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Zusammenfassung/Summary

ZUSAMMENFASSUNG

Krebserkrankungen sind weltweit die zweithaufigste Todesursache in Industrie-
nationen. Neben der chirurgischen Entfernung und chemotherapeutischen Be-
handlung des Tumors ist Bestrahlung die wichtigste Therapieform, die heutzutage
ca. 60% der Patienten erhalten. Diese sprechen allerdings unterschiedlich auf die
Strahlentherapie an. Auf der einen Seite gibt es gut heilbare Patienten mit relativ
strahlensensiblen Tumoren. Andererseits jedoch kann Patienten mit sehr strahlen-
resistenten Tumoren mittels Bestrahlung meist nicht geholfen werden. Der
strahlenresistente Phanotyp bestimmter Zellen eines Tumors ist schuld an der
Erfolglosigkeit der Therapie bzw. das Nicht-Ansprechen darauf. Man nimmt an,
dass das Ergebnis der Therapie hauptsachlich davon abhangt, wie hoch das
Potential der Strahlung ist, Wachstum, Proliferation und Uberleben ganz bestim-
mter Krebszellen zu kontrollieren. Diese Zellen werden Tumorstammzellen (TSZ)
oder Tumor-initierende Zellen genannt. Basierend auf experimentellen Studien
geht man davon aus, dass der Anteil von TSZ am Tumorvolumen in unter-
schiedlichen Tumorentitaten variiert, und im Allgemeinen relativ gering ist. Laut der
Tumorstammzell-Hypothese hangt die individuelle Strahlenantwort von Tumoren
von TSZ ab, da diese anscheinend langsam replizierenden Zellen die Fahigkeit
besitzen, Tumore (also auch Rezidive) zu initieren, sowie - wie normale Stamm-
zellen - die Fahigkeit, sich selbst zu erneueren und die heterogenen Abstam-

mungslinien eines Tumors zu generieren.

In der Strahlentherapie spielt neben der Existenz von TSZ auch die strahlenindu-
zierte Aktivierung des Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) und seinen
downstream Signalkaskaden, wie z.B. dem Phosphoinositid-3 Kinase (PI13K)/Akt
Signalweg, dem mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweg und dem
JAK/STAT Signalweg eine wichtige Rolle. Hierbei ist der PI3K/Akt Signhalweg
zentral fur das Uberleben von Tumorzellen nach Bestrahlung. Die Aktivierung von
Akt fahrt zur Aktivierung der katalytischen Untereinheit der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PKcs). Dieses Enzym ist malRgeblich an der Reparatur von
strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen durch das Nicht-homologe end
joining (NHEJ) beteiligt.



Zusammenfassung/Summary

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von TSZ fir die Strahlenresistenz

radioselektierter Klone von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzellen (NSCLC) und

Brustkrebszellen zu untersuchen. Des Weiteren sollte die Beteiligung des EGFR-

abhangigen PI3K/Akt/DNA-PKcs Signalings an mdoglicherweise TSZ-vermittelter

Strahlenresistenz beleuchtet werden. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Es konnten strahlenresistente Tumorzellpopulationen der Linien A549
(NSCLC) und SK-BR-3 (Brustkrebs) mittels eines Radioselektionsprozesses

in vitro isoliert werden.

Radioselektierte Zellen zeigten eine verlangerte Verdopplungszeit sowie
eine verringerte Koloniebildungseffizienz, was wahrscheinlich der Biologie

von TSZ entspricht.

Von den untersuchten potentiellen TSZ-Markern CD133, Oct-4, Sox2 und
Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) war einzig die Expression des embryo-
nalen Stammzellmarkers Oct-4 in den radioselektierten Brustkrebszellen
SK-BR-3 erhoht. Fur A549 Zellen konnte jedoch gezeigt werden, dass eine
erhdhte Aktivitat der ALDH, nicht aber eine veranderte Proteinexpression, in

Zusammenhang mit Strahlenresistenz steht.

Weiterhin konnte in Bezug auf diese Strahlenresistenz ein Zusammenhang
zwischen ALDH-Aktivitat und PI3K-Signalweg hergestellt werden.

Mittels siRNA konnte eine gegensétzliche Wirkung von ALDH1 und ALDH2
auf das Uberleben von Tumorzellen nach Bestrahlung gezeigt werden.
Wahrend die ALDH1-Expression einen Vorteil flir die untersuchten Zellen

darstellte, bedeutete die ALDH2-Expression hier einen Nachteil.

Die Strahlenresistenz der radioselektierten A549 Zellen wurde teilweise
durch eine EGFR/PI3K/DNA-PKcs-abhéngige DNA-Doppelstrangbruch-

reparatur vermittelt.



Zusammenfassung/Summary

Aufgrund der in dieser Studie erzielten Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass
das gezielte Targeting des PI3K/Akt Signalwegs und der ALDH1 wichtige
Vorgehensweisen in der Uberwindung TSZ-vermittelter Resistenz von Tumoren

wahrend der Strahlentherapie darstellen konnten.



Zusammenfassung/Summary

Summary

Cancer is the second leading cause of death in industriated nations. Besides
surgury and chemotherapy, radiotherapy (RT) is an important approch by which
about 60% of patients are treated. The response of these patients to RT is very
heterogenous. On the one hand, there are patients with tumors which are
radiosensitive and can be cured, but on the other hand patients bear tumors which
are quite resistant to radiotherapy. A Radioresistant phenotype of tumor cells
causes treatment failure consequently leading to a limited response to
radiotherapy. It is proposed, that radiotherapy outcome mainly depends on the
potential of radiation on controlling growth, proliferation and survival of a specific
population of tumor cells called cancer stem cells (CSCs) or tumor-initiating cells.
Based on experimental studies so far reported it is assumed that the population of
CSC varies in tumors from different entities and is relatively low compared to the
tumor bulk cells in general. According to the CSC hypothesis, it might be
concluded that the differential response of tumors to radiotherapy depends on CSC
populations, since these supposedly slow replicating cells are able to initiate a
tumor, to self renew indefinitely and to generate the differentiated progeny of a

tumor.

Besides the role of cancer stem cells in radiotherapy response, ionizing radiation
(IR) activates the epidermal growth factor receptor (EGFR) and its downstream
signaling pathways such as phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt, mitogen-
activated protein kinase (MAPK) and Janus kinase/Signal Transducer and
Activator of Transcription (JAK/STAT) pathways. Among these pathwas, PI3K/Akt
is one of the most important pathways involved in post-irradiation survival:
Activation of Akt results in activation of DNA-dependent protein kinase, catalytic
subunit (DNA-PKcs). DNA-PKcs is a core enzyme involved in repair of IR-induced
DNA-double strand breaks (DNA-DSB) through non-homologous end joining
(NHEJ).

The aim of the present study was to investigate the role of CSCs in resistance of
radioselected subclones of non-small cell lung cancer (NSCLC) and breast cancer
cells to irradiation. Additionally, the role of EGFR dependent PI3K/Akt/DNA-PKcs

VI



Zusammenfassung/Summary

signaling in the context of CSC-mediated radiotherapy resistance was investigated.

The following major results were obtained:

1) Radioresistant tumor cells from NSCLC-A549 cells as well as SK-BR-3
breast cancer cells could be isolated in vitro by a radioselection

process.

2) In line with the proposed CSC biological behaviors radioselected cells
presented extended population doubling time and decreased plating

efficiency.

3) Among identified potential CSC markers such as CD133, Oct-4, Sox2
or aldehyde dehydrogenase (ALDH) expression, solely expression of
the embryonic stem cell marker Oct-4 was increased in the radio-
selected SK-BR-3 cells. However, increased ALDH activity but not
enhanced ALDH protein expression was associated with radioresis-

tance of A549 cells.

4) Respectively, ALDH activity was found to be involved in radio-

resistance partially through PI3K pathway.

5) Using an siRNA approach, a differential effect of ALDH1 vs ALDH2 in
terms of post-irradiation survival of tumor cells was demonstrated. In
this context and in contrast to the role of ALDH2 a prosurvival effect of
ALDH1 could be observed.

6) Radioresistance of IR-selected tumor cells was partially mediated
through EGFR/PI3K/DNA-PKcs-dependent accelerated repair of DNA-
DSBs.

Thus, based on the described major findings in this study it is proposed that

targeting of PI3K/Akt pathway and ALDH1 might be effective approaches towards
overcoming CSC-mediated radiotherapy resistance.

VIl
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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Krebs, Strahlentherapie und Therapieresistenz

Jedes Jahr werden in Deutschland etwa eine halbe Million Krebsneuerkrankungen
diagnostiziert, und aufgrund des zunehmenden Lebensalters wird diese Zahl weiter
ansteigen (Robert Koch Institut). Fur den gréf3ten Anteil krebsbedingter Todesfalle
ist bei Frauen nach wie vor Brustkrebs, bei Mannern Lungenkrebs verantwortlich.
Doch die altersstandardisierte Krebssterblichkeit geht im Allgemeinen seit Jahr-
zehnten zurlick, und mehr als die Halfte aller Patienten in Deutschland kann mo-

mentan mit dauerhafter Heilung rechnen (Deutsches Krebsforschungszentrum).

Dies ist nicht zuletzt auf die stetig verbesserte Behandlung der Patienten mit
moderner Strahlentherapie zurtickzufuhren, die neben der chirurgischen Entfer-
nung des Tumors und der Chemotherapie die wichtigste Therapieform bei Krebs-
erkrankungen darstellt. Eingesetzt wird heutzutage hauptséchlich hochenergeti-
sche Rontgenstrahlung aus linearen Teilchenbeschleunigern (linear accelerator,
Linac). Ungefahr jeder zweite Krebspatient erhalt eine oder mehrere Strahlen-
therapien, die entweder kurativ oder palliativ, sowie eventuell adjuvant (nach einer
Operation) oder neoadjuvant (vor einer Operation) angewendet werden. Auch die
Kombination Radiochemotherapie kommt haufig zum Einsatz, jedoch ist hierbei
der therapeutische Zugewinn eher gering [Tannock, 1996]. Da die maximal verab-
reichbare Strahlendosis durch Normalgewebsreaktionen limitiert ist, wird die nétige
Gesamtdosis standardmaRig in Fraktionen von 1,8 bis 2,0 Gray (Gy) aufgeteilt,
was dem umliegenden Normalgewebe Zeit gibt, sich zu erholen, und gleichzeitig
die Tumorzellen so stark wie mdglich schadigt [Joiner & Van der Kogel, 2009;
Withers, 1975].

Die Wirkung der Strahlentherapie beruht auf der indirekten oder direkten irrepara-
blen Schadigung der Erbsubstanz (deoxyribonucleic acid, DNA) durch ionisierende
Strahlung (IR), in deren Folge die Tumorzelle ihre Teilungsfahigkeit verliert oder
direkt zugrunde geht; insbesondere DNA-Doppelstrangbriiche (DNA-DSBs) spielen
hierbei eine Rolle. In einer durchschnittlichen Saugerzelle induziert eine Strahlen-
dosis von 1 Gy etwa 30 bis 40 DNA-DSBs, die im Normalfall gro3tenteils vom

DNA-Reparatursystem der Zelle repariert werden kdénnen [Joiner & Van der Kogel,

1



1. Einleitung

2009]. Weitere zu beobachtende DNA-Schaden nach IR sind DNA-Einzelstrang-
briiche, Basenschaden, DNA-Protein-Verbindungen und sogenannte bulky lesions,
d.h. Anh&ufungen verschiedener Schadensarten dicht nebeneinander. Das Ver-
standnis der Regulation von DNA-Reparaturprozessen in bestrahlten Tumorzellen
kann helfen, um gezielt im Sinne einer ,Targeted Molecular Therapy’ das Ergebnis
der Strahlentherapie zu verbessern [Golding et al., 2012; Pires et al., 2012].

Der Grund fur immer noch haufig auftretende Rezidive bzw. das Hauptproblem, mit
dem insbesondere die Chemo- und Strahlentherapie zu k&dmpfen hat, sind Resis-
tenzmechanismen der Tumorzellen, die es zu Uberwinden gilt - wie zum Beispiel
die oben erwahnten DNA-Reparatursysteme. Es konnte beobachtet werden, dass
strahlenresistente Cervixkarzinomzellen eine erhdhte Expression der Reparatur-
enzyme DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs), Ku70 und
Ku86 aufweisen [Beskow et al., 2009]. Auch andere Mechanismen und Gegeben-
heiten wie Repopulation wahrend Bestrahlungspausen [Baumann et al., 2003],
hypoxische Tumorareale [Overgaard, 2007], Entgiftung freier Radikale [Guo et al.,
2012] oder Veranderungen in Apoptose-Signalwegen [Cho et al., 2006; Friesen et
al.,, 1997], im Metabolismus [Soga, 2012] oder in der Zellzyklusregulation
[Anastasov et al., 2012] tragen zur intrinsischen Resistenz von Tumorzellen bzw.
Tumoren gegeniber Bestrahlung und/oder Chemotherapeutika bei. Zudem ent-

wickeln sich wahrend der Therapie nicht selten sekundare Resistenzen.

Seit einiger Zeit werden Tumorsubpopulationen mit intrinsischer Therapieresistenz
(und anderen bestimmten Eigenschaften) gerne unter dem Begriff ,Tumorstamm-
zellen® (TSZ) oder auch ,Tumor-initiierende Zellen“ zusammengefasst. Die Theorie
dieser besonders chemo- und strahlenresistenten Zellen [Alison et al., 2012;
Brunner et al., 2012] soll in Abschnitt 1.3 eingefuhrt werden. Ob man nun von
Tumorstammzellen reden méchte oder nicht, das Verstandnis von spezifischen,
resistenzvermittelnden Signalwegen strahlenresistenter Tumorsubpopulationen ist
von zentraler Bedeutung, um diese Zellen mittels molekularem Targeting in
Kombination mit Bestrahlung abzutéten, um so das Wiederauftreten der Krebs-
erkrankung zu verhindern. In diesem Zusammenhang spielen der Epidermale

Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, epidermal growth factor receptor) und EGFR-
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vermittelte Signalkaskaden, die im néchsten Abschnitt eingehend beschrieben

werden sollen, eine wichtige Rolle [Zips et al., 2008].

1.2 Der EGFR-PI3K-Akt Signalweg und die DNA-Reparatur

1.2.1 Der EGF-Rezeptor

Der EGFR (ErbB1/Herl) gehort zur ErbB-Familie der (Klasse 1) Rezeptor-Tyrosin-
kinasen (RTKSs), die eine Schlusselrolle in der Regulation von Zellwachstum, Zell-
Uberleben, Proliferation und Differentiation spielen, indem sie diesbezugliche
Signale von ausserhalb der Zelle an eine Vielzahl von intrazellulare Signaltrans-
duktionskaskaden weiterleiten. Neben ErbBl gehoéren ErbB2/Her2/neu, ErbB3/
Her3 und ErbB4/Her4 zur Familie der ErbB-Rezeptoren, alle vier sind durch eine
extrazellulare Ligandenbindungsdomane, eine Transmembrandomane und eine
intrazellulare Doméne - bei EGFR, ErbB2 und ErbB4 mit Tyrosinkinaseaktivitat -
charakterisiert [Ullrich & Schlessinger, 1990; Yarden, 2001]. Liganden des EGFR
sind zum Beispiel der Epidermale Wachstumsfaktor (epidermal growth factor,
EGF), TGF-a (transforming growth factor alpha) oder Amphiregulin; an ErbB3 und
ErbB4 binden verschiedene Neureguline [Yarden, 2001], wahrend aktuell keine
Liganden des ErbB2-Rezeptors bekannt sind.

Nach der Bindung eines Liganden kommt es zur Dimerisierung gleicher (Homo-)
oder unterschiedlicher ErbB-Rezeptoren (Heterodimerisierung) [Yarden, 2001].
Dieser Vorgang aktiviert die Tyrosinkinase der intrazellularen Domane der beteilig-
ten Rezeptoren, was zu Autophosphorylierung sowie Phosphorylierung anderer
Proteine fuhrt [Ullrich & Schlessinger, 1990]. EGFR-abhéngige Signalkaskaden,
die an der Regulation unzahliger verschiedener zellularer Mechanismen beteiligt
sind, sind zum Beispiel der Phosphoinositid 3-Kinase (PI13K)-Akt-, der Januskinase
(JAK)-signal transducer and activator of transcription (STAT)-, der rat sarcoma
(Ras)-mitogen-activated protein kinase (MAPK)- oder der Phospholipase C gamma
(PLCy)-Signalweg [Berclaz et al., 2001; Chattopadhyay et al., 1999; Waters et al.,
1996; Xia et al., 2002] (Abb. 1.1). Von besonderem Interesse fir die Krebs-
forschung sind diese Signalkaskaden in Zusammenhang mit der Regulation von
Metastasierung, Proliferation, Uberleben/Apoptose, Zellzyklus und Zellmotilitat

[Rodemann et al., 2007]. Nicht nur Ligandenbindung, sondern auch ionisierende
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Strahlung wie Rontgen- oder Gammastrahlung kénnen die Aktivierung des EGFR
und EGFR-vermittelten Signalwegen induzieren [Dent et al., 2003]. Es verwundert
nicht, dass die oben genannten Signalwege eine wichtige Rolle fur die Strahlen-
resistenz von Tumorzellen spielen [Zips et al., 2008]. Insbesondere fiir den PI3K-
Akt Signalweg konnte dies in verschiedenen Studien gezeigt werden [Brognard et
al., 2001; Gupta et al., 2002; McKenna et al., 2003; Toulany et al., 2007].

cell brane % = |
PI3K | & | GRB | [s0s | [ Ras |
e of o |
'PDK1/| [PDK2] Raf
v
B | Jak | | PLC |

|
el DNA-PK@K STlAT\ | Pi{c | g
ERK1/2

APOPTOSIS DNA-DSB
REPAIR
(t.L SURVIV%L SO i
RADIORESISTANGE DIFFERENTIATION, TRANSFORMATION,
PROLIFERATION SURVIVAL

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der EGFR (ErbB1l)-abhéangigen Signalkaskaden PI3K-
Akt, JAK-STAT, PLCy-PKC und Ras-Raf-MAPK. Die Dimerisierung und dadurch bedingte Aktivie-
rung des EGFR wird durch Liganden wie EGF oder ionisierende Strahlung (Rontgen- oder Gamma-
strahlung) induziert. Das EGFR-Netzwerk reguliert vielféltige Mechanismen wie Zelliberleben,
Apoptose, DNA-Reparatur, Proliferation, Differentiation oder Transformation, was letztendlich zum
Teil die erhdhte Strahlenresistenz von Tumorzellen bedingt (Rodemann et al., 2007).

In zahlreichen Tumoren ist der EGFR, wie auch ErbB2, Uberexprimiert oder mutiert
[Holbro & Hynes, 2004]. Solche Veranderungen kdnnen zu einer konstitutiven
Aktivierung des Rezeptors und nachgeschalteter Signalkaskaden wie z.B. des
PI3K-Akt Signalwegs fuhren, was UbermaRige Proliferation, verminderte Apoptose
und erhohte Resistenz gegenuber Strahlentherapie nach sich zieht [Akimoto et al.,
1999; Giralt et al., 2005; Lammering et al., 2003]. Der EGFR ist daher Gegenstand
zahlreicher Forschungsprojekte, in denen es darum geht, therapeutisch einsetz-
bare Inhibitoren zu finden. Bereits zugelassene Medikamente sind zum Beispiel die
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) Gefitinib (Iressa©) und Erlotinib (Tarceva®©), sowie

die monoklonalen Antikdrper Cetuximab (Erbitux©) und Panitumumab (Vectibix®©).
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1.2.2 PI3K und Proteinkinase B/Akt

Die ubiquitare Superfamilie der PI3-Kinasen wird in die vier funktionell und struktu-
rell unterschiedlichen Klassen | (A, B), Il und Ill, sowie die assoziierte Klasse IV
eingeteilt, zu der die Serin/Threoninkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated),
ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related), mTOR (mammalian target of
rapamycin) und DNA-PKcs gehdren. Im diesem Abschnitt soll nur auf die hetero-
dimeren Klasse IA PI3Ks eingegangen werden, die aus einer regulatorischen (p85,
85kDa) und einer katalytischen (p110, 110kDa) Untereinheit bestehen und durch
RTKs wie ErbB1 aktiviert werden. Dies geschieht zum Beispiel durch die Bindung
der phosphorylierten RTK an die Src homology-2 (SH2)-Doméne der regulatori-
schen Untereinheit p85 [Songyang et al., 1993], die anschlie3end die katalytische
Untereinheit p110 aktiviert [Carpenter et al., 1993], oder Uber das RTK-regulierte
G-Protein Ras, welches pl110 direkt aktiviert [Rodriguez-Viciana et al., 1994;
Sjolander et al., 1991].

Die aktivierte PI3K katalysiert die Phosphorylierung des in der Zellmembran ver-
ankerten Substrates Phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphat (PIP;) [Cantley, 2002].
Das Produkt, der second messenger Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat
(PIP3) rekrutiert die Proteinkinase B (PKB)/Akt zur Zellmembran [Andjelkovic et al.,
1997]. Hier erfolgt die Aktivierung von Akt durch Phosphorylierung an Thr308
durch die Proteinkinase PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1), die ebenso
durch PIP3 zur Zellmembran rekrutiert wurde [Alessi et al., 1997; Anderson et al.,
1998]. Seine vollstandige Aktivitat erlangt Akt jedoch erst durch die Phosphory-
lierung an Ser473, wobei noch nicht ganz geklart ist, welche Kinase(n) daftr
verantwortlich ist/sind. Sehr wahrscheinlich erfolgt die Phosphorylierung an Ser473
durch Autophosphorylierung [Toker & Newton, 2000] und/oder eine hypothetische
Kinase namens ,PDK2“ (phosphoinositide-dependent kinase-2), fir die verschiede-
ne Kandidaten, unter anderem auch die DNA-PKcs, vorgeschlagen wurden [Dong
& Liu, 2005; Feng et al., 2004].

Die von der PI3K lUber PDK1/PDK2 aktivierte Serin/Threoninkinase PKB/Akt phos-
phoryliert eine grofRe Zahl an unterschiedlichen Substraten und reguliert so eine
Reihe von wichtigen zellularen Funktionen wie Zelliberleben/Apoptose [Nicholson
& Anderson, 2002], Angiogenese [Kumar et al., 2005], Proliferation/Zellzyklus
[Chang et al., 2003; Lawlor & Alessi, 2001], Glukosemetabolismus [Wieman et al.,
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2007] oder Zellmigration [Park et al., 2006]. Einige der Substrate von PKB/Akt sind
in die transkriptionelle Regulation des Zelliiberlebens involviert [Song et al., 2005].
Es gibt drei PKB/Akt Isoformen: PKBo/Aktl, PKBB/Akt2 und PKBy/Akt3, wobei Aktl

und Akt2 am besten untersucht sind.

In vielen Tumoren sind Amplifikationen oder Mutationen der Gene, die fur PI3K
und Akt kodieren, zu beobachten [Liu et al., 2009]. Bedeutend sind zudem loss-of-
function Genmutationen oder Deletionen der Phosphatase PTEN (phosphatase
and tensin homolog) [Ali et al., 1999], ein Gegenspieler der PI3K und daher
Tumorsuppressor. Diese genetischen Veranderungen kdnnen, wie auch die schon
erwahnten Mutationen und Amplifikationen des EGFR oder ErbB2, zu einer

Uberaktivierung des PI3K-Akt Signalwegs und in Konsequenz zu Malignitat fuhren.

1.2.3 Die Non Homologous End-Joining DNA-DSB Reparatur

In Saugerzellen werden DNA-DSBs haupsachlich durch das sehr komplexe Non
Homologous End-Joining (NHEJ) repariert. Im Gegensatz zum alternativen Mecha-
nismus, der homologen Rekombination (HR), wird fir das NHEJ keine Matritze in
Form einer homologen DNA-Sequenz benétigt [Critchlow & Jackson, 1998]. Die
DNA-Enden der beschadigten Strdnge konnen direkt mit Hilfe von Reparatur-
enzymen zusammengefugt werden. Wie die Zelle entscheidet, ob reparable DNA-
DSBs uber den Mechanismus des NHEJ oder tUber den der HR repariert werden,
ist nicht ganzlich aufgeklart, ist aber grundsatzlich vom Zellzyklus abhéngig. Die
HR kann nur wahrend der spaten S-Phase und der G2-Phase des Zellzyklus
stattfinden, da hierfiir die Schwesterchromatide als Templat herangezogen werden
muss. Hingegen steht das NHEJ wéahrend des gesamten Zellzyklus zur Verfiigung,
findet aber meist wahrend der GO/G1-Phase statt [Takata et al., 1998]. Irreparable
DNA-Schaden leiten im Allgemeinen entweder die Apoptose oder den ,reproduk-
tiven Tod“ der betroffenen Zelle ein.

Das zentrale Reparaturenzym des NHEJ ist die DNA-PK, die aus den Unter-
einheiten Ku (Ku70/Ku80 Heterodimer) und der Serin/Threoninkinase DNA-PKcs
besteht [Dvir et al., 1992; Gottlieb & Jackson, 1993]. Tritt - zum Beispiel nach
Bestrahlung - ein DNA-DSB auf, erkennt und bindet Ku die freien Enden der DNA



1. Einleitung

[Ramsden & Gellert, 1998]. Nachfolgend wird die DNA-PKcs Uber deren N-
terminale Doméne an Ku gebunden und aktiviert [Davis et al., 2013; Gottlieb &
Jackson, 1993]. Die Autophosphorylierung der DNA-PKcs am sogenannten
+ABCDE-Cluster” (Serin/Threoninreste zwischen Position 2609 und 2647) und die
Phosphorylierung an Ser2056 spielen eine zentrale Rolle fur die erfolgreiche
NHEJ-Reparatur von DNA-DSBs [Chen et al., 2005; Ding et al., 2003; Povirk et al.,
2007]. Es konnte gezeigt werden, dass ionisierende Strahlung die Phosphory-
lierung von Thr2609 und Ser2056 induziert, und dass Mutationen an diesen Stellen
zu erhohter zellularer Strahlensensibilitat fuhren [Chan et al., 2002; Chen et al.,
2005; Nagasawa et al., 2011]. Im weiteren Verlauf des NHEJ phosphoryliert die
aktivierte DNA-PKcs unter anderem das Protein Xrcc4 (x-ray cross-complementing
4) [Leber et al., 1998], welches daraufhin einen Komplex mit der DNA-Ligase IV
bildet. Die Autophosphorylierung der DNA-PKcs fluhrt zu deren Dissoziation [Chan
& Lees-Miller, 1996], und ermdéglicht abschlieRend die Ligation der DNA-Enden
durch den DNA-Ligase IV/Xrcc4-Komplex [Junop et al., 2000].

1.2.4 Die Rolle des EGFR-PI3K-Akt Signalwegs fur die DNA-DSB Reparatur

Vor einigen Jahren konnten Toulany et al. [2006] in K-RAS,; Lungenkarzinom-
zellen zeigen, dass die Reparatur von IR-induzierten DNA-DSBs beeintrachtigt
war, nachdem der EGFR bzw. die PISK mit Hilfe des Tyrosinkinase-Inhibitors
BIBX1382BS bzw. LY294002 inhibiert wurde. Damit einhergehend war abh&ngig
von K-RAS,; jeweils eine Reduktion der IR-induzierten Phosphorylierung der DNA-
PKcs an Thr2609 zu beobachten. Es konnte zudem festgestellt werden, dass auch
die Hemmung des PI3K-Effektors Aktl mittels Inhibitor bzw. AKT1-siRNA zur
Reduktion der IR-induzierten Phosphorylierung der DNA-PKcs an Thr2609 und
Ser2056 und in Folge zu einer Beeintrachtigung der DNS-DSB-Reparatur fuhrte
[Toulany et al., 2006; Toulany et al., 2008]. Dies stand hierbei in Zusammenhang
mit erhohter zellularer Strahlensensibilitat. Auch die Daten anderer Gruppen
weisen darauf hin, dass die Strahlensensibilisierung, die durch Inhibition des PI3K-
Akt Signalwegs hervorgerufen wird, eine Folge beeintrachtigter DNA-DSB-
Reparatur und daraus resultierendem reproduktivem Zelltod sein kdnnte [Choi et
al., 2010; Golding et al., 2009; Kao et al., 2007]. Es scheint, als spiele Akt eine

wichtige Rolle in der Regulation des NHEJ. Tatsachlich gibt es Hinweise darauf,
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dass Akt direkt mit der DNA-PKcs interagiert [Toulany et al., 2012]. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass Akt die DNA-DSB-Reparatur tber drei Funktionen regulieren
kann: (a) Die Komplexbildung von Akt und der DNA-PKcs stimuliert die Bindung
der DNA-PKcs an Ku-markierte freie DNA-Enden, (b) die Komplexbildung von Akt
und der DNA-PKCcs aktiviert die DNA-PKcs, (c) die Stimulierung der Autophospho-
rylierung der DNA-PKcs durch Akt bewirkt deren Dissoziation, so dass die DNA-
Reparatur abgeschlossen werden kann.

1.3 Die Bedeutung von Tumorstammzellen in der Strahlentherapie

Die inzwischen meist frihzeitige Erkennung von Tumoren sowie verbesserte Be-
handlungsmdglichkeiten haben die Mortalitatsrate von Krebs im Allgemeinen zwar
gesenkt [Ferlay et al., 2007], dennoch stellt das immernoch haufige Auftreten von
Rezidiven nach Strahlen- und/oder Chemotherapie weiterhin ein grof3es Problem
dar. Hierfur werden verstarkt sogenannte Tumorstammzellen (TSZ) bzw. Tumor-
initiierende Zellen verantwortlich gemacht, denen Strahlen- und/oder Chemoresis-
tenz nachgesagt wird [Alison et al., 2012; Brunner et al., 2012]. Obwohl kontrovers
diskutiert, legen dennoch zahlreiche Daten aus verschiedenen Tumorentitaten die
Strahlenresistenz von TSZ nahe. So identifizierten Phillips et al. [2006] strahlen-
resistente Brustkrebszellen, die Charakteristika von TSZ aufwiesen - wie das
Wachstum in sogenannten Mammospharen und die Expression des Stammzell-
markers CD44 (CD = cluster of differentiation) bei gleichzeitig fehlender oder
niedriger Expression von CD24 (CD44'/CD24"°"-Phanotyp). Weiterhin wurden
strahlenresistente TSZ z.B. in Glioblastomen [Bao et al., 2006; Facchino et al.,
2010], nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzellen [Lundholm et al., 2013], Prostata-
karzinomzellen [Wang et al., 2012] oder Kopf-Hals-Tumoren [Chen et al., 2009]
gefunden. Bei in vitro Experimenten mit Tumorsphéaren ist allerdings zu beachten,
dass dreidimensionales Wachstum an sich schon die Strahlensensitivitat von
Zellen beeinfluRen kann [Storch et al., 2010].

Dass die Anzahl an TSZ (definiert als Zellen, die fahig sind einen neuen Tumor zu
initiieren) in einem gegebenen Tumor die lokale Tumorkontrolle nach Bestrahlung
bestimmt, war eine grundlegende Erkenntnis im Bereich der Radioonkologie, die
durch in vivo Transplantationsassays gewonnen wurde [Baumann et al., 2009]. Die

vollstdndige Remission einer Krebserkrankung bzw. permanente lokale Tumor-
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kontrolle versprechen sich Verfechter der Tumorstammzelltheorie daher nur durch
das Abtoten aller TSZ wéahrend der Therapie [Baumann et al.,, 2008; Dingli &
Michor, 2006] (Abb. 1.2).

Therapie gegen
Tumorstammzellen
gerichtet

Tumor verliert
Fahigkeit, neue
Zellen zu bilden

Therapie gegen
“bulk” - Zellen
gerichtet, TSZ

Uberleben

Tumor

degeneriert

Relapse

Abb. 1.2: Die Bedeutung von TSZ fir die Krebstherapie schematisch dargestellt. (nach Reya
et al., 2001)

Zellulare Mechanismen, durch die sich Tumorstammzellen der Strahlentherapie
entziehen konnen, sind vielfaltig. Verschiedene Studien legen nahe, dass dafur
zum Beispiel eine effektivere Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schaden
[Bao et al., 2006; Duru et al., 2012; Facchino et al., 2010; Wang et al., 2012], die
erhdhte Aktivitat von anti-apoptotischen Signalwegen wie PKB/Akt [Ma et al., 2008]
oder ein niedrigeres Level an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen
species) [Diehn et al., 2009; Phillips et al., 2006] in TSZ im Vergleich zu Nicht-TSZ
verantwortlich sein kénnte. Die Resistenz von TSZ gegenuber Chemotherapie
kénnen zum Beispiel ABC-Transporter wie ABCG2 (ATP-binding cassette super-
family G member 2) vermitteln, die zytotoxische Substanzen aus der Zelle trans-
portieren (Multiple Drug Resistance) [Goodell et al., 1996; Hirschmann-Jax et al.,
2004; Wu & Alman, 2008]. Hierbei scheint das PI3K-Akt Signaling eine regulieren-
de Rolle zu spielen [Bleau et al., 2009].
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1.3.1 Die Tumorstammzelltheorie

Stammzellen (SZ) sind in allen Organen unseres Korpers in jeweils einer gewissen
Anzahl vorhanden. Diese undifferenzierten Zellen kbnnen homdostatisch die gewe-
bespezifischen Zelltypen generieren. Typischerweise teilen SZ sich asymmetrisch,
wobei jeweils eine neue SZ sowie ein Vorlaufer (Progenitor) eines bendtigten
Zelltyps entsteht [Lin & Schagat, 1997]. Die Fahigkeit der SZ zur Selbsterneuerung
und Bereitstellung von Vorlauferzellen ist hierbei potenziell unbegrenzt [Weissman,
2000]. Die Anfange der Tumorstammzellhypothese liegen im 19. Jahrhundert, als
die Theorie aufgestellt wurde, dass maligne Veranderungen ihren Ursprung in
Stamm- bzw. Vorlauferzellen haben [Durante, 1974; Cohnheim, 1875]. Demnach
kénnten diese aullerst langlebigen Zellen Mutationen ansammeln, welche onko-
genes Potential besitzen und die Stamm- bzw. Vorlauferzellen in Tumor-initileren-
de und sich selbst erneuernde Zellen umwandeln.

Bis vor einiger Zeit wurden allen Zellen eines Tumors mehrheitlich dieselben
tumorigenen Eigenschaften zugeschrieben (stochastisches Modell). Jedoch ist
auffallend, dass die Zellen eines Tumors bezuglich ihres Aussehens und ihres
Verhaltens heterogen sind [Heppner, 1984], was fur ein deterministisches Modell
wie das der Tumorstammzellen spricht. Die Tumorstammzelltheorie liefert einen
Erklarungsansatz dafur, wie diese Heterogenitat auf der Basis einer Tumorsub-
population - den TSZ - entstehen koénnte. TSZ sind demnach per Definition tumori-
gene Zellen, die sich, im Gegensatz zur Tumorzellmasse (bulk), selbst erneuern
und ausserdem die heterogenen Abstammungslinien des Tumors generieren
konnen [Clarke et al., 2006]. Experimentell werden TSZ derzeit hauptséchlich tber
die Fahigkeit definiert, einen Tumor zu initieren und zu rekapitulieren. Noch ist
unklar, welchen Ursprung TSZ haben. Es gibt zwei Hauptkonzepte der Tumor-
stammezelltheorie: (a) Tumore entstehen aus Stamm- oder Vorlauferzellen durch
Deregulation von Selbsterneuerungs- und Proliferationsprozessen, oder (b) Tumo-
re besitzen eine Subpopulation, die ahnliche Eigenschaften wie Stammzellen auf-
weist (Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotential) [Wicha et al.,, 2006].
Aufgrund der Art des experimentellen Nachweises und der ungeklarten Herkunft
von TSZ bevorzugen viele Wissenschaftler anstatt des Begriffs ,Tumorstamm-
zelle* weniger irrefihrende Begriffe wie ,Tumor-initierende Zelle®, ,Stammzell-

ahnliche Tumorzelle® oder ,tumor rescuing units“ [Baumann et al., 2008].
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Als Ergadnzung zur Theorie der TSZ bzw. tumor-initierenden Zellen kann teilweise
das (eigenstandige) Modell der klonalen Evolution betrachtet werden. Auch dieses
Modell versucht die Karzinogenese und die Heterogenitat eines Tumors zu
erklaren, und zwar - basierend auf genetischer Instabilitdt - durch den Erwerb von
multiplen, potenziell onkogenen Mutationen in entweder differenzierten oder
pluripotenten Zellen, die einen Selektionsvorteil im Kampf um Ressourcen und
Nischen darstellen, und so zur Vermehrung bestimmter Klone fuhren [Greaves &
Maley, 2012; Nowell, 1976]. In einem Modell der klonalen Evolution, das die
Existenz von Tumor-initiierenden Zellen mit einschlief3t, geht man davon aus, dass
ein Tumor mehrere genetisch oder epigenetisch verschiedene TSZ-Populationen
besitzt, die durch herrschende Selektionsdriicke evolvieren (oder untergehen).
Dies bedingt die Heterogenitat des Tumors und die daraus resultierende Vielfalt an
unterschiedlichen Evasionsmechanismen bzw. Selektionsvorteilen, die schuld an
Rezidiven sein kénnen [Shibata & Shen, 2013].

Die Tumorstammzelltheorie konnte zum ersten Mal durch den Nachweis einer
exklusiv tumorigenen Leukamiezellpopulation in humanen Akuten Myeloischen
Leukamien (AMLSs) belegt werden [Bonnet & Dick, 1997; Lapidot et al., 1994]. Die
Wissenschaftler beobachteten, dass nur ein Teil der Leukdmiezellen fahig war,
humane AML in immunsupprimierten SCID Mausen zu initiieren und heterogene
Leukamiesublinien hervorzubringen. In den darauffolgenden Jahren wurden stetig
neue Hinweise dafir gefunden, dass TSZ existieren; auch in soliden Tumoren wie
z.B. der Brust, der Prostata, der Haut, des Gehirns, des Darmes oder der Lunge
[Al-Hajj et al., 2003; Collins et al., 2005; Dalerba et al., 2007; Eramo et al., 2008;
Schatton et al., 2008; Singh et al., 2004]. Hierbei variiert der Anteil an TSZ in
verschiedenen Tumorentitaten deutlich [Ishizawa et al., 2010]. Gerade auch im
Bereich der Radioonkologie sprechen die Ergebnisse aussagekraftiger in vivo
Transplantationsassays fur die Existenz von Tumorsubpopulationen mit stammzell-

ahnlichen Eigenschaften [Baumann et al., 2008; Clarke et al., 2006].

1.3.2 Tumorstammzellmarker

Die tumorigene Eigenschaft und Therapieresistenz von TSZ wurde vielfach mit der
Expression bestimmter Markerproteine korreliert. Die ersten Zelloberflachenmole-
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kule, die in diesem Zusammenhang entdeckt wurden, waren CD34 und CD38; der
CD34'/CD38" Phéanotyp charakterisiert AML Stammzellen [Bonnet & Dick, 1997;
Lapidot et al., 1994]. Auch in soliden Tumoren konnten eine Reihe sogenannter
Tumorstammzellmarker, wie zum Beispiel die Zelloberflachenproteine CD133 und
CD44 oder funktionale Marker wie die Aktivitat der Aldehyd-Dehydrogenase
(ALDH) gefunden werden. Haufig wird zudem die Expression embryonaler Stamm-
zellmarker herangezogen. Ebenso wird die side population (SP) in verschiedenen
Tumorentitaten als TSZ-angereicherte, tumorigene Population betrachtet [Hadnagy
et al., 2006; Hirschmann-Jax et al., 2004; Nakatsugawa et al., 2011; Wu & Alman,
2008]. SP Zellen sind durch die Fahigkeit charakterisiert, zytotoxische Stoffe wie
den Farbstoff Hoechst 33342 mit Hilfe von ABC-Transportern aus der Zelle zu
transportieren, was ausserdem die Isolation der SP durch Fluoreszenz-aktivierte
Zellsortierung (FACS, fluorescence-activated cell sorting) mdglich macht [Goodell
et al., 1996]. Eine Ubersicht der gangigsten TSZ-Marker in den haufigsten soliden

Tumoren zeigt Tabelle 1.1.

1.3.2.1 Der Oberflachenmarker CD133
Das transmembrane Glykoprotein Prominin-1/CD133 (AC133 Antigen) ist auf-

falligerweise in peripheren Zellauslaufern lokalisiert und ca. 120 kDa schwer
[Fargeas et al., 2003; Miraglia et al., 1997]. Das Wissen Uber seine physiologische
Funktion ist zwar nach wie vor ungesichert, jedoch ist CD133 als Marker fur
hamatopoetische und somatische Stamm- und Progenitorzellen etabliert [Bhatia,
2001; Corbeil et al., 1998]. Vor wenigen Jahren zeigten Singh et al. [2003] zudem,
dass humane Gehirntumore (z.B. Glioblastoma multiforme (GBM), Medulloblas-
tom) patientenabhéngig einen gewissen Anteil an CD133-positiven (CD133%)
Zellen besitzen. Diese CD133" Zellen wiesen in vitro Eigenschaften von TSZ auf,
wie zum Beispiel das Wachstum in Neurosphéren oder die Fahigkeit zur Selbst-
erneuerung und Differentiation [Singh et al., 2003]. Im Jahr darauf konnte gezeigt
werden, dass diese Zellen - im Gegensatz zur CD133" Population desselben Aus-
gangstumors - in immunsupprimierten NOD/SCID Mausen Tumore induzieren und
rekapitulieren kdnnen [Singh et al., 2004]. Dariber hinaus ist CD133 ebenso in
Lungen-, Prostata-, Darm-, Leber- oder Pankreaskarzinomen als TSZ-Marker
bekannt [Collins et al., 2005; Eramo et al., 2008; Hermann et al., 2007; Ma et al.,
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2007; O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007]. Bao et al. [2006] beobachteten
ausserdem, dass CD133" Glioblastompopulationen strahlenresistenter als die kor-
respondierenden CD133" Zellen waren.

Mittlerweile gibt es Anlass zur kontroversen Diskussion von CD133 als TSZ-
Marker. So beobachteten Shmelkov et al. [2008], dass auch CD133" Zellen aus
Metastasen des Kolonkarzinoms in NOD/SCID Mausen tumorigen waren. Weitere
Studien schwéchen die Bedeutung von CD133 als TSZ-Marker ab [Beier & Beier,
2011; Campos & Herold-Mende, 2011; Dittfeld et al., 2010; Meng et al., 2009].
Fraglich bleibt ausserdem die Funktion von CD133 in Bezug auf Krebsentstehung,

Proliferation, Strahlenresistenz oder Metastasierung.

Tab. 1.1: Ubersicht verschiedener Marker fur die Charakterisierung von Tumorstammzellen
in soliden Tumoren. Die gelisteten Marker sowie Tumorentitdten und Referenzen stellen eine Aus-

wahl dar.

Tumorentitat Marker Referenz
Mammakarzinom CcD44%/CD24™" [Al-Hajj et al., 2003]
ALDH1" [Ginestier et al., 2007]
Oct-4 [Ponti et al., 2005]
Sox2 [Leis et al., 2012]
Lungenkarzinom CD133" [Eramo et al., 2008]
(NSCLC) ALDH1" [Jiang et al., 2009]
SP [Ho et al., 2007]
Glioblastom CD133" [Singh et al., 2004]
Prostatakarzinom CD44"/a,B,""/CD133" [Collins et al., 2005]
CD133"/CXCR4" [Miki et al., 2007]
Kolonkarzinom CD133" [O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007]

Melanom

ALDH1"; EpCAM*/CD44"
ABCB5"

[Dalerba et al., 2007]
[Schatton et al., 2008]

Leberkarzinom CD133" [Ma et al., 2007]
CD90" [Yang et al., 2008]
Pankreaskarzinom CD133"/CXCR4" [Hermann et al., 2007]
ALDH1" [Feldmann et al., 2007; Rasheed et al., 2010]
EpCAM*/CD44"/CD24" [Li et al., 2007]
Oesophaguskarzinom Oct-4, Sox2; SP [Huang et al., 2009]
CD44" [Zhao et al., 2011]
Cervixkarzinom ALDH1" [Yao et al., 2011]
Oct-4, Sox2 [Feng et al., 2009]

CD = cluster of differentiation; ALDH1 = Aldehyd-Dehydrogenase 1; SP = side population (Hoechst 33342
Efflux); CXCR4 = CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4; EpCAM = epithelial cell adhesion molecule; ABCB5 = ATP-
Bindekassette Subfamilie B Mitglied 5.
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1.3.2.2 Die embryonalen Stammzellmarker Oct-3/4 und Sox2

Zur Charakterisierung von TSZ wird haufig die Expression von embryonalen
Stammzellmarkern betrachtet. Octamer binding transcription factor 3/4 (Oct-3/4)
und sex determining region Y-box 2 (Sox2) sind zwei kooperierende Transkrip-
tionsfaktoren, die essentiell fur die korrekt ablaufende Embryonalentwicklung von
Saugetieren sind, indem sie Schlusselrollen in der Regulation von Pluripotenz und
Selbsterneuerung embryonaler Stammzellen (ESCs) einnehmen [Masui et al.,
2007; Niwa et al., 2000; Rizzino, 2009]. So resultiert der knockdown von Sox2
durch RNA-Interferenz genauso in der Differentiation von ESCs [lvanova et al.,
2006], wie die Reduktion der Oct3/4 Expression auf < 50% des normalen Levels
[Niwa et al., 2000].

Die Expression von Oct-3/4 und Sox2 korreliert aber auch mit Rekurrenz, Metasta-
sierung und/oder schlechter Prognose von z.B. Mammakarzinomen, Speiserdhren-
oder Enddarmkrebs [Lengerke et al., 2011; Saigusa et al., 2009; Wang et al.,
2009]. TSZ, die als SP aus verschiedenen Adenokarzinomzelllinien der Lunge iso-
liert wurden, waren im Vergleich zur jeweiligen Hauptpopulation durch eine hdhere
Sox2 Expression charakterisiert [Nakatsugawa et al., 2011]. Die Uberexpression
von Sox2 in zwei dieser Zelllinien fuhrte zu héherer Tumorigenitat in vivo, wobel
Proliferation und Zellzyklus dieser Zellen in vitro unverandert war. Wurde Sox2
mittels SiRNA herunterreguliert, so war die Tumorigenitat der SP Zellen verschwun-
den. In einer anderen Studie konnte ein Zusammenhang zwischen Oct-3/4 und
Sox2 Expression und der Strahlenresistenz von TSZ der Mammakarzinomzelllinie
MCF7 gefunden werden [Debeb et al., 2010].

1.3.2.3 Die Aktivitat von Aldehyd-Dehydrogenasen
Die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH), genauergesagt deren Aktivitat, ist als Marker

sowohl flr normale Stamm- und Progenitorzellen als auch fir Tumorstammzellen
etabliert [Douville et al., 2009; Moreb, 2008; Povsic et al., 2007]. Die ALDH-
Superfamilie umfasst momentan eine Gruppe von 19 Enzymen in 15 Familien
[www.aldh.org/superfamily. php], die NAD(P)+-abhangig die Oxidiation von Alde-
hyd-Metaboliten zu den entsprechenden Carboxylsduren katalysieren und so z.B.

im Zellmetabolismus und fur die zellulare Entgiftung eine wichtige Rolle spielen
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[Vasiliou et al., 2004; Vasiliou et al.,, 2000]. Aldehyde sind elektrophile, hoch
reaktive und relativ langlebige Molekile, die kovalent an DNA binden und diese
schadigen kdnnen [Brooks & Theruvathu, 2005]. Unter anderem werden Aldehyde
als Folge von oxidativem Stress gebildet, der in der Zelle z.B. nach ionisierender
Bestrahlung entsteht [Spitz et al., 2004]. Die einzelnen Mitglieder der ALDH-
Superfamilie sind in verschiedenen Organen von Saugetieren zu finden, und
hauptséchlich zytosolisch oder mitochondrial, aber auch in Nukleus und endoplas-
matischem Reticulum lokalisiert [Marchitti et al., 2008]. Zur zytosolischen Familie 1
gehoéren die evolutionar stark konservierten Enzyme ALDH1Al1l, ALDH1A2 und
ALDH1A3, die die Oxidation von Retinaldehyd (Retinal, Vitamin A) zu Retinsaure
(RA) katalysieren [Zhao et al., 1996]. RA dient als Ligand fir den RA-Rezeptor
(RAR) und spielt bei Differenzierungsvorgdngen wahrend der Embryonal-
entwicklung und auch im adulten Organismus eine Rolle [De Luca, 1991; Duester,
2000]. Uber den Retinsaure-Rezeptor alpha (RARa) ist bekannt, dass er den

EGFR auf Transkriptionsebene beeinfluRen kann [Salvatori et al., 2011].

In den 1980er Jahren fand man heraus, dass hamatopoetische Stammzellen
(HSCs) im Vergleich zu weniger primitiven Progenitorzellen durch ein hoheres
Level an zytosolischer ALDH resistenter gegen das Zytostatikum Cyclophospha-
mid waren [Gordon et al., 1985; Sahovic et al., 1988]. Auch in Leukamiezellen wies
man ALDHs solch eine Funktion nach [Sladek, 2002]. In der Lungenkarzinom-
zelllinie A549 konnte man mittels RNAIi-Technik die Isoenzyme ALDH1A1 und
ALDH3AL1 fur Cyclophosphamid-Resistenz verantwortlich machen [Moreb et al.,
2007a]. In den 1990er Jahren wurde ein Testsystem (Aldefluor® Assay, Aldagen
Inc.) entwickelt, mit dessen Hilfe vitale HSCs basierend auf deren ALDH-Aktivitat
isoliert werden konnten [Jones et al., 1995; Storms et al., 1999]. Dies ebnete den
Weg, um Tumorzellpopulationen mit erhdhter ALDH-Aktivitdt auf stammzell-
ahnliche Eigenschaften hin zu untersuchen. Ein Zusammenhang zwischen der
ALDH-Aktivitat (gemessen mittels Aldefluor® Assay) und TSZ-Eigenschaften
wurde z.B. in Lungen-, Mamma-, Pankreas-, Kopf-Hals- und Cervixkarzinomen so-
wie Glioblastomen gefunden [Chen et al., 2009; Ginestier et al., 2007; Huang et al.,
2012; Jiang et al., 2009; Kim et al., 2011; Liang & Shi, 2012; Rao et al., 2012,
Rasper et al., 2010]. Hierbei wurden Eigenschaften wie die Fahigkeit zur Tumor-

sphérenbildung, die Expression von embryonalen Stammzellmarkern und/oder die
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Tumorigenitat der Zellen untersucht. Der Aldefluor® Assay ist sensitiv gegentber
mehreren ALDH-Isoformen: ALDH1A1, ALDH1A2, ALDH1A3 und ALDH2 [Marcato
et al.,, 2011; Moreb et al., 2012; Moreb et al., 2007b]. Diesbezigliche Unter-

suchungen weiterer Isoformen stehen noch aus.

1.3.3 Mogliche Ziele in TSZ fur ,Targeted Molecular Therapies’

In der Literatur werden verschiedene Signalwege diskutiert, die charakteristisch fur
TSZ sind und daher potenziell therapeutische Targets darstellen. Drei davon sind
Wnt/3-Catenin, Sonic Hedgehog und Notch [Karamboulas & Ailles, 2013], die
normalerweise wahrend der Embryonalentwicklung Schliisselrollen spielen, indem
sie z.B. die Selbsterneuerung von Stammzellen, Zellproliferation und/oder Zell-
differenzierung regulieren [Ingham & McMahon, 2001; Logan & Nusse, 2004,
Miele, 2006]. Tatsachlich scheinen zum Beispiel Wnt/3-Catenin und Notch eine
Rolle fur die Strahlenresistenz von Brustkrebs- bzw. Gliomstammzellen zu spielen
[Wang et al., 2010; Zhang et al., 2010]. Weiterhin fihrte die Inhibition des Notch-
Liganden Delta-like 4 (DLL4) zur Reduktion des Anteils an TSZ im Kolonkarzinom-
und Brustkrebsmodell [Hoey et al., 2009].

Von Interesse fur gezielte Therapien sind ausserdem zum Beispiel auch
Regulatoren der fur die Tumorstammzellnische wichtigen Hypoxie (z.B. Hypoxia-
inducible factors (HIFs)) [Li et al., 2009], sowie der Transforming growth factor beta
(TGF-p)-Signalweg [Peitzsch et al., 2013]. Letzteres wurde durch einen gen-
expressionsanalytischen Vergleich von ALDH-positiven (Progenitor-) und ALDH-
negativen, sowie ausserdem von strahlenresistenten und strahlensensitiven
Prostatakarzinomzellen nahegelegt [Peitzsch et al., 2013]. Der TGF-B Signalweg
steht zudem bekanntermaf3en in engem Zusammenhang mit EGFR-vermitteltem

Signaling [Kang et al., 2012].

EGFR, PI3K-Akt und DNA-Reparatur in Tumorstammzellen

Fur die vorliegende Arbeit im Zusammenhang mit mdglichen, gezielt gegen TSZ
gerichteten Therapien ist natirlich der EGFR sowie der EGFR-vermittelte PI3K-Akt
Signalweg (siehe 1.2) besonders interessant. Es gibt mehrere Hinweise darauf,
dass diese Schlisselproteine wichtige Rollen in der Biologie von TSZ spielen. So
konnten Abhold et al. [2012] zeigen, dass die Stimulation des EGFR durch EGF
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sowie die ektopische Uberexpression des Rezeptors zu einem hoheren Grad an
.Stemness” in Kopf-Hals-Tumorzellen (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma) fuhrte. Gemessen wurden hierzu die TSZ-Marker CD44, B lymphoma
Mo-MLV insertion region 1 homolog (Bmi-1), Oct-4, Nanog und CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4 (CXCR4), sowie die Fahigkeit, Tumorsphéaren zu bilden. Wie
eine andere Arbeitsgruppe zeigen konnte, behielten auch Gliomstammzellen diese
Fahigkeit nur in Anwesenheit von EGF, nicht aber anderer Wachstumsfaktoren wie
z.B. basic fibroblast growth factor (bFGF) [Soeda et al., 2008]. Nach EGF-
Behandlung erhohte sich hier zudem der Anteil an CD133" Gliomzellen konzen-
trationsabhéngig, wobei die Inhibition der EGFR-TK das Gegenteil bewirkte, was
eventuell durch die beobachtete Apoptoseinduktion in CD133" Zellen zu erklaren
sein konnte. Ausserdem fuhrte die Inhibition der EGFR-TK zum Verlust der
Selbsterneuerungskapazitat der Gliomstammzellen (gemessen an der Formation
von Tumorspharen). Zu ganz ahnlichen Ergebnissen bzgl. der Rolle des EGFR in
TSZ kamen Feng et al. [2012] in der Kolonkarzinomzelllinie HCT116. Hier wurde
zudem die Rolle des PI3K-Akt Signalwegs deutlich: Der PI3K-Inhibitor LY294002
inhibierte die Bildung von HCT116-Tumorsphéaren. In einem anderen Ansatz kam
man zu dem Ergebnis, dass ALDH1Al-positive Lungenkarzinomzellen, also
putative TSZ, besonders resistent gegen TKls wie Gefitinib sind [Huang et al.,
2012].

Bleau et al. [2009] beobachteten des Weiteren in Glioblastomen, dass die Behand-
lung mit LY294002 zu einer Reduktion der SP flhrte. Es zeigte sich, dass mdg-
licherweise PI3K-Akt die Aktivitat des Transporters ABCG2 reguliert, der fur den
Efflux von Hoechst 33342 (der die SP charakterisiert) aus der Zelle verantwortlich
ist [Bleau et al., 2009]. In einer anderen Studie mit Gliomen wurde eine préafe-
renzielle Empfindlichkeit von TSZ gegentber der Inhibition von Akt beobachtet.
Hier kam es nach Behandlung mit Akt Inhibitor Il bevorzugt in CD133" Zellen zu
Apoptoseinduktion, Unterdrickung der Neurospharenformation, reduzierter Motili-
tat und Invasivitat [Eyler et al., 2008].

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass der PI3K-Akt Signalweg eine Rolle fir
die Strahlenresistenz von TSZ spielen kdénnte. So war in strahlenresistenten
Medulloblastomstammzellen der Maus, die innerhalb des Tumors in einer peri-

vaskularen Nische zu finden sind, das Level an phospho-Akt (Ser473) in betracht-
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lichem Mal3e erh6ht [Hambardzumyan et al., 2008]. Diese Zellen reagierten zudem
besonders empfindlich auf Bestrahlung, wenn Akt zuvor mittels Perifosin inihibiert
wurde. Ebenso zeigten TSZ der Brustkrebszelllinie MCF-7 eine praferenzielle
Strahlenempfindlichkeit nach Hemmung von Akt [Zhan et al., 2011]. Zhang et al.
[2010] beobachteten in Tumor-initierenden Brustkrebszellen der Maus im Ver-
gleich zu den bulk Zellen des Tumors ein niedrigeres Expressionslevel des Tumor-
suppressors und PI3K-Gegenspielers PTEN, was mit einer erhdhten Aktivitat von
Akt und mTOR sowie des Wnt/3-Catenin Signalings einherging. Diese durch Lin
CD29"9" cD24"9" charakterisierten Tumor-initiierenden Zellen reparierten strahlen-
induzierte DNA-Schaden effizienter als die bulk Zellen des Tumors und waren
dadurch strahlenresistenter. Weitere Hinweise auf eine effizientere DNA-Reparatur
von TSZ im Vergleich zu nicht-TSZ sind vorhanden [Bao et al., 2006; Duru et al.,
2012; Maugeri-Sacca et al., 2012; Wang et al., 2012].

1.4 Zielsetzung

Trotz des stetigen Fortschritts in der strahlen- und radiochemotherapeutischen
Behandlung von Krebspatienten besteht nach wie vor das grof3e Problem h&ufig
auftretender Rezidive. Fir die bedingte Effizienz der aktuellen Therapieformen
werden zunehmend TSZ verantwortlich gemacht, von denen angenommen wird,
dass sie aufgrund ihrer strahlen- und chemoresistenten Eigenschaften die Thera-
pie Uberleben und den Tumor erneut auftreten lassen [Brunner et al., 2012; Li et
al., 2008; Phillips et al., 2006]. In diesem Zusammenhang war die Erkenntnis, dass
unter anderem der EGFR-PI3K-Akt Signalweg eine wichtige Rolle in der Biologie
der TSZ spielt, von grofRer Bedeutung im Hinblick auf mogliche ,Targeted
Molecular Therapies’. In Vorarbeiten der Sektion fur Strahlenbiologie und Mole-
kularen Umweltforschung der Klinik fiir Radioonkologie, Universitat Tibingen,
konnte die Rolle des EGFR-PI3K-Akt Signalwegs fiir die Strahlenresistenz von
Tumorzellen, insbesondere in Zusammenhang mit der Reparatur von DNA-Doppel-
strangbriichen, nachgewiesen werden [Rodemann et al.,, 2007; Toulany et al.,
2008; Toulany et al., 2012]. In vorliegender Arbeit sollte untersucht werden, ob es
in klonogenen Tumorzellen, die sequenzielle Bestrahlungen wéhrend eines
Radioselektionsprozesses Uberlebten, einen Zusammenhang zwischen Strahlen-

resistenz und EGFR-PI3K-Akt Signalweg bzw. DNA-Reparatur gibt, und ob eine
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maogliche Anreicherung von Subpopulationen, die Tumorstammzellmarker expri-

mieren, zu beobachten ist.

ALDHs sind in TSZ besonders stark exprimiert bzw. aktiv [Moreb, 2008] und
spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr von oxidativem Stress [Singh et al.,
2013], wie er z.B. durch IR hervorgerufen wird [Spitz et al., 2004]. Es ware
mdoglich, dass die in TSZ beobachtete Strahlen- und Chemoresistenz durch die
erhohte ALDH-AKktivitat dirket beeinflul3t wird. Des Weiteren liegt es nahe, dartber
nachzudenken, ob es sinnvoll wéare, ALDH-Inhibitoren wie Disulfiram, Chloralhydrat
oder Chloramphenicol, die als Medikamente fur diverse Erkrankungen schon auf
dem Markt zugelassen sind, im Kampf gegen Krebs einzusetzen [Kast & Belda-
Iniesta, 2009]. Denkbar ware eine kombinierte Strahlentherapie. Ein weiteres
Anliegen war es daher, mittels Inhibition und siRNA, grundlegende Erkenntnisse
Uber die funktionale Rolle des TSZ-Markers ALDH fur die Strahlenresistenz von
Tumorzellen, mit besonderem Hinblick auf die Rolle unterschiedlicher Isoenzyme,

Zu gewinnen.

Folgenden Fragestellungen sollten in humanen Tumorzelllinien in vitro untersucht

werden:

1) Ist es moglich, strahlenresistente Tumorzellen durch einen Strahlen-

selektionsprozess zu isolieren? Ist deren Proliferation verandert?

2) Welche Rolle spielen der EGFR-PI3K-Akt Signalweg und die DNA-

Reparatur fur die Strahlenresistenz der selektierten Tumorzellen?

3) Ist die Expression/Aktivitat bestimmter Tumorstammzellmarker in den

selektierten, strahlenresistenten Tumorzellen erh6ht?

4) Sind Tumorzellen mit hoher ALDH-Aktivitdt strahlenresistenter als
jene mit niedriger ALDH-Aktivitat? Spielt der PI3K-Akt Signalweg eine
Rolle fir die Strahlenresistenz von ALDH""9™ Zellen?

5) Welche Effekte hat eine ALDH-Inhibition oder der knockdown bestim-
mter ALDH-Isoformen auf die Strahlensensitivitit von Tumorzellen?

Welche Isoformen sind besonders wichtig?
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Es wurden folgende etablierte humane Zelllinien verwendet:

Zelllinie Beschreibung Herkunft

A549 Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, epithelial ATCC, CCL-185™
H460 Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, epithelial ATCC, HTB-177™
MDA-MB-231 Adenokarzinom der Mamma, epithelial ATCC, HTB-26™
SK-BR-3 Adenokarzinom der Mamma, epithelial ATCC, HTB-30™

Zur Kultivierung der Zelllinien wurde Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco) verwendet, dem 44 mM NaHCO3 (Biochrom AG) zugesetzt wurde. Aul3er-
dem enthielt das Kulturmedium 10 % fotales Kélberserum (FCS, PAN Biotech) und
1 % Penicillin/Streptomycin (PS, Gibco). Fur die Transfektion von Zellen mit SiRNA
wurde Opti-MEM (Gibco) verwendet. Fur die Kryokonservierung wurden die
Tumorzellen in DMEM mit 20 % FCS, 1 % PS und 5 % DMSO mit ca. 1°C/min

sinkender Temperatur in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Chemikalien wurden, wo notwendig, in der Qualitat pro analysis (p.a.) einge-

setzt.

Produkt Hersteller
2-1sopropanol Merck
Acrylamid-Lésung Roth

APS Sigma-Aldrich
Borséaure Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Pharmacia Biotech
BSA Roth
Chromatografiepapier Protran

DAPI Serva

DMSO Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol Merck
Formaldehyd 37% Merck
Glycerin Applichem
Glycin Roth
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HCL

Kaleidoscope Proteinstandard
Kaliumchlorid

KH,PO,

Kristallviolett

Lipofectamine™ 2000
Methanol

Na.zHPO4

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Nitrocellulosemembran 0,2um
Nonidet P-40
Penicilin-Streptomycin
Phosphataseinhibitor-Cocktail 3
Ponceau S

Proteaseinhibitor “Complete”
Rontgenfilme (Curix Cronex 5)
SDS

Sterile Filterspitzen

Sterilfilter 0,2uM

TEMED

Tris base

Triton X-100

Trypsin

Tween® 20

Zellkulturwaren

Zellsieb (100um)
B-Mercaptoethanol

2.1.3 Gerate und Software

Gerat

Roth

BioRad

Merck

Roth

Applichem
Invitrogen
Merck

Roth

Applichem

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Agfa-Gevaert
Serva

Greiner BioOne
Sarstedt
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva

Roth

BD Biosciences
BD Biosciences
Sigma-Aldrich

Hersteller

ELISA-Reader
Gelelektrophorese-Kammer
Lichtmikroskop
Rontgenbestrahlungseinheit (RS-225)
Semidry-Blot-System

Ultraschallgerat Sonifier B-12
Zentrifugen
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine

2.1.4 L6ésungen und Puffer

Blotpuffer (Anode) 3,19
4 ml
200 ml
ad 11
pH 9,0

Anthos Labtec Instruments

Hoefer

Zeiss

Gulmay Medical
Hoefer

Branson Ultrasonics Corporation/Emerson

Eppendorf
Agfa

Borsaure

10% SDS-Lsg.
Methanol
Hzodest

NaOH
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Blotpuffer (Kathode)

FACS-Puffer

Laufpuffer

Lysispuffer

PBS

PBST

Sammelgelpuffer (4x)

SDS-Probenpuffer (2x)

Strippingpuffer

Kristallviolett-Farbeltsung

Trenngelpuffer (4x)

2. Material und Methoden

3,19 Borséaure

4 ml 10% SDS-Lsg.
50 ml Methanol

ad 1l Hgodest

pH 9,0 NaOH

0,1% BSA

300 ml PBS, sterilfiltriert
144 g Glycin

30g Tris base

59 SDS

ad 5| H2Oqest

1% Nonidet-P40
0,87 g NaCl

0,69 Tris base

ad 11 H2Ogqest

pH 8,0

13,7mM  NaCl

2,7 mM KCI

80,9 MM  Na,HPO,
1,5mM KH,PO, pH 7,4
11 PBS

0,1 % Tween20

30,3 ¢ Tris base

29 SDS

ad 500 ml  HyOgest

pH 6,8 HCI

20 ml Glycerin

29 SDS

10 mg Bromphenolblau
24 ml Sammelgelpuffer (4x)
5,4 ml B-Mercaptoethanol
ad 100 ml HyOgest

45¢g Glycin

0,39 SDS

3 ml Tween20

ad 300 ml H2Ogest

pH 2,2 HCI

0,5¢9 Kristallviolett

27 ml Formaldehyd (37%)
ad 11 H2Ogqest

90,859 Tris base

29 SDS

ad 500 ml  H,Ogest

pH 8,8 HCI
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2.1.5 Inhibitoren und small interfering RNA (siRNA)

Inhibitor Konzentration Beschreibung Hersteller
Erlotinib (Tarceva®) 5uM EGFR Inhibitor Roche
LY294002 10 uM PI13K Inhibitor Calbiochem
DEAB 100 pM ALDH Inhibitor Sigma-Aldrich
SiRNA Zielsequenz (5’-3’) Hersteller
ALDH1A1 GAACAGUGUGGGUGAAUUG Thermo Scientific
GAUCCAGGGCCGUACAAUA
AGAGUACGGUUUCCAUGAA
GGGCGACUAUUAUACAAGU
ALDH2 GAAUUUCCCGCUCCUGAUG Thermo Scientific
CCGCAGCUGUCUUCACAAA
GAAGGUAGCUGAGCAGACA
UCAAAUGUCUCCGGUAUUA

Non-targeting siRNA

2.1.6 Antikorper

Thermo Scientific

Priméarer Antikorper Beschreibung Konz. Hersteller
ALDH1A1 Kaninchen, mAb 1:2000 Abcam
ALDH1A2 Kaninchen, pAb 1:1000 Abcam
ALDH1A3 Kaninchen, pAb 1:1000 Abgent
ALDH2 Kaninchen, pAb 1:1000 Abcam
[3-Aktin Kaninchen, mAb 1:1000 Sigma-Aldrich
CD133 Kaninchen, mAb 1:1000 Cell Signaling
p-DNA-PKcs (Ser2056) Maus, mAb 1:1000 BD Pharmingen
DNA-PKcs Maus, mAb 1:1000 Calbiochem
p-H2AX (Serl139) Maus, mAb 1:500 Millipore

Oct4 Kaninchen, pAb 1:1000 Acris

Sox2 Maus, mAb 1:500 Abcam
Sekundarer Antiko. Konjugat Konz. Hersteller
Esel IgG, anti-Kaninchen HRP 1:4000 GE Healthcare
Schaf IgG, anti-Maus HRP 1:4000 GE Healthcare
Ziege IgG, anti-Maus AlexaFluor® 488 1:300 Invitrogen
2.1.7 Kits

Kit Hersteller

ECL Western Blotting Detection Kit

DC Protein Assay
Aldefluor™ Assay

Senescence R-Gal Staining Kit

GE Healthcare
BioRad
Aldagen Inc.
Cell Signaling
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in wasserdampfgesattigten Brutschranken (Heraeus oder
Binder) bei 37 °C und 7 % CO, kultiviert. Die Zellkultur-Arbeiten wurden unter
einer Steril-Bank (Thermo Scientific) durchgefuhrt. Es wurde nur mit vom Werk aus
sterilen, ethanolsterilisierten oder autoklavierten Materialien gearbeitet. In regel-
maRigen Abstanden wurden die Zelllinien per DAPI-Farbung auf Mycoplasmen

untersucht.

2.2.2 Verdopplungszeit

Die Verdopplungszeit (Generationszeit) ist die Zeit zwischen zwei aufeinander-
folgenden Teilungen einer Zelle bzw. die Zeit, die fur eine Verdopplung der Zellzahl
bendtigt wird. Sie wird wie folgt berechnet (aus T. Lindl, Zell- und Gewebekultur,
Spektrum Akademischer Verlag, 5. Aufl. 2002):
Verdopplungszeit [h] = log 2 * Kulturdauer [h] / log N - log No
wobei: N = Zellzahl nach Kulturdauer

No = Zahl der Zellen zum Zeitpunkt 0 ist.

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte lichtmikroskopisch in einer Fuchs-Rosenthal-

Zahlkammer.

2.2.3 Bestrahlung

Die ionisierende Bestrahlung der Zellen erfolgte im Rontgengenerator RS-225
(Gulmay Medical, UK) bei einer Dosisleistung von 1 Gy/Minute und mit einer
Grundeinstellung von 200 kV und 15 mA bei 37 °C.

2.2.4 Radioselektion

Um strahlenresistente Subpopulationen einer Zelllinie zu selektionieren, wurden 4
x 10* Zellen (A549) bzw. 3 x 10° Zellen (SK-BR-3) in Kulturflaschen mit einer effek-
tiven Wachstumsflache von 75 cm? (T-75) in Kulturmedium mit 10% FCS und 1 %
PS ausgesat und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Parallel dazu wurden Kon-

trollzellen in einer zweifach niedrigeren Dichte, ansonsten aber unter gleichen
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Kulturbedingungen, ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 4 Gy (A549)
bzw. 3 Gy (SK-BR-3) bestrahlt und zurtick in den Brutschrank gestellt. Die
Kontrollzellen wurden nicht bestrahlt. Nach 10 bis 12 Tagen wurden die ge-
wachsenen Kolonien abtrypsiniert und in jeweils oben genannter Dichte neu aus-
gesat und erneut bestrahlt bzw. nicht bestrahlt (Kontroll- bzw. Parentalzellen).
Dieser Vorgang wurde insgesamt viermal durchgeftihrt, anschlieRend wurden die
mehrfach bestrahlten Populationen ,A549-R* bzw. ,SK-BR-3-R" genannt, wahrend
die unbestrahlten Parentalkulturen als ,A549-p“ bzw. ,SK-BR-3-p“ bezeichnet wur-
den. Fur anschlieRende Experimente wurden die radioselektierten Zellen sowie die

Parentalzellen nach dem Selektionsprozess einmal passagiert.

Trypjrcijeren Koloniebildungstest
Aussaat Aussaat
Western Blot Analyse
24 h < 10-12d
% 1 Passage y-H2AX Assay
4 Gy SA-R-Gal-Farbung

n=4 Aldefluor / FACS

Abb. 2.1: Schema der Strahlenselektion am Beispiel der A549 Zellen. SK-BR-3 Zellen wurden
in einer Dichte von 3 x 10° Zellen ausgesat und erhielten Fraktionen in einer Dosis von 3 Gy.

2.2.5 Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest wurde 1956 von Puck und Marcus entwickelt [Puck et al.,
1956] und kann als gultiger Standard zur Messung der Strahlensensibilitat einer
Zelllinie eingesetzt werden. Hierbei wird die Fahigkeit von bestrahlten Einzelzellen
zu Uberleben und durch Zellteilungen eine Kolonie von mindestens 50 Zellen zu
bilden, gemessen. Dies spiegelt sich in den Uberlebensfraktionen (surviving frac-
tions, SF) bei verschiedenen Strahlendosen wider, die in einer Dosis-Wirkungs-
Kurve graphisch aufgetragen werden. Wichtig sind z.B. SF2 oder SF4, die den An-
teil gebildeter Kolonien nach 2 bzw. 4 Gy angeben.

Um das klonogene Uberleben der Zellen nach Bestrahlung oder kombinierter
Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen zu bestimmen, wurden 250 Zellen
(A549, H460, MDA-MB-231) bzw. 1000 Zellen (SK-BR-3) in 6-Well-Platten in

Kulturmedium plus 20 % FCS und 1 % PS ausgesat und im Brutschrank inkubiert.
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Nach 24 Stunden wurden sie mit dem jeweiligen Inhibitor bzw. dem Vehikel
behandelt und nach genannter Vorbehandlungszeit mit Einzeldosen von 0 bis 4 Gy
bestrahlt. Nach 8 bis 10 Tagen (A549, H460, MDA-MB-231) bzw. 18 bis 20 Tagen
(SK-BR-3) Inkubation im Brutschrank wurden die Kolonien fir mehrere Minuten in
einer Kristallviolett-L6sung fixiert und gefarbt und anschlieRend im Trockenschrank
bei 50 °C getrocknet. Unter dem Binokular wurden nun Kolonien, welche mehr als
50 Zellen aufwiesen, gezahlt, um anschlieRend das klonogene Uberleben mittels
einer halblogarithmisch aufgetragenen Uberlebenskurve im Vergleich zur Kontrolle

festzustellen.

2.2.6 Seneszenz-assoziierte R-Galaktosidase-Farbung

Der Nachweis der seneszenz-assoziierten 3-Galaktosidase (SA-R-Gal)-Aktivitat im
sauren pH-Optimum (pH 6,0) stellt die gangigste Methode dar, seneszente Zellen
einer Kultur zu markieren. Hierbei wird die Aktivitat des in seneszenten Zellen
Uberexprimierten Enzyms SA-[3-Gal qualitativ durch die Umsetzung von X-Gal und
anschlieBender Oxidation des Produkts durch Luftsauerstoff, wodurch tiefblauer
Indigo-Farbstoff entsteht, bestimmt [Dimri et al., 1995]. Auf diese Weise lassen sich
seneszente Zellen von praseneszenten, immortalen, quieszenten oder ausdifferen-
zierten Zellen unterscheiden.

A549-p und A549-R Zellen wurden auf Chamberslides (BD Falcon) in geringer
Dichte ausgesat und 24 Stunden spéater mit einer Einzeldosis von 4 Gy bestrahlt
bzw. nicht bestrahlt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen mit Hilfe des
Senescence [-Gal Staining Kit (Cell Signaling) gemald den Angaben des
Herstellers fixiert und gefarbt. AnschlieBend wurden am Lichtmikroskop (Axiovert
135, Zeiss) Hellfeld-Aufnahmen gemacht, um seneszente und nicht-seneszente

Zellen manuell auszahlen zu kdnnen.

2.2.7 yH2AX Focus Assay

Um die DNA-Reparaturkapazitat der radioselektierten Tumorzellen zu unter-
suchen, wurde die Zahl der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche (DNA-DSBs) 24
Stunden nach Induktion durch ionisierende Strahlung mittels yH2AX-Immunféarbung

analysiert. Der yYH2AX Focus Assay beruht auf der Tatsache, dass das Histon-
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protein H2AX an Serin 139 phosphorylliert wird, sobald IR-induzierte DNA-DSBs in
der Zelle auftreten [Rogakou et al., 1998]. Dieses so genannte gamma-H2AX kann
mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers immunhistochemisch als Fokus sichtbar
gemacht werden.

A549-p und A549-R Zellen wurden auf Chamberslides (BD Falcon) ausgeséat und
im Brutschrank einige Tage inkubiert, bis die Kulturen konfluent waren. Dann
wurden mittels Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 4 Gy DNA-DSBs induziert.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 2 % Formaldehyd in PBS 15 Minuten lang
fixiert, dann dreimal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 0,2 % Triton X-100
in 1 % BSA/PBS auf Eis 5 Minuten permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen
wurden mit 3 % BSA/PBS bei Raumtemperatur eine Stunde geblockt. Anschlie-
Rend wurden die Kulturen mit einem yH2AX-spezifischen Antikérper (phospho-
H2AX Serl139) eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal mit
PBST gewaschen. Der mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierte Sekundar-
antikérper wurde daraufhin ebenso eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde mittels DAPI-Farbung die DNA sichtbar gemacht. Am
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135, Zeiss) wurden Aufnahmen in 400-facher
VergréR3erung gemacht und fir jede Kondition die residuellen DSBs, sichtbar als
Foci, in mindestens 220 Zellkernen manuell ausgezahilt.

2.2.8 Western Blot Analyse

Proteinaufarbeitung

Die Tumorzellkulturen, deren Protein isoliert werden sollte, wurden zweimal mit
eiskaltem PBS gewaschen, anschlieend mit einem adaquaten Volumen Lysis-
puffer Uberschichtet und mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale
geldst und in ein entsprechendes Reaktionsgefald Gberfuhrt. Eine 30mindtige Inku-
bation auf Eis sowie eine Ultraschallbehandlung lysierten die Zellen vollstandig.
Die Lysate wurden mit 14000 rpm bei +4°C fir 15 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand fiir Proteinquantifizierung und SDS-PAGE (siehe unten) verwendet. Die
Proteinbestimmung nach Bradford wurde mit Hilfe des DC Protein Assays von

BioRad nach Angaben des Herstellers vorgenommen. Die Absorption der Proben
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sowie der BSA-Verdiunnungen fir die Eichkurve wurde bei 620 nm im ELISA-

Reader gemessen.

SDS-PAGE, Western Blot

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels einer SDS-PAGE (Natriumdodecyl-
sulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese). Es wurden je nach Experiment 80 bis 120
Hg Protein je Probe bzw. Tasche auf das Gel aufgetragen. Die Proben wurden
zuvor mit zweifachem SDS-Probenpuffer versetzt und 5 Minuten in kochendem
Wasser denaturiert. Bei 0,1 mA/cm? Gel wurden die Proteine ihrer Gr63e nach
aufgetrennt (Sambrook & Russell, CSH protocols 2006). AnschlieRend wurden die
Proteine in einem Semidry-Blot-System bei 0,8 mA/cm? auf eine Nitrocellulose-
membran transferiert. Die Effizienz der Ubertragung der Proteine auf die Membran

wurde mittels einer essigsauren Ponceau S-Farbung nachgewiesen.

Immundetektion

Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wurde die Membran eine Stunde
bei Raumtemperatur in 5 % BSA/PBST vorinkubiert. AnschlieBend wurden die
Primarantikdrper (siehe Tab. unter 2.1.6) in 3 % BSA/PBST bei 4 °C uber Nacht
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit PBST fur jeweils 10
Minuten folgte eine einstindige Inkubation mit dem sekundéren Peroxidase-
gekoppelten Antikérper bei Raumtemperatur. Der Nachweis der spezifischen
Antikdrper-Protein-Bindung erfolgte durch eine Chemoluminiszenzreaktion und
wurde mittels Exposition auf Rontgenfilm und Entwicklung im Rontgen-
entwicklungsgerat (Agfa-Gevaert) sichtbar gemacht.

2.2.9 Behandlung mit Inhibitoren

Die Inhibitoren wurden in DMSO gel6st und in folgenden Stammlésungen ali-
quotiert: 10 mM (Erlotinib, LY294002), 40 mM (DEAB). Bis zur endgultigen Ver-
wendung wurden diese bei -20 °C gelagert. Erlotinib und LY294002 wurden in
einer Endkonzentration von 5 pM bzw. 10 uM eingesetzt, DEAB in einer Endkon-
zentration von 100 uM. Die Kontrollzellen wurden entsprechend mit der gleichen

Konzentration an DMSO behandelt.
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2.2.10 Transfektion mit spezifischer siRNA

Die zu transfizierenden Zellen wurden in 6-well-Platten in geringer Dichte
ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit Hilfe des Transfektionsreagenz
Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen), welches in einer Konzentration von 1:500 ein-
gesetzt wurde, mit der jeweiligen siRNA (siehe Tab. unter 2.1.5) in einer Konzen-
tration von 50 nM fir 48 bis 72 Stunden transfiziert. Hierfir wurde das Kultur-
medium durch Opti-MEM ersetzt. Nach der Transfektion wurden die Zellen fir

Western Blot Analysen sowie Koloniebildungstests verwendet.

2.2.11 Isolation von Tumorstammzellen

Aldefluor™ Assay

Das Prinzip der Detektion von Stamm- und Progenitorzellen sowie der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorstammzellen durch den Aldefluor™ Assay
(Aldagen Inc.) basiert auf der erhdhten Enzymaktivitdt verschiedener Isoformen
der Familie der Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDH) in diesen Zelltypen. Ein ungela-
denes, fluoreszierendes Substrat (BODIPY-Aminoacetataldehyde, BAAA) wird
durch die ALDH in ein geladenes Produkt (BODIPY-Aminoacetate, BAA) umge-
wandelt. In geladenem Zustand verliert das Produkt die F&higkeit, durch die
Plasmamembran zu diffundieren, akkumuliert somit in Zellen mit hoher ALDH-
Aktivitat und erhoéht dementsprechend deren Fluoreszenz. Stark fluoreszierende
bzw. schwach fluoreszierende Zellen wurden jeweils als ALDH™ bzw. ALDH""
bezeichnet.

Fur die Isolation von ALDH™ und ALDH"™" Zellen mittels Aldefluor™ Assay wurden
konfluente Kulturen verwendet. Die Zellen wurden trypsiniert, bei 400 g und 4 °C
fur 5 Minuten zentrifugiert und anschlieend in FACS-Puffer aufgenommen. Um
Zellverklumpungen zu entfernen, wurde die Suspension durch ein Zellsieb (100um)
pipettiert, anschlieBend wurden die Zellen mittels Zentrifugation (siehe oben)
pelettiert. Dann wurden die Zellen in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in
Aldefluor™ Assay-Puffer aufgenommen und 5 pl Aldefluor™ Reagenz pro 1 x 10°
Zellen zugefugt. Als Negativkontrolle wurden sofort 50 pl der Suspension
entnommen und in ein Reaktionsgefal tberfuhrt, in dem 5 pl (A549) bzw. 1 pl (SK-
BR-3) 1.5 mM DEAB in 95 % Ethanol vorgelegt war. Nach einer 35minttigen
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Inkubation beider Ansatze bei 37 °C wurden die Zellen bei 400 g abzentrifugiert
und jeweils in frischem Aldefluor™ Assay-Puffer resuspendiert. Schlief3lich
konnten die ALDH™ / ALDH" Zellen durch durchflusszytometrische Verfahren

(siehe folgender Abschnitt) analysiert und ggf. voneinander getrennt werden.

Durchflusszytometrische Analyse und Auftrennung der Zellen

Die durchflusszytometrische Analyse und die Auftrennung der Zellen mittels FACS
(fluorescence-activated cell sorting) erfolgte in der FACS Core Facility der Medi-
zinischen Kilinik, Innere Medizin Il, Universitat Tubingen.

FACS-Analysen wurden mit Hilfe des BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences),
Analysen mit anschlieBender Auftrennung unterschiedlicher Zellpopulationen mit
Hilfe des BD FACSAria™ Illu (BD Biosciences) durchgefiihrt. Gesortete Zellen
wurden in sterilen 5 ml FACS-Ro6hrchen, die mit 1 ml gekuhltem Kulturmedium
gefullt waren, aufgenommen. Durchfihrung und Auswertung der durchfluss-
zytometrischen Analysen und des Sortens erfolgten mit Hilfe der FACSDiva
Software (Version 6.1.2, BD Biosciences).

2.2.12 Densitometrische Auswertung und Statistik

Die densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden, die mittels Western Blot
erhalten wurden, erfolgte mit einer bildanalysierenden Software (Scion Image,
Scion Corporation). Bei der Bildung arithmetischer Mittelwerte wurde die Standard-
abweichung angegeben, um eine Abschatzung des Messfehlers von Einzel-
messungen zu ermoglichen. Die Signifikanz der erhaltenen Daten wurde mittels
zweiseitigem Student's t-test mit Hilfe der Software SigmaPlot 2001 (Systat
Software GmbH) ermittelt. Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant

anerkannt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Strahlenbiologische Charakterisierung von radioselektierten humanen

Tumorzellen

Nachfolgend wurden fir die Strahlenselektionsversuche die humane Lungen-
karzinomzelllinie A549, sowie in begrenzterem Umfang auch die Mammakarzi-
nomzelllinie SK-BR-3, verwendet. Die fraktioniert zu bestrahlenden Tumorzellen
wurden jeweils dinn ausgesat und 24 Stunden spater bestrahlt. Nach 10 bis 12
Tagen wurden die Klone trypsiniert und erneut ausgesat und bestrahlt. Die mitge-
fuhrten Kontroll- bzw. Parentalzellen wurden nicht bestrahlt. Insgesamt erhielten
die Zellen 4 Fraktionen mit jeweils 4 Gy (A549) bzw. 3 Gy (SK-BR-3) pro Fraktion.

3.1.1 Klonogenes Uberleben und Strahlenresistenz radioselektierter

Tumorzellen

Mit Hilfe von Koloniebildungstests wurde untersucht, ob die radioselektierten
Tumorzellen strahlenresistenter sind als die Parentalzellen der jeweiligen Zelllinie
und ob sich die Koloniebildungseffizienz nach Strahlenselektion verandert. Einzel-
zell-Kulturen wurden in 6-well-Platten ausgesat und nach 24 Stunden mit aufstei-
genden Einzeldosen ionisierender Strahlung von 0 bis 4 Gy (A549) bzw. bis 3 Gy
(SK-BR-3) bestrahlt. Nach zehntagiger (A549) bzw. 14-tagiger (SK-BR-3) Inkuba-
tion wurden die Zellen fixiert und gefarbt, und Klone mit mehr als 50 Zellen ausge-
zahlt.

Die Dosis-Wirkungs-Kurve in Abb. 3.1 A zeigt, dass die strahlenselektierten A549
Zellen (genannt ,A549-R“) im untersuchten Strahlendosisbereich von 1 bis 4 Gy
signifikant strahlenresistenter als die Parentalzellen waren. Dies war in &hnlicher
Form auch bei den radioselektierten SK-BR-3 Zellen (genannt ,SK-BR-3-R*) zu
beobachten (Abb. 3.1 B). Der berechnete Ds,-Wert der A549-R Zellen war gegen-
Uber den Parentalzellen um 25% erhoht, der Dy,-Wert der SK-BR-3-R Zellen, die
erst ab dem Dosisbereich um 3 Gy Strahlenresistenz zeigen, war nur um 11%

gegeniber den Parentalzellen erhoht (Tab. 3.1).
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Abb. 3.1: Strahlenresistenz von radioselektierten humanen Tumorzellen im klonogenen
Assay. Klonogenes Uberleben von (A) A549-p und A549-R und (B) SK-BR-3-p und SK-BR-3-R
Zellen nach aufsteigenden Einzeldosen ionisierender Bestrahlung von 0 bis 4 bzw. 3 Gy. Jeder
Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + Standardabweichung (SD) aus 15 Datenpunkten von drei
biologischen Replikaten (A549) bzw. aus 6 technischen Replikaten (SK-BR-3). Letzteres Ergebnis
wird reprasentativ fur zwei biologische Replikate gezeigt. (Student’s t-Test)

Tab. 3.1: Koloniebildungseffizienz (PE, in %), Uberlebensfraktion bei 2 und 3 bzw. 4
Gy (SF2, SF3, SF4) und Ds;-Wert strahlenselektierter humaner Tumorzelllinien.
Angegeben sind die Mittelwerte + SD aus 15 Datenpunkten von drei biologischen Repli-
katen (A549) bzw. 6 technischen Replikaten (SK-BR-3). D3; = Strahlendosis, bei der die
Uberlebensfraktion 37 % betragt.

PE + S.D. (%) SF2 SF3 SF4 D3 (GY)
A549-p  51,6+195 0,40 +0,19 - 0,11 + 0,07 1,97
A549-R  31,8+122  053+0,21 - 0,15 + 0,06 2,45
SK-BR-3-p  38,2+4,20  0,33+0,04 0,13+0,03 - 1,76
SK-BR-3-R  9,10+2,80  040+0,14 0,20+ 0,13 - 1,96

Wie aus Tabelle 3.1 ausserdem ersichtlich wird, weisen die A549-R Zellen eine

von 51,6 % auf 31,8 % signifikant reduzierte Koloniebildungseffizienz auf. In den

SK-BR-3-R Zellen war die Koloniebildungseffizienz sogar von 38,2 % auf 9,1 %

signifikant reduziert.

32



3. Ergebnisse

3.1.2 Verdopplungszeit radioselektierter Tumorzellen

Um die Verdopplungszeit der A549-R Zellen im Vergleich zu den parentalen A549-
p Zellen zu ermitteln, wurde das Zellwachstum Uber einen Zeitraum von 7 Tagen
gemessen. Fur jeden Tag der Wachstumskurve wurden fur A549-R und A549-p
Zellen jeweils vier Schalen mit definierter Zellzahl ausgesat. Die Anzahl der
lebenden Zellen wurde am jeweiligen Tag lichtmikroskopisch mit Hilfe einer Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer bestimmt und jeweils der Mittelwert der Zellzahlen der vier
Schalen gebildet. Diese Mittelwerte wurden verwendet, um die Verdopplungszeit
der Kulturen mathemathisch zu berechnen. In Tabelle 3.2 sind die Mittelwerte der

Verdopplungszeiten von zwei Selektions-Experimenten dargestellt.

Tab. 3.2: Verdopplungszeit £ SD von A549-R und A549-p Zellen. Das
Wachstum der Zellen wurde Uber 7 Tage hinweg gemessen, um die
Verdopplungszeit der Zellen mathematisch zu ermitteln. (n = 2)

A549-p 19,25 h £ 0,07 h

A549-R 22,95h £0,49h

-e- A549-p
-A- A549-R

Zellzahl x 10° + SD

Zeit (in Tagen)

Abb. 3.2: Graphische Darstellung des Wachstums von A549-p und A549-R Zellen. Die
Proliferation der Tumorzellen wurde Uber einen Zeitraum von 7 Tagen hinweg gemessen. Hierbei
wurde die Zellzahl jeweils lichtmikroskopisch bestimmt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert
+ SD aus 8 Datenpunkten von zwei biologischen Replikaten.

Es konnte beobachtet werden, dass die A549-R Zellen eine um fast vier Stunden
langere Generationszeit besitzen als die Parentalzellen. Dies entspricht einer
Zunahme der Verdopplungszeit der A549-R Zellen um 19,2 % im Vergleich zu den
A549-p Zellen. Obwohl der Unterschied in der Verdopplungszeit laut Student’s t-
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Test nicht signifikant ist, kdnnte dies trotzdem ein Hinweis auf den Tumorstamm-
zellcharakter der A549-R Zellen sein. Abbildung 3.2 veranschaulicht das Wachs-
tum der A549-p und A549-R Zellen Uber einen Zeitraum von 7 Tagen graphisch.

3.1.3 Die Transienz des strahlenresistenten Phanotyps

Um zu untersuchen, wie stabil bzw. transient der strahlenresistente Phanotyp der
A549-R Zellen ist, wurden deren Koloniebildungseffizienz, inr klonogenes Uber-
leben nach Bestrahlung mit Einzeldosen und ihre Verdopplungszeit jeweils nach 5
Passagen ohne Selektionsbestrahlung nochmals untersucht.

3.1.3.1 Klonogenes Uberleben und Strahlenresistenz 5 Passagen nach

Strahlenselektion

Abbildung 3.3 A zeigt, dass sich die Koloniebildungseffizienz der A549-R Zellen
wieder dem Niveau der parentalen A549 Zellen angleicht, wenn diese 5 Passagen
ohne Selektionsbestrahlung durchlaufen. Ebenso ist zu beobachten, dass die
relative Strahlenresistenz der A549-R Zellen gegenuber der A549-p Zellen
transient war (Abb. 3.3 B).

A B 1,00 |-
- ‘\ :
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0 1 2 3 4 5
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Abb. 3.3: Transienz des radioresistenten Phanotyps der strahlenselektierten A549-R Zellen.
(A) Koloniebildungseffizienz (PE) von A549-p und A549-R Zellen nach 5 Passagen ohne Selek-
tionsbestrahlung. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 6 Datenpunkten. (B) Klono-
genes Uberleben von A549-p und A549-R Zellen nach 5 Passagen ohne Selektionsbestrahlung
nach Bestrahlung mit aufsteigenden Einzeldosen von 0 bis 4 Gy. Jeder Datenpunkt entspricht dem
Mittelwert + SD aus 6 technischen Replikaten.
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3.1.3.2 Verdopplungszeit 5 Passagen nach Strahlenselektion

Nicht nur Koloniebildungseffizienz und klonogenes Uberleben nach Bestrahlung,
sondern auch die Verdopplungszeit der A549-R Zellen hat sich 5 Passagen nach

der Selektion wieder dem Niveau der A549-p Zellen angeglichen (Tab. 3.3).

Tab. 3.3: Verdopplungszeit von A549-p und A549-R Zellen nach 5
Passagen ohne Selektionsbestrahlung. Das Wachstum der Zellen wur-
de uber 6 Tage hinweg gemessen, um die Verdopplungszeit der Zellen
mathematisch zu ermitteln. Angegeben sind die Mittelwerte + SD aus
jeweils 4 technischen Replikaten.

A549-p 20,81 h +£0,69h

A549-R 20,34 h £0,82h

3.1.4 Seneszenz-assoziierte R-Galaktosidase-Aktivitat

Da ionisierende Strahlung durch DNA-Schadigung die sogenannte ,stress-induced
premature senescence” induzieren kann [Zhang, 2007], wurde untersucht ob die
reduzierte Koloniebildungseffizienz der strahlenselektierten Tumorzellen durch
einen erhéhten Anteil von seneszenten, also sich nicht mehr teilenden Zellen,
bedingt sein konnte. Hierfir wurde die seneszenz-assoziierte [3-Galaktosidase-

Aktivitat der Tumorzellen bei pH 6,0 untersucht.

Nach der letzten Selektionsbestrahlung wurden die A549-p und A549-R Zellen
einmal passagiert und dann auf Glasobjekttrdger ausgesat. Am nachsten Tag
betrug die Konfluenz der Kultur etwa 50 % und es wurde mit einer Einzeldosis von
4 Gy bestrahlt, wahrend die Kontrollen unbestrahlt blieben. Nach weiteren 24
Stunden wurden die Zellen mit Hilfe des Senescence [3-Gal Staining Kits gemal

den Angaben des Herstellers fixiert und gefarbt.

Es konnte beobachtet werden, dass sich 24 Stunden nach einer Einzeldosis-
Bestrahlung von 4 Gy der Anteil seneszenter Zellen sowohl in A549-p Zellen als
auch in A549-R Zellen ungefahr verdoppelte, und zwar von 30,2 % auf 56,4 %
bzw. von 34,4 % auf 62,0 % (Abb. 3.4 A, B). Der Unterschied zwischen A549-p
und A549-R im Anteil seneszenter Zellen eine Passage nach der Selektion ist so

gering, dass praktisch ausgeschlossen werden kann, dass die Reduktion der
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3. Ergebnisse

Koloniebildungseffizienz der A549-R Zellen durch einen héheren Anteil senes-
zenter Zellen in der Kultur zum Zeitpunkt der Durchfiihrung des Koloniebildungs-
tests erklart werden kann.

24 h nach 0 Gy 24 h nach 4 Gy

A549-p

A549-R

80

60

H24 hnach0 Gy 24 hnach4 Gy

|

40

20 [ S

Anteil seneszenter Zellen (%)

o
I

A549-p AS549-R

Abb. 3.4: Zellulare Seneszenz in A549-p und A549-R Zellen. (A) Seneszenz-assoziierte [3-
Galaktosidasefarbung (bei pH 6,0), 24 Stunden nach Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 4 Gy
(rechte Spalte), sowie ohne Einzeldosis-Bestrahlung (linke Spalte). Seneszente Zellen weisen eine
perinukledre Blaufarbung auf (roter Pfeil). (B) Graphische Darstellung der Anteile seneszenter Tu-
morzellen aus Abb. 3.4 A (in % + SD). Pro Bedingung wurden mindestens 850 Zellen auf 10 Bild-
ausschnitten ausgewertet.
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3.2 Die Rolle des EGFR-PI3K-Akt Signalwegs und der DNA-Reparatur fur die

Strahlenresistenz radioselektierter Tumorzellen

3.2.1 Einfluss einer EGFR-Hemmung auf klonogenes Uberleben und

Strahlenresistenz

Um zu untersuchen, ob in den strahlenresistenten Klonen, welche durch die Radio-
selektion gewonnen werden konnten, EGFR-vermittelte Signalwege eine Rolle fur
das klonogene Uberleben spielen, wurden Koloniebildungstests in Kombination mit
dem EGFR-Tyrosinkinase (TK)-Inhibitor Erlotinib (Tarceva®, Roche) durchgefuhrt.
Hierfur wurden A549-p und A549-R Zellen als Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten
ausgesat und 22 Stunden spater mit 5 uM Erlotinib behandelt. Um das klonogene
Uberleben nach ionisierender Strahlung zu untersuchen, wurden die Zellen
ausserdem nach weiteren zwei Stunden mit aufsteigenden Einzeldosen von 0 bis 5

Gy bestrahlt. Nach 10 Tagen wurden die Kolonien gefarbt und ausgezahlt.

A549-p A549-R
100 100
o 80
D 60 1 [
+l
A EEEE  REE  aee
20 T
0

con Erl (5 pM) con Erl (5 pM)

Abb. 3.5: Erlotinib hat keinen Effekt auf die Koloniebildungseffizienz (PE) der A549-p und -R
Zellen. A549-p Zellen (linke Seite) bzw. A549-R Zellen (rechte Seite) wurden als Einzelzell-Kulturen
ausgesat und 22 Stunden spater mit 5 UM Erlotinib bzw. einem &quivalenten Volumen des Vehikels
(DMSO) behandelt. Nach 10 Tagen wurden die Zellen gefarbt und Kolonien = 50 Zellen ausgezéhlt.
Jede Séaule entspricht dem Mittelwert £ SD aus 6 technischen Replikaten.

Wie in Abbildung 3.5 dargestellt, hat die Hemmung des EGFR durch 5 pM Erlotinib
sowohl in A549-p als auch in A549-R Zellen keinen signifikanten Effekt auf die
Koloniebildungseffizienz. Jedoch wirkt Erlotinib strahlensensitivierend auf beide
Zellpopulationen (Abb. 3.6). Interessanterweise hebt die EGFR-Hemmung durch
Erlotinib die Strahlenresistenz der A549-R Zellen auf. Dies bedeutet, dass EGFR-
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3. Ergebnisse

vermittelte Signalwege zumindest teilweise fur die Strahlenresistenz der A549-R

Zellen verantwortlich zu sein scheinen.
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Abb. 3.6: Klonogenes Uberleben radioselektierter A549 Zellen nach ionisierender Strahlung
in Kombination mit dem EGFR-TK-Inhibitor Erlotinib. 22 Stunden nach Aussaat als Einzelzell-
Kulturen wurden die Zellen mit DMSO (Kontrolle, linke Seite) bzw. 5 uM Erlotinib (rechte Seite) vor-
behandelt, nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen mit aufsteigenden Einzel-
dosen von 0 bis 5 Gy bestrahlt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 6 technischen
Replikaten.

3.2.2 Einfluss einer PI3K-Hemmung auf klonogenes Uberleben und

Strahlenresistenz

Um zu untersuchen, welche Rolle der PI3K-Akt Signalweg fur die Strahlen-
resistenz der radioselektierten Tumorzellen spielt, wurde deren klonogenes
Uberleben in Koloniebildungstests unter Einfluss des PI3K-Inhibitors LY294002
(LY) untersucht. Hierfur wurden Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten ausgeséat und
nach 22 Stunden mit 10 pM LY behandelt. Um das klonogene Uberleben nach
ionisierender Strahlung zu untersuchen, wurden die Zellen nach zweistlindiger LY -
Vorbehandlungszeit mit aufsteigenden Einzeldosen von 0 bis 4 Gy bestrahlt. Nach
10 (A549) bzw. 20 Tagen (SK-BR-3) wurden die Kolonien gefarbt und ausgezahlt.
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Abb. 3.7: Der PI3K-Inhibitor LY294002 reduziert signifikant die Koloniebildungseffizienz (PE)
von A549-p und -R Zellen (A), aber nicht von SK-BR-3-p und -R Zellen (B). Die Zellen wurden
als Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten ausgesét und nach 22 Stunden mit 10 pM LY294002
behandelt. Nach 10 (A549) bzw. 20 Tagen (SK-BR-3) wurden die Kolonien gefarbt und ausgezahit.
Jede Saule entspricht dem Mittelwert £ SD aus 12 Datenpunkten von zwei biologischen Replikaten
(A549) bzw. aus 6 technischen Replikaten (SK-BR-3). (Student’s t-Test)
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Abb. 3.8: Klonogenes Uberleben radioselektierter humaner Tumorzellen nach ionisierender
Strahlung in Kombination mit dem PI3K-Inhibitor LY294002. 22 Stunden nach Aussaat wurde
mit 10 uM LY vorbehandelt, nach weiteren zwei Stunden Inkubationszeit wurde mit aufsteigenden
Einzeldosen von 0 bis 4 bzw. 3 Gy bestrahlt. (A) A549-p und A549-R Zellen. Jeder Datenpunkt ent-
spricht dem Mittelwert + SD aus 12 Datenpunkten von zwei biologischen Replikaten (Student’s t-
Test). (B) SK-BR-3-p und -R Zellen. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 6 tech-
nischen Replikaten.

Die Inhibition der PI3K durch LY294002 bewirkte eine signifikante Reduzierung der
Koloniebildungseffizienz der A549-p und A549-R, aber nicht der SK-BR-3-p und

SK-BR-3-R Zellen, fir die nur eine tendenzielle Reduktion zu beobachten war
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(Abb. 3.7). Der Unterschied beziiglich der Koloniebildungseffizienz zwischen A549-
p und A549-R Zellen konnte durch Inhibition der PI3K aufgehoben werden.
Abbildung 3.8 zeigt das klonogene Uberleben radioselektierter A549 bzw. SK-BR-3
Zellen nach ionisierender Strahlung und zweistiindiger LY294002-Vorbehandlung
in einer Konzentration von 10 uM. Die Strahlenresistenz der radioselektierten
Tumorzellen konnte durch die PI3K-inhibition aufgehoben werden (vgl. Abb. 3.1).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der PI3K-Akt Signalweg eine Rolle fir

die Strahlenresistenz der radioselektierten Tumorzellen spielen kdnnte.

3.2.3 Die Rolle der DNA-Reparatur fur die Strahlenresistenz

Um zu untersuchen, in welchem Mal3e die DNA-Reparatur in den radioselektierten
Tumorzellen flr deren Strahlenresistenz eine Rolle spielt, wurde die Zahl der
residuellen DNA-Doppelstrangbriche (DNA-DSBs) im Zellkern mittels yH2AX-
Immunfarbung (siehe auch 2.2.7 yH2AX Focus Assay) 24 Stunden nach Be-
strahlung mit einer Einzeldosis von 4 Gy quantitativ ermittelt. Des Weiteren wurden
Western Blot Analysen durchgeftihrt, um die Expression und Aktivitat der DNA-
PKcs, eines zentralen DNA-Reparaturproteins, in den strahlenselektierten und

parentalen Tumorzellen zu untersuchen.

3.2.3.1 yH2AX Focus Assay

A549-p und A549-R Zellen wurden auf Chamber Slides ausgesat und 24 Stunden
spater mit einer Einzeldosis von 0 oder 4 Gy bestrahlt. Es lie? sich zuné&chst
beobachten, dass die strahlenselektierten A549-R Zellen basal eine leicht erhdhte
Zahl an yH2AX Foci aufweisen (Abb. 3.9 A, B). Vierundzwanzig Stunden nach der
Induktion von DNA-DSBs durch die Einzeldosis-Bestrahlung war die Zahl der resi-
duellen DNA-DSBs in den strahlenresistenten A549-R Zellen signifikant niedriger
als in den parentalen A549-p Zellen. Dies deutet darauf hin, dass die Strahlen-
resistenz der A549-R Zellen durch eine effektivere DNA-DSB-Reparatur nach
Strahlenschadigung zu erklaren sein kdnnte.
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Abb. 3.9: Darstellung der residuellen DNA-DSBs in radioselektierten A549 Zellen 24 Stunden
nach Bestrahlung mittels yH2AX Focus Assay. A549-p und A549-R Zellen wurden auf Chamber
Slides ausgesét und nach 24 Stunden mit O oder 4 Gy bestrahlt. Nach weiteren 24 Stunden wurden
die Zellen fixiert. Mittels einem anti-phospho H2AX (Serl39)-Antikdrper wurden die DNA-Rest-
schaden markiert und am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. (A) Immunfluoreszenz-Aufnahmen
von A549-p und A549-R Zellen 24 Stunden nach 0 bzw. 4 Gy. (B) Graphische Darstellung der
yH2AX Foci aus Abb. 3.9 (A). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SEM aus mindestens
220 ausgezahlten Zellkernen/Bedingung. (Student’s t-Test)
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3.2.3.2 Proteinexpression und Aktivitat der DNA-PKcs
Fur die Western Blot Analysen wurden die strahlenselektierten Tumorzellpopulatio-
nen in Zellkulturschalen ausgesat, bis zur Konfluenz im Brutschrank inkubiert und

zu den angegeben Zeiten nach Einzeldosis-Bestrahlung mit 4 Gy in Lysepuffer

aufgenommen.
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Abb. 3.10: Vergleich der Proteinexpression und des Aktivierungslevels der DNA-PKcs nach
Einzeldosisbestrahlung von radioselektierten Tumorzellen. (A) Konfluente A549-p und A549-R
Zellen sowie (B) SK-BR-3-p und SK-BR-3-R Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt oder blieben
unbestrahlt (-). Nach den angegeben Zeitpunkten wurden die Zellen in Lysepuffer aufgenommen
und flr die Western Blot Analyse verwendet. Jeweils unten: Graphische Darstellung der verhaltnis-
maRigen Expression von S2056 (DNA-PKcs) zu DNA-PKcs anhand densitometrischer Auswertung

der Banden.
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Bezuglich der Proteinexpression der DNA-PKcs lait sich jeweils kein Unterschied
zwischen A549-p und A549-R sowie SK-BR-3-p und SK-BR-3-R feststellen (Abb.
3.10 A, B). Bedeutend fur die Aktivitat der DNA-PKcs ist die Phosphorylierung an
Serin 2056 (S2056, Autophosphorylierung). Vergleicht man diese zwischen A549-p
und A549-R Zellen (Abb. 3.10 A), so kann man nicht nur basal, sondern auch im
untersuchten Zeitfenster von 10 Minuten bis 6 Stunden nach Bestrahlung eine
erhohte Autophosphorylierung der DNA-PKcs in den A549-R Zellen beobachten.
Zu einem ahnlichen Ergebnis kommt man im SK-BR-3-Modell (Abb. 3.10 B), wo
jedoch nur die Zeitpunkte 10 und 60 Minuten nach Bestrahlung untersucht wurden,
und basal kein phospho-S2056 messbar war. Diese Ergebnisse unterstitzen die
Schlussfolgerung des vorangegangenen Abschnitts, nach dem die DNA-DSB-Re-
paratur fur die Strahlenresistenz der radioselektierten Zellen eine Rolle zu spielen

scheint.

3.3 Kénnen durch Radioselektion humaner Tumorzelllinien TSZ-Marker

exprimierende Subpopulationen angereichert werden?

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass sogenannte Tumorstammzellen
(TSZ) fur die Resistenz eines Tumors gegen Strahlentherapie verantwortlich zu
sein scheinen. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob in den strahlenresisten-
ten Tumorzellpopulationen, welche in den beiden vorangegangenen Abschnitten
beschrieben wurden, TSZ-ahnliche Zellen angereichert sind. Hierfir wurde in den
radioselektierten Tumorzellen und ihren Parentalzellen die Expression der in der
Literatur diskutierten potenziellen TSZ-Marker CD133, Oct-4 sowie Sox2 mittels
Western Blot Analyse untersucht. Des Weiteren wurde die Proteinexpression
zweier Isoformen des funktionalen TSZ-Markers Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH)
analysiert. Viel aussagekraftiger ist in diesem Zusammenhang allerdings die

Enzymaktivitat der ALDH, welche mittels Aldefluor® Assay gemessen wurde.

3.3.1 CD133, Oct-4 und Sox2 Expression

Um die Proteinexpression und eventuelle strahleninduzierte Modulation der Ex-
pression von CD133, Oct-4 und Sox2 in den radioselektierten A549 und SK-BR-3

Zellen zu untersuchen, wurden diese in Kulturschalen ausgesat und bis zur Kon-
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fluenz im Brutschrank inkubiert. Zu den angegeben Zeiten nach Bestrahlung mit
einer Einzeldosis von 4 Gy bzw. ohne weitere Einzeldosisbestrahlung wurden die
Zellen dann in Lysepuffer aufgenommen und die Proben fir die Western Blot

Analyse vorbereitet.
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Abb. 3.11: Vergleich der Proteinexpression von potenziellen Tumorstammzellmarkern CD133
(A), Oct-4 (B) und Sox2 (C) ohne und nach Bestrahlung in A549-p und A549-R, sowie SK-BR-
3-p und SK-BR-3-R Zellen. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen ausgesét und bis zur Konfluenz
im Brutschrank inkubiert. Zu den angegeben Zeiten nach Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 4
Gy bzw. ohne Bestrahlung (-) wurden die Zellen in Lysepuffer aufgenommen und die Proben fiir die
Western Blot Analyse vorbereitet. Die Zelllinie NCCIT (Teratoma) wurde als Positivkontrolle fur die
CD133-Expression in SK-BR-3 Zellen eingesetzt.
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Wie in Abbildung 3.11 A zu sehen, wurden sowohl in A549-p als auch A549-R
Zellen etwa gleiche Mengen an CD133 exprimiert. Jedoch konnte eine strahlen-
induzierte Modulation von CD133 in A549-R Zellen 6 Stunden nach Bestrahlung
beobachtet werden. In SK-BR-3 Zellen konnten nur sehr geringe Mengen an
CD133 nachgewiesen werden. Dies zeigt der Vergleich mit der Teratomzelllinie
NCCIT, welche hier als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Zwischen SK-BR-3-p
und SK-BR-3-R gab es keinen Unterschied bzgl. der CD133-Proteinexpression.
Oct-4 konnte weder in A549-p noch in A549-R Zellen mittels Western Blot Analyse
nachgewiesen werden (Abb. 3.11 B). Hierbei wurden SK-BR-3-R Zellen als Positiv-
kontrolle verwendet. Vergleicht man die Oct-4 Proteinexpression in SK-BR-3-p und
SK-BR-3-R Zellen, so kann man interessanterweise eine Anreicherung des TSZ-
Markers in den strahlenresistenten SK-BR-3-R Zellen beobachten (Abb. 3.11 B).
Eine strahleninduzierte Modulation der Oct-4 Expression konnte, zumindest im
beobachteten Zeitfenster bis 60 Minuten nach Bestrahlung, nicht eindeutig fest-
gestellt werden. Auch die Proteinexpression von Sox2 konnte durch eine Einzel-
dosis von 4 Gy in beiden Tumorzelllinien im untersuchten Zeitfenster bis 20 bzw.
24 Stunden nicht moduliert werden (Abb. 3.11 C). Des Weiteren war weder in
A549-R noch in SK-BR-3-R Zellen eine Anreicherung des TSZ-Markers Sox2 im
Vergleich zu den Parentalzellen zu beobachten (Abb. 3.11 C).

3.3.2 Aldehyd-Dehydrogenasen

3.3.2.1 ALDH1A1 und ALDH2 Proteinexpression
Fur die Western Blot Analyse wurden die radioselektierten A549 und SK-BR-3

Zellen in Kulturschalen ausgesat und bis zur Konfluenz im Brutschrank inkubiert.
Zu den angegeben Zeiten nach Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 4 Gy bzw.
ohne weitere Einzeldosisbestrahlung wurden die Zellen dann in Lysepuffer aufge-

nommen und die Proben fur die Analyse vorbereitet.
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Abb. 3.12: Western Blot Analyse der Proteinexpression und strahleninduzierten Modulation
von ALDH1A1l bzw. ALDH2 in A549-p/-R bzw. SK-BR-3-p/-R Zellen. Die Zellen wurden in Zell-
kulturschalen ausgesat und bis zur Konfluenz im Brutschrank inkubiert. Zu den angegeben Zeiten
nach Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 4 Gy bzw. ohne Bestrahlung (-) wurden die Zellen in
Lysepuffer aufgenommen und die Proben fir den Western Blot vorbereitet.

Abbildung 3.12 zeigt, dass die Expression von ALDH1A1 weder in A549-R Zellen
gegenuber A549-p Zellen erhoht ist, noch durch ionisierende Strahlung in einem
Zeitraum von bis zu 24 Stunden moduliert werden kann. Da in SK-BR-3 Zellen
ALDH1A1 mittels Western Blot nicht nachgewiesen werden konnte (siehe 3.5.3,
Abb. 3.28), wurde in diesen Zellen die Proteinexpression von ALDH2, einer
anderen Isoform der ALDH-Familie, untersucht. Auch hier war kein Unterschied
zwischen parentalen und strahlenselektionierten Zellen, und im untersuchten Zeit-

raum bis 60 Minuten keine strahleninduzierte Modulation zu beobachten.

3.3.2.2 Messung der ALDH Enzymaktivitat mittels Aldefluor™ Assay

Um zu untersuchen, ob es in den A549-R Zellen eine Anreicherung von Zellen mit
ALDH-Enzymaktivitat (ALDH"" ALDH) im Vergleich zu den Parentalzellen gab,
wurden A549-p und A549-R Zellen in Kulturflaschen ausgeséat und 6 Tage im
Brutschrank inkubiert. In konfluentem Zustand wurden die Zellen schlief3lich ab-
trypsiniert und mit dem Aldefluor® Kit (Aldagen Inc.) gefarbt. Anschlie3end erfolgte
die Analyse bzw. Auftrennung mit FACS (fluorescence-activated cell sorting).

Wie in Abbildung 3.13 zu sehen, wiesen A549-p und A549-R Zellen mit 29,2 %
bzw. 30,1 % gleiche Anteile an ALDH™ Zellen auf. Die Strahlenresistenz der A549-
R Zellen hangt somit wahrscheinlich nicht mit einer erhéhten ALDH”-Population

zusammen.
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Abb. 3.13: A549-p und A549-R Zellen weisen gleiche Anteile an ALDH""" ®) Zellen auf. Ra-
dioselektierte und parentale Zellen wurden in Kulturflaschen ausgesét und im Brutschrank inkubiert.
In konfluentem Zustand wurden die Zellen dann abtrypsiniert und in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ml mit dem Aldefluor® Kit gemaR den Angaben des Herstellers gefarbt. Anschlieend erfolg-
te die FACS-Analyse. Obere Reihe: FACS-Analyse der A549-p Zellen, der Anteil der ALDH" Zellen
betrug 29,2 %. Untere Reihe: FACS-Analyse der A549-R Zellen, der Anteil der ALDH" Zellen
betrug 30,1 %. Jeweils links: DEAB-behandelte Kontrolle (150 uM, 1 x 10° Zellen/ml). Das abgebil-
dete Experiment ist reprasentativ flr zwei biologische Replikate gezeigt.

Die jeweils in ALDH und ALDH"™" (= niedrige ALDH-Aktivitat) aufgetrennten radio-
selektierten A549 Zellen wurden ausserdem mittels Western Blot Analyse hin-
sichtlich ihrer ALDH1A1 Expression verglichen (Abb. 3.14). Es konnte hierbei kein
Unterschied in der ALDH1A1 Expression zwischen ALDH"- und ALDH"™"-Popula-
tion festgestellt werden. Des Weiteren wiesen A549-p und A549-R Zellen, wie
auch schon unter Abschnitt 3.3.2.1 beschrieben, gleiche Mengen an ALDH1A1l

Protein auf.
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ALDH br low br low
ALDH1A1 | /e 40 e S0
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Abb. 3.14: ALDH""- und ALDH'°""-P0puIationen von A549-p bzw. A549-R Zellen weisen gleiche
Mengen an ALDH1A1 auf. Die Zellen wurden direkt nach dem FACS-Sort abzentrifugiert und in
Lysepuffer aufgenommen, anschlieRend erfolgte Proteinisolierung und Western Blot Analyse.
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3. Ergebnisse

3.3.2.3 Klonogenes Uberleben radioselektierter ALDH" und ALDH'*" A549
Zellen nach ionisierender Bestrahlung

Die unter Abschnitt 3.3.2.2 beschriebenen radioselektierten und anschliel3end in
ALDH" und ALDH™ aufgetrennten A549 Zellen sollten nun hinsichtlich ihres
klonogenen Uberlebens nach ionisierender Strahlung untersucht werden. Dazu
wurden diese als Einzelzellen in 6-well-Platten ausgesat und nach 24 Stunden mit
aufsteigenden Einzeldosen ionisierender Strahlung behandelt. Nach 9-tagiger In-

kubation im Brutschrank wurden die Kolonien gefarbt und ausgezahlt.
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Abb. 3.15: In ALDH"'- und ALDH"°"-Populationen aufgetrennte radioselektierte A549 Zellen
zeigen unterschiedliche Strahlenresistenz. Das klonogene Uberleben der Zellen nach aufstei-
genden Einzeldosen ionisierender Bestrahlung von 0 bis 4 Gy wurde im Koloniebildungstest unter-
sucht. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 6 technischen Replikaten.

Interessanterweise war zu beobachten, dass die Strahlenresistenz der A549-R
Zellen im Vergleich zu den A549-p Zellen deutlicher zu Tage tritt, wenn man die
ALDH™ Zellen der beiden Populationen separat von den ALDH®" Zellen im
Koloniebildungstest untersucht (Abb. 3.15).
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3. Ergebnisse

3.4 Die Strahlenresistenz von ALDH® und ALDH'" Populationen humaner

Tumorzelllinien und die Rolle des PI3K-Akt Signalwegs

Im vorangegangenen Abschnitt wurde erwahnt, dass A549-p und A549-R ALDH
Zellen strahlenresistenter sind als die entsprechenden ALDH" Zellen. Aus der
Literatur ist bekannt, dass unter anderem durch ALDH-Enzymaktivitat charakteri-
sierte potenzielle TSZ-Populationen resistent gegen ionisierende Strahlung sind
[Croker & Allan, 2011]. Dies sollte nun fiir ALDH™ Zellen der Zelllinien A549 und
SK-BR-3 untersucht werden. Ausserdem wurde die Rolle des PI3K-Akt Signal-
wegs fir die Strahlenresistenz dieser ALDH" Populationen beleuchtet.

Um aus A549 und SK-BR-3 Zellkulturen jeweils ALDH- und ALDH""-Populatio-
nen zu isolieren, wurden die Zellen mit dem Aldefluor®-Reagenz gefarbt und mit-
tels FACS sortiert. Der Anteil der ALDH™ Zellen an der Gesamtpopulation lag bei
32,72 % £ 10,12 % (n = 8) fur A549 Zellen und bei 50,38 % * 24,51 % (n = 6) fur
SK-BR-3 Zellen. Als ALDH°" wurden fir die Koloniebildungstests nur die am
schwéchsten fluoreszierenden 6,36 % * 3,48 % (A549) bzw. 11,38 % = 7,59 %
(SK-BR-3) der Gesamtpopulation verwendet. Abbildung 3.16 zeigt jeweils repra-
sentative FACS-Analysen.
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<« Abb 3.16: Aldefluor® FACS-Analyse fur die anschlielende Isolierung von ALDH"" und
ALDH""-Populationen. A549 (A) und SK-BR-3 (B) Zellen wurden in Kulturflaschen ausgesat und
im Brutschrank inkubiert. In konfluentem Zustand wurden die Zellen dann abtrypsiniert und mit dem
Aldefluor® Kit gemal den Angaben des Herstellers gefarbt. AnschlieBend erfolgte die FACS-Analy-
se. Jeweils links: DEAB-behandelte Kontrolle (150 uM). P2 = ALDH"*"-Population, P3 = ALDH"-Po-
pulation. Abgebildete Experimente sind jeweils repréasentativ fur 8 (A549) bzw. 6 (SK-BR-3) bio-
logische Replikate gezeigt.

3.4.1 Koloniebildungseffizienz und klonogenes Uberleben nach ionisierender
Strahlung von ALDH"" und ALDH"" Zellen

Die mit Hilfe von Aldefluor®-Farbung und FACS erhaltenen ALDH"- und ALDH""-
Populationen wurden nun als Einzelzellen in 6-well-Platten ausgesat, um das
klonogene Uberleben ohne und nach ionisierender Strahlung zu untersuchen.
Hierfar wurden die Zellen 24 Stunden nach Aussaat mit aufsteigenden Einzeldosen
von 0 bis 4 Gy bestrahlt. Nach 9 (A549) bzw. 18 bis 20 Tagen (SK-BR-3) wurden
die Kolonien gefarbt und ausgezahilt.
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A549 SK-BR-3
£ R £
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Abb. 3.17: ALDH" und ALDH"" A549 (A) bzw. SK-BR-3 (B) Zellen zeigen keinen Unterschied
in der Koloniebildungseffizienz. Einzelzell-Kulturen wurden in 6-well-Platten ausgeséat. Nach 9
(A549) bzw. 18 bis 20 Tagen (SK-BR-3) wurden die Kolonien gefarbt und ausgezahlt. Jede Saule
entspricht dem Mittelwert £ SD aus 5 biologischen Replikaten (A549) bzw. aus 18 Datenpunkten
von drei biolgischen Replikaten (SK-BR-3).

Beziiglich der Koloniebildungseffizienz von A549 ALDH® und ALDH"" Zellen sowie
SK-BR-3 ALDH" und ALDH"" Zellen konnte kein Unterschied festgestellt werden
(Abb. 3.17). Umso auffalliger ist die Strahlenresistenz der ALDH"-Zellen im Ver-
gleich zu den ALDH""-Zellen (Abb. 3.18). Dies gilt sowohl fiir A549 als auch SK-
BR-3 Zellen, bei denen sich die Ds-Werte von ALDH” und ALDH"®" Zellen jeweils
signifikant unterschieden (Tab. 3.4).
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Abb. 3.18: Tumorzellen mit ALDH-Enzymaktivitat (ALDHbr) sind resistenter gegen ionisieren-
de Strahlung als ALDH"" Zellen derselben Kultur. Klonogenes Uberleben von (A) A549 und (B)
SK-BR-3 Zellen, welche mittels Aldefluor®-FACS aufgetrennt wurden, nach aufsteigenden Einzel-
dosen von 0 bis 4 Gy. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert £ SD aus 30 Datenpunkten von
5 biologischen Replikaten (A549) bzw. aus 6 technischen Replikaten (SK-BR-3). Letzteres Ergebnis
wird reprasentativ fur drei biologische Replikate gezeigt. (Student’s t-Test)

Tab. 3.4: Vergleich der Ds,-Werte von ALDH"" und ALDH"" A549
bzw. SK-BR-3 Zellen mit Angabe des p-Werts. Der Berechnung des
Ds; liegen 5 (A549) bzw. 4 (SK-BR-3) biologische Replikate zugrunde.

Zellpopulation Ds; (Gy) p-Wert
A549 ALDH"" 2,49
A549 ALDH'"" 1,83 0042
""""""" SK-BR3ALDH" 176
SK-BR-3 ALDH"" 1,33 0049

3.4.2 Die Rolle des PI3K-Akt Signalwegs fur die Strahlenresistenz von
ALDH"" Tumorzellen

Um nun zu klaren, welche Rolle der PI3K-Akt Signalweg fur die Strahlenresistenz
der ALDH" Zellen spielt, wurde deren klonogenes Uberleben nach Bestrahlung im
Koloniebildungstest unter Einfluss des PI3K-Inhibitors LY294002 im Vergleich zu
ALDH" Zellen untersucht. Hierfur wurden die mit Hilfe von Aldefluor®-Farbung
und FACS erhaltenen ALDH"- und ALDH"°"-Populationen der Tumorzelllinien
A549 und SK-BR-3 als Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten ausgesat und 22 Stun-
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den spater mit 10 uM LY behandelt. Nach zweistindiger LY-Vorbehandlungszeit
wurden die Zellen dann mit aufsteigenden Einzeldosen von O bis 4 Gy bestrahilt.
Nach durchschnittlich 10 Tagen (A549) bzw. nach 18 Tagen (SK-BR-3) wurden die

Kolonien geféarbt und ausgezahlt.

Wie in Abbildung 3.19 zu sehen, konnte die Strahlenresistenz sowohl der A549
ALDH™ Zellen (3.19 A) als auch der SK-BR-3 ALDH™ Zellen (3.19 B) gegeniiber
den jeweiligen ALDH"" Zellen durch Inhibition der PI3K aufgehoben werden. Abbil-
dung 3.19 C veranschaulicht dies zusatzlich durch Darstellung der Uberlebens-

fraktion bei 2 Gy im Balkendiagramm.
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<« Abb. 3.19: Die Strahlenresistenz von ALDH" Tumorzellen ist zumindest teilweise vom
PI3K Signalweg abhangig. Klonogenes Uberleben von (A) A549 und (B) SK-BR-3 Zellen, welche
mittels Aldefluor®-FACS in ALDH” und ALDH"" aufgetrennt wurden, nach aufsteigenden Einzel-
dosen von 0 bis 4 Gy. Zuvor wurde fir 2 h mit 10 uM LY behandelt. Jeder Datenpunkt entspricht
dem Mittelwert + SD aus 12 Datenpunkten von 2 biologischen (A549) bzw. aus 6 technischen
Replikaten (SK-BR-3). (C) Darstellung der Uberlebensfraktion bei 2 Gy (SF,) aus 3.19 A. (Student’s
t-Test)

3.5 Die Rolle von Aldehyd-Dehydrogenasen fur die Strahlenresistenz

humaner Tumorzelllinien

3.5.1 Auswirkungen einer Hemmung von ALDH durch

Diethylaminobenzaldehyd

Um die funktionale Rolle der ALDH im Zusammenhang mit Strahlenresistenz
humaner Tumorzelllinien zu untersuchen, wurde Diethylaminobenzaldehyd (DEAB)
eingesetzt. DEAB inhibiert die Enzymaktivitat verschiedener Isoformen der ALDH-
Familie, darunter zum Beispiel ALDH1Al, ALDH1A2 oder ALDH2 [Moreb et al.,
2012].

3.5.1.1 Einflu? von DEAB auf das Proteinexpressionslevel von ALDH
Isoformen und ErbB-Rezeptoren

Um zu untersuchen, ob sich die Behandlung mit DEAB auf das Proteinexpres-
sionslevel von ALDH Isoformen (ALDH1A1l, ALDH2) und/oder ErbB-Rezeptoren
(EGFR, ErbB2) in A549 und H460 Zellen bzw. SK-BR-3 und MDA-MB-231 Zellen
auswirkt, wurden diese ausgeséat und nach 24 Stunden fir 24, 48 oder 72 Stunden
mit DEAB (100 puM) behandelt. Am Ende der jeweiligen Inkubationszeit wurden die
Zellen in Lysepuffer aufgenommen und die Proben fur die nachfolgende SDS-
PAGE und Western Blot Analyse vorbereitet.

Abbildung 3.20 A zeigt, dass die Hemmung der ALDH-Aktivitat durch 100 puM
DEAB die Proteinexpression von ALDH1A1 bzw. ALDH2 in den Lungenkarzinom-
zelllinien A549 und H460 bzw. in den Brustkrebszelllinien SK-BR-3 und MDA-MB-
231 im Behandlungzeitraum von 24 bis 72 Stunden nicht verandert. Des Weiteren
war zu beobachten, dass die Inhibition der ALDH-Enzymaktivitat keinen Einflul3 auf
das Expressionslevel von EGFR bzw. ErbB2 in den untersuchten Lungenkarzi-
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nomzellen respektive Brustkrebszellen hat. Vergleicht man nun ausserdem die
Aktivitat des EGFR in A549 Zellen, die entweder 72 h mit oder ohne DEAB
kultiviert wurden (Abb. 3.20 B), so ist 5 und 10 Minuten nach Bestrahlung mit 4 Gy
und nach finfminatiger EGF-Behandlung (1:2000) jeweils kein Unterschied im
Tyrosin-Phosphorylierungsstatus zwischen Kontroll- und DEAB-behandelten Zellen
festzustellen.

A549 H460
A DEAB(100uM) - 24h - 48h - 72h - 24h - 48h - 72h

ALDH1A1 [

B-Aktin

SK-BR-3 MDA-MB-231

postiR(4Gy) - & 10 - - 5 100 -
EEBEEM ~ = = #fe « « @

[3-Aktin |-

Abb. 3.20: (A) DEAB hat keinen Einflul3 auf das Expressionslevel von ALDH1A1 und EGFR in
A549 und H460 Zellen bzw. ALDH2 und ErbB2 in SK-BR-3 und MDA-MB-231 Zellen. Die vier
Zelllinien wurden fur 24, 48 und 72 Stunden mit 100 pM DEAB bzw. dem Vehikel DMSO (-)
behandelt und anschliel3end in Lysepuffer aufgenommen. Mittels SDS-PAGE wurden die Proteine
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und dann auf Nitrocellulosemembran Ubertragen. (B)
DEAB hat keinen EinfluR auf das Aktivitatslevel des EGFR in A549 Zellen. Die Zellen wurden
fur 72 Stunden mit 100 pM DEAB bzw. dem Vehikel DMSO (con) behandelt und entweder nicht
bestrahlt, mit 4 Gy bestrahlt, oder 5 Minuten mit EGF behandelt, bevor sie in Lysepuffer aufge-
nommen wurden.
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3.5.1.2 Einfluss von DEAB auf Koloniebildungseffizienz und klonogenes

Uberleben nach ionisierender Strahlung

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob und wie sich die ALDH-Hemmung
durch DEAB auf die Koloniebildungseffizienz (PE) und das klonogene Uberleben
nach ionisierender Strahlung auf humane Tumorzellen auswirkt. Hierzu wurden
A549, H460, SK-BR-3 und MDA-MB-231 Zellen als Einzelzell-Kulturen in 6-well-
Platten ausgesat und am nachsten Tag mit 100 uM DEAB behandelt. Nach 5 Stun-
den Vorbehandlungszeit wurden die Zellen mit aufsteigenden Einzeldosen von 0
bis 4 Gy bestrahlt.
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Abb. 3.22: Die Inhibition der ALDH durch DEAB hat unterschiedliche Effekte auf die Kolonie-
bildungseffizienz in Abhangigkeit von der Zelllinie. A549, H460, SK-BR-3 und MDA-MB-231
Zellen wurden als Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten ausgesat und am nachsten Tag mit 100 uM
DEAB behandelt. Nach ca. 10 (A549, H460, MDA-MB-231) bzw. 20 (SK-BR-3) Tagen wurden die
Kolonien gefarbt und Kolonien mit = 50 Zellen ausgezahlt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittel-
wert + SD aus 12 Datenpunkten von zwei (A549, H460) bzw. 18 Datenpunkten von drei biologi-
schen Replikaten (SK-BR-3, MDA-MB-231). (Student’s t-Test)

Nach Behandlung mit DEAB kann man, abhangig von der Zelllinie, unter-
schiedliche Auswirkungen auf die PE beobachten (Abb. 3.22). In A549 und MDA-
MB-231 Zellen reduzierte DEAB die PE signifikant, in H460 Zellen jedoch konnte
kein signifikanter Effekt nachgewiesen werden. In SK-BR-3 Zellen war nach DEAB-
Behandlung interessanterweise eine signifikante Erhéhung der PE zu beobachten.

Die Effekte auf PE und klonogenes Uberleben nach Bestrahlung unter EinfluR von
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DEAB korrelierten (Abb. 3.23, 3.24). Am eindrucksvollsten zeigte sich die Wirkung
von DEAB auf das klonogene Uberleben nach IR in A549 sowie SK-BR-3 Zellen,
wo starke Strahlensensibilisierung bzw. -protektion zu beobachten war.
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Abb. 3.23: Die Inhibition der ALDH hat unterschiedliche Effekte auf das klonogene Uberleben
nach ionisierender Bestrahlung, abh&ngig von der Zelllinie. A549, H460, SK-BR-3 und MDA-
MB-231 Zellen wurden als Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten ausgeséat und am ndchsten Tag fur 5
Stunden mit 100 uM DEAB behandelt, bevor mit Einzeldosen von 0 bis 4 Gy bestrahlt wurde. Nach
ca. 10 (A549, H460, MDA-MB-231) bzw. 20 (SK-BR-3) Tagen wurden die Kolonien geféarbt und
Kolonien mit = 50 Zellen gezahlt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 12 Daten-
punkten von zwei (A549, H460) bzw. 18 Datenpunkten von 3 biologischen Replikaten (SK-BR-3,
MDA-231). (Student’s t-Test)
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Abb. 3.24: Der EinfluR von DEAB auf das klonogene Uberleben nach ionisierender Strahlung
hangt mit dem Einflu@ auf die Koloniebildungseffizienz (PE) zusammen. Die prozentuale
Anderung der Uberlebensfraktion bei 4 Gy (A SF 4 Gy, entnommen aus Abb. 3.23) und der PE (A
PE, entnommen aus Abb. 3.22) unter Einflu von 100 uM DEAB wurden gegeneinander aufge-
tragen.
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Abb 3.25: Die Koloniebildungseffizienz von ALDH" und ALDH"°" Tumorzellen wird durch
ALDH-Inhibition gleichermaf3en beeinfluf3t. A549 (A) und SK-BR-3 (B) Zellen, die zuvor mit Hilfe
von Aldefluor®-Farbung und FACS jeweils in ALDH"- und ALDH'°W-P0puIationen aufgetrennt wur-
den, wurden als Einzelzell-Kulturen in 6-well-Platten ausgeséat und am néchsten Tag mit 100 uM
DEAB behandelt. Nach 8 (A549) bzw. 20 (SK-BR-3) Tagen wurden die Kolonien gefarbt und
Kolonien mit = 50 Zellen ausgezéahlt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 18
Datenpunkten von drei biologischen Replikaten. (Student’s t-Test)

Untersucht man nun in einem gleichartigen Experiment A549 und SK-BR-3 Zellen,
welche zuvor in ALDH® und ALDH""-Populationen aufgetrennt wurden, so laRt
sich beobachten, dass die Koloniebildungseffizienz von ALDH" und ALDH""
Zellen durch DEAB-Behandlung jewells gleich stark signifikant reduziert (A549)
bzw. signifikant erh6ht (SK-BR-3) wird (Abb. 3.25 A, B).

57



3. Ergebnisse

A B
100 g P<0005 A549 100 B SK-BR-3
<00;f~& ®-_ p<0.0001 3 X
p<0. 2§ . CANN 3
ns/“‘i . p<0.05 ‘Il
TN 3 ON
0 o A
a] A [a) z
7] ST e 7 C
Ho,10 % 20,10 SR N
[72] N N [72] . T \
e— ALDH" vehicle T NN o ALDH" vehicle QN
—o— ALDH"" vehicle TN X —O— ALDH"" vehicle LN
—a— ALDH" DEAB (100 pM) 4o— ALDH" DEAB (100 puM)
ALDH"™" DEAB (100 pM) &~ ALDH"" DEAB (100 uM)
0,01 0,01
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Dosis (Gy) Dosis (Gy)

Abb. 3.26: Die ALDH-Inhibition durch DEAB hebt die relative Strahlenresistenz der (A) A549
ALDH""-Population gegentiber den A549 ALDH"®" Zellen auf, wirkt sich jedoch nicht differen-
tiell auf (B) SK-BR-3 ALDH®" und ALDH"" Zellen aus. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittel-
wert = SD aus 9 Datenpunkten von zwei biologischen Replikaten (A549) bzw. 6 Datenpunkten (SK-
BR-3). Letztere Abbildung ist reprasentativ fir drei biologische Replikate gezeigt. (Student’s t-Test)

Im Koloniebildungstest zeigte sich, dass sowohl A549 ALDH™ als auch A549
ALDH" " Zellen durch die DEAB-Behandlung strahlensensitiviert werden (Abb. 3.26
A). Jedoch wirkt sich die ALDH-Inhibition auf die A549 ALDH™ Zellen starker aus,
so dass der signifikante Unterschied in der Strahlenresistenz zwischen ALDH™ und
ALDH"™" Zellen aufgehoben war. Auch im Fall der SK-BR-3 Zellen ist ein Effekt auf
beide Populationen, ALDH” und ALDH"", zu beobachten (Abb. 3.26 B). Interes-
santerweise jedoch, wie schon unter 3.5.1.2 beschrieben, wirkte sich DEAB auf
SK-BR-3 Zellen radioprotektiv aus. Anders als bei den A549 Zellen ist der Effekt

hierbei auf beide Populationen gleich stark.

3.5.2 Proteinexpressionsmuster verschiedener ALDH Isoformen in vier
humanen Tumorzelllinien

Fur die Western Blot Analysen wurden A549, H460, SK-BR-3 und MDA-MB-231
Zellen in Zellkulturschalen ausgesat und jeweils bis zur Konfluenz 4 bis 6 Tage im
Brutschrank inkubiert. Dann wurden sie mit Lysepuffer abgekratzt und die Proben

wurden fur die Analyse vorbereitet.
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Abb. 3.27: Vergleich der Proteinexpression verschiedener ALDH-Isoformen der Klasse 1 und
2 in den humanen Tumorzelllinien A549, H460 (Lungenkarzinom), sowie SK-BR-3 und MDA-
MB-231 (Mammakarzinom). Die Zellen wurden jeweils in Zellkulturschalen ausgesat, bis zur
Konfluenz 4 bis 6 Tage im Brutschrank inkubiert, dann in Lysepuffer aufgenommen und fir die
Western Blot Analyse verwendet.

Wie in Abbildung 3.27 zu sehen, werden die vier Isoformen ALDH1A1, ALDH1A2,
ALDH1A3 und ALDH2 in den vier untersuchten Zelllinien unterschiedlich expri-
miert. ALDH1A1 ist in A549 Zellen sehr stark exprimiert, hingegen in H460 Zellen
vergleichsweise schwach. In SK-BR-3 und MDA-MB-231 Zellen konnte Uberhaupt
keine Expression dieser Isoform nachgewiesen werden. ALDH1A2 wird in allen
vier Zelllinien exprimiert, jedoch in H460 nur sehr schwach. Es ist davon auszu-
gehen, dass die zweite, obere Bande, die hier in den A549 Zellen zu sehen ist,
eine unspezifische Bindung des ALDH1A2-Antikbrpers an ALDH1A1l darstellt.
Auch ALDH2 konnte in allen vier Zelllinien nachgewiesen werden, am stérksten
wird diese Isoform in A549 und SK-BR-3 Zellen exprimiert, am schwachsten in
H460 Zellen. In obiger Abbildung wird die ALDH2-Bande der A549 Zellen von einer
unspezifischen Bindung des Antikorpers an ALDH1A1 tberdeckt; Abbildung 3.28 A
verdeutlicht die ALDH2 Expression in A549 Zellen besser. Der Antikdrper gegen
ALDH1AS erzeugte starke Hintergrundsignale, jedoch konnte zumindest in SK-BR-
3 Zellen ALDH1A3 gefunden werden.
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3.5.3 Transfektion mit ALDH1A1 oder ALDH2 siRNA und klonogenes

Uberleben nach ionisierender Bestrahlung

Eine andere Methode, die Rolle der ALDH fir die Strahlenresistenz von humanen
Tumorzelllinien zu untersuchen, stellte die temporare Hemmung der Proteinex-
pression der Isoformen ALDH1A1l und ALDH2 mittels spezifischer siRNA (small
interfering RNA) mit anschlieBendem Koloniebildungstest dar. Fir die Transfektion
wurden A549 bzw. SK-BR-3 Zellen in 70 bis 80 %iger Dichte in 6-well-Platten aus-
gesat. Am nachsten Tag wurden die spezifischen siRNAs sowie eine non-silencing
Kontroll siRNA mit Hilfe von Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen) in die Zellen ein-
geschleust. Dazu wurde das Kulturmedium durch Opti-MEM (Gibco) ersetzt. Nach
einer Transfektionszeit von 48 oder 72 Stunden wurden die Zellen abtrypsiniert
und fur Koloniebildungstests und ausserdem Western Blot Analysen verwendet.
Fur die Koloniebildungstests wurden die Zellen als Einzelzellen in 6-well-Platten
ausgesat und nach 24 Stunden mit aufsteigenden Einzeldosen von O bis 4 Gy
bestrahlt. Nach 8 bis 11 Tagen (A549) bzw. 18 bis 25 Tagen (SK-BR-3) wurden die

Kolonien geféarbt und ausgezahlt.

Die erfolgreiche Hemmung der ALDH1A1 Proteinexpression in A549 Zellen und
der ALDH2 Expression in A549 und SK-BR-3 Zellen ist exemplarisch in Abbildung
3.28 A dargestellt. Die Unterdriickung von ALDH1AL1 fuhrte in A549 Zellen zu einer
signifikanten Strahlensensibilisierung (Abb. 3.28 B links). In SK-BR-3 Zellen
konnte, wie auch schon an anderer Stelle erwahnt, keine ALDH1A1 Expression
mittels Western Blot Analyse nachgewiesen werden, und so verwundert es nicht,
dass die ALDH1A1 siRNA in dieser Zelllinie keine Wirkung zeigte (Abb. 3.28 B
rechts). Interessanterweise hatte jedoch die Unterdriickung der ALDH2 Expression
- wie auch die oben gezeigte ALDH-Inhibition durch DEAB - eine deutliche
Radioprotektion der SK-BR-3 Zellen zur Folge, wahrend in A549 Zellen insgesamt
kein Effekt zu beobachten war (Abb. 3.28 C). Beziglich letzterer Feststellung soll
jedoch erwédhnt werden, dass in den einzelnen Experimenten, aus denen sich
Abbildung 3.28 C (links) zusammensetzt, sowohl Protektion als auch Sensi-
bilisierung zu beobachten war, jedoch war weder die eine noch die andere

Beobachtung statistisch signifikant (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.28: Strahlensensitivitdt humaner Tumorzelllinien nach Transfektion mit spezifischer
siRNA gegen ALDH1A1 und ALDH2. (A) Nachweis der erfolgreichen Reduktion der ALDH1A1
(oben) bzw. ALDH2 (unten) Proteinexpression nach 48 und 72 Stunden siRNA-Behandlung in A549
und SK-BR-3 Zellen mittels Western Blot Analyse. Oben rechts zeigt fehlende Expression von
ALDH1A1 in SK-BR-3 Zellen. ¢, Kontroll-siRNA (B) Dosis-Wirkungs-Kurve ALDH1A1 siRNA-trans-
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fizierter A549 und SK-BR-3 Zellen. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SD aus 15 Daten-
punkten von drei biologischen Replikaten. (C) Dosis-Wirkungs-Kurve ALDH2 siRNA-transfizierter
A549 und SK-BR-3 Zellen. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert £ SD aus 27 Datenpunkten
von 5 (A549) bzw. 13 Datenpunkten von 3 (SK-BR-3) biologischen Replikaten. (Student’s t-Test).

3.5.3.1 Transfektion mit ALDH1A1 oder ALDH2 siRNA und klonogenes
Uberleben nach ionisierender Bestrahlung unter EinfluR von DEAB

Um die Spezifitat des ALDH-Inhibitors DEAB bezlglich den Isoformen ALDH1A1
und ALDH2 zu untersuchen, wurden die unter 3.5.3 beschriebenen Koloniebil-
dungstests zusatzlich in Kombination mit DEAB durchgefuhrt. Hierfir wurden die
Zellen 5 Stunden vor Bestrahlung mit 100 uM DEAB behandelt.
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Abb. 3.29: Strahlensensitivitdt humaner Tumorzelllinien nach Transfektion mit spezifischer
siRNA gegen ALDH1A1 (A) oder ALDH2 (B), jeweils unter Einflull des ALDH-Inhibitors DEAB.
ALDH1A1 oder ALDH2 siRNA-transfizierte A549 bzw. SK-BR-3 Zellen wurden als Einzelzellen in 6-
well-Platten ausgesét und am nachsten Tag fur 5 Stunden mit 100 uM DEAB behandelt, bevor sie
mit Einzeldosen von 0 bis 4 Gy bestrahlt wurden. Alle Datenpunkte entsprechen dem Mittelwert +
SD aus jeweils 6 technischen Replikaten.

62



3. Ergebnisse

Abbildung 3.29 A (links) zeigt, dass sowohl A549 Zellen mit normalem ALDH1A1
Level als auch jene mit unterdrickter ALDH1A1 Proteinexpression durch DEAB
strahlensensitiviert werden konnten. Jedoch reduzierte DEAB das klonogene Uber-
leben nach Bestrahlung, gemessen am D3;-Wert, starker in den A549 Zellen die
mit non-silencing siRNA transfiziert wurden. Wéahrend deren D37-Wert durch DEAB-
Vorbehandlung von 4,82 Gy auf 3,35 Gy um 30,5 % reduziert wurde, wurde der
Ds7-Wert der ALDH1A1 siRNA-transfizierten A549 Zellen von 3,67 Gy auf 2,92 Gy,
also nur um 20,4 %, reduziert. Da ALDH1A1 auf Proteinebene in SK-BR-3 Zellen
nicht nachweisbar war, war zu erwarten, dass DEAB sich gleichermalRen radio-
protektiv auf Kontroll siRNA- und ALDH1A1l siRNA-transfizierte Zellen auswirkte
(Abb. 3.29 A rechts). Wie in Abbildung 3.29 B (links) zu sehen, konnten A549
Zellen mit unterdruckter ALDH2 Proteinexpression genauso wie jene mit normalem
ALDH2 Level durch DEAB strahlensensitiviert werden. In SK-BR-3 Zellen war hier-
bei interessanterweise zu beobachten, dass der radioprotektive Effekt von DEAB in
ALDH2 siRNA-transfizierten Zellen, gemessen am Dsz-Wert, um 72,6 % reduziert

war.
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4. DISKUSSION

Radioresistente Tumorzellen stellen ein grof3es Problem bei der Strahlentherapie
von Krebspatienten dar, da diese Zellen zur Repopulation des Tumors oder
Rezidiven fihren konnen. Seit einigen Jahrzehnten geht man davon aus, dass
solide Tumoren nicht aus einer homogenen Zellmasse, sondern aus verschiede-
nen Zellpopulationen mit zum Beispiel unterschiedlicher intrinsischer Strahlen-
resistenz bestehen. Strahlenresistente Zellen werden h&ufig mit sogenannten
Tumorstammzellen (TSZ) oder tumor-initiierenden Zellen in Verbindung gebracht.
Die bis heute kontrovers diskutierte Tumorstammzell-Hypothese postuliert, dass
diese Zellpopulationen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorinitiation
besitzen und verantwortlich fir die Aufrechterhaltung des Tumorwachstums sowie
das Auftreten von Rezidiven sind. So bestimmen strahlenresistente TSZ also die
lokale Tumorkontrolle [Baumann et al., 2009; Krause et al., 2011]. Die Resistenz
von TSZ gegentber ionisierender Strahlung konnte mehrfach nahegelegt werden
und wird durch verschiedene, fir das zellulare Uberleben wichtige Mechanismen
vermittelt [Brunner et al., 2012; Kvinlaug & Huntly, 2007].

4.1 Durch mehrfache Bestrahlung kénnen strahlenresistente Klone aus

Tumorzelllinien in vitro selektiert werden

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass klonogene Zellpopula-
tionen mit transient strahlenresistentem Phanotyp aus den humanen Tumorzell-
linien A549 und SK-BR-3 in vitro durch einen Radioselektionsprozel3 angereichert
werden konnen. In diesen Zellen konnten zum Beispiel Strahlenresistenzmecha-
nismen und die Expression von TSZ-Markern untersucht werden. Mit Hilfe von
Koloniebildungstests konnte gezeigt werden, dass die radioselektierten A549
Zellen (A549-R) signifikant bzw. die radioselektierten SK-BR-3 Zellen (SK-BR-3-R)
deutlich strahlenresistenter als die jeweiligen Parentalzellen (A549-p bzw. SK-BR-
3-p) waren. Konzeptionell sind solche klonogenen Zellen nicht dasselbe wie TSZ,
doch haben beide die Fahigkeit gemeinsam, tUber mehrere Zellteilungen, sprich

Generationen hinweg Nachkommen zu bilden [Baumann et al., 2009].
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Die Klonogenitat der A549-R bzw. SK-BR-3-R Zellen sowie die Proliferationsrate
der A549-R Zellen war reduziert. Dies konnte eventuell fir einen erhéhten Antell
an TSZ in der Kultur sprechen. Aus der Literatur ist bekannt, dass diese einen
verlangsamten Zellzyklus besitzen kénnen bzw. sich sogar im Ruhezustand befin-
den kénnen [Holyoake et al., 1999; Passegue et al., 2005], und dass diese Eigen-
schaft Strahlenresistenz vermitteln kann [Facompre et al., 2012]. Vorstellbar wére
hierbei, dass die Zelle durch den verlangsamten Zellzyklus mehr Zeit fur die
Reparatur von DNA-Schéadigungen hat. Nahegelegt haben dies auch Bao et al.
[2006], die zeigten, dass in strahlenresistenten Glioblastomastammzellen zum Teil
schon basal sowie nach Bestrahlung bevorzugt die Checkpoint Kinasen Chkl1 und
Chk2 aktiviert waren. Um eine eventuelle Anreicherung von TSZ in den vorliegen-
den radioresistenten Populationen basierend auf der angenommenen verlang-
samten Proliferation von TSZ zu untersuchen, kénnten vor und nach Bestrahlung
Zellzyklus-regulierende Proteine analysiert, sowie ausserdem Zellzyklusanalysen

durchgefuhrt werden.

Zunachst sollte aber ausgeschlossen werden, dass die beobachtete geringere
Proliferationsrate und Klonogenitat der radioselektierten Tumorzellen auf einem
erhohten Anteil an seneszenten, also sich nicht mehr teilenden Zellen beruht. Es
ist bekannt, dass ionisierende Strahlung durch DNA-Schadigung die sogenannte
,Stress-induced premature senescence” induzieren kann [Zhang, 2007]. Zwar war
eine deutliche Induktion zellularer Seneszenz 24 Stunden nach ionisierender
Strahlung in A549-p und A549-R Zellen zu beobachten, jedoch gab es basal
keinen Unterschied im Anteil seneszenter Zellen zwischen der A549-p und A549-R
Population. Reduzierte Proliferationsgeschwindigkeit und Koloniebildungseffizienz
konnten also nicht auf einen erhdhten Anteil seneszenter Zellen in der Kultur

zuruckgefuhrt werden.

Stattdessen konnten jedoch nicht-lethale DNA-Schéaden, die in den Zellen durch
den Radioselektionsprozeld akkumulieren, fur die beobachteten Effekte bzgl.
Koloniebildungseffizienz und Proliferation verantwortlich sein. Dafir spricht, dass in
A549-R Zellen basal deutlich mehr residuelle DNA-DSBs beobachtet wurden.
Diese Schadigungen kdnnten dazu fiihren, dass die Zelle ihre Klonogenitét verliert
und sich nicht mehr teilt, jedoch auch nicht als seneszent erkannt wird. Auf die
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Strahlenresistenz der Zellen scheint dies keinen Einfluss zu haben. Eine Aussage
Uber einen maoglicherweise erhthten Anteil an langsam proliferierenden bzw.

ruhenden Zellen in A549-R Zellen kann momentan nicht getroffen werden.

Es zeigte sich, dass die Strahlenresistenz sowie die reduzierte Koloniebildungs-
effizienz und die verlangsamte Proliferation der A549-R Zellen transient war, da
dieser Phanotyp schon funf Passagen nach Radioselektion nicht mehr zu
beobachten war. Dies ist wohl dadurch zu erklaren, dass sich die angereicherte
strahlenresistente Subpopulation wahrend der Weiterkultivierung wieder verliert, da
der Selektionsdruck der ionisierenden Strahlung wegfallt.

4.2 Die Strahlenresistenz der radioselektierten Tumorzellen ist abhéngig von
der EGFR-PI3K-Akt-vermittelten DNA-Reparatur

Es stellte sich die Frage, welche zellularen Mechanismen fur die Strahlenresistenz
der radioselektierten A549 bzw. SK-BR-3 Zellen verantwortlich sein konnten. Eine
unabdingbare Notwendigkeit fir Uberleben und Wachstum von Zellen, deren DNA
durch ionisierende Strahlung (IR) stark geschadigt wurde, ist die Reparatur dieser
DNA-Schadigungen. Der wichtigste Mechanismus ist hierbei, neben der homolo-
gen Rekombination, das nicht-homologe end joining (NHEJ), bei dem die kata-
lytische Untereinheit der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-dependent protein
kinase catalytic subunit, DNA-PKcs) eine Schlusselrolle bei der Reparatur von
DNA-Doppelstrangbrichen (DSBs) einnimmt [Jackson, 2002; Smith & Jackson,
1999]. Dass die DNA-Reparatur im Ubrigen fur die Strahlenresistenz von TSZ
wichtig ist, konnten z.B. Bao et al. [2006] und Duru et al. [2012] im Brustkrebs und

Wang et al. [2012] im Prostatakarzinom zeigen.

Die Reparaturkapazitat von IR-induzierten DNA-DSBs in A549-p und A549-R
Zellen wurde mittels yH2AX Focus Assay verglichen. Es zeigte sich basal zunachst
eine deutlich, aber nicht signifikant héhere Anzahl an Foci in den A549-R Zellen im
Vergleich zu den A549-p Zellen. Dies ist durch die sequenziellen Bestrahlungen
des Radioselektionsprozesses bedingt und kdnnte zu der weiter oben beschriebe-
nen Reduktion der Klonogenitat gefihrt haben. Von Relevanz ist, dass die A549-R

Zellen 24 Stunden nach 4 Gy signifikant weniger Foci aufweisen als die Parental-
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zellen, also eine hohere Reparaturkapazitdt von IR-induzierten DNA-DSBs be-
sitzen. Des Weiteren wiesen A549-R sowie auch SK-BR-3-R Zellen eine erhdhte
konstitutionelle und IR-induzierte Aktivitat der DNA-PKcs auf, charakterisiert durch
eine erhohte Phosphorylierung der DNA-PKcs an Serin Nr. 2056 (S2056). Diese
Autophosphorylierung ist essentiell fir die Funktion der DNA-PKcs [Povirk et al.,
2007] und wird durch ionisierende Strahlung induziert [Toulany et al., 2008]. Die
Strahlenresistenz der radioselektierten Tumorzellen konnte also zumindest

teilweise durch eine effizientere DNA-DSB-Reparatur zu erklaren sein.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass der ErbB-Rezeptor-vermittelte
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Akt Signalweg eine Rolle in der DNA-PKcs-
abhangigen Reparatur von strahleninduzierten DNA-DSBs spielt [Toulany et al.,
2006; Toulany et al., 2008]. Auch Zhang et al. [2010] stellen einen Zusammenhang
zwischen DNA-Reparatur und PTEN/PI3K-Akt Signaling her, interessanterweise in
Brustkrebsstammzellen der Maus. lonisierende Strahlung aktiviert den Epiderma-
len Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR), ein Mit-
glied der ErbB-Familie, ligandenunabhangig, dies aul3ert sich in der Autophos-
phorylierung des Rezeptors [Toulany et al. 2010]. Die IR-induzierte Aktivierung des
EGFR hat unter anderem die Aktivierung des PI3K-Akt Signalwegs zur Folge [Park
et al., 2006]. Die Aktivierung der Effektoren der Proteinkinase B/Akt schlief3lich ist
zentral fir das Uberleben der Zelle nach exogenem Stress wie ionisierender
Strahlung [Fahy et al., 2003; Nicholson & Anderson, 2002]. Aus verschiedenen
Studien geht zudem zusammenfassend hervor, dass das ErbB-PI3K-Akt Signaling
eine wichtige Rolle in der Biologie von Tumorstammzellen zu spielen scheint,
insbesondere in Hinblick auf Strahlenresistenz [Feng et al., 2012; Hambardzumyan
et al., 2008; Magnifico et al., 2009; Martelli et al., 2011; Singh et al., 2012; Zhan et
al., 2011; Zhang et al., 2010].

Um die Rolle des EGFR-vermittelten Signalings in A549-R versus A549-p Zellen zu
untersuchen, wurde der selektive EGFR-Tyrosinkinase (TK)-Inhibitor Erlotinib
verwendet. Die Hemmung der EGFR-TK-Aktivitat erfolgt durch kompetitive
Blockade der ATP-Bindungsstelle der zytoplasmatischen TK-Doméane des EGFR
[Siegel-Lakhai et al., 2005]. Koloniebildungstests, in denen der EGFR mit Hilfe von
Erlotinib zwei Stunden vor Bestrahlung gehemmt wurde, zeigten eine Abhangigkeit
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der Strahlenresistenz der A549-R Zellen von EGFR-vermittelten Signalwegen. Um
nun zu untersuchen, ob der EGFR-regulierte PI3K-Akt Signalweg eine Rolle fur die
Strahlenresistenz der radioselektierten A549-R bzw. SK-BR-3-R Zellen spielt,
wurde der selektive reversible PI3K-Inhibitor LY294002 [Vlahos et al., 1994] im
Koloniebildungstest eingesetzt. Wurden die Zellen zwei Stunden vor Bestrahlung
mit LY294002 behandelt, verschwand der signifikante Unterschied zwischen den
Uberlebenskurven der radioselektierten A549-R bzw. SK-BR-3-R Zellen und den

jeweiligen Parentalzellen.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Bedeutung des EGFR-PI3K Signalwegs und der
DNA-Reparatur fur die Strahlenresistenz radioselektierter Tumorzellen. Ob durch Radioselek-
tion eine Anreicherung von TSZ stattfindet, ist weiter unklar. Es konnte jedoch mittels Inhibition
durch DEAB und siRNA Transfektion gezeigt werden, dass die ALDH im Allgemelnen eine wichtige
Rolle fur die Strahlenresistenz von Tumorzellen spielt. Diese wurde in ALDH b1 Tumorzellen teil-
weise durch das PI3K Signaling vermittelt.

Zusammengenommen lasst sich also folgern, dass der EGFR-PI3K-Akt Signalweg
die Strahlenresistenz der untersuchten radioselektierten humanen Tumorzelllinien

zumindest teilweise vermittelt, eventuell hangt dies direkt mit der beobachteten
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effizienteren DNA-DSB-Reparatur dieser Zellen zusammen (Abb. 4.1). Dies legen
Daten von Toulany et al. [2006; 2012] nahe, die dem EGFR-PI3K-Akt Signalweg
eine Rolle in der Regulation der DNA-PKcs-abhangigen DNA-DSB-Reparatur
zuschreiben. Ob die Aktivitat des EGFR-PI3K-Akt Signalwegs und der DNA-
Reparatur in den Uberlebenden Zellen schon vor der Selektion intrinsisch erhéht
war oder erst durch die Selektionsbestrahlungen stabil induziert wurde, bleibt zu

klaren.

Die vorliegenden Ergebnisse zur Rolle des EGFR-PI3K-Akt Signalwegs und der
DNA-Reparatur fur die Strahlenresistenz der untersuchten radioselektierten Zellen
sind konsistent mit der aus der Literatur bekannten Bedeutung des ErbB-PI3K-Akt
Signalwegs und der DNA-PKcs-abhangigen DNA-DSB-Reparatur fiir das Uber-
leben von Tumorzellen nach ionisierender Strahlung. Ob die von EGFR-PI3K-Akt
und DNA-DSB-Reparatur abhangige Strahlenresistenz der untersuchten radio-
selektierten Lungen- bzw. Mammakarzinomzellen in Zusammenhang mit einer An-

reicherung von TSZ stehen kénnte, soll im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.3 Die Bedeutung von Tumorstammzellen in radioselektierten

Tumorzellpopulationen

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass das EGFR-PI3K-Akt Signaling und die
DNA-Reparatur im Zusammenhang mit der Strahlenresistenz von TSZ von Be-
deutung sind, so zum Beispiel aus Studien mit Glioblastomstammzellen, Prostata-
oder Mammakarzinomstammzellen [Bao et al., 2006; Duru et al., 2012; Facchino et
al., 2010; Wang et al., 2012; Zhan et al., 2011; Zhang et al., 2010; Zhang et al.,
2008]. Die Expression/Aktivitat von potenziellen TSZ-Markern kdnnte also erste
Hinweise auf eine mogliche Anreicherung von TSZ in den radioselektierten

Populationen liefern.

4.3.1 Expression von Tumorstammzellmarkern

Die tumorigene Eigenschaft und Therapieresistenz von TSZ wird vielfach mit der
Expression bestimmter Markerproteine korreliert. Bao et al. isolierten 2006 mit Hilfe

des Zelloberflachenmarkers CD133 (Prominin-1) strahlenresistente Glioblastom-
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stammzellen (CD133%), die sich im Vergleich zur strahlensensitiven CD133
Population durch eine effizientere DNA-Reparatur sowie eine erhohte IR-induzierte
Aktivitat des DNA-Reparaturproteins ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und der
Checkpoint Kinasen 1 und 2 (Chk1/2) auszeichneten. Der TSZ-Charakter der
CD133" Population wurde durch Eigenschaften wie das Wachstum in rundlichen
Zellaggregaten (Neurospharen) und die Expression von weiteren TSZ-Markern

nachgewiesen.

Das Glycoprotein CD133 wird in der Literatur nicht nur als Marker fur potenzielle
Glioblastomstammzellen (s.0.), sondern ebenso Lungenkarzinomstammzellen er-
wahnt [Chen et al., 2008]. Die Proteinexpressionsanalyse zeigte, dass die CD133-
Expression in A549-R, so wie auch in SK-BR-3-R Zellen im Vergleich zu den
Parentalzellen nicht erhoht war. Mit Hilfe des Markers CD133 konnte also keine
Anreicherung von TSZ in den radioselektierten Subpopulationen nachgewiesen
werden. Des Weiteren la3t sich schlielen, dass CD133 wohl nicht als Marker fir
Strahlenresistenz radioselektierter Tumorzellen gilt. Zur Mammakarzinomzelllinie
SK-BR-3 ist zu sagen, dass hier CD133 generell so gut wie nicht messbar war,
dies deckt sich mit Daten von Hwang-Verslues [2009]. Die Aussagekraft von
CD133 als TSZ-Marker, besonders von Lungenkarzinomstammzellen, wird in der
Literatur gegensatzlich diskutiert. So kamen Meng et al. [2009] zu dem Ergebnis,
dass CD133" und CD133" Zellen der Lungenkarzinomzelllinien A549 und H446
gleiche Anteile an TSZ enthalten. Cui et al. [2011] postulieren eine Rolle fur CD133
als Marker fir TSZ der Linie H446, nicht aber der anderen untersuchten
Lungenkarzinomlinien A549, H157, H226, Calu-1 und H292. Des Weiteren fanden
Dittfeld et al. [2010] keinen Unterschied in der Tumorigenitat und der Strahlen-
sensitivitat von CD133" und CD133" Zellen der Kolonkarzinomzelllinie HCT-116.
Es ist also anzunehmen, dass CD133 nur in bestimmten Tumorentitaten bzw.
Zelllinien und/oder in Kombination mit anderen Markern als TSZ-Marker dienen
kann. Des Weiteren scheint das Tumor-Mikromilieu eine sehr wichtige Rolle ftr die
zellulare Strahlensensitivitdat und eventuell generell fur den Tumorstammzell-
charakter von CD133" Tumorzellen zu spielen [Jamal et al., 2012]. Die
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass CD133" Glioblastomzellen orthotopisch in vivo,
nicht aber in vitro, eine geringere Anzahl an IR-induzierten und residuellen DNA-
Schaden (gemessen als yH2AX Foci) aufwiesen.
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Auch Schlusselfaktoren der Erhaltung der Selbsterneuerungskapazitat und der
Pluripotenz von embryonalen Stammzellen, wie Octamer binding transcription
factor 4 (Oct-4) und Sex determining region Y-box 2 (Sox2) [Masui et al., 2007;
Niwa et al., 2000], kénnen potenzielle TSZ-Marker sein. Die Expression dieser
Marker korreliert aber auch mit Rekurrenz, Metastasierung und schlechter Prog-
nose einiger Tumoren [Lengerke et al., 2011; Saigusa et al., 2009], sowie mit
Strahlenresistenz z.B. von Tumorstammzellen der Mammakarzinomzelllinie MCF7
[Debeb et al., 2010]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinexpression von
Oct-4 und Sox2 in A549-R und SK-BR-3-R Zellen im Vergleich zu den jeweiligen
Parentalzellen untersucht. Interessanterweise war die Oct-4 Proteinexpression in
den SK-BR-3-R Zellen erh6ht, was zum einen auf eine eventuelle Anreicherung
von TSZ hindeuten kdnnte, und zum anderen die beobachtete Strahlenresistenz
direkt oder indirekt teilweise bedingen kdnnte. Moglich ware zudem, dass die
fraktionierte Bestrahlung, wie sie wahrend der Radioselektion erfolgte, die stabile
Erhohung der Oct-4 Expression induzierte. Hier ware es sicher angebracht, die
Rolle von Oct-4 fur die Strahlenresistenz der SK-BR-3-R Zellen sowie von Mam-
makarzinomzellen im Allgemeinen weiter zu untersuchen. Weder in A549-p noch
A549-R Zellen war Oct-4 hingegen mittels Western Blot Analyse messbar, obwohl
Oct-4 in A549 Zellen auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden konnte [Singh et al.,
2012]. Hierfur kdnnte eine zu geringe Oct-4 Proteinmenge, fir deren Nachweis die
Methode des Western Blottings eventuell zu insensitiv ist, verantwortlich sein. Des
Weiteren sind technische Grinde in Bezug auf die Funktionalitat des Oct-4
Antikorpers in dieser speziellen Zelllinie nicht auszuschliel3en. Eine Aussage Uber
die Rolle von Oct-4 in A549-R Zellen konnte also nicht getroffen werden.

Bezuglich des Sox2 Levels konnte weder in A549 noch in SK-BR-3 Zellen ein
Unterschied zwischen strahlenresistenter Population und Parentalzellen festge-
stellt werden. Nakatsugawa et al. [2011] beobachteten, dass die A549 side
population (SP), welche eine tumor-initiierende stammzellédhnliche Population dar-
stellt [Ho et al., 2007], kein hdheres Level an Sox2 mRNA als die major population
(MP) besitzt. Dies wiirde bedeuten, dass der fehlende Unterschied in der Sox2-
Expression zwischen A549-p und A549-R Zellen nicht zwangslaufig auf das Fehlen
einer TSZ-Anreicherung in den A549-R Zellen hindeuten muss. Die Daten von

Nakatsugawa et al. stehen allerdings in Widerspruch zu einer aktuelleren Studie, in
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der die A549 SP eine etwa dreimal héhere Sox2 mRNA Expression als die MP
aufweist [Singh et al., 2012]. Eine Schlussfolgerung kann man jedoch aus den
Daten der vorliegenden Arbeit ziehen: Sox2 scheint kein Marker fir die Strahlen-

resistenz der radioselektierten Tumorzellen zu sein.

Die Ergebnisse zur Expression der potenziellen TSZ-Marker CD133, Oct-4 und
Sox2 in den radioselektierten A549 bzw. SK-BR-3 Zellen lassen keine eindeutige
Aussage Uber eine mogliche Anreicherung von TSZ in den strahlenresistenten
Tumorzellen zu. Um zu einem schliussigeren Ergebnis zu kommen, koénnten
weitere, tumorentitatsspezifische Marker untersucht werden. Die Tumorstammzell-
population von Mammakarzinomen, zu dessen Entitat die Zelllinie SK-BR-3 gehort,
wird nach aktuellem Wissensstand hauptsachlich durch einen CD44*CD24™"|in"
Phanotyp charakterisiert [Al-Hajj et al., 2003]. Eventuelle nahere Untersuchungen
der SK-BR-3-R Zellen konnten diese Oberflachenmarker miteinbeziehen. Ein
funktionaler Marker, der potenzielle Lungenkarzinomstammezellen charakterisiert,

soll im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.3.2 Die Aktivitat von Aldehyd-Dehydrogenasen

Die Familie der zytosolischen Aldehyd-Dehydrogenasen 1 (ALDH1), die zur En-
zym-Superfamilie der Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDH) gehdrt, wird seit einiger
Zeit als funktionaler Marker nicht nur fir Lungenkarzinom- und Mammakarzinom-
stammzellen [Ginestier et al., 2007; Huang et al., 2012; Liang & Shi, 2012],
sondern z.B. auch fir Glioblastomstammzellen oder TSZ von Kopf-Hals-Tumoren
(head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) [Chen et al., 2009; Rasper et
al., 2010] diskutiert. Schon in den 1980er Jahren wurde entdeckt, dass hamato-
poetische Stammzellen im Vergleich zu weniger primitiven Progenitorzellen durch
ein hoheres Level an zytosolischer ALDH charakterisiert sind [Gordon et al., 1985;
Sahovic et al., 1988]. Die Entwicklung eines Assays zur Isolation von lebenden
Zellen mit hoher ALDH1-Aktivitat [Jones et al., 1995] erméglichte enorme Fort-
schritte in der Untersuchung von potenziellen TSZ. Der heute als Aldefluor® Assay
(Aldagen Inc.) im Handel erhéltliche Test basiert auf der Tatsache, dass sich ein
fluoreszierendes Substrat in Zellen mit hoher ALDH-Aktivitat (ALDH™) anreichert,
aus Zellen mit niedriger bzw. keiner ALDH-Aktivitit (ALDH°") jedoch hinaus-
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diffundiert. Es stellte sich erst in den letzten Jahren heraus, dass neben ALDH1,
mit dem meist die Isoform ALDH1Al gemeint war [Moreb et al., 2012], auch die
Aktivitat anderer Mitglieder der Enzym-Superfamilie wie ALDH1A2, ALDH1A3 und
ALDH2 im Aldefluor® Assay detektiert wird [Marcato et al., 2011; Moreb et al.,
2012]. Moglicherweise gibt es noch weitere Isoformen der momentan 19 Enzyme
umfassenden ALDH-Superfamilie, deren Aktivitat fir ALDH>-Zellen charakteris-
tisch sein konnte.

Die Analyse der ALDH Proteinexpression und Enzymaktivitat mittels Aldefluor®
Assay zeigte, dass die A549-R Population den gleichen Anteil an Zellen mit aktiver
ALDH (ALDH™) aufwies wie die Parentalpopulation, und beide Populationen
exprimierten das gleiche Level an ALDH1Al. Es konnte also zumindest auch auf
diese Art und Weise keine Anreicherung von TSZ in den radioselektierten Zellen
nachgewiesen werden. Eine interessante Beobachtung war dennoch, dass die
Strahlenresistenz der A549-R Zellen im Koloniebildungstest deutlicher zu Tage
trat, wenn man die ALDH Populationen von A549-p und A549-R verglich. Der
Unterschied in der Strahlenresistenz zwischen A549-p und A549-R war in den
ALDH"™" Populationen minimal. Aufgrund dessen ware es moglich, dass die Strah-
lenresistenz der A549-R Zellen zu einem kleinen Teil doch ALDH-abhangig ist.

4.4 Die Rolle von Aldehyd-Dehydrogenasen fir die Strahlenresistenz von

Tumorzellen

Die Relevanz der ALDH-Aktivitat fur die Strahlenantwort von Tumorzellen zeigten
Koloniebildungstests mit A549 bzw. SK-BR-3 Zellen, die zuvor mittels FACS
jeweils in ALDH und ALDH"°" Populationen aufgetrennt wurden. Hierbei war zu
beobachten, dass ALDH A549 bzw. SK-BR-3 Zellen bei gleicher Koloniebildungs-
effizienz signifikant strahlenresistenter waren als die entsprechenden ALDH™"
Zellen. Dies ist konsistent mit einer Studie von Chen et al. [2009], in der - aller-
dings mittels 3D-Softagar-Koloniebildungstest - gezeigt werden konnte, dass
ALDH"" HNSCC-Zellen strahlenresistenter als ALDH™" Zellen desselben Tumors
sind. So kann man aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, insbesondere
zusammen mit den Daten von Chen et al. [2009] schlie3en, dass die mittels

Aldefluor® Assay gemessene ALDH-Aktivitat als Marker fur strahlenresistente
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klonogene Zellen dienen kann. Unterstutzt wird dies durch eine Studie an Mamma-
karzinomzelllinien (MDA-MB-468, MDA-MB-231), in der gezeigt werden konnte,
dass die ALDH™CD44" Population dieser Zelllinie jeweils strahlenresistenter als die
ALDH"" CD44" Population war [Croker & Allan, 2011]. Aus verschiedenen Studien
geht hervor, dass das PI3K-Akt Signaling eine wichtige Rolle fur das Uberleben
von Tumorstammezellen zu spielen scheint, insbesondere in Hinblick auf Strahlen-
resistenz [Hambardzumyan et al.,, 2008; Zhang et al., 2010]. Wie weiter oben
dargelegt wurde, kommt ihm auch in den radioselektierten Tumorzellen der
vorliegenden Arbeit eine Bedeutung fir deren Strahlenresistenz zu. Dass hier die
PI3K zumindest teilweise auch die Strahlenresistenz der ALDH> A549 bzw. SK-
BR-3 Zellen vermittelt, konnte mit Hilfe des Inhibitors LY294002 in Kolonie-
bildungstests gezeigt werden. Die Untersuchung, ob die DNA-Reparatur in den

ALDH® Zellen effizienter ist als in den ALDH'" Zellen, steht noch aus.

Es ist bekannt, dass die Enzyme der ALDH-Familie vielfaltige Aufgaben im Bereich
der Detoxifikation und des Zellmetabolismus innehaben. Die Isoenzyme ALDH1A1,
ALDH1A2 und ALDH1A3 zum Beispiel sind zudem verantwortlich fir die Umwand-
lung von Retinaldehyd zu Retinsaure (RA) [Vasiliou et al., 2004], welche wiederum
Einflul auf den EGFR nimmt [Carter & Shaw, 2000; Salvatori et al., 2011]. ALDH2
spielt z.B. eine Rolle bei der Verwertung von Alkohol im Kdrper [Manzo-Avalos &
Saavedra-Molina, 2010]. Die Detoxifikation von Uber dem normalen Level in der
Zelle vorhandenen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch ALDH ist wichtig fur
das Zelluberleben. Solche exzessiven ROS entstehen in der Zelle unter anderem
nach ionisierender Strahlung und kdnnen die DNA schadigen [Spitz et al., 2004].
Die Kenntnis dieser Eigenschaften legt eine funktionale Rolle der ALDH fir die
Strahlenresistenz im Allgemeinen und von TSZ im Besonderen nahe. Wie weiter
oben schon dargelegt, sind ALDH™ A549 und SK-BR-3 Zellen strahlenresistent.
Zudem fihrte die Hemmung der ALDH durch den spezifischen Inhibitor Diethyl-
aminobenzaldehyd (DEAB) zu einer signifikanten Strahlensensibilisierung der
Lungenkarzinomzelllinie A549 sowie ausserdem der Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231. Letzteres wurde auch von einer anderen Arbeitsgruppe beobachtet
[Croker & Allan, 2011]. Eine interessante Beobachtung war die Radioprotektion der
Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 durch DEAB. Im Hinblick auf die Strahlen-

resistenz von ALDH® SK-BR-3 Zellen birgt dies einen gewissen Widerspruch, fiir
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den weiter unten ein Erklarungsansatz gegeben werden soll. In der Lungen-
karzinomzelllinie H460, die insgesamt die geringste Proteinexpression der vier
untersuchten ALDH-Isoformen aufwies, zeigte die DEAB-Behandlung weder einen
strahlensensibilisierenden noch -protektiven Effekt. Es lalt sich folgern, dass
DEAB in Abhangigkeit der Zelllinie zum Teil tiefgreifenden EinfluR auf die

Strahlenreaktion der Zellen nimmt.

Western Blot Analysen zeigten, dass die vier untersuchten Zelllinien A549, H460,
SK-BR-3 und MDA-MB-231 sehr unterschiedliche Mengen an ALDH1A1,
ALDH1A2, ALDH1A3 und ALDH2 besitzen. So lag die Vermutung nahe, dass die
unterschiedliche Strahlensensibilisierung, die DEAB hervorrief, durch ein bestim-
mtes Expressionsmuster von ALDH-Isoformen bedingt sein kbnnte. Am prominen-
testen war die Expression von ALDH1A1, und zwar in den durch DEAB am
starksten strahlensensibilisierten A549 Zellen. In den durch DEAB radioprotek-
tierten SK-BR-3 Zellen war hingegen keine ALDH1A1 Expression mittels Western
Blot nachzuweisen, sie besal3en jedoch ein relativ hohes Level an ALDH2. ALDH2
wird zwar in selbem Mafl3e auch in den A549 Zellen exprimiert, wird hier quantitativ
aber um ein vielfaches von ALDH1A1 ubertroffen. Es ware also moglich, dass die
Behandlung mit DEAB durch Hemmung der ALDH1A1l zu einer Strahlensensi-
bilisierung fuhrt, jedoch bei Nicht-Expression von ALDH1Al1 die Hemmung von
ALDH2 zum Tragen kommt, die wiederum Radioprotektion zur Folge haben
kénnte. Dass DEAB potenziell beide Isoenzyme hemmen kann, ist bekannt [Moreb
et al., 2012].

Durch nachfolgende Experimente, in denen ALDH1Al und ALDHZ2 in A549 und
SK-BR-3 Zellen jeweils mittels siRNA unterdriickt wurden, konnte die Vermutung
bestatigt werden, dass die Expression von ALDH1A1 einen Uberlebensvorteil nach
Strahlenexposition darstellt und DEAB durch ALDH1A1-Inhibition zu der beobach-
teten Strahlensensibilisierung der A549 Zellen gefuhrt haben kénnte. So waren
ALDH1A1-siRNA transfizierte A549 Zellen signifikant strahlensensibler als die
Kontrollzellen. Dies uberrascht nicht angesichts der oben erwéhnten zellularen
Aufgaben dieser Enzymfamilie. Die Expression von ALDH2 allerdings scheint der
Zelle nicht nur, wie allgemein angenommen, Vorteile zu bringen, denn die Unter-

drickung von ALDH2 mittels siRNA fuhrte, zumindest bei gleichzeitig fehlender
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Expression von ALDH1Al wie im Fall der SK-BR-3 Zellen, zu einer deutlichen
Radioprotektion. Die Vermutung liegt also nahe, dass DEAB tiber die Inhibition von
ALDH2 zur beobachteten Radioprotektion der SK-BR-3 gefuhrt haben konnte.
Diese Annahme konnte durch ein weiteres Experiment noch verdichtet werden, in
dem SK-BR-3 Zellen, deren ALDH2 Expression durch siRNA unterdrtickt wurde, im
Koloniebildungstest zusatzlich mit DEAB behandelt wurden. Hierbei war der
radioprotektive Effekt von DEAB durch die vorherige ALDH2-siRNA Unter-
driickung, gemessen am Dz,-Wert, um 72,6 % reduziert. Dass die Unterdriickung
von ALDH2 Uberlebensvorteile furr eine Zelle bringen konnte, ist bis jetzt aus der
Literatur noch nicht bekannt. Die Behandlung der SK-BR-3 Zellen mit ALDH1A1-
SiRNA hatte Ubrigens keinen Effekt auf das klonogene Uberleben nach IR und
beeinfluBRte die Radioprotektion durch DEAB nicht, was oben erwéhnte Beobach-
tung bestatigt, dass diese Zelllinie keine nennenswerten Mengen an ALDH1A1l

exprimiert, und ausserdem die Glaubhaftigkeit des siRNA-Experiments unterstitzt.

Dass die H460 Zellen zum einen die insgesamt geringste Expression der unter-
suchten ALDH-Isoformen aufwiesen, und zum anderen beziglich klonogenem
Uberleben nach Bestrahlung in Kombination mit DEAB-Behandlung keine signifi-
kante Reaktion zeigten, spricht fur die Spezifitdt des gewdahlten Inhibitors DEAB.
Unspezifische Effekte lieRen sich jedoch nicht vollig ausschlie3en, so wurden nicht
nur ALDH® A549 bzw. SK-BR-3 Zellen, sondern auch ALDH®" A549 bzw. SK-BR-
3 Zellen durch DEAB strahlensensitiviert bzw. -protektiert, wenn auch zumindest im
A549-Modell in geringerem AusmaR. Es ware ebenso méglich, dass die ALDH"
Population wahrend Aldefluor® Assay und FACS durch falsch-negative Zellen
verunreinigt wurde, da die Fluoreszenz in den Zellen naturgemal nach einiger Zeit
nachlalt. Dieser Ansatz konnte jedoch nicht plausibel erklaren, warum ALDH""
SK-BR-3 Zellen in genau dem gleichen Ausmald durch DEAB protektiert werden
wie ALDH™ Zellen. Angesichts des Verhaltens der SK-BR-3 Zellen kénnte man
eher die Vermutung aufstellen, dass die Aktivitat der Isoform ALDH2 nicht durch
Aldefluor® detektiert wird und somit ALDH und ALDH"™" Populationen jeweils ein
vergleichbares Level an ALDH2 exprimieren, wodurch sich DEAB auf beide
Populationen gleich auswirken wirde. Im Aldefluor® Assay konnte eventuell
ALDH1A2, eine ALDH1-Isoform, die ausreichend in SK-BR-3 Zellen exprimiert
wurde, ausschlaggebend fur die gemessene ALDH-Aktivitat der SK-BR-3 Zellen
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sowie in Konsequenz verantwortlich fur die Strahlenresistenz der ALDH® Zellen
sein. Ob ALDH1A2, wie es auf ALDH1A1 zutrifft, der Zelle einen Uberlebensvorteil
nach IR bringt, kdnnte anhand von Experimenten, in denen ALDH1A2 mittels
siRNA unterdrickt wird, geklart werden. Die Hypothese, dass ALDH2 zum einen
fur den Aldefluor® Assay nicht relevant ist und ALDH2-Unterdrickung zum
anderen der Zelle nach IR-Exposition einen Vorteil bringt, kdnnte den Konflikt,
dass zum einen ALDH™ SK-BR-3 Zellen strahlenresistener als ALDH*" SK-BR-3
Zellen sind, und zum anderen aber die ALDH-Inhibition durch DEAB eine
Radioprotektion bewirkt, erklaren. Hierzu musste in den DEAB-behandelten SK-
BR-3 Zellen die Wirkung der ALDH2-Inhibition allerdings die der ALDH1AZ2-
Inhibition Ubertreffen (vorausgesetzt ALDH1A2 spielt eine Rolle in die
Strahlenreaktion). Die hier aufgestellten Uberlegungen stehen momentan jedoch
im Gegensatz zu einer Studie, in der nachgewiesen werden konnte, dass der
Aldefluor® Assay die Enzymaktivitat von ALDH2 in Lungenkarzinomzelllinien
detektiert [Moreb et al., 2012]. Aufgrund dieser Ungereimtheiten erscheint es
wichtig, die Rolle von ALDH2 fur die Strahlenresistenz in weiteren Zelllinien zu

untersuchen.

Ein interessanter Zusammenhang besteht zwischen der Aktivitdt und Expression
des EGFR und dem Molekul all-trans-Retinséure (ATRA) [Pasonen-Seppanen et
al., 2008; Salvatori et al., 2011]. Die ALDH-Isoformen ALDH1A1, ALDH1A2 und
ALDH1A3 sind fur die Umwandlung bzw. Oxidation von Retinaldehyd in ATRA
verantwortlich [Perlmann, 2002]. ATRA wiederum ist ein Signalmolekul, welches
an einen Rezeptor (retinoic acid receptor alpha, RARa) bindet und so den EGFR
auf Transkriptionsebene beeinfluRen kann [Salvatori et al., 2011]. Es stellte sich
die Frage, ob eine Behandlung mit dem ALDH-Inhibitor DEAB die Expression bzw.
Aktivitat des EGFR modifiziert, was widerum in Zusammenhang mit den beo-
bachteten Effekten von DEAB auf die Klonogenitat und Strahlenresistenz der
Zellen stehen konnte. Den untersuchten Tumorzellen stand Vitamin A, die Vorstufe
von Retinaldehyd, durch FCS im Kulturmedium zur Verfigung. Eine Modulation
der EGFR-Expression und/oder -Aktivitat durch DEAB konnte im untersuchten
Zeitraum von 24 bis 72 Stunden Behandlungszeit jedoch nicht beobachtet werden.
Eventuell kdnnte daflr eine zu geringe Konzentration an Vitamin A im Kultur-

medium verantwortlich sein. In jedem Fall 1a@t sich daraus schliel3en, dass ein
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mehr oder weniger direkter Zusammenhang zwischen dem EGFR und den
beobachteten Effekten von DEAB in den untersuchten Zelllinien und unter den
gegebenen Bedingungen unwahrscheinlich ist.

4.5 AbschlieBende Besprechung/ Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass mittels eines Strahlenselektions-
prozesses transient IR-resistente Tumorzellen in vitro selektiert werden kénnen.
Die Strahlenresistenz dieser klonogenen Zellen, die mehrere fraktionierte Bestrah-
lungen Uberlebten, basierte zumindest teilweise auf dem EGFR-PI3K-Akt Signal-
weg und einer effizienteren DNA-DSB-Reparatur, wie Koloniebildungstests in
Kombination mit Inhibitoren sowie yH2AX Assay und Proteinexpressionsanalyse
zeigten. Vorarbeiten von Toulany et al. [2006; 2012] legen nahe, dass der EGFR-
PI3K-Akt Signalweg hierbei eine regulatorische Bedeutung fur die DNA-DSB-
Reparatur hat. Ob der EGFR-PI3K-Akt Signalweg und die DNA-DSB-Reparatur in
den Uberlebenden Tumorzellen schon vor der Selektion intrinsisch aktiver waren
oder erst durch die Selektionsbestrahlungen stabil induziert wurden, bleibt zu
klaren. Die Ergebnisse unterstreichen jedoch, dass die EGFR-PI3K-Akt-vermittelte
DNA-DSB-Reparatur ein wichtiges Ziel molekularen Targetings darstellt, vor allem

in Zusammenhang mit fraktionierter Bestrahlungstherapie.

Eine Anreicherung von TSZ in den radioselektierten Tumorzellpopulationen konnte
weder mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD133 oder der embryonalen Stammzell-
marker Oct-4 und Sox2, noch mittels Aldefluor® Assay nachgewiesen werden, und
erscheint zum gegenwartigen Zeitpunkt unwahrscheinlich. Weitere potenzielle
TSZ-Marker sowie die Tumorigenitat der radioselektierten Zellen in vivo oder deren
Fahigkeit zur Tumorspharenformation kdnnten untersucht werden. Letzteres ist
nicht nur ein wichtiges Merkmal von Tumorstammzellen [Dontu et al., 2003],
sondern wird zudem teilweise vom PI3K-Akt Signalweg reguliert, wie eine Studie
mit Prostatakarzinomzellen zeigte [Peitzsch et al., 2013]. Zu TSZ-Markern ist
anzumerken, dass diese bezuglich ihrer Aussagekraft teilweise sehr kontrovers
diskutiert werden und als alleinige Charakterisierungsmethode von TSZ wohl nicht
ausreichen. Bezuglich der gewahlten Methode der Radioselektion muss beachtet

werden, dass durch die mutagene Wirkung der Strahlung zwei genotypisch
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verschiedene Populationen entstehen, deren unterschiedliche Strahlensensibilitat
neben dem EGFR-PI3K-Akt Signalweg auf verschiedensten zusatzlichen Mecha-
nismen beruhen kénnte, die in keiner Weise mit Tumorstammzelleigenschaften in

Zusammenhang stehen missen.

Bezuglich der Bedeutung der ALDH bzw. deren Enzymaktivitat Iaf3t sich aufgrund
der erzielten Ergebnisse zusammenfassend sagen, dass diese im Allgemeinen
eine wichtige Rolle fur die Strahlenresistenz von Tumorzellen spielt bzw. einen
Marker fur Strahlenresistenz darstellt. Hierbei ist auch das Expressionsmuster der
verschiedenen Isoformen wichtig, wie der Zusammenhang von DEAB-induzierter
Strahlensensitivitat und der relativen Expression bestimmter ALDH-Isoformen zeig-
te. Im Hinblick auf die hypothetische Uberlegung, ALDH-Inhibitoren gegen Krebs
einzusetzen, muss differenziert vorgegangen werden, da deutlich wurde, dass die
Isoenzyme zum Teil sogar entgegengesetzte Funktionen in der Biologie von
Tumorzellen tbernehmen kénnten. Sollten TSZ tatsachlich im Allgemeinen durch
eine hohe ALDH-Enzymaktivitat charakterisiert sein, kdnnte diese also unmittelbar
oder auch indirekt fir bestimmte Eigenschaften der TSZ wie Strahlen- und Chemo-
resistenz mitverantwortlich sein. Interessanterweise wies die Strahlenresistenz der
ALDH" Zellen eine teilweise Abhéngigkeit vom PI3K-Akt Signalweg auf. Wie dies

zusammenhangt, muss noch geklart werden.
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