschreiten des Zellzyklus und somit vermehrter Proliferation
einher. Inwiefern die Cdk-2-Aktivierung der Substanzen zu einer Veranderung des
Zellzyklus fuhrt, sollte Uber eine Zellzyklusanalyse untersucht werden.

Der Zellzyklus wird in 4 Phasen eingeteilt, welche die Zelle durchlauft und welche
Zellwachstum sowie im Endeffekt eine Zellteilung in zwei Tochterzellen umfassen.
Der DNA-Gehalt ist relevant fir die Bestimmung der Zellzyklusphasen. [10] [43]

Im nachfolgenden Versuch wurde der Einfluss von den hier zu Uberprufenden
Substanzen auf die Zellzyklusphasen Uberpriuft. Es wurde hierfir eine
durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus durchgefuhrt. Die Menge der
genomischen DNA kann mithilfe von fluoreszierenden Farbstoffen detektiert werden.
Ein solcher Farbstoff ist das Propidiumiodid. Propidiumiodid hat ein
Absorptionsmaximum bei 488 nm und ein Emissionsmaximum bei 590 nm. Diese
Maxima verschieben sich zu 535 nm beziehungsweise 617 nm, wenn Propidiumiodid
in DNA interkaliert. Durch die Messung dieser Verschiebung konnen RuckschlUsse
auf den DNA-Gehalt und somit auf die Zellzyklusphase gezogen werden.

In diesem Experiment wurden die Zellen Uber eine Supplementfaktordeprivation
(starvation) in der Go-Phase synchronisiert, um das Verhalten der synchronisierten

Zellen nach Hinzugabe der Substanzen zu beurteilen.
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Abb. 3.6 Schematische Darstellung der Zellzyklusverteilung von NIH 3T3 Zellen unter
Standardbedingungen. Durchflusszytometrische Abbildung der Zellzyklusverteilung von NIH 3T3
Zellen unter nicht behandelten Bedingungen (normale Wachstumsbedingungen, wie in 2.2.1

beschrieben) mit Anzeige der Zellzyklusphasen: subG;-, G4-, S-, Go- und M-Phase.

Abb. 3.6 zeigt zum weiteren Verstandnis der Versuchsergebnis-Interpretation eine
schematische Darstellung (Histiogramm) der Zellzyklusphasen-Verteilung von NIH
3T3 Zellen unter Standardbedingungen (Standardbedingungen in 2.2.1 beschrieben).
Schwarz dargestellt ist hierbei der Anteil an Zellen, die sich in einer bestimmten
Phase befinden und somit einen bestimmten DNA-Gehalt haben. Zellen in der G-
Phase haben genau einen Chromosomensatz 1N. In der S-Phase erfolgt die
Replikation und ein zweiter Chromosomensatz vor geplanter Zellteilung wird
hergestellt. In dieser Phase ist der DNA-Gehalt somit zwischen 1N und 2N. Zellen in
der G,-Phase bereiten sich auf die mitotische Teilung vor, sodass am Ende der G-
Phase im Regelfall ein doppelter Chromosomensatz 2N vorliegt. Damit eine Zelle in
der subG4 Phase erscheint, muss sie aufgrund von Zellfragmentation DNA verloren
haben. Zellen in der subG1 Phase werden daher als apoptotische Zellen angesehen.
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Abb. 3.7 Eosin Y zeigt keinen Effekt beziiglich G,/S Transition bei NIH 3T3 Zellen. NIH 3T3
Zellen wurden ausgesat. Jeweils fur 24 h, bzw. 48 h erfolgte die Behandlung der Zellen in 0,1% FCS
haltigen DMEM Medium (Supplementfaktordeprivation), hier als starvation bezeichnet, was zu einer
Synchronisation der Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus fiihrt. Uber 8 h wurde Eosin Y in oben
genannten Konzentrationen hinzugegeben. Als Positivkontrolle wurde nach 24 h in 0,1% FCS haltigen
Medium (Supplementfaktordeprivation) erneut FCS hinzugegeben in normaler Konzentration von 10%,
was die Zellen erneut in die normale Zellverteilung des Zellzyklus treibt. Durch die Hinzugabe von 10
UM und 100 uM Eosin Y zeigt sich keine Veranderung der Synchronisation der Zellen in der G;-

Phase.

NIH 3T3 Zellen wurden mit starvation Medium (0,1% FCS) versehen. Starvation
Medium fuhrt dazu, dass Zellen unter Supplementfaktordeprivation (=starvation) in
der Go.Phase synchronisieren. Dieser Zustand der Zellen wird ausgenutzt, weil er
reversibel und veranderbar ist. So kann die Synchronisation der Zellen durch das
wieder Hinzugeben von Supplementfaktoren in Form von FCS aufgeldst werden, da

die Zellen beginnen sich wieder zu teilen und sich erneut eine normale Verteilung
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des Zellzyklus einstellen kann. Es galt zu zeigen, ob die zusatzliche Gabe von Eosin
Y und spater auch Merbromin Zellen, welche in der Go.Phase synchronisiert sind,
durch andere mogliche Mechanismen wieder in die Zellteilung treibt und somit die

Proliferation von Zellen aktiviert.

Im Bild ,normal“ in Abb. 3.7 zeigt sich eine normale Zellverteilung der sich im
Zellzyklus befindlichen Zellen unter Standard-Wachstumsbedingungen. Im Bild
starvation waren die Zellen 24 Stunden lang unter FCS-Deprivation, hierbei zeigt
sich eine Abnahme von Zellen in der S-Phase und somit von sich teilenden Zellen.
Die Zellen sammeln sich in der G4.Phase, was durch die Erhdhung des ersten Peaks
ersichtlich ist. Um zu untersuchen, ob Eosin Y diesen Effekt verandern kann wurde
Eosin Y in Konzentrationen von jeweils 10 uM und 100 yM hinzugegeben (, + Eosin
Y 10 yM* und ,+ Eosin Y 100 pM*“). Es zeigt sich im Vergleich zu den Zellen unter
starvation Bedinungen jedoch keine Veranderung im Bereich der S-Phase. Die
Zellen sind auch nach 8 Stunden Eosin Y Behandlung weiterhin in der Go-Phase
synchronisiert. Eine 48 stiindige Supplementfaktordeprivation anstatt von 24 Stunden

zeigte ebenfalls keinen Unterschied nach Behandlung mit Eosin Y.
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Abb. 3.8 Merbromin induziert die G,/S Transition von synchronisierten NIH 3T3 Zellen. NIH 3T3
wurden ausgesat. Im (Bild: normal) zeigt sich das normale Verteilungsmuster der Phasen des
Zellzyklus. Es erfolgte die Behandlung der Zellen mit 0,1% FCS haltigen DMEM Medium
(Supplementfaktordeprivation), was zu einer Synchronisation der Zellen in der Gy-Phase fihrt (Bild:
starvation). Wenn den Zellen erneut Uber 24 h 10% FCS haltiges Medium zugefiihrt wird, zeigen die
Zellen erneut ein normales Verteilungsmuster (Bild: +FCS pos). Nach 24 h
Supplementfaktordeprivation wurde den Zellen jeweils fir 8 h Merbromin in oben genannten
Konzentrationen hinzugefligt. Mit Merbromin behandelte Zellen nahern sich erneut einer normalen
Zellverteilung an, somit schafft Merbromin es, dass in bestimmten Konzentrationen synchronisierte

Zellen erneut in den Zellzyklus eintreten.

Es wurde ebenfalls eine Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit Merbromin
durchgefuhrt. Die ICsy von Merbromin liegt nach 48 h bei 15 uM. Fur eine 8 stindige
Behandlung wurden daher die Konzentrationen 50 uyM, 100 pM und 200 uM zur
Uberprifung verwendet. Abb. 3.8 zeigt NIH 3T3 Zellen in normaler Verteilung (Bild
,hormal“) und nach Supplementfaktordeprivation (0,1 % FCS) (starvation).
Merbromin wurde nach 24 stindiger Supplementfaktordeprivation der Zellen fir 8 h
in Konzentrationen von jeweils 50 yM, 100 uM und 200 uM hinzugegeben. Es zeigt
sich bereits in der mit 50 yM behandelten Zellpopulation (Bild ,+ Merbromin 50 puM)
eine Verbreiterung des ersten Peaks. Zellen, die mit 100 yM Merbromin behandelt
wurden (Bild ,+ Merbromin 100 uM) zeigen wieder zwei Peaks, auch in der S-Phase
zeigen sich in diesem Fall Zellen. Diese Zellen zeigen erneut ahnliche
Charakteristika wie die unbehandelte Zellpopulation, die nicht ausgehungert wurde

(Bild ,normal®) bzw. wie die Zellen, die nach Supplementfaktordeprivation erneut FCS
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erhalten haben (Bild ,+FCS") und danach wieder ein normales Zellverteilungsmuster
im Zellzyklus annehmen.

Zellen die mit 200 yM Merbromin behandelt wurden zeigen einen Peak in der subG.
Phase (Bild ,+Merbromin 200 uM®). Ein Grofteil der Zellpopulation geht also nach 8
h Behandlung von Merbromin in einer Dosis von 200 uM in die Apoptose, dies deckt
sich mit den Ergebnissen aus dem MTT-Assay, bei dem die ICqy nach 48 h bei 40ug
liegt.

3.5. Proteinanalyse mittels Western-Blot

Um den molekularen Mechanismus, der zur Induktion des S-Phase Eintritts in durch
Merbromin stimulierten Zellen flhrt, zu Uberprifen, wurden verschiedene an der
Zellzykluskontrolle beteiligte Proteine in Zellextrakten mit Hilfe von Western-Blot

Analysen detektiert.

Cyclin-abhangige Kinasen konnen die Zellphasen des Zellzyklus mithilfe von
Cyclinen regulieren. Cycline sind Proteine, die an der Einleitung und
Aufrechterhaltung bestimmter Zellphasen beteiligt sind und daher spezifisch wahrend
dieser Zellphasen exprimiert werden.

In diesem Experiment wurden Cyclin A und Cyclin B gewahlt. Cyclin A und Cyclin B
werden in der Go/M-Phase vermehrt exprimiert, teilweise auch in der S-Phase nicht
jedoch in der G4-Phase. [66] Erhohte Cyclin A und B Expressionen geht also mit
einer vermehrten Anzahl von Zellen in den spaten Phasen (S-Phase und Gy/M-
Phase) einher. PARP als DNA-Reparaturenzym wird bei DNA-Schaden vermehrt
exprimiert. Wahrend der Apoptose wird das Protein durch caspase-3 proteolytisch
abgebaut. Somit ist der Abbau von PARP ein Marker flir den programmierten Zelltod.
[71 Es wurde aulRerdem das p53 Protein als Tumorsuppressor Protein zur
Bestimmung ausgewahlt. Das p53 wird bei zelluldarem Stress angereichert um die
Apoptose einzuleiten sowie DNA Reparaturmechanismen zu fordern, damit die Zelle
vor einer unbeherrschbaren Teilung geschitzt werden kann. [77] Die folgenden
Versuche wurden nur mit Merbromin fortgefuhrt, da Eosin Y in den
Migrationsexperimenten nur einen gering erhohten Index hatte und bei den
Experimenten in der Zellzyklusanalyse keine zellteilungsférdernden Eigenschaften
zeigte. Da der Effekt bezlglich des Eintritts in die S-Phase bei einer 8 stlindigen
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Merbromin-Behandlung mit 100 uM zu sehen war, wurden die weiteren Versuche mit
100 yM Merbromin durchgefinhrt.
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Abb. 3.9 Die durch Merbromin induzierte G,/S-Transition fiihrt zu Zellsterben. NIH 3T3 Zellen
wurden ausgesat und 24 h bzw. 48 h lang mit 0,1% FCS-haltigem Medium behandelt. Zellen unter

Supplementdeprivation synchronisieren in der Gy-Phase. Es wurde jeweils Merbromin Gber 8 h in 100
UM hinzugegeben. Proteine wurden aus den Zellen isoliert. Es erfolgte eine Western-Blot Analyse mit

Bestimmung der oben genannten Proteine.

In der ersten Spalte der Analyse sind die abgebildeten Proteine von asynchronen
Zellen zu sehen. Die Zellen wurden erneut mit starvation Medium behandelt. Zellen,
die weniger Supplementfaktoren zugefihrt bekommen, synchronisieren in der Go-
Phase. Dies fuhrt wie in der Abbildung 3.9 ersichtlich zu einer geringeren
Zellteilungsrate und daher auch zu erniedrigten Expressionen von Cyclin A und
Cyclin B, welche wie bereits erwahnt in den spaten Phasen des Zellzyklus vermehrt
exprimiert werden. Diese verringerte Expression verandert sich Uber einen Zeitraum

von 8 h Ublicherweise nicht, wie in der dritten Spalte ersichtlich ist. Die Zugabe von
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Merbromin in 100 uM Uber einen Inkubationszeitraum von 8 h zeigte jedoch erneut
hohe Level von Cyclin A und Cyclin B. Ebenso fuhrt die Zugabe der zuvor entfernten
Supplementfaktoren wieder zur vermehrten Expression von Cyclin A und Cyclin B
(Positivkontrolle mit FCS).

Die Spaltung von PARP stellt einen Indikator fir Apoptose dar. Die Spaltung kann
durch das Nachweisen von zwei Banden detektiert werden. Eine wichtige Rolle bei
der Spaltung von PARP spielt die Caspase 3, welche PARP wahrend eines
Apoptose-Prozesses proteolytisch abbaut. Unter nicht-apoptotischen
Zellbedingungen ist eine solche PARP Spaltung nicht zu sehen. [7] Die
synchronisierten Zellen zeigen eine schwache zweite Bande und damit eine leicht
erhohte Apoptose-Frequenz der Zellen. Zellen, die mit Merbromin behandelt wurden,
zeigen deutlich eine zweite Bande in der PARP Spalte, sowohl bei Zellen, die 24
Stunden lang starvation Medium ausgesetzt waren als auch 48 Stunden lang. Das
p53 verhalt sich in dieser Analyse aquivalent zu PARP. Eine erhdhte p53 Expression
kann vermehrt bei den Zellen unter Supplementfaktordeprivation beobachtet werden,
wobei die Expression von p53 bei diesen Zellen nach der Zugabe von Merbromin

deutlich hoher ist.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Merbromin zu einer Veranderung
der Cyclin Expression fuhrt. Unter Merbromin-Behandlung konnte eine vermehrte
Cyclin A und Cyclin B Expression bei Zellen beobachtet werden, die zuvor in der Go.
Phase synchronisiert waren und somit eine nur minimale Expression von Cyclin A
und Cyclin B aufwiesen. In der Regel kann dies nur durch die Zugabe von
Wachstumsfaktoren erreicht werden (siehe Positivkontrolle). Merbromin schafft dies
aber Wachstumsfaktor-unabhangig. Es zeigt sich ebenfalls eine héhere Tendenz von
Zellsterben unter Merbromin-Behandlung, indiziert durch eine erhohte PARP

Spaltung und erhdhte p53 Expression.
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Abb. 3.10 Merbromin fiihrt zum proteolytischen Abbau von p27 und verzégerten p21 Abbau bei
gleichbleibenden CDk2 Leveln. NIH 3T3 Zellen wurden ausgesat und 24 h lang mit 0,1% FCS-
haltigem Medium behandelt. Zellen unter Supplementdeprivation synchronisieren in der Gy-Phase.
Es wurde jeweils Merbromin Uber 1, 2, 4 und 8 h in 100 uM hinzugegeben. Dann wurde Merbromin
zusammen mit dem Proteasominhibitor MG132 zu denselben Zeitpunkten hinzugegeben. Proteine
wurden aus den Zellen isoliert. Es erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Bestimmung der oben

genannten Proteine.

Im Weiteren wurde die Cdk2, sowie die Expression der beiden Cdk-inhibierenden
Proteine p27 und p21 unter Merbromin-Behandlung untersucht. Diesmal wurde
Merbromin tber 1 h, 2 h, 4 h und 8 h hinzugegeben um den zeitlichen Ablauf
genauer beurteilen zu kénnen. Bei dieser Analyse wurde zusatzlich MG132 als
Proteasominhibitor zu Merbromin hinzugegeben. Sollte das Merbromin zu einer
Veranderung der Level von Cdk2 oder p27/p21 flhren galt es zu untersuchen, ob
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diese Veranderung der Proteinlevel Uber einen proteolytischen Abbau stattgefunden
hat.

Die Expressionslevel von Cdk2 zeigen keine wesentlichen Unterschiede in der
Darstellung mit oder ohne Merbromin-Behandlung. Das p27 zeigt sich in Zellen unter
Supplementfaktordeprivation deutlich starker exprimiert, ebenso verhalt es sich mit
p21. Unter Behandlung mit Merbromin zeigen sich bereits nach einer einstiindigen
Behandlung erniedrigte p27 Expressionslevel. Nach zweistindiger Behandlung ist
p27 kaum noch nachzuweisen. Das p21 zeigt nach 4 stundiger Merbromin-
Behandlung eine schwachere Expression. Nach Hinzugabe des Proteasominhibitors
MG132 zeigt sich eine Stabilisierung der Expression auch unter Merbromin-
Behandlung, sodass von einem proteolytischen Abbau von p27 und p21 bei den nur
mit Merbromin behandelten Zellen auszugehen ist. Das p27 wird Ublicherweise beim
Ubergang von der Gi-Phase zur S-Phase physiologisch abgebaut. Auch verhalt es
sich so mit p21, wobei p21 insgesamt langer und mit hdheren Leveln exprimiert wird.
[27]

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Merbromin-Behandlung der
Zellen p27 Level und p21 Level verringert werden kénnen. Anhand der Abb. 3.10 ist
davon auszugehen, dass diese Korrelation durch einen proteolytischen Abbau von
p27 und p21 verursacht worden ist. Das p21 wird zeitlich spater abgebaut als das
p27. Bezuglich der Cdk2 Level zeigt sich keine Veranderung wahrend der

Behandlung mit Merbromin.

3.6. Zellteilungsanalyse mittels BrdU-Staining

Um zu verifizieren, dass die Zellen unter Merbromin-Behandlung vermehrt in die
DANN-Synthese-Phase (S-Phase) Ubergehen, wurde eine Zellteilungsanalyse mit
BrdU durchgefuhrt. BrdU ist ein Thymidinanalogon, welches sich bei der Replikation
als DNA-Bestandteil in die DNA der Zellen einbaut. Das BrdU wird anschliellend mit
einem fluoreszierenden anti-BrdU Antikérper gebunden und kann anschliel3end
durchflusszytometrisch gemessen werden. Dies erlaubt die quantitative Bestimmung

der BrdU aufnehmenden und somit sich replizierenden Zellen. [53]
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Abb. 3.11 Schematische Darstellung des BrdU-Verteilungsmuster von NIH 3T3 Zellen unter
Standardbedingungen. Bild (A) zeigt die quantitative BrdU-Zellzyklusanalyse von NIH 3T3 Zellen,
gefarbt mit BrdU auf der Y-Achse und gefarbt mit 7-ADD (DNA-Gehalt) auf der X-Achse. Regionen
wurden mit RO — R3 markiert. Die Bildbezeichnungen (=unterschiedliche Phasen des Zellzyklus) sind

auf dem Bild (B) ersichtlich.

Zum Verstandnis der nachfolgenden BrdU-Versuche, ist in Abb. 3.11 (A)
schematisch ein BrdU-Verteilungsmuster von Zellen unter Standardbedingungen
dargestellt. Zur Bestimmung der Zellzyklusphase wird hier die DNA analog zu den
Zellzyklusversuchen detektiert (mit 7-ADD) und der DNA-Gehalt als Anhaltspunkt flr
die Zyklusphase verwendet. Die jeweiligen korrespondierenden Zellzyklusphasen
wurden auf dem Bild mit Regionen 0-3 markiert und in Abb. 3.11 (B) namentlich
aufgelistet. So stellt die erste punktformige Population mit der Regionsbezeichnung
R1 Zellen in der Go/Gy-Phase dar. Die zweite punktférmige Zellpopulation (R2-
Region) entspricht der Gy/M-Phase. Die Zellen dazwischen sind ublicherweise in der
Replikation und in dieser Graphik BrdU-positiv und sind deshalb im oberen Bereich

des Bildes zu finden.
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Abb. 3.12 Merbromin induziert die Replikation sychronisierter NIH 3T3 Zellen. NIH 3T3 Zellen
wurden zur quantitativen Analyse der Zellzyklusphasen mit 200 yM BrdU behandelt. Anschlief3end
erfolgte eine durchflusszytometrische Bestimmung der BrdU positiven Zellen in Abhangigkeit von dem
DNA-Gehalt. Wie bereits in Abb. 3.11 beschrieben, kdnnen die unterschiedlichen Zellen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen analysiert werden. Es zeigen sich in der Negativkontrolle keine BrdU
positiven Zellen. Die starvation Probe (Gy) zeigt eine deutliche Verringerung der BrdU positiven Zellen
in der R2 Region. Nach Hinzugabe von Merbromin Uber 8 h zeigt sich abhangig von der Konzentration
eine Zunahme der Zellen in der S-Phase. Mit zunehmender Konzentration ist jedoch keine R3 Region
mehr abgrenzbar und somit keine G,/M Phase. Die Experimente wurden dreimal wiederholt, die

Mittelwerte sind in (B) aufgelistet.

In der hier dargestellten Analyse zeigt sich in Abb. 3.12 (A) im Bild ,asynchron® eine
Negativkontrolle ohne die Zugabe von BrdU zu den Proben. Man sieht daher in der
Y-Achse keine Anreicherung von BrdU positiven Zellen, diese Probe dient zur
Markierung und Festlegung der Schwelle, ab welcher Messung von BrdU-Positivitat
gesprochen werden kann. Im Bild ,+ BrdU“ zeigen sich mit BrdU behandelte Zellen
unter Standardbedingungen (siehe hierzu 2.2.1). In der R1-Region der Abbildung
sind Zellen in der G4-Phase, die einen einfachen DNA-Gehalt haben (x-Achse 7-
ADD) und sich nicht akut in der S-Phase befinden. Zellen die in die S-Phase gehen
bauen BrdU ein, kdnnen von den fluoreszierenden anti-BrdU Antikérpern gebunden
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werden und sind somit BrdU-positiv. Die R3-Region entspricht Zellen mit doppeltem
Chromosomensatz und somit Zellen im Ubergang der Gy/M-Phase. In Bild ,GO¢
wurden Zellen erneut in starvation Bedingungen (Supplementfaktordeprivation)
kultiviert. Hierbei zeigen sich analog zu den Zellzyklusexperimenten eine
Verringerung der Zellen in der S-Phase, sowie eine Verringerung von Zellen in der
G./M-Phase und eine Synchronisation (Zunahme) der Zellen, die sich in der Gs-
Phase befinden. Nach Zugabe von Merbromin Uber 8 h zeigt sich eine signifikant
erhdhte (100 uM + 200 uM) Aufnahme der Zellen mit BrdU. Die Zellen treten nach
Merbromin-Behandlung also in die S-Phase ein. Der Effekt nach Merbromin-
Behandlung ist sogar hoher, als nach Zugabe von FCS. Es sind auch Zellen in der
RO Region (siehe Abb. 3.11) nachweisbar, also gehen Zellen unter Merbromin-

Behandlung auch vermehrt in die Apoptose.

Es zeigt sich, dass diese Zellpopulation unter den hier angewendeten Bedingungen
im Normalzustand ca. 40 % BrdU positive Zellen aufweist und somit ca. 40 % Zellen,
die sich in der S-Phase befinden. Unter starvation Bedingungen verringert sich die
Anzahl von BrdU positiven Zellen auf im Schnitt 6 %. Nach Zugabe von Merbromin in
50 uM auf Zellen in starvation Bedingungen ergibt sich kaum ein Unterschied, die
BrdU Aufnahme steigt auf lediglich 6,2 %. Nach Zugabe von Merbromin in 100 yM
steigt die BrdU Aufnahme auf durchschnittlich ca. 58% an und nach Zugabe von 200
MM Merbromin auf ca. 66%. Nach erneuter Zugabe von FCS als Supplementfaktor zu
Zellen in starvation Bedingungen treibt es wieder knapp 30 % der Zellen in die

Synthese-Phase.
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In einem nachfolgenden Experiment sollte der zeitliche Verlauf der BrdU Aufnahme

demonstriert werden.
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Abb. 3.13 Kinetische Analyse der BrdU-aufnehmenden NIH 3T3 Zellen, die mit Merbromin
behandelt wurden. NIH 3T3 Zellen, jeweils unter Supplementfaktordeprivation (starvation= 0,1 %
FCS-haltiges Medium) und unter Supplementfaktordeprivation mit nachfolgender Merbromin-
Behandlung tber 1, 2, 4 und 8 Stunden (200uM), welche in der ersten, zweiten, vierten und achten

Stunde mit BrdU behandelt wurden.

Erneut wurden Zellen 24 Stunden unter Supplementfaktordeprivation kultiviert und
anschlielRend mit Merbromin behandelt. Es wurde jeweils die BrdU Aufnahme von
diesen Zellen in der ersten, der zweiten, der vierten und der achten Stunde
gemessen. Nach acht Stunden zeigt sich passend zu dem zuvor beschriebenen
Experiment eine mittlere BrdU-Aufnhame von Zellen unter
Supplementfaktordeprivation von 5,3%. Nach einer Stunde zeigen die Zellen eine
Aufnahme von 7,9%. Diese halt sich in der zweiten Stunde und nimmt in der vierten
Stunde auf 6,5% ab. Die Zellen die mit 200 yM Merbromin behandelt wurden zeigen
in der ersten Stunde eine mittlere BrdU Aufnahme von 10,9 %. In der zweiten Stunde
werden 32,3% aufgenommen, in der vierten 66,4% und in der achten Stunde halt
sich die BrdU Aufnahme konstant bei 66,1%. Hieraus ist abzuleiten, dass nach ca. 4

Stunden die maximale BrdU Aufnahme stattfindet.
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3.7. shRNA Screening

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Merbromin in den Zellen eine G1/S-Transition
induziert, da in der Gp-Phase synchronisierte Zellen durch die Zugabe von
Merbromin in die S-Phase ubergehen. Dieser Effekt war vor allem ab 100 yM
Merbromin Uber 8 h sichtbar. Allerdings zeigte sich auch anhand der bisher
durchgefuihrten Experimente, dass Zellen unter Merbromin-Behandlung, bei bereits
100 pM Merbromin Uber 8 h vermehrt in die Apoptose getrieben werden. Um
mogliche Ansatzpunkte fur eine Therapie zu identifizierenden, die zwar den
Zellzykluseintritt aber nicht die Apoptose fordern, wurde ein shRNA Screen
durchgeflhrt.

Fur den Screen wurde eine Cancer 1000 Bibliothek verwendet (siehe 2.1.7), die aus
ca. 2250 murinen shRNA besteht, welche gegen wichtige potentielle
Tumorsuppressorgene und Onkogene gerichtet und somit flr den Zellzyklus relevant

sind.

Fir den Screen wurden NIH 3T3 Zellen mit der shRNA Bibliothek (siehe 2.2.10)
infiziert und mit einer toxischen Konzentration (ICg9) von jeweils Eosin Y und
Merbromin behandelt. Als Negativkontrolle dienten hierbei Zellen, die mit einem
Kontroll-shRNA (short hairpin Renilla) Konstrukt infiziert wurden. Die toxischen
Konzentrationen flihrten bei diesen Kontroll-Zellen (=shRen) zum Zelltod der
gesamten Zellpopulation in den Zellplatten. Zellen, die mit der Cancer 1000
Bibliothek infiziert worden waren, formten einzelne Zellkolonien. Es galt zu zeigen,
welche Zellklone Uberleben und durch welchen Gen-knockdown (shRNA) dieser
Uberlebensvorteil begriindet ist. Die Transduktionseffizienz vor der Selektion lag bei
ca. 30 %. 40 yM Merbromin fuhrt zum Zelltod von tber 90% der NIH 3T3 Zellen und
200uM Eosin Y fuhrt zum Zelltod von Uber 90% der NIH 3T3 nach 48 h (siehe 3.2).
Die Zellkolonien wurden von den Platten geerntet und die DNA isoliert. Nach der

Durchflihrung einer Solexa PCR konnte die Sequenzierung durchgefihrt werden.
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3.7.1. Testreihen fiir den Versuchsablauf

Fir eine verbesserte Transduktionseffizienz des Virus, wird den Zielzellen Polybrene
hinzugegeben, denn Polybrene verhindert durch Neutralisation die AbstoRung des
Virus von der Sialinsaurehaltigen Zelloberflache. Polybrene kann aber auch toxisch
fur die Zellen sein, sodass fur die NIH 3T3 Zellen die Konzentration ermittelt wurde,

welche noch tolerabel ist. [17]

Polybrene Toxizitats-Testung: bis zur einer Konzentration von 6 pg/ml Polybrene

Uber 24 h zeigte sich kein Einfluss auf NIH 3T3 Zellen, ab einer Konzentration von 8
pMg/ml zeigten sich bereits beginnend tote Zellen. Eine Konzentration von 10ug/ml
wurde von den Zellen auch noch bis zu 48 h toleriert, jedoch zeigte sich hierbei
bereits ein zunehmendes Absterben der Zellen. Deshalb wurde 6 pg/ml Polybrene

fir den Versuch verwendet.

Puromycin als Antibiotikum wurde fur Selektionszwecke verwendet. Es galt zu

Uberprifen welche Konzentration fir die NIH 3T3 Zellen verwendet werden kann.

Puromycin Toxizitats-Testung: ab einer Konzentration von 6 pg/ml Puromycin Uber

48 h zeigen sich NIH 3T3 Zellen lichtmikroskopisch vollstandig von der Platte
abgeldst und somit tot. Daher wurde diese Konzentration von 6 pg/ml Puromycin

fir die Selektionszwecke verwendet.
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3.7.2. Virus-Transduktion
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Abb. 3.14 Transduktionseffizienz bei dem shRNA Screen mit der Cancer 1000 Bibliothek. (A)
zeigt nicht transduzierte NIH 3T3 Zellen. (B) zeigt mit Cancer 1000 Bibliothek transduzierte NIH 3T3
Zellen vor der Puromycin-Selektion. Hier zeigt sich eine Effizienz von ca. 30 %.(C) zeigt NIH 3T3
Zellen, die mit der Cancer 1000 Bibliothek transduziert wurden nach der Selektion mit Puromycin.

Hierbei zeigt sich eine 92 % GFP-Positivitdt und somit Transduktionseffizienz.

In Abb. 3.14 wurde die Transduktionseffizienz von den NIH3T3 Zellen, tUber eine
FACS-Analyse dargestellt. Diese wurden mit der Cancer 1000 Bibliothek
transduziert. Vor der Selektion mit Puromycin zeigen sich ca. 30 % der Zellen GFP-
positiv (B). Nach der Selektion mit Puromycin zeigen sich 92 % der Zellen GFP-
Positiv (C).
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3.7.3. shRNA Screening-Ergebnisse

3.7.31. EosinY
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Abb. 3.15 Ergebnisse des shRNA Screens mit Eosin Y auf NIH 3T3 Zellen.

Mit der Cancer 1000 Bibliothek transduzierte NIH3T3 Zellen wurden mit einer toxischen Konzentration
(ICgp) von Eosin Y behandelt. Anschlieffend wurde tiber NGS die shRNA Anreicherung / Depletion
analysiert. (Bild A). Die 5 haufigsten shRNA die angereichert worden sind bzw. ihre
korrespondierenden Gene wurden in (D) in absteigender Reihenfolge dargestellt. In (C) graphisch
dargestellt die Anreicherung und Deprivation der shRNA. In (B) ist links die Verteilung der shRNA von
der Cancer 1000 Bibliothek zu sehen, die in der Positiv-Kontrolle (NIH 3T3 infizierte Zellen ohne
Behandlung mit Eosin Y) angereichert worden sind. Es zeigt sich ein relativ gleichmaRiges

Verteilungsmuster. Rechts davon zeigen sich die angereicherten shRNA Klone und ihre Verteilung.

In Abb. 3.15 (A) ist der schematische Ablauf des Screens bildlich dargestellt. In (B)
zeigt sich links die homogene Verteilung der shRNA aus der Positivkontrolle, welche
den shRNA-Pool der Cancer 1000 Bibliothek enthalt. Rechts davon zeigen sich die
angereicherten shRNA wunter Eosin Y Behandlung. Die drei am haufigsten
angereicherten shRNA beeinflussen die Gene Rpl15 und Fosl2. Diese umfassen
Uber 85% der Gesamtanreicherung. Aus den mit Eosin Y behandelten Proben wurde
der jeweilige Prozentsatz der einzelnen Reads der unterschiedlichen shRNA im
Vergleich zur Gesamtheit der Reads mit dem prozentualen Anteil der jeweiligen
shRNA in der Positivkontrolle verrechnet. Diese Berechnung erlaubt die Bestimmung
der vielfachen Anreicherung der shRNA. Die 5 shRNA die am haufigsten
angereichert worden sind, wurden in (D) aufgelistet. Auffallig bei den Ergebnissen

des Eosin Y Screens ist die Anreicherung gegen das Rpl15 Gen.
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3.7.3.2. Merbromin
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Abb. 3.16 Ergebnisse des shRNA Screens mit Merbromin auf NIH 3T3 Zellen in zwei Versuchen.
Mit der Cancer 1000 Bibliothek transduzierte NIH3T3 Zellen wurden mit einer toxischen Konzentration
(ICgp) von Merbromin behandelt. AnschlieBend wurde Uber NGS die shRNA Anreicherung /
Deprivation analysiert. (Bild A). In Bild (B) ist der erste Screen zu sehen, in Bild (C) der zweite
Screen.Hier jeweils dargestellt links die Verteilung der shRNA von der Cancer 1000 Bibliothek ohne
Behandlung mit Merbromin, rechts davon dem Pfeil folgend die angereicherten shRNA Klone, die
unter Merbromin-Behandlung tberlebt haben und ihre Verteilung. AnschlieRend folgen noch die 10
haufigsten Gene tabellarisch aufgelistet, sowie eine graphische Darstellung der Anreicherung und
Deprivation der shRNA.

Bei den analogen Versuchen mit Merbromin zeigen sich im Vergleich zu Eosin Y
weniger deutlich angereicherte shRNA. In den zwei unabhangig voneinander
durchgefuihrten Screens, zeigt sich bei den 10 am haufigsten angereicherten shRNA
keine Ubereinstimmung. Ersichtlich in der Abb. 3.16 (B) und (C) mit der Bezeichnung
shRNA-Verteilung ist die homogenere Verteilung der shRNA Anreicherung im
Vergleich zu den Eosin Y Proben, bei denen sich deutlich bestimmte shRNA
vermehrt angereichert abzeichnen. Da sich keine Ubereinstimmung bei den 10
haufigsten shRNA in den zwei Merbromin Screens zeigten, wurden weitere shRNA
miteinander verglichen, die sowohl im Screen 1 als auch im Screen 2 angereichert

worden waren, selbst wenn nicht in hohem Male.
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Merbromin Screen 1 - cut off "2"
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Abb. 3.17 Auflistung der gefundenen Gene zu den shRNA des Merbromin Screen 1 mit einer

mehr als zweifachen Anreicherung und die Anreicherung der korrespondierenden Gene zu den

shRNA im Merbromin Screen 2.
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Merbromin Screen 2 - cut off "2"
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Abb. 3.18 Auflistung der gefundenen Gene zu den shRNA des Merbromin Screen 2 mit einer
mehr als zweifachen Anreicherung und die Anreicherung der korrespondierenden Gene zu den
shRNA im Merbromin Screen 1.

In Abb. 3.17 und Abb. 3.18 sind jeweils die beiden Merbromin Screens mit den
Genen aufgelistet, welche mindestens um das zweifache angereichert worden sind
und in den jeweils darunter als ,korrespondierend” bezeichneten Grafiken zeigen sich

die jeweils zur oberen Grafik korrespondierenden Gene.
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Abb. 3.19 Vergleich von Merbromin Screen

1 und Merbromin Screen 2. Es wurde zweifach ein

Screen mit Merbromin, bei dem NIH 3T3 Zellen mit der Cancer 1000 Bibliothek infiziert und dann mit

toxischen Konzentrationen von Merbromin behandelt wurden, durchgefiihrt. Die Uberlebenden Zellen

wurden auf ihre Anreicherung der shRNA miteinander verglichen. In dieser Grafik werden alle Gene

verglichen, die eine Anreicherung von shRNA um mindestens das zweifache in beiden Screens

aufwiesen. Insgesamt zeigen sich hierbei 70 Gene. Grin markiert, multipel auftretende shRNA. Rot

markiert eine Auswahl von Genen, die anhand ihrer Haufigkeit oder Relevanz fiir den Zellzyklus

ausgewahlt wurden.

Gen-Name Anreicherung von shRNA Anreicherung von shRNA
M1-Screen M2-Screen

Abcg 255,6 109,1
ftheoS;Ns) 16,2 11,4
Csf2 241 7.8
?=r+r|gt§MT1) 12,7 59,8
Map2k7 58,9 38,1
Nr2c1 261,6 103,4
Psen2 12,0 48,2
Skp2 2,6 85
Tyk2 33,6 9,6
Ube2b 136,5 67.8

Tab. 3.1 Gentreffer aus beiden Merbromin Screens

80




In den beiden Abbildungen 3. 17 und 3. 18 ist ersichtlich, dass nicht alle shRNA, die
in einem Screen angereichert sind, auch in dem anderen Screen angereichert
wurden. Deshalb liegt es nahe nur die Gene der shRNA miteinander zu vergleichen,
welche sowohl in Merbromin-Screen 1 als auch in Merbromin-Screen 2 angereichert
wurden. Ebendies wurden in Abb. 3.19 durchgefuhrt. In dieser Abbildung sind alle
Gene von beiden Screens korrespondierend untereinander aufgelistet, bei denen
sich sowohl in Merbromin Screen 1 als auch in Merbromin Screen 2 eine
Anreicherung der shRNA von mehr als zwei zeigte.

Die Abbildung zeigt Gene, die in beiden Screens eine Anreicherung der shRNA
zeigten, jeweils rot markiert. Bei zwei Genen konnte die Anreicherung von multipel
angreifenden shRNA gefunden werden, diese shRNA wurden grin markiert. Eine
Auflistung der interessanten Gene mit der jeweiligen shRNA Anreicherung im

Merbromin Screen 1 und Merbromin Screen 2 ist in Tab. 3.1 dargestellt.
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4. Diskussion

Die Zellregeneration ist ein wichtiger Prozess des Lebens, der bei verschiedenen
Organismen und Erkrankungen pathologisch verandert sein kann. Eine
fehlgeschaltete Regenerationsfahigkeit der Zellen fuhrt in der Regel dazu, dass
Zellen in den programmierten Zelltod ubergehen und sterben.

Uber zellregenerationsférdernde Substanzen ist nicht viel bekannt. Im Allgemeinen
herrscht die Meinung, dass Wirkstoffe, die den Zellzyklus vorantreiben und somit
zellregenerationsfordernd sind, kanzerogene Eigenschaften besitzen konnten. Das
Erforschen von zellregenerationsfordernde Substanzen, die den Zellzyklus zu Beginn
beschleunigen und nachfolgende Kontrollereignisse des Zellzyklus zur Vermeidung
vor unkontrolliertem Wachstum zulassen, ist daher essentiell. In dieser Arbeit sollte
der Fokus auf das Untersuchen von Substanzen gelegt werden, die in frihe Phasen
des Zellzyklus eingreifen und diesen vorantreiben kénnen. Die Cyclin-abhangige
Kinase 2 (Cdk2) stellt ein bedeutsames Protein flr die Zellzyklusprogression dar. Sie
spielt speziell zu Beginn des Zellzyklus eine wichtige Rolle (siehe 1.1.3) und stellt
daher einen wichtigen Angriffspunkt fur zellregenerationsférdernde Substanzen dar.
Mit einem zuvor durchgefuhrten High-Throughput-Screen (siehe 1.2.3) ist nach
Substanzen gesucht worden, die die Cdk2-Aktivitat erhdhen, oder die Inhibierung
des Cdk2-Cyclin-Komplexes durch Cdk-inhibierende Proteine teilweise aufzuldsen
vermogen. Als Resultat aus diesem [92] ergaben sich zwei interessante Substanzen,
welche Strukturanalogon voneinander sind und in biochemischen Modellen die Cdk2-
Aktivitat zu steigern vermochten: Merbromin und Eosin Y. Eosin Y ist ein bekannter
Farbstoff, der unter anderem auch zur Behandlung von dermatologischen
Erkrankungen eingesetzt wird. Merbromin ist lange als Medikament zur
Wundbehandlung eingesetzt worden. Zur Untersuchung der
Zellregenerationsfahigkeit unter Behandlung mit diesen beiden Substenzen wurden
zwei wichtige Mechanismen der Wundheilung Uberprift. Das Migrationsverhalten
einerseits und das Zellzyklusverhalten andererseits. Es wurden daher zunachst
Migrationsuntersuchungen und Zellzyklusanalysen durchgefiihrt, und anschlieend
das Verhalten verschiedener Proteine des Zellzyklus untersucht. In nachfolgenden
Abschnitten sollen die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert und eingeordnet werden
und ein Ausblick auf mdgliche Untersuchungen gegeben werden, die einen weiteren

Beitrag fur wichtige Erkenntnisse liefern kdnnen.

82




4.1. Untersuchung des Migrationsverhaltens von Zellen unter

Merbromin und Eosin Y Behandlung

Merbromin wurde lange als Mittel zur Wunddesinfektion eingesetzt. Ein wichtiger
Bestandteil der Wundheilung stellt die Migration dar. Die Migration von Zellen hangt
von mehreren Faktoren ab. Es spielen hierbei die ECM (extrazellulare Matrix) sowie
auch intrazellulare Vorgange eine Rolle. [70]

Die Methode des Wundverschluss Assay ist im Vergleich zu anderen in vitro
Methoden eine gute Methode zur Analyse der Zellmigration, da sie die Interaktion der
migrierenden Zellen aufzeigt. Mit einem Wundverschluss Assay kann zudem das
Migrationsverhalten von Zellen, die unterschiedlich behandelt werden mit einfachen
Mitteln Uberpruft werden. Nicht alle Zellen besitzen die Fahigkeit zur Migration.
Fibroblasten haben einerseits diese Fahigkeit und stellen andererseits ein
realitatsnahes Zellsystem fur die Wundheilung dar. Die Untersuchungen in dieser
Arbeit wurden daher mit Mausfibroblasten (NIH 3T3 Zellen) durchgeflihrt. Andere
Zellen mit der Fahigkeit zur Migration sind z.B. Immunzellen und embryonale Zellen.
In dem durchgefuhrten Wundverschluss-Assay zeigte sich, dass der Migrationsindex
von Zellen, welche mit Merbromin behandelt wurden um 50 % hoher ist, als von
Zellen, die mit der Tragersubstanz behandelt wurden. Eosin Y zeigte nur einen 15%
héheren Migrationsindex im Vergleich zur Negativkontrolle.

Eine hohere Migrationsfahigkeit von Zellen kann durch die Ausbildung von
Aktinfilamenten oder durch die verbesserte Bindung der Zellen an die ECM
(extrazellulare Matrix) verursacht werden.

Ein wichtiges Protein zur verbesserten Ausbildung von Aktinfasern stellt das RhoA
Protein da. RhoA ist ein kleines GTPase Protein aus der Rho Familie, welches vor
allem Funktionen in der Regulation und Koordination des Zytoskeletts ubernimmt.
Diese Veranderungen sind wichtige Bestandteile fir die Migration. RhoA stimuliert
direkt die Aktinpolymerisation durch die Veranderung der monomeren Struktur in
ganze Aktinfilamente. Die downstream targets von RhoA, die sogenannten ROCK-
Kinasen sorgen dann fir die Kontraktion Gber Aktin und Myosin, aul3erdem flhren sie
durch die Phosphorylierung weiterer Proteine zur Regulation von Myosin und
anderen Aktin bindenden Proteinen. Die Ausbildung von stress fibers und fokalen
Adhasionen durch eine Steigerung der RhoA-Aktivitat fuhrt zu einer Veranderung der

Migrationsfahigkeit von Zellen. [79]
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Wie in den vorrausgehenden Arbeiten gezeigt werden konnte, fihrt Merbromin zu
einer Veranderung der p27 Level [92].

Besson et al. konnten zeigen, dass p27 die Migration Uber eine Interaktion mit RhoA
beeinflusst. Das zytoplasmatische p27 scheint RhoA zu inhibieren, indem es die
Bindestelle von RhoA zu seinen Bindepartnern den GEF (guanine nucleotide
exchange factor) blockiert. Zellen ohne p27 zeigten demnach eine Verschlechterung
der Migrationsfahigkeit. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass unterschiedliche
Zelltypen verschieden auf die Veranderung der p27 Level bezlglich ihrer Migration
reagieren. [6]

Daher kann angenommen werden, dass die Veranderung der p27 Level, die durch
eine Behandlung mit Merbromin oder Eosin Y verursacht wird, ebenfalls auf den
RhoA pathway Einfluss nimmt und ggfs. hieriber eine Veranderung der
Migrationsfahigkeit von Fibroblasten verursacht. Merbromin hat einen hdheren
Einfluss auf die p27 Veranderung demnach auch eine bessere Migrationsfahigkeit
als Eosin Y. Um diese Annahmen zu verifizieren kdnnte der Einfluss der beiden

Substanzen auf die RhoA Aktivitat gemessen werden.

4.2, Analyse des Zellzyklus unter Behandlung mit Merbromin

und Eosin Y

4.2.1. Untersuchung des Zellzyklus anhand der Messung des DNA-

Gehalts von Zellen unter Merbromin und Eosin Y Behandlung

In vorangegangen Experimenten aus unserer Arbeitsgruppe (Wenninger, G.;
unpubliziert) hatte sich gezeigt, dass die Cdk2-Aktivitat, sowohl direkt als auch
indirekt Uber eine Verdrangung von p27, durch die Zugabe von Merbromin und Eosin
Y beeinflusst werden kann (siehe 1.2.3). Mittels FRET-Assay (Forster-
resonanzenergietransfer) und HTRF-Assay (Homogeneous Time Resolved
Fluorescence) wurde Merbromin als Substanz identifiziert, die eine mdgliche
Aufhebung der p27 und Cyclin A/Cdk2 Interaktion veranlasst. Es konnte in
nachfolgenden Kinase-Assays gezeigt werden, dass Merbromin in bestimmten
Konzentrationen bis zu einer zweifachen direkten Cdk2-Aktivierung flhrt. Eine
vollstandige Verdrangung des p27 konnte jedoch nicht bewiesen werden. Eosin Y
zeigte im High-Throughput-Screen in bestimmter Dosis eine direkte Aktivierung der
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Cdk2. So konnte gezeigt werden, dass bereits bestehende Aktivitaten um bis zu 40%
durch die Hinzugabe von Eosin Y gesteigert werden kdnnen. [92]

Nach Uberpriifung der Migrationsfahigkeit der Zellen unter Behandlung mit den
Substanzen wurde im nachsten Schritt deshalb der Einfluss von Merbromin und
Eosin Y in vitro auf den Zellzyklus mithilfe durchflusszytometrischer Analysen
Uberpraft. Die NIH 3T3 Mausfibroblasten wurden in diesem Versuch durch
Supplementfaktordeprivation in der Go-Phase des Zellzyklus synchronisiert. Durch
die Zugabe von FCS (Serum) ist diese Synchronisation reversibel. Es galt zu
Uberprifen, welchen Einfluss die Zugabe von den beiden Substanzen auf die
synchronisierten Zellen hat. Eosin Y konnte in dieser Analyse keinen Einfluss auf den
Zellzyklus zeigen, da sich der Zellzyklus der synchronisierten Zellen unter
Behandlung mit Eosin Y nicht veranderte. Merbromin hingegen bewirkte bei Zellen,
die durch Supplementfaktordeprivation in der Gg-Phase synchronisiert waren eine
Transition der Zellen in die Synthese-Phase des Zellzyklus. Damit besitzt Merbromin
die Fahigkeit, Zellen in die Replikation zu treiben. Bestimmte Dosierungen von
Merbromin flihren jedoch auch dazu, dass Zellen vermehrt in die Apoptose getrieben
werden, was sich durch die vermehrte subGs-Population in den mit 200 pM
Merbromin behandelten Zellen in Abb. 3.8 abgrenzen lasst. Diese erhohte
Zellsterblichkeit ist kein typisches Merkmal fur Zellen, die zuvor in der Go-Phase
synchronisiert worden sind, denn nach Zugabe von FCS treten die Zellen erneut eine
normale Zellzyklusverteilung an. Eine subG-Population findet sich nur bei den Zellen
die Uber 8 h mit 200 yM Merbromin behandelt wurden. Es zeigt sich also, dass
Merbromin eine gewisse Zelltoxizitat in hohen Konzentrationen aufweist, wie bereits
in den Zellviabilitatsassays dargestellt worden ist.

Um in die Synthese-Phase des Zellzyklus einzutreten — so wie die Zellen unter
Merbrominbehandlung — muss der erste Kontrollpunkt (Gs-Kontrollpunkt) des
Zellzyklus Uberwunden werden. Um die Replikation vollends durchzufuhren muss der
intra-S-Phase Kontrollpunkt Gberwunden werden. Die Zellen treten in die S-Phase
ein. Es zeigt sich jedoch keine vergroRerte G,-Phase, daher ist anzunehmen, dass
der G,-Kontrollpunkt nicht Gberwunden wird. Uber den intra-S-Phase Kontrollpunkt
kann zu diesem Zeitpunkt keine Aussage getroffen werden. Es ist anzunehmen, dass
Merbromin abgesehen von seiner Wirkung als Cdk2-Aktivator auch auf andere
Proteine Einfluss nimmt, die gegebenenfalls eine wichtige Rolle in der Uberwindung
von Zellschaden, und in der Uberwindung der Kontrollpunkte spielen. ATM und ATR
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sind Kinasen, welche auf DNA-Schaden reagieren. [33] Ein inhibierender Einfluss
von Merbromin auf ATM oder ATR oder deren downstream targets kénnte zu einer
Fehlfunktion der DNA-Reparatur und als Folge dessen zur Apoptose der Zellen
fihren. Apoptose konnte aber auch aufgrund des unphysiologischen Ubergangs von
der Go-Phase in die S-Phase durch diverse andere Proteinen ausgeldst werden.
Ahnliche Auswirkungen auf die Zellzyklusprogression wie von Merbromin sind z.B.
durch eine Uberexpression von c-myc bekannt. So filhrt die Uberexpression von c-
myc zu einer Veranderung der Aktivitdt von diversen Cdk-Cyclin-Komplexen,
insbesondere von Cdk4 und Cdk6 und somit zur Progression des Zellzyklus.
AuRerdem wird durch c-myc eine Vielzahl anderer Proteine die fur die Zellzyklus-
Progression mit verantwortlich sind reguliert, z.B. E2F, p27, p21, Cdc25, Cdk7. [48]
Auch spielt Cyclin E eine wichtige Rolle in der Promotion des Zellzyklus. Viele
Tumore zeigen eine Uberexpression von Cyclin E. Cyclin E gemeinsam im Komplex
mit Cdk2 fuhrt bekanntermal3en Uber dessen Kinase-Aktivitat zu einer Aufhebung der
Inhibierung der E2F-Komplexe und so zur Einleitung der S-Phase. Eine intakte S-
Phase ist durch die einmalige Replikation der Gesamt-DNA gekennzeichnet. Dies
bendtigt das Aufwinden und das Trennen der DNA-Doppelstrange und anschlieRend
den Einbau von neuen Nukleotiden um die DNA vor der Zellteilung zu duplizieren.
Cyclin E knockout Zellen (MEF-Zellen) zeigen eine erhaltene Proliferationsfahigkeit in
sich teilenden Zellen, sind aber nicht in der Lage aus der Gy-Phase in die S-Phase
einzutreten. Es konnte gezeigt werden, dass eine Kinase-unabhangige Funktion von
Cyclin E daflr verantwortlich ist. In den knockout Zellen zeigte sich eine
Verschlechterung der Beladung des Chromatins mit MCM (minichromosome
maintenance) Proteinen. MCM Proteine sind essentiell fur das Einleiten und
Aufrechterhalten der DNA-Replikation. MCM2-7 formieren eine DNA-Helikase, die
gemeinsam mit anderen Faktoren fur das Aufwinden der DNA verantwortlich ist,
aullerdem spielen sie auch eine Rolle in der Aufrechterhaltung der Replikation.
Cyclin E hat also eine Schliisselrolle im Ubergang von der Go-Phase in die S-Phase
durch dessen Einfluss auf die Initiierung der DNA-Replikation mittels MCM Proteinen.
[49][50]

Um genauere Aussagen uber die Funktion von Merbromin in den Zellen treffen zu
konnen, sollten daher analog zu den Erkenntnissen der Cyclin E und c-myc
Funktionen die Expressionen und Interaktionen von Proteinen untersucht werden,

welche hier oben erwahnt worden sind.
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4.2.2. Untersuchung der Veranderung von Proteinmarkern des Zellzyklus

unter Merbromin-Behandlung

Viele verschiedene Faktoren nehmen Einfluss auf den Zellzyklus. Die Cdk2 als
wichtiges Protein fur die Regulation des Zellzyklus, sowie Proteine, die diese Cdks
beeinflussen, als auch die Substrate der Cyclin-abhangigen Kinasen, die Cycline.
[66] Zur weiteren Analyse der Vorgange wahrend des Zellzyklus unter Merbromin-
Behandlung wurde die Expression unterschiedlicher Proteine unter denselben
Bedingungen wie bei der Zellzyklusanalyse untersucht. Hierzu wurden die
Proteinlevel der Cdk2, sowie der Cdk-inhibierenden Proteine p27 und p21, sowie
Cyclin A und Cyclin B zur Bestimmung der Zellzyklusphasen analysiert. Eine sowonhl
begrenzte Verbesserung der Migration der Zellen, sowie kein Einfluss auf den
Zellzyklus bei bereits vorher synchronisierten Zellen in der Gy-Phase von Eosin Y

flhrte dazu, dass weitere Experimente lediglich mit Merbromin fortgeflihrt wurden.

/—\
- ‘“‘%

G4-Phase S-Phase Gy Phase

Konzentration

W\

Abb. 4.1 Darstellung des phasenspezifischen Vorkommens der Cycline in ihrer oszillierenden
Form. (Darstellung basierend auf [66])

Cycline weisen wahrend des Zellzyklus ein oszillierendes Expressionsmuster auf. Die
Expression kann daher zur Einordnung in die Zellzyklusphasen dienen, denn die
Expression und Degradation der Cycline ist phasenspezifisch. (siehe Abb. 4.1) Cyclin
A und Cyclin B sind wichtig fur die Regulation des Zellzyklus, indem sie zusammen
mit Cyclin-abhangigen Kinasen den Zellzyklus vorantreiben und die mitotische
Teilung beeinflussen. Cyclin A und Cyclin B werden vermehrt in der spaten Gy/M-
Phase exprimiert und weisen eine verringerte Expression in der G1/Gg-Phase auf.
[66]
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Die Cyclin B Expression beginnt in der S-Phase, steigt in der gesamten G,-Phase an,
erreicht ihr Maximum kurz nach der Mitose-Phase und wird anschlielfend wieder
geringer. Cyclin B wird wahrend der Mitose-Phase abgebaut und es befindet sich
nahezu kein Cyclin B mehr in der Zelle wahrend der G1-Phase. Zellen beginnen am
Ende der Gy-Phase Cyclin A zu exprimieren. Das Maximum wird in der G,-Phase
erreicht, die Degradation beginnt ebenfalls in der G,-Phase und wird in der Mitose-
Phase fortgefuhrt. (siehe Abb. 4.1) [18]

In der durchgefuhrten Western-Blot Analyse zeigt sich daher, dass in der Go-Phase
synchronisierte Zellen verringerte Cyclin A und Cyclin B Level aufweisen im
Vergleich zu Zellen unter Normbedingungen. Dies sollte in dieser Analyse als
Ausgangspunkt vor Behandlung mit den Substanzen dienen. Nach Behandlung mit
Merbromin steigen die Cyclin A und Cyclin B Level wieder an. Dies deutet darauf hin,
dass Zellen vermehrt in die Go- und M-Phase Ubergehen. In dieser Analyse
Uberwinden die Zellen die Gy-Phase, in welcher sie synchronisiert sind.

Es wurde jedoch auch gezeigt, dass Zellen unter Behandlung mit Merbromin in die
Apoptose gehen, was sich in der vermehrten subG1-Population widerspiegelt. Um
dies auch auf Proteinebene zu verifizieren wurden ebenfalls PARP als auch p53 zur
Analyse bestimmt. Der proteolytische Abbau von PARP durch Caspase-3 ist ein
Mechanismus, der eine entscheidende Rolle in der Apoptosemaschinerie spielt. [7]
Zellen, die mit Merbromin behandelt werden, zeigen eine deutlich abgrenzbare
zweite Bande und somit ein apoptotisches Verhalten. Das p53 ist ein Protein,
welches bei erhdhten Stressbedingungen in der Zelle oder DNA-Schaden
angereichert wird und die Apoptose sowie DNA Reparaturmechanismen in den Gang
setzt um die Zelle vor einer unbeherrschbaren Teilung zu schiitzen. [77] Aquivalent
zu PARP zeigt es sich daher bei den synchronisierten Zellen bereits erhoht, bei
Zellen unter Merbromin-Behandlung jedoch deutlich hoher.

In der Proteinanalyse zeigt sich also, dass Zellen unter Merbromin-Behandlung aus
der G4/Gyp-Phase in die S-Phase Ubergehen, anschlieRend jedoch apoptotisch

sterben. Welcher molekulare Mechanismus dazu fihrt, ist unklar.

Zur weiteren Analyse der Beeinflussung des Zellzyklus durch Merbromin erfolgte die
Bestimmung von Cdk2, p27 und p21. Die Zellen wurden mit Merbromin zur zeitlichen
Analyse mit unterschiedlicher Inkubationsdauer von 1 Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden
und 8 Stunden inkubiert. Durch die Merbromin-Behandlung konnte keine
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Veranderung der Cdk2-Level gezeigt werden. Der Cdk2-Inhibitor p27 hingegen,
zeigte bereits nach einstindiger Behandlung mit Merbromin geringere Level, nach
zweistundiger Behandlung war p27 kaum noch zu detektieren. Das p21, ebenfalls ein
Cdk-Inhibitor-Protein, zeigte eine Degradation nach ca. 4 h Behandlung.

MG132 ist ein Proteasominhibitor. Die Inhibierung des Gesamt-Proteasom der Zelle
fuhrt in der Regel dazu, dass Proteine nicht mehr proteolytisch abgebaut werden
konnen. Durch die Zugabe von MG132 sollte festgehalten werden, ob der Abbau von

p27 und p21 in diesem Experiment auf proteolytische Ereignisse zurlickzufuhren ist.

In den Experimenten, welche zur Identifizierung von Merbromin als Cdk2-Aktivator
gefuhrt haben, konnte in steady-state ATPase Assays gezeigt werden, dass
Merbromin das durch p27 inhibierte Cdk2-Protein partiell reaktiviert. Diese
Reaktivierung fihrt dazu, dass das gebundene p27 an Inhibitorpotential bezogen auf
die Cdk verliert. [92] Es ist bekannt, dass sobald ein Schwellenwert der Cdk2-
Aktivitat erreicht ist, das p27 durch die Cdk2 an T187 phosphoryliert werden kann.
Diese Phosphorylierung fiihrt dann tiber eine SCFS**? (E3 ubiquitin ligase complex)
vermittelte Ubiquitinierung zum p27 Abbau. Uber diesen Mechanismus kdnnte also

der Abfall der p27 Level unter Merbromin-Behandlung erklart werden. [23]

Auch p21 zeigt den hochsten Level Ublicherweise in der G¢-Phase und nimmt
kontinuierlich Uber die S-Phase bis hin zur G,-Phase ab. Erst nach der Mitose
steigen die p21-Expressionslevel in der Regel wieder an. Es fungiert als Inhibitor
verschiedener Cdk-Cyclin Komplexe und spielt eine besondere Rolle im Ubergang
von der Gi-Phase in die S-Phase. Insbesondere ist p21 bei ruhenden Zellen in der
Go-Phase erhoht. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Western-Blot Analyse bei
der die Supplementfaktordeprivation zu einer Erhéhung der p21 Level fuhrt. Das p21
wird ebenfalls SCFS*? vermittelt abgebaut. Dieser Abbau wird ebenfalls iber eine
Cdk2-Aktivitatssteigerung induziert und fihrt dazu, dass Zellen aus der Gy-Phase
erneut in den Zellzyklus eintreten konnen. [2]

Ein Abbau von p21 konnte hier als sekundare Folge der p27-Verdrangung mit
anschlielendem p27-Abbau und dem damit vermittelten Eintritt in die S-Phase erklart
werden. Das p21 wird physiologischerweise am Ubergang von der Gi-Phase zur S-
Phase abgebaut. Beim Auftreten von DNA-Schaden wird die Transkription von p21

jedoch durch p53 induziert und damit die Expressionslevel aufrechterhalten. Das p53
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wird bei zellularem Stress oder DNA-Schaden angereichert. Eine erhdhte p53
Expression zeigt sich bei Zellen die mit Merbromin behandelt wurden. Die p53
vermittelte p21 Stabilisierung kann dann zum Zellzyklusarrest flhren, bis die
Schaden ausgebessert wurden. Es ist moglich, dass dieser Effekt zu einem
verspateten Abbau von p21 im Vergleich zu p27 fuhrt. [33]

Die sinkenden p27 und p21 Level unter Merbromin-Behandlung indizieren zudem,

dass Merbromin die Zellen aus der Go-Phase in die S-Phase bringt.

4.2.3. Untersuchung der DNA-Synthese-Fahigkeit von Zellen unter

Merbromin-Behandlung

Zur Bestatigung, dass Merbromin die Zellen vermehrt in die Replikation treibt wurden
Experimente durchgefuhrt, in denen die DNA mit BrdU markiert wurde um
anschlieRend quantitativ eine Aussage darlUber treffen zu koénnen, ob die
Zellzyklusveranderungen mit erhdhten Leveln von Cyclin A und Cyclin B sowie
proteolytischen Abbau von p27 und p21 auch wirklich mit einer erhdhten
Teilungsfrequenz einhergehen. BrdU ist ein Thymidinanalogon und baut sich als
DNA-Bestandteil in die sich teilende DNA ein. Damit soll nachgewiesen werden, ob
Zellen DNA-Synthese betreiben oder nicht. Mithilfe eines BrdU-Antikdrpers kann die
Menge des eingebauten BrdU durchflusszytometrisch gemessen werden. [53]

Die BrdU Experimente wurden analog zu den Zellzyklus und Western-Blot
Experimenten durchgeflihrt. Mittels BrdU kann die Synthese der Zellen gemessen
werden, 7-ADD dient als Mal} fir den DNA-Gehalt. Es konnte in den Experimenten
beobachtet werden, dass eine Synchronisation in der Go-Phase der Zellen durch
Supplementfaktordeprivation dazu fuhrt, dass mehr Zellen mit einem DNA-Gehalt
von 1N vorliegen und damit weniger Zellen in der G,/M-Phase sind und mehr Zellen
in der G4/Go-Phase. Die Merbromin-Behandlung flhrt zur vermehrten BrdU
Aufnahme, was bedeutet, dass die Zellen in die Replikation und somit die Synthese-
Phase eintreten. Uber 60 % der Zellen nehmen im Verlauf durch die Merbromin-
Behandlung BrdU auf. Jedoch schlieRen sich an die Progression in die S-Phase
keine Zellen in der G,-Phase mit einem doppelten DNA-Gehalt an. Es kann also
angenommen werden, dass Merbromin den Zellen vermehrt Uber den Gs-
Kontrollpunkt verhilft und die Zellen unter Merbromin-Behandlung auch in die
Synthese-Phase eintreten und somit den Restriktionspunkt Uberwinden. Dies kann

durch die BrdU Aufnahme bewiesen werden. In den Zellzyklusexperimenten zeigte
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sich jedoch, dass die Zellen nach Eintritt in der S-Phase in dieser arretieren und
anschlieBend in die Apoptose gehen. Also besitzt Merbromin die
zellregenerationsfordernde Eigenschaft, dass es die Zellen zu Beginn des Zellzyklus
Uber den Restriktionspunkt bringt, jedoch nach Eintreten der Zellen in die Synthese-
Phase zur Apoptose fiihrt. Dass die Zellen die S-Phase nicht Gberwinden, kénnte
darauf hindeuten, dass der intra-S-Phase Kontrollpunkt nicht Gberwunden werden
kann. Der intra-S-Phase Kontrollpunkt wird bei DNA-Schaden aktiviert um diese vor
einem Voranschreiten des Zellzyklus ausbessern zu kdénnen. DNA-Schaden von
replizierenden DNA-Einzelstrangen flhren zur Aktivierung von ATR und zur
Aktivierung des 9-1-1 Komplexes. Die Proteine Rad9-Rad1-Hus1 werden vom
Loader-Protein Rad17-RFC als trimerischer Ring auf die Stelle der DNA-Schaden
geladen. Dort fihren sie ebenso wie ATR zur Aktivierung von Chk1 und hieriber zu
einer Verlangsamung der Replikationsprozesse und zu einer geringeren Initiierung
der Replikation. [33] Ob DNA-Schaden wahrend der S-Phase durch die Merbromin-
Behandlung auftreten kann mithilfe der bisher durchgeflihrten Experimente nicht
belegt werden. Es zeigt sich lediglich eine Erhdhung der p53 Expression unter
Merbromin-Behandlung. Das p53 wird jedoch in der Regel durch DNA-
Doppelstrangbriche und nicht durch DNA-Einzelstrangbriche aktiviert, sodass ein
Zusammenhang zum intra-S-Phase Kontrollpunkt nicht anzunehmen ist und ein
Zusammenhang zwischen Merbromin-Behandlung und DNA-Schaden wahrend der
S-Phase nicht zu beweisen ist.

Es stellt sich also die Frage, ob Merbromin zusatzlich zu seiner Funktion als Cdk2-
Aktivator, ggfs. auch zu DNA-Schaden fuhrt, welche nicht durch Kontrollpunkte
repariert werden konnen und deshalb die Zellen apoptotisch sterben.
Spurenelemente wie Metallionen spielen haufig als Kofaktoren in verschiedenen
Proteinen und Enzymen, sowie bei der Transkription eine wichtige Rolle, kénnen
aber durch ihre redoxierenden Eigenschaften auch toxische Wirkungen auf zellulare
Prozesse haben. [25]

Tatsachlich ist bekannt, dass anorganisches Quecksilber toxische Auswirkungen auf
Nieren, Leber, Gehirn und Immunsystem hat. Welcher genaue Mechanismus
dahinter stecken kénnte, wurde 2017 von Yung et al. publiziert. Hier wird postuliert,
dass Verbindungen mit anorganischem Quecksilber zu einer Verschlechterung der

DNA-Reparaturmechanismen fuhren. Speziell der NER (nucleotide excision repair)
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Reparaturmechanismus wirde durch anorganisches Quecksilber verschlechtert
werden. [12]

Merbromin als anorganische Quecksilber-Verbindung konnte also die Zellen in die
Synthese-Phase uber eine Cdk2-Aktivierung treiben, durch verschlechterte
Reparaturmechanismen der DNA und eine dadurch erhdhte DNA-Schaden-Last ist
es jedoch mdglich, dass aufgrund von Kontrollereignissen keine Progression der S-
Phase bis hin zu G,-Phase stattfindet und daher die Zellen in die Apoptose getrieben
werden. Alternativ besteht auch die Moglichkeit, dass Merbromin Uber einen bisher
unbekannten Mechanismus direkten Einfluss auf bestimmte Proteine, die eine Rolle
fur die Kontrollereignisse spielen, hat. Es stellt sich also die Frage, welche weiteren
molekularen Mechanismus das Merbromin beeinflusst und ob ggfs. das Quecksilber
eine tragende Rolle spielt. Da Eosin Y ebenfalls geringe zellregenerationsférdernde
Effekte hat, diese jedoch denen des Merbromin deutlich unterlegen sind, stellt sich
ebenfalls die Frage, ob ein Austausch des Metalls mit einem anderen Metall eine
ahnlich aktive, aber vielleicht weniger toxische Substanz zur Folge hatte.

Ob Merbromin selbst DNA-Schaden verursacht, oder einen Einfluss auf
Proteinstrukturen hat, welche wichtig fur die Kontrollpunkte des Zellzyklus sind, oder
ob es unabhangig von den Kontrollpunkten zu einer Veranderung anderer Signale

fuhrt, die zu einer Apoptose fuhren, sollte weiter untersucht werden.

Zur |dentifikation von Faktoren, die der zellregenerationsférdernden Eigenschaft von
Merbromin entgegen wirken wurde ein Screen durchgefuhrt, bei dem die Expression
verschiedenster Proteinstrukturen (shRNA-vermittelt) unterbunden wurde. Es sollte
Uberprift werden ob durch eine mdgliche Inhibition bestimmter Strukturen, die
Merbromin induzierte Apoptose umgangen werden kann. Der Fokus dieser Arbeit
liegt darin, Merbromin als mogliche zellregenerationsférdernde Substanz zu
untersuchen. Daher ist es wichtig, die Zell- oder Proteinstrukturen zu identifizieren,
welche dieser Eigenschaft entgegen wirken. Die Identifikation solcher Faktoren ist
wichtig, weil dadurch moglicherweise ein Kombinationspraparat etabliert werden
kann, dass den gewiinschten Effekt, namlich einen S-Phase Ubertritt, ermdglicht.
Dadurch koénnte die Toxizitat verringert und der zellregenerationsfordernde Effekt von

Merbromin verbessert werden.
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4.3. Untersuchung der behandelten Zellen mittels shRNA-

Screening

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass Merbromin die Zellen vermehrt in
die Synthese-Phase treibt, dass die Zellen in dieser Phase aber arretieren und
Apoptose induzieren. Daher sollte Uberpriuft werden, ob weitere maogliche
Angriffspunkte der beiden Substanzen, Merbromin und Eosin Y abgesehen von der
Cdk2-Aktivierung existieren, die verantwortlich fur die Zelltoxizitat und den S-Phase-
Arrest sind. Daher wurde untersucht, welche Proteine durch ihren knockdown einen
Uberlebensvorteil fir Zellen bieten, die mit toxischen Konzentrationen behandelt
wurden. Um dies zu untersuchen wurde ein Screen mittels shRNA Bibliothek
durchgefuhrt.

Eine mir30-basierte shRNA Bibliothek, welche rund 2250 shRNA enthalt, wurde fur
die nachfolgenden Experimente verwendet. (siehe 2.1.7) Sollte der molekulare
Angriffspunkt, der fir oben genannte Veranderungen verantwortlich ist, durch diesen
Screen gefunden werden, kann Uberlegt werden, ob entweder ein Austausch des
Metalls oder die Hinzunahme eines mdoglichen Protein-Inhibitors als
Kombinationstherapie zur Uberwindung des S-Phase-Arrests eingesetzt werden
kénnen um Merbromin als zellregenerationsforderndes Medikament gegen diverse

Erkrankungen zu verwenden, bei denen die Zellregeneration gestort ist.

4.3.1. Eosin Y Screen

Nachdem Klone des mit Eosin Y durchgefihrten Screens sequenziert wurden,
konnte eine Anreicherung zu ca. 67% von shRNA die das Rpl15 Gen beeinflussen
bei dem Screen gezeigt werden im Vergleich zu 1% der im Pool befindlichen Rpl15
beeinflussenden shRNA. Es zeigte sich auch eine 18%ige Anreicherung der shRNA,
die das FOSL2 Gen beeinflusst. So scheint die Inhibierung von insbesondere Rpl15,
aber in kleinerem MaRe auch von FOSL2 zu einem Uberlebensvorteil der
behandelten (ICgo von Eosin Y) NIH 3T3 Zellen zu flhren.

Das Rpl15 Gen befindet sich auf dem Chromosom 3 und besteht aus 204
Aminosauren. Es kodiert fir ein ribosomales Protein L15, das an der 60S
Untereinheit der Ribosomen bindet. Dieses Protein ist im Zytoplasma der Zelle

lokalisiert. Es wird gemutmaldt, dass Uber 80 eukaryotische ribosomale Proteine
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sowohl der grof’en 60S, als auch der kleinen 40S Untereinheit der Ribosomen
existieren. Ribosomen haben bekanntermalien eine wichtige Rolle in der
Proteinsynthese. Obwohl den ribosomalen Proteinen hauptsachlich ein Effekt in der
Proteinsynthese zugesprochen wird, konnte in unterschiedlichen Arbeiten gezeigt
werden, dass ribosomale Proteine auch an regulatorischen Prozessen der Zelle
mitwirken und unter anderem eine Uberexpression bestimmter Gene von
ribosomalen Proteinen bei einigen Tumoren zu beobachten ist. [91] So zum Beispiel
bei Speiserdhren- und Magenkrebs, als auch Darmkrebs und
Bauchspeicheldrisentumoren. [29] [95] Eine verringerte Rpl-15 Expression flhrte
bei Bauchspeicheldriusentumoren zur Tumorprogression sowie erhohter Invasivitat
der Tumore. [95] Wenn eine verringerte Rpl15 Expression zu einer verstarkten
Proliferation fihren kann, so kann angenommen werden, dass ein Rpl15 knockdown

in unserem Screen mdglicherweise zum Uberlebensvorteil der Zellen fiihrte.

Die shRNA, die gegen das FOSL2 Gen gerichtet ist, war in dem Eosin Y-Screen zu
18 % angereichert. Die FOS- Genfamilie besteht aus vier Genen: FOS, FOSB,
FOSL1 und FOSL2. Diese Gene kodieren flr Leucin-Zipper-Proteine. Leucin-Zipper
Proteine stellen ein strukturelles Motiv von Proteinen dar, welches durch das
repetitive Auftreten von Leucin-haltigen Sequenzen charakterisiert ist. Leucin-Zipper
dienen als Transkriptionsfaktoren in dimerer Form. Die einzelnen Monomere
bestehen jeweils aus einer Leucin-Zipper Sequenz, welche flr die Dimerisierung
verantwortlich ist und einer Sequenz, welche die DNA mit hoher Affinitat erkennt und

bindet und somit flr Expression von bestimmten Zielgenen verantwortlich ist. [14]

Das Fosl2 (Fos-related antigen 2) gehort zu der AP-1 Familie (activator protein-1) der
Transkriptionsfaktoren und ist flr die Regulierung verschiedener Gene und Prozesse
verantwortlich, wie z.B. Tumore, pulmonale Fibrose und die Knochenentwicklung.
[67] [16] Auch konnte gezeigt werden, dass eine erhohte FOSL2 Expression mit
erhohter Invasivitat von Brustkrebs zusammenhangt. [75] Initial wurde es als
kanzerogenes Gen fir Huhnerfibroblasten (CEF-Zellen) identifiziert. [57] In einer
aktuellen Arbeit wird die zum FOSL2-Gen korrespondierende mRNA als target der
mir-597 (microRNA) postuliert, deren Uberexpression sowohl die Migration,

Proliferation als auch Invasion von Brustkrebszellen hemmt. [26]

94




Aufgrund der hohen Anreicherung der shRNA gegen sowohl Rpl15 als auch FOSL2,
ist zu untersuchen, ob diese beiden Gene wichtige weitere Angriffspunkte fur Zellen,
die mit Eosin Y und auch mit dem Strukturanalogon Merbromin behandelt werden,

sein konnten.

4.3.2. Merbromin-Screen

Es wurden zwei Screens mit Merbromin durchgefihrt. Da Merbromin toxischer ist als
Eosin Y, zeigten sich hierbei weniger Uberlebende Zellen und somit weniger Klone.
Insgesamt zeigt sich bei den Ergebnissen der Merbromin-Screens eine homogenere
Verteilung der shRNAs, die in den Klonen gefunden werden konnten. Im direkten
Vergleich beider Screens waren bei den jeweils 10 haufigsten shRNA jedoch keine
Ubereinstimmungen zu finden, sodass weitere Analysen der Ergebnisse durchgefiihrt
wurden und die Ergebnisse beider Screens miteinander verglichen wurden. Hierbei
fanden sich insgesamt 70 shRNA, die gegen verschiedene Gene gerichtet sind.
(siehe Abb. 3.19).

Bei genauerer Betrachtung dieser shRNA, wurden 10 Gene aufgrund der Hohe ihrer
shRNA Anreicherung, ihres doppelten Vorkommens oder ihrer korrespondierenden
Proteinaufgabe ausgesucht. Diese shRNA, waren mindestens um das zweifache in
beiden Merbromin-Screens angereichert und wurden in Tab. 3.1 aufgelistet. Im
nachfolgenden erfolgt eine kurze Charakterisierung der genannten Gentreffer mit

einer anschlieRenden Diskussion Uber die mogliche Relevanz.

Abcg1-Gen: Das Gen ABCG1 kodiert fur ein Protein aus der Familie der ABC-
Transporter. Abcg1 steht in diesem Fall fur ,ATP-binding cassette aus der subfamily
G member 1“. ABC-Transporter transportieren verschiedene Molekule nach intra-
und extrazellular. Dieses Protein ist unter anderem fir den Transport von

Makrophagen, Cholesterin und Phospholipiden verantwortlich. [72]

Ches1(=FOXN3)-Gen: Das FOXN3-Gen kodiert fur das Forkhead box protein N3.
Die Expression des checkpoint suppressor 1 (CHES1, auch bekannt als FOXN3) ist

in vielen unterschiedlichen Tumoren reduziert. Er fuhrt unter anderem zur Reduktion

von Proteinsynthese in Tumorzellen. [30] Es wurde publiziert, dass FOXN3 die
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Zellproliferation Uber die Verringerung der Expression von E2F5 in Leberkrebs
inhibiert. [82]

Csf2-Gen: Das Csf2-Gen assoziierte Colony stimulating factor 2-Protein auch
bekannt als GM-CSF Protein ist fir die Proliferation und Differenzierung von
verschiedenen Granulozyten und Monozyten insbesondere Makrophagen und
Eosinophile verantwortlich. Das Zytokin arbeitet Uber die Transkriptionsfaktoren
STAT3/ STATS. [42]

Dnmt2-Gen: Dieses Gen kodiert fur eine tRNA-Methyltransferase, die speziell fir die
Methylierung von Cytosin in tRNA verbunden mit Aspartat, Valin und Glycin:
tRNAAsp(GTC), tRNAVal(AAC) and tRNAGIy(GCC) verantwortlich ist. [22]

Map2k7-Gen: Die MKK7 (=Proteinprodukt des Map2k7-Gens), welche fur eine

mitogen-aktivierte kinase kinase 7 steht, fungiert zusammen mit der MKK4 als

upstream Signal der JNK-Familie und ist auf diese Weise in verschiedene Prozesse,

wie z.B. Proliferation, Differentiation, Apoptose und Tumorentstehung beteiligt. [39]

Nr2c1-Gen: Der testicular receptor 2 (TR2) ist das Protein, flr welches das Nr2c1-
Gen kodiert. Er ist Teil der Nuklearrezeptoren und fungiert als Transkriptionsfaktor.
Dieser interagiert bekannter Weise mit Klasse | und Klasse |l Histon-Deacytelasen.
[21]

Psen2-Gen: Dieses Gen kodiert fur das sogenannte Presenelin 2 Protein, welches
ein Bestandteil von Gamma-Sekretasen ist. Bei Patienten mit Alzheimer sind haufig
Mutationen in Presenelin und APP-Proteinen beschrieben. Gamma-Sekretasen sind
integrale Membranproteine, die innerhalb der Transmembrandoméane ihre
Proteasewirkung entfalten. Es wird auch beschrieben, dass Gamma-Sekretasen an
der Abspaltung von Notch-Rezeptoren verantwortlich sind. [94]
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Skp2-Gen: Das Skp2-Gen kodiert fur das S-Phase-Kinase associated protein 2. Skp2
ist die Substrat-rekrutierende Komponente, des SCFSkp2-Komplexes. Das Ubiquitin-
Proteasom erkennt und baut Proteine ab, die zuvor durch die Aktivitat von drei
Enzymen markiert wurden. E1 (ubiquitin aktivierendes Enzym), E2 (ubiquitin
konjugierendes Enzym) und E3 (ubiquitin Ligase). Die Ligase interagiert mit dem
Zielsubstrat. Skp2 erkennt p27 und p21 und baut diese Uber den SCF-Ubiquitin-
Ligase Komplex ab. Skp2 fungiert als Onkogen. So kann eine Uberexpression in

vielen verschiedenen Tumorarten beobachtet werden. [86]

Tyk2-Gen: Das Tyk2-Gen kodiert fur eine Anzahl an Tyrosinkinasen, den
sogenannten Januskinasen. Diese sind in der Phosphorylierung von IFN-alpha und
IFN-beta Rezeptoren involviert und beeinflussen somit den IFN-gamma signaling
pathway. [80]

Ube2b-Gen: Das Ube2b-Gen (auch HR6B) kodiert flr eine Anzahl von Proteinen aus
den Ubiquitin-konjugierenden Enzymen E2 und ist flr die postreplikative Reparatur
von DNA-Schaden verantwortlich. [51]

Anhand dieser Genprofile kann festgehalten werden, dass all diese Gene in wichtige
Prozesse flr den Zellzyklus, z.B. Proteintranslation, Proteolyse, Differenzierung
sowie Zellzyklusprogression involviert sind. Ein besonderes Interesse gilt hierbei

folgenden Genen:

Das Skp2-Gen kodiert fiir das Skp2 in der E3 SCF"2-Ubiquitin-Ligase, was einen
wichtigen Abbaukomplex von p27 und p21 darstellt. Wenn p21 und p27 nicht mehr
abgebaut werden konnen, hatte dies eigentlich zur Folge, dass der Zellzyklus
arretiert und sich dadurch weniger Zellen teilen. In diesem Fall fuhrte die Erh6hung
der p27 und p21 Level jedoch zu einem Uberlebensvorteil. Merbromin flhrte
abgesehen von seiner Wirkung als direkter Cdk2-Aktivator auch zur teilweisen
Aufhebung der Inhibierung von Cdk2 durch p27. Wenn Merbromin p27 aus der Cdk2
Bindung herausdrangt, wird das freie p27 fiir den Abbau durch die E3 SCFS*P%.
Ubiquitin-Ligase erleichtert zuganglich. Das Verhindern dieses Abbaus scheint die

Apoptose der Zellen zu verhindern. Welche Rolle spielt das freie p27 in der Zelle?
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Das p27 muss in der Regel initial an Tyrosin 88 (Y88) phosphoryliert werden,
hierdurch verliert es seine Bindefahigkeit und Inhibitorfahigkeit zu Cdk2 und kann von
Cdk2 an Threonin 187 phosphoryliert werden um von der SCFSkpZ-Ubiquitin—Ligase
erkannt und abgebaut zu werden. Erst wenn die Cdks nach der Mitose inaktiviert
werden, kann p27 in der Regel wieder akkumulieren. [23] Eine Phosphorylierung von
p27 an Threonin 157 und 198 durch PKB/Akt Kinasen fuhrt dazu, dass p27 eine
Komplexbildung von Cyclin D mit Cdk4 und Cdk6 férdern kann, denn im Gegensatz
zu anderen Cyclin/Cdk Paaren bindet das Cyclin D nicht spontan an seine
zugehdrigen Cdks. [83] BekanntermalRen flhrt eine p27 Stabilisierung zur einer
Verzogerung der Zellzyklusprogression. [81] FUhren erhohte p27 Level vielleicht zu
einer Verlangerung der G¢-Phase? Wirkt diese Verlangerung sich gegebenenfalls
positiv auf mdgliche nicht physiologische Veranderungen aus, die durch die
zusatzliche Zeit in der G4-Phase angegangen werden kdnnen? Kann hierdurch die
Apoptose verhindert werden? Diese Moglichkeit kdonnte leicht durch Experimente
untersucht werden, durch die die Lange der einzelnen Zellphasen unter Merbromin-
Behandlung gemessen werden kann. Zu erreichen ist dies durch fluoreszierende
Biomarker, die sich Zellphasenspezifisch verandern wahrend einer zeitlichen
mikroskopischen Aufnahme (time lapse-imaging).

Es besteht auch die Mdglichkeit, dass Merbromin den nuklearen Export von p27
fordert. Durch eine Phosphorylierung an Serin 10 kann das p27 von CRM1 in das
Zytosol abtransportiert werden, wo es keine nuklearen Wirkungen mehr haben kann.
[32] Ein verminderter Abbau durch die Inhibierung von SCF*? fiihrt dann dazu, dass
aufgrund eines p27 Uberangebots wieder mehr p27 im Nukleus vorliegt, und daher
die Zellzyklusmaschinerie weiter funktionieren kann. Genannte Uberlegungen
konnten verifiziert werden, indem die unterschiedlichen Phosphorylierungszustande

von p27 unter Merbromin-Einfluss untersucht werden.

Das HR6B Protein (Ube2b-Gen) spielt eine wichtige Rolle in der postreplikativen
Reparatur von DNA-Schaden. Ein S-Phase-Arrest, so wie Merbromin ihn bei den
behandelten Zellen bewirkt, wird durch einen unreparierten DNA-Schaden
hervorgerufen und Ublicherweise durch die postreplikativen Reparaturmechanismen
uberwunden. HRG6B ist ein homologes Gen beim Saugetier zum Rad6-Gen. Das
HR6B akzeptiert das Ubiquitin vom E1-Komplex und katalysiert die Bindung an
diverse Proteine. Zusammen mit der E3-Ligase BRE1 spielt es eine wichtige Rolle in

98




der Regulation der Transkription durch eine Monoubiquitinierung von Histon H2B. Mit
der E3-Ligase Rad18 bildet es einen Komplex, der das PCNA Protein ubiquitiniert.
[61] Das PCNA Protein ist bekanntermalden ein Protein, dass wahrend der DNA-
Replikation die DNA wie einen Ring umschlie3t und die schnelle und ungestorte
DNA-Replikation fordert, indem die DNA-Polymerasen daran binden kénnen. Wird
das PCNA abgebaut erfolgt ein sofortiger Replikationsstopp. So stellt das Protein
zum HRG6B Gen einen wichtigen Kontrollpunkt wahrend der DNA-Replikation dar. Es
scheint einleuchtend, dass ein Ausfall dieses Proteins den S-Phase-Arrest, den
Merbromin verursacht, wieder aufzuheben vermag. Nachfolgend an diese Arbeit

sollte daher der Einfluss von Merbromin auf das HR6B Protein untersucht werden.

Wie bereits erwahnt, konnte ein High-Throughput-Screen von Ibanez et al. [31]
zeigen, dass Merbromin ebenfalls als Pan-Inhibitor von verschiedenen Protein-
Methyltransferasen wirksam ist. Das Dnmt2-Gen kodiert fur eine tRNA-
Methyltransferase. Inwiefern der knockdown von Dnmt2 zu einem Uberlebensvorteil

fir durch Merbromin sterbende Zellen fiihren kann, sollte weiter untersucht werden.

Forkhead-Box Proteine sind Proteine, die sich an bestimmte Stellen der DNA heften
und so die Transkription verschiedener Gene beeinflussen. Es ist bekannt, dass
CHES1 (FOXN3) in vielen Tumorzellen verringert exprimiert wird. Als
Transkriptionsfaktor fungiert es hauptsachlich als Gen-Inhibitor. Es konnte gezeigt
werden, dass das Tumorwachstum durch das CHES1-Gen inhibiert werden konnte.
[30] Das FOXN3 Protein wurde ebenfalls als CHES1 (checkpoint suppressor 1)
bezeichnet, da ihm eine Funktion als Regulator des G-Kontrollpunktes nachgesagt
wird. Es bewirkte eine Rekonstitution des Gy-Kontrollpunktes durch seine
Expression. [61] Es ist daher verstandlich, dass durch den knockdown von CHES1,

die mit Merbromin behandelten Zellen einen Uberlebensvorteil aufweisen kénnten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Effekt von Merbromin als
zellregenerationsfordernde Substanz dahingehend gezeigt werden konnte, als das
Merbromin zu einer Promotion der G/S-Transition in vitro fihrt. Allerdings zeigt
Merbromin ein zelltoxisches Verhalten mit einem S-Phase-Arrest. Dieser Screen
liefert mdgliche Angriffspunkte an Genen und korrespondierenden Proteinen, die
dieser Toxizitat zugrunde liegen konnten. Die hier aufgefiihrten Gene sollten weiter
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untersucht werden. Maogliche weitere Versuche, die an die bisherige Arbeit
angrenzend Aufschluss Uber die Gentreffer geben konnen habe ich im Folgenden

erlautert.

Zu allererst sollten die Treffer verifiziert werden, indem z.B. die Zellen erneut mit den
einzelnen shRNA infiziert werden. Nach der Selektion von Zellen, die die shRNA
aufgenommen haben, sollte Uber eine Proteinanalyse (z.B: western-blot Methode)
der knockdown des betroffenen Proteins detektiert werden. Sollten die Zellen durch
ihren shRNA-knockdown wirklich ihre korrespondierende Proteinexpression verlieren,
sollten mit den einzelnen hergestellten Zelllinien die Versuche wiederholt werden, die
bisher in Mausfibroblasten zu einer Promotion der G4-S-Transition gefuhrt haben. So
sollten erneut Zellzyklusanalysen und die Quantifizierung der DNA-Synthese durch
BrdU untersucht werden. Wenn die BrdU Analyse dieser Zelllinien (mit einzelnen
shRNA infiziert) zu keinem Arrest des BrdU Signals in der S-Phase fuhren, kann
davon ausgegangen werden, dass der gesuchte Angriffspunkt gefunden werden
konnte. Da Eosin Y und Merbromin Strukturanalogon voneinander sind, sollten auch
die Gentreffer aus den Eosin Y-Screen weiter verifiziert und untersucht werden.
Anschliefend kann durch eine Kombinationstherapie aus mdglichen Protein-
Inhibitoren gemeinsam mit Merbromin getestet werden, ob verschiedene
Erkrankungen, bei denen die Zellregeneration gestort ist von einer Therapie in vivo

profitieren konnten.

5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit galt es Merbromin und Eosin Y als potenzielle
zellregenerationsfordernde  Substanzen zu  uberprufen. In einem  zuvor
durchgefuhrten High-Throughput-Screen konnten Eosin Y und Merbromin als Cdk2-
Aktivatoren identifiziert werden. Merbromin und Eosin Y sind Strukturanalogon
voneinander und unterscheiden sich nur darin, dass Merbromin quecksilberhaltig ist.
Cdk2 spielt eine wichtige Rolle fur das Voranschreiten des Zellzyklus und somit fur
die Zellteilung. Es ist also anzunehmen, dass Cdk2-Aktivatoren einen positiven
Einfluss auf die Zellregeneration haben. Um diese Annahme zu Uberprufen wurden in
vitro Versuche durchgefuhrt. In Wundverschluss-Assays wurde das Verhalten

bezlglich der Migration von Zellen unter Einfluss von Merbromin und Eosin Y
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untersucht. Im Vergleich zur Tragersubstanz zeigte sich bei Merbromin ein effektiver
Wundverschluss durch sich schneller annahernde Wundrander. Eosin Y zeigte
keinen signifikanten Unterschied. Um zeigen zu konnen, ob durch die Cdk2-
Aktivierung die Zellen tatsachlich einen beschleunigten Zellzyklus haben, wurden
Zellzyklusanalysen durchgeflihrt. Die Zellen wurden in der Gy -Phase synchronisiert
und dann wurde Merbromin bzw. Eosin Y appliziert. Es konnte gezeigt werden, dass
synchronisierte Zellen alleinig durch die Hinzugabe von Merbromin erneut in den
Zellzyklus eintreten konnten. Dies zeigte sich in Form von Zellen die vermehrt in die
S-Phase des Zellzyklus Ubergingen. Bei Eosin Y konnte dieser Effekt nicht
beobachtet werden. Um dieses Experiment mit Merbromin zu bestatigen und weiter
quantitativ zu analysieren wurden BrdU-Assays durchgefuhrt. BrdU ist ein Thymidin-
Analogon und wird bei sich teilenden Zellen in die DNA eingebaut, sodass durch die
Detektion von BrdU quantitativ die Synthese der Zellen dargestellt werden kann. Aus
Abb. 3.12 st ersichtlich, dass nur 6% der Zellen die 24 Stunden unter
Supplementfaktordeprivation stehen und in der Go-Phase synchronisiert sind BrdU
aufnehmen. Wohingegen eine 8-stlindige Hinzugabe von Merbromin dazu fuhrt, dass
im Durchschnitt 58% der Zellen das BrdU aufnehmen. Durch Merbromin kann also
die Synthese-Rate von ruhenden Zellen auf das zehnfache gesteigert werden. Nach
der Behandlung mit Merbromin gehen die Zellen zwar in die S-Phase Uber, es zeigt
sich jedoch, dass hier der Zellzyklus arretiert und die Zellen sterben. Um einen
Aufschluss Uber weitere Mechanismen des Zellzyklus zu erhalten, wurden
Proteinexpressionsanalysen mittels Western-Blotting durchgefuhrt. Hierbei wurden
bei synchronisierten Zellen mit und ohne Merbrominzugabe verschiedene Zellzyklus-
Proteine untersucht. Cycline weisen ein phasenspezifisches Auftreten auf, sodass
anhand ihrer Expression Veranderungen der Zellzyklus-Phasen aufgezeigt werden
konnen. So zeigten sich nach Hinzugabe von Merbromin die bei synchronisierten
Zellen in der Gp-Phase erniedrigten Cyclin A und Cyclin B1-Level wieder erhdht, was
auf einen Phasenwechsel hindeutet. Aus Abb. 4.1 ist ersichtlich, dass Cyclin B und
Cyclin A erst in spateren Phasen (S-Phase, G,-Phase) vorkommen. Zellen unter
Merbromin-Behandlung betreiben aber auch Apoptose, zu erkennen an dem PARP
Abbau (zweite Bande) und den erhdéhten p53-Leveln.

Die Cdk-Inhibitor-Proteine p27 und p21 wurden ebenfalls analysiert. Durch die

Hinzugabe von Merbromin zeigt sich ein proteolytischer Abbau von p27 und p21.
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Der proteolytische Abbau von p21 tritt jedoch zu einem spateren Zeitpunkt ein. Auch
die Abnahme von p21 und p27 bei synchronisierten Zellen nach Hinzugabe von
Merbromin bei gleichbleibenden Cdk2 Leveln deuten auf Zellprozesse hin, die dazu
flhren, dass die Zellen in die S-Phase Ubergehen.

Zusammenfassen konnte also gezeigt werden, dass Merbromin als Cdk2-Aktivator
dazu fuhrt, dass Mausfibroblasten unter Merbromin-Behandlung vermehrt eine G4-S-
Promotion vollziehen, dann aber in der S-Phase arretieren und sterben. Bei Eosin Y
konnte dieser Effekt in vitro nicht gezeigt werden.

Um zu untersuchen welche molekularen Mechanismen eine Rolle fur die Toxizitat
bzw. den S-Phase-Arrest spielen wurde ein shRNA-Screen durchgefuhrt, bei dem
nach denjenigen shRNA gesucht wurde, die durch den entsprechenden knockdown
des Proteinprodukts zu einem Uberlebensvorteil der Zellen fiihren. Dieser Screen
wurde ebenfalls mit Eosin Y durchgefihrt.

Die Ergebnisse des Screens umfassen Gene, die fur die Proliferation und
Differenzierung von Zellen verantwortlich sind, sowie Gene welche die
Ubiquitinierung betreffen, als auch Gene die fur die Kontrollpunkte des Zellzyklus
wichtig sind. Weitere Analysen bezogen auf diese Ergebnisse sollten in Zukunft
durchgefuhrt werden. Auch sollte nach weiteren weniger toxischen metallhaltigen
Strukturanaloga gesucht werden, die ahnliche zellulare Effekte aufweisen, denn in
Zukunft konnten zellregenerationsfordernde Substanzen Ansatzpunkte fir die
klinische Anwendung bei verschiedensten Erkrankungen sein, die durch eine

gestorte Zellregeneration hervorgerufen werden.
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9. Anhang

Gene enthalten in der Cancer 1000 Bibliothek

Gene 1-100

Abcb11 Alb1 Bard1 Cart Cdc45l
Abcb1a Amph BC037006 Casp2 Cdchl
Abcb4 Anxa1l BC051665 Casp3 Cdc6
Abcb7 Ap1s2 Bcar3 Cast Cdc7
Abcb8 Apaf1 Bcas2 Cat Cdh1
Abcb9 Apbb3 Bcl212 Catnb Cdh10
Abcc3 Apc Bcl3 Ccl20 Cdh15
Abcg1 Apoa1 Biklk Ccm1 Cdh2
Abcg2 Apod Bmi1 Ccna2 Cdh7
Acas?2 App Bmp1 TLL2 Ccnb2 Cdh8
Actr8 Appbp2 Bmp10 Ccnd1 Cdk10
Adprt1 Araf1 Bmp15 Ccnd2 Cdk5
Al839562 Areg Bmp3 Ccne2 Cdk6
Aif1 Arg2 Bmp5 Cenf Cdk8
Akr1b7 Arpcila Bmp6 Cd44 Cdkn1b
Akr1b8 Atm Brca1 Cdc25a Cdkn2b
Akr1c12 Atr Brca2 Cdc25¢c Cdkn2d
Akr1c13 AW551984 Bre Cdc2a Cebpg
Akt2 Bag1 Btf3 Cdc42 Ches1
Akt3 Bak1 Bub1b Cdc42ep3 Ckap4
Gene 101 - 200

Ckn1 Csf1r Cyp24a1 Dpyd Eno2
Clcab Csf2 Cyp27a1 DRIM Ep300
Cldn1 Csrp1 Cyp2c44 Dtx1 Ephb1
Cldn11 Cst6 Cyp2g1 E2f3 Eps8
Cldn4 Ctgf Cyp2s1 E2f4 Erbb2
Clns1a Ctsb Cyr61 E2f6 Erbb3
Col11a1 Ctsc Cyt1 Ecgf1 Erbb4
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Col12a1 Ctsd D15Ertd366e Edg1 Ercc1
Col17a1 Ctse Dcc Edg2 Ercc3
Col19a1 Ctsg Dck Edg5 Ercc4
Col4a4 Ctsh Dcn Efna2 Ercch
Col5a1 Ctsk Dctd Efnab Ercc6
Col5a2 Ctso Ddr2 Egfr Erf
Col6a3 Cxcl5 Ddx11 Egr2 Ets2
Col9a1 Cycs DIl Eif3s3 Etve
Col9a3 Cyct Dnajc3 Eif3s6 Ewsr1
Crkl Cyp17a1 Dnm1 Eif4e Exo1
Crsp3 Cyp19a1 Dnmt2 Elk3 F2r
Cse1l Cyp1ai Dnmt3b Emp1 F3
Csf1 Cyp1b1 Dpf2 Eno1 F8
Gene 201 - 300

Fabp7 Fkbp5 Gm1841 Hif1a 119
Fap Fos Gpr34 Hgf 116
Fhit Gm1960 Hmmr [11b 7
Fkbp4 Gpnmb Hrg 1120 113
Fasn Fosl1 Gpx2 Ibsp Ik
Fbl Fosl2 Grb10 ldb2 lk-2
Fgf10 Frk Grb7 ler2 Ing1
Fgf14 Fxyd2 Gstm1 Ifna2 Ins1
Fgf15 Fyn Gstm2 Ifnab Ins2
Fgf16 Fzd7 Gstm4 Ifna9 Insl5
Fgf17 G3bp Gstmb Ifna12 Insl6
Fgf23 Gadd45a Gstp1 Ifna13 Insr
Fgf3 Gadd45¢g Gstt2 Ifng Irf1
Fgf4 Gata3 Guk1 Igf1 Irs1
Fgf5 Gja1 Hat1 lgf1r Irs4
Fgf6 Gja5 Hbs1l Igf2r Itga3
Fof7 Gli2 Hck lgfbp1 Itgav
Fgfr2 Gli3 Hdac1 Igfbp3 Itgb3
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Fgfrd Glo1 Hdac2 Igfbp5 Itgb4
Fgr Glul Hdac3 Igfbp7 Ivns1abp
Gene 301 - 400

Jag1 Loh11cr2a Mc3r Mre11a Nme1
Jag2 Lyn Mcm10 Mrps30 Nme2
Jun Mad Mcm3 Mst1r Nol3
Jup Mafg Mcm6 Muc1 Notch4
Kai1 Mafk Mdm2 Mug2 NrOb1
Klk10 Map2k1 Met Mx2 NrOb2
Klk11 Map2k2 Mfge8 Myb Nr1h3
KIk5 Map2k3 MGI:1351330 Myc Nr1h4
Kntc2 Map2k4 MGI:1351465 MYC Myc Nr1i3
Krt1-10 Map2k5 MGI:2447303 MYLK Nr2c1
Krt1-13 Map2k6 Mif Nans Nr2c2
Krt1-18 Map2k7 Mmp11 Nbl1 Nr2e1
Krtcap1 Mapk1 Mmp13 Ncoa2 Nr2e1
Lasp1 Mapk10 Mmp14 Ncoa3 Nr2e3
Lcn2 Mapk12 Mmp17 Ncor2 Nr2f1
Lep Mapk3 Mmp19 Ndph Nr3c1
Lgals4 Mapk4 Mmp1a Ndufa6 Nr3c2
Lgals6 Mapk8 Mmp7 Nek4 Nrda1
Lgals9 Mapk9 Mmp9 Nefl Nrda2
Lif Max Mpl Neurod1 Nr5a2
Gene 401 - 500

Nr6a1 OIfr1366 Parp1 Plat Prkcn
Nras OIfr295 Pcaf Polr2b Prkcq
Nrg1 OIfr301 Pcna Plaur Prkdc
Ntsr1 Olfr307 Pdcd1 Plg Prkr
Nudt1 OIfr313 Pdcd10 Polb Prl
Nudt4 OlIfr419 Pdcd2 Pole3 Prir
Nudt5 OIfr531 Pdcd4 Ppap2b Prss18
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Numb OIfr95 Pdcd4 Pparg Psen2
Odz1 Opn4 Pdcd4 Ppid Psg17
Ofd1 Opn5 Pdcd5 Ppp2r2b Psip1
OIfr113 Orc1l Pdcd6 Ppp2r4 Psmb8
Olfr114 Orc2l Pdgfb Prdx1 Psmd9
Olfr116 Orc3l Pea15 Prdx2 Pstpip2
Olfr125 Orcd4l Pecam1 Prdx3 Ptch1
Olfr126 Orc5l Pfn1 Prkca Ptgfr
Olfr127 Osm Pgalyrp1 Prkcb1 Ptk2b
OIfr1705 Oxct1 Pgalyrp4 Prkcd Ptk9
Olfr1707 Oxtr Pgar Prkce Ptpn1
Olfr1709 Pam Pip Prkci Ptprf
OIfr1350 Pap Pip5k2b Prkcm Rab35
Gene 501 - 600

Rab9 Serpinb2 Sox4 Syt1 Tm4sf1
Rac2 Serpinb5 Sox5 Tacstd2 Tnc
Rhag Serpini2 Sox8 Taz Trp73
Rhoa Sfrp1 Sparc Tceal Tsg101
Rhoe Sfrp5 Spock1 Tceb2 Tnfaip2
Rhoh Sgk SGK Src Tcf21 Tnfrsf10b
Ripk1 Sh2d3c Sstr1 Tcf4 Tnfrsf18
Rpl10a Shbg Sstr2 Tcfap2a Tnfrsf1a
Rpl15 Siat7b Sstr3 Terf1 Tnfrsf4
RPL7A Sirtd Stat1 Tert Tnfrsf8
Rps4x Skp2 Stc2 Tcfap2a Tnfrsf9
Rraga Sin Stk17b THf1 Tnfsf10
Rras2 Smad4 Strap Tfrc Tnfsf4
Ruvbl1 Smarca2 Stx18 Tgfb3 Tnfsf6
Ruvbl2 Smarca3d Stx5a Tgfbr2 Tob2
S100a10 Smarca3 Stx5a Thbs2 Top2a
S100a3 Sncg Sult1b1 Thra Tpd52
S100a4 Sox13 Sult1e1 Tieg1 Tpm4
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S100a8

Sox15

Sult2a1

Timp4

Tram1

Scgb1a1

Sox30

Syk

Tk2

Trfr2

Gene 601-700

Trim31

Zfp217

Trp53

Zfp3611

Tsg101

Ttcd

Txn2

Tyk2

Tyms

Ubadc1

Ube2b

Uhrf1

Usp5

Vdr

Wasf2

Whnt1

Wnt10b

Wnt11

Wnt2

Whnt5a

Wnt7a

Wnt8b
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