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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chinone

Chinone sind ringformige Diketone, die nach dem jeweiligen Aromaten, von dem sie
sich durch Oxidation ableiten, benannt werden. So findet man unter anderem
Naphtho-, Benzo-, oder Anthrachinone. Chinone sind fur eine Vielzahl biochemischer
Prozesse von Bedeutung, beispielsweise flr den Elektronentransport in der
mitochondrialen Atmungskette und die zellulare Energieproduktion (Ubichinon) oder
fur die Carboxylierung von Gerinnungsfaktoren (Vitamin K; / Vitamin Kby).
Andererseits sind auch die zelltoxischen, mutagenen und antineoplastischen
Eigenschaften verschiedener Chinonverbindungen hinlanglich bekannt (Brunmark &
Cadenas, 1989).

Bereits 1955 wurde das Methyl-p-benzochinon, ein einfacher sogenannter ,Redox-
Cycler®, vom National Cancer Institute (NCI) der USA auf seine zytotoxische Potenz
untersucht. Noch heute sind einige der am haufigsten eingesetzten Zytostatika
Chinone, wie Doxorubicin, Daunorubicin oder Mitomycin (Butler, 1998; Begleiter,
2000).

Die zytotoxischen Eigenschaften biologisch relevanter Chinone werden im
wesentlichen auf die Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies durch ,Redox
Cycling“ und die Alkylierung von zellularen Nukleophilen zurlckgefuhrt (Kappus &
Sies, 1981; Bolton et al., 2000).

Ein Grofteil intrazellular gebildeter reaktiver Sauerstoffspezies, die auch fur zellulare
Alterungsprozesse verantwortlich gemacht werden, entsteht in der mitochondrialen
Atmungskette und in den fremdstoffmetabolisierenden Enzymsystemen des
endoplasmatischen Retikulums (Cadenas & Davies, 2000; Finkel & Holbrook, 2000).
Das ,Redox Cycling“ von Chinonen, etwa des Ubichinons, ist hieran beteiligt. Dabei
wird das Chinon beispielsweise von der NADPH-CytochromP4s0-Reduktase durch
einen Ein-Elektronen-Transfer zu seinem entsprechenden Semichinonradikalanion
reduziert. Das Semichinonradikalanion kann nun spontan Elektronen auf
molekularen Sauerstoff transferieren, der in biologischen Systemen in hohen
Konzentrationen vorliegt, und somit unter Bildung eines Superoxidradikals (O2*")

zum Chinon reoxidieren (Brunmark & Candenas, 1989). Durch Zwei-Elektronen-
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1. Einleitung

Reduktion von Chinonen, die durch die zytoprotektive NAD(P)H: Chinon-
Oxidoreduktase (,DT-Diaphorase) katalysiert wird (Miller et al., 1986), wird das
Semichinon und damit das ,Redox Cycling“ umgangen: Das Enzym reduziert das
Chinon unter Verbrauch von NAD(P)H zu seinem korrespondierenden Hydrochinon,
das in Phase Il des Fremdstoffmetabolismus konjugiert und schlieRlich
ausgeschieden werden kann. Allerdings kann auch durch die Reoxidation des

Hydrochinons zu seinem Semichinonradikalanion wiederum Superoxid entstehen.

Superoxidradikale kénnen in der Folge zu molekularem Sauerstoff und

Wasserstoffperoxid dismutieren:
(1) 02._ + 02._ + 2H —> H>0O, + 0O,

Diese Reaktion verlauft spontan oder von Superoxiddismutasen katalysiert (Kappus
& Sies 1981). In einer von Haber und Weiss 1934 postulierten Reaktion entsteht

durch Reduktion von Wasserstoffperoxid durch Superoxid das hochreaktive

Hydroxylradikal (*OH):
(2) HO0, + O, + H° — 0O, + °*OH + HO

Da die Reaktionskonstante dieser Reaktion allerdings nahezu gleich Null ist, wird sie
in chemisch definierten Systemen nicht beobachtet (Gutteridge et al., 1982; Halliwell
1982). Erst in Gegenwart von Eisenionen (Fe®*) bildet sich aus Wasserstoffperoxid
Uber die klassische Fenton-Reaktion ein Hydroxylradikal (Halliwell & Gutteridge,
1984; Gutteridge & Halliwell, 1989; Stadtman, 1990):

(3) Fe* + H0, — Fe” + OH + °OH

Die gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) — 0,°~ , H,0, *OH — kénnen mit
Bestandteilen der Zelle reagieren und verschiedenste zyto- und genotoxische
Defekte verursachen. So konnen beispielsweise Proteine durch Oxidation von
Sulfhydrylgruppen und Membranen und Lipide durch Peroxidation von ungesattigten
Fettsduren geschadigt werden. Auf Ebene der DNA verursachen ROS neben Einzel-
und Doppelstrangbriichen eine Vielzahl weiterer oxidativer Schaden. Zu diesen
zahlen DNA-Protein-Vernetzungen, Depurinierungen oder Depyrimidinierungen. Die
Modifikation von DNA-Basen kann zur Bildung von promutagenen DNA-Addukten

fuhren. Dieses sind insbesondere das 8-Hydroxyguanin und das 5-Hydroxycytosin,
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1. Einleitung

die zu Transversions- und Transitions-Punktmutationen fihren kénnen (Aruoma et
al., 1991).

Die Zelle verflgt Uber verschiedene antioxidative Systeme, die gebildete ROS
abbauen koénnen. Wie bereits beschrieben, wandelt die Superoxiddismutase
Superoxid zu Wasserstoffperoxid um. Katalase entfernt Wasserstoffperoxid durch die

Umwandlung zu Wasser und Sauerstoff (Kappus & Sies 1981):
(4) 2 HxOo —> 2HO0 +0;

Einen weiteren Schutz vor Zellschaden durch Wasserstoffperoxid bietet die
selenhaltige Glutathionperoxidase (GPx). Unter Verbrauch von Glutathion (GSH)
reduziert diese Wasserstoffperoxid zu Wasser. Das entstehende Glutathiondisulfid
(GSSG) wird anschlielfend durch die NADPH-abhangige Glutathionreduktase (GR)
zu Glutathion reduziert. So bilden GPx, GR, GSH und NADPH ein gekoppeltes
antioxidatives System (Biesalski, 2000):

(5) HO, + 2GSH — 2HO0 + GSSG

(6) GSSG + 2NADPH — 2GSH + 2NADP

Die uUbermafige Bildung von ROS durch Chinone fuhrt zur Ausschopfung der
antioxidativen Kapazitaten und folglich zur Erzeugung von ,oxidativem Stress®, also
der Verschiebung des Verhaltnisses der Flieldgleichgewichtskonzentrationen von
Anti- und Prooxidantien zugunsten letzterer (Sies & Cadenas, 1985; Sies, 1986).
Oxidativer Stress wird als mitverantwortlich flr die Entstehung vieler Erkrankungen
angesehen. Als potentielle ,free radical diseases werden unter anderem
kardiovaskulare  Stérungen  (Hypertonie,  Arteriosklerose, = Myokardinfarkt),
Autoimmunerkrankungen (Rheuma, Diabetes) und neurodegenerative Prozesse
(Parkinson, Alzheimer) diskutiert (Cai & Harrison, 2000; Babior, 2000).
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Abb.1: Alkylierungen und Redox-Cycling durch Chinone fiihren zu Bildung von Chinon-Addukten

2e-, 2H*

zellularer Bestandteile und von reaktiven Sauerstoffspezies (nach Bolton et al., 2000).

Viele Chinone sind ferner auch klassische Michael-Akzeptoren, die kovalente
Bindungen mit zellularen Nukleophilen eingehen kdnnen. Als Michael-
Additionsreaktion bezeichnet man die Addition eines Nukleophils (Michael-Donor) an
eine durch Konjugation zu einer Ketogruppe aktivierte C-C-Doppelbindung (Michael-
Akzeptor). So kommt es zu Zellschaden durch Alkylierungen von DNA-Bestandteilen,
RNA oder Proteinen (Thor et al., 1982; Rossi et al., 1986; Boatman et al., 2000;
Hargreaves et al., 2000), also die Michael-Addition dieser Bestandteile an ein
entsprechendes Chinon. Die Alkylierung von Thiolgruppen fuhrt bei GSH zur Bildung
des entsprechenden Glutathionyl-Hydrochinons und zur Abnahme des zellularen
GSH-Spiegels.  Dies fuhrt im Zusammenspiel mit der Erzeugung reaktiver

Sauerstoffspezies zu einer zusatzlichen Abnahme zellularer antioxidativer Kapazitat.
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1. Einleitung

Ein mogliches weiteres Ziel fur Alkylierungsreaktionen durch Chinone sind Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (PTPasen), da ihr aktives Zentrum einen unter
physiologischen Bedingungen deprotonierten Cysteinrest enthalt, der Chinone als
Michael-Donor angreifen kann. Die Schadigung und Inaktivierung dieser PTPasen
kann zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Tyrosin-Phosphorylierung

und Phosphotyrosin-Dephosphorylierung zugunsten der Phosphorylierung fihren.

1.2 Der EGF-Rezeptor

Fir die Regulation von Wachstum, Uberleben und Differenzierung eukaryotischer
Zellen sind Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) von fundamentaler Bedeutung. Ein
wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist der Rezeptor des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF-Rezeptor, EGFR). Dieser ist ein Transmembranprotein von
171 kDa, welches modulartig aus drei Doméanen aufgebaut ist. Der aminoterminale
Teil des Proteins bildet mit 622 Aminosauren die extrazellulare, ligandenbindende
Domane. Diese enthalt zwei cysteinreiche Abschnitte (Ullrich & Schlessinger, 1990).
Das membrandurchspannende Segment bildet mit 23 hydrophoben Aminosauren die
zweite Domane. Die dritte, intrazellulare Domane schlieBlich besteht aus 542
Aminosauren und enthalt die ATP und Substrat bindenden Regionen sowie am
carboxyterminalen Ende des Proteins (Y845, Y992, Y1068, Y1086, Y1173) die
Regionen fur die Autophosphorylierung des Rezeptors (Wells, 1999; Boulougouris &
Elder, 2002; Burgess et al., 2003), die nach durch Ligandenbindung induzierter
Dimerisierung in trans erfolgt. Der EGFR gehdrt neben drei weiteren, strukturell und
funktionell eng verwandten Zellmembranrezeptoren zur Gruppe der sogenannten
ErbB-Rezeptoren. So bezeichnet man den EGFR auch als ErbB1 oder HER1 und die
verwandten Rezeptoren entsprechend als ErbB2, ErbB3 und ErB4, bzw. als HER2,
HER3 und HER4 (Baselga, 2002).
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Der EGFR ist in den Zellmembranen nahezu aller Epithel- und Stromazellen, sowie
in bestimmten Glia- und Muskelzellen vorhanden. Hierbei ist von besonderem
klinischen Interesse, dal® ein Grofteil verschiedener solider Tumoren eine
Uberexpression des EGFR aufweist. Hendler und Ozanne zeigten bereits 1984
mittels radioaktiv markierter monoklonaler Antikdrper, dalk der EGFR in
Lungentumoren in erhdohtem MalRe exprimiert ist. Es finden sich ferner
Uberexpressionen von EGFR in Prostata-, Brust-, Magen-, Harnblasen-, oder
kolorektalen, oder ovarialen Tumoren, beim nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom
(NSCLC), sowie bei uber 90 % der Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Hals-
Bereich. Der Rezeptor spielt eine bedeutende Rolle fir Wachstum und Uberleben
von Tumoren, und nicht selten korrelieren hohe Rezeptordichten mit einem
aggressiveren klinischen Verlauf der Erkrankung (Salomon et al., 1995; Woodburn,
1999; Hong & Ullrich, 2000). Zudem finden sich bei diversen hochaggressiven
Tumoren durch Mutation veranderte, konstitutiv aktive Formen des EGFR, wie
EGFRUvIIl, der auch ohne Ligandenbindung aktiv ist (Nishikawa et al., 1994;
Pedersen et al., 2001).

Prozentualer Anteil der EGFR

Zelltyp exprimierenden Tumoren
Plattenepithelkarzinome von Kopf und Hals 80 -100

Niere 50 - 90

NSCLC 40 — 80

Glioblastom 40 - 50

Ovarien 35-70

Harnblase 31-48

Pankreas 30 -50

Kolon 25-77

Mamma 14 — 91

Tabelle 1: Haufigkeit einer erhdhten EGFR Expression in verschiedenen epithelialen Tumoren
(Ubersicht bei Hong & Ullrich, 2000).
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Die Aktivierung des Rezeptors durch verschiedene Liganden wie den epithelialen
Wachstumsfaktor (EGF), transformierenden Wachstumsfaktor a (TGF-a),
Amphiregulin, B-Cellulin, Heparin-bindenden EGF-ahnlichen Wachstumsfaktor (HB-
EGF), Epiregulin, durch Interleukin-8 (IL-8), oder durch Serumschock fihrt zu einer
Homo-, respektive Hetero-Dimerisierung von ErbB Rezeptormolekulen (Schlessinger,
2002) und unmittelbar zur Aktivierung der intrinsischen Rezeptortyrosinkinase (RTK;
Yarden & Sliwkowski, 2000). Die Uberexpression der dem EGFR &hnlichen RTK
Xmrk wurde als Ursache fur die Melanombildung im Xiphophorus Fischmodell
beschrieben, und es wird vermutet, da® die Expression des EGFR auch die
Entwicklung menschlicher maligner Melanome im spaten Stadium beeinfluf3t (Kraehn
et al., 1995).

Mit der Aktivierung der RTK kommt es zur Anlagerung von ATP und zu
Autophosphorylierungen von Tyrosinresten in der zytosolischen Domane,
einschlieBlich Y845, Y992, Y1068, Y1086 und Y1173. Phosphorylierte Tyrosinreste
am carboxyterminalen Ende des Rezeptors dienen als Bindungsstellen fur zahlreiche
Signalmolekule, die eine sogenannte SH2-Domane (Src-homologe Domane Typ 2)
besitzen, wie beispielsweise des zytosolischen Adapterproteins Grb2

(Wachstumsfaktorrezeptor-gebundenes Protein 2; Downward, 1994).

1.3 Die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2

Nach der Bindung des Grb2 an den phosphorylierten EGFR bildet dieses mit dem
Guaninnukleotid-Austauschfaktor SOS (son of sevenless) einen Proteinkomplex, der
das membrangebundene Onkogen Ras aktiviert. Ras gehort zur Gruppe der
monomeren guaninnukleotidbindenden Proteine (G-Proteine) und nimmt eine
SchlUsselstellung fur die Aktivierung einer Reihe von durch Mitogene aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) ein (Whitmarsch & Davis, 1996, 2000; Kyriakis & Avruch,
2001).

MAPK sind Kernstlcke eines Signaltransduktionsnetzwerkes, das Proliferation,
Differenzierung und =zellulares Uberleben steuert (Hilger et al, 2002). Den
unterschiedlichen MAPK-Kaskaden ist eine hierarchische Verknlpfung dreier
Enzymaktivitaten miteinander gemein. In der ersten Stufe dieser Signalkaskade
phosphorylieren MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK) die doppeltspezifischen MAPK-
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1. Einleitung

Kinasen (MAPKK), die sodann durch eine Phosphorylierung von Threonin- und
Tyrosinresten in einem -Thr-X-Tyr- Motiv MAPK in die aktive Form UberfUhren. Im
Falle der MAPK ERK1 und ERK2 (44 bzw. 42 kDa) wird die MAPKKK Raf durch
Interaktion mit Ras aktiviert. Raf phosphoryliert die MAPKK MEK (auch MKK) 1 und
MEK2, die dann die Phosphorylierung und Aktivierung von ERK1 und ERK2

katalysieren. Aktivierte ERK1/2 kdnnen dimerisieren und in den Kern wandern.

In den Zellkern translozierte ERK nehmen udber die Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren Einflu auf die Expression von Genen und somit auf
Zellwachstum und Zelldifferenzierung. Die Regulation der Expression sowohl des
Cyclin D1 als auch der Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen p21°*" und p27**' als
Regulatoren der zellularen Gq-Phase sind hierbei besonders hervorzuheben (Osada
& Saji, 2003). Dauer und Intensitat der Aktivierung entscheiden Uber die genaue
zellulare Antwort auf ERK-Signale (Roovers & Assoian, 2000; Schwartz & Assoian,
2001).

Im Cytosol kdnnen aktivierte ERK verschiedenste Proteine, wie die Phospholipase
A2, Mikrotubuli-assoziierte Proteine, oder auch die juxtamenbranare Region des
EGF-Rezeptors phosphorylieren (Seger & Krebs, 1995; Whitmarsh & Davis, 1996;
Widmann et al, 1999). Uber die Phosphorylierung spezifischer Serinreste an
Connexinmolekulen Uben ERKs ferner einen direkten, hemmenden Einflul auf die

Zell-Zell-Kkommunikation Uber Gap-Junctions aus (Warn-Cramer et al., 1998).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der EGFR-ERK Signaltransduktionskaskade.
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1. Einleitung

1.4 Inhibitoren von Rezeptor-Tyrosinkinasen

Inhibitoren der Tyrosinkinasen des EGFR und des PDGFR (Platelet-derived growth
factor receptor) sind niedermolekulare Verbindungen, die die Phosphorylierung,
respektive Aktivierung der Rezeptoren verhindern. Die in dieser Arbeit eingesetzten
Inhibitoren sind die Tyrphostine AG 1478 [N-(3-Chlorphenyl)-6,7-dimethoxy-4-
chinazolinamin], »,Ccompound 56° [4-((-3-Bromphenyl)-amino)-6,7-
diethoxychinazoline] und AG 1295 (6,7-Dimethyl-2-phenylchinoxalin). AG 1295 gilt
als selektiver Inhibitor der Tyrosinkinase des PDGFR, wahrend es sich bei den
ersten beiden um spezifische Inhibitoren der EGFR Tyrosinkinase handelt (Bridges
et al., 1996; Rice, 1999; Chakravarti et al., 2002). ,Compound 56“ ist mit einer ICsg

von 6 pM einer der potentesten Inhibitoren seiner Klasse (Bridges et al., 1995).

Neben ihrer Verwendung bei in vitro-Experimenten, werden weiterentwickelte
selektive Rezeptorinhibitoren derzeit auch als sogenannte ,targeted cancer drugs® in
der Tumortherapie etabliert (Fry, 1999). Ein Beispiel fur den erfolgreichen Einsatz
eines selektiven EGFR-Tyrosinkinaseinhibitors in der Klinik ist Astra Zenecas
ZD1839 (Iressa, Gefitinib), welches als erstes Praparat seiner Art im Juli 2002 in
Japan fur die Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC)
zugelassen wurde. In vorausgegangenen Phase |I-Untersuchungen (IDEAL 1 und 2)
konnte bei Uber 40 % erfolglos vorbehandelter Patienten mit NSCLC eine Abnahme
der Tumormasse und eine Besserung der Krankheitssymptome erreicht werden
(Wakeling et al., 2002; Kris & Tonato, 2002). 2003 wurde ZD1839 auch von der US-

Zulassungsbehorde zur Behandlung des NSCLC zugelassen.
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1.5 Beschreibung der untersuchten Chinone

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung dreier verschiedener Chinone

untersucht, die im folgenden kurz beschrieben werden.

1.5.1 Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon / Vitamin K3)

oeh

(0]
Abb. 4: Menadion

Die Familie der K-Vitamine umfasst zum einen die naturlich vorkommenden Formen
Phyllochinon (Phytomenadion / Vitamin K;) und Menachinon (Vitamin K3), zum
anderen das synthetisch erzeugte Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon / Vitamin
Ks; Eder, 2002). Alle diese Verbindungen sind Naphthochinone und kdnnen durch
,Redox Cycling“ reaktive Sauerstoffspezies erzeugen. Menadion, welches Zellen
auch uber die Alkylierung von zellularen Nukleophilen schadigen kann, ist als
potenteste dieser Verbindungen ein haufig verwendetes Modellchinon flr in vitro-
Experimente. Menadion vermag das Wachstum von Tumorzellen in vitro zu hemmen
(Prasad et al., 1981; Noto et al., 1989; Wu et al.,1993; Chlebowski et al., 1985; Nutter
et al., 1991; Nishikawa et al., 1995; Liao et al., 2000; Okayasu et al., 2001; Osada et
al., 2001). Aufgrund seiner vielen, teils erheblichen Nebenwirkungen, ist der Einsatz
von Menadion in der Humanmedizin jedoch nicht vertretbar. Auch der Einsatz als
Nahrungsmittelergdnzung in der Lebensmittelindustrie ist laut Bundesgesundheits-

ministerium verboten.

Menadion ist bekanntermalen mutagen und wirkt insbesondere toxisch auf
Leberzellen. Es vermag die de novo-Synthese der DNA, sowie die mitochondriale
ATP-Produktion zu hemmen (Redegeld et al., 1990). Bei der Anwendung von

Menadion kommt es zu Haut- und Schleimhautreizungen, allergischen Reaktionen,
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1. Einleitung

sowie zur Ekzembildung. Hohe Dosen fuhren zu akuten Vergiftungserscheinungen
mit Erbrechen und Albuminurie. Wechselwirkungen mit Erythrozyten fuhren zur
Ausbildung hamolytischer Anamien, wovon insbesondere Neugeborene oder
Patienten mit Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenasemangel betroffen sind (Eyer,
1997). Als Komplikationen kdénnen sich in der Folge dann eine Hyperbilirubindmie
oder der gefurchtete Kernikterus ausbilden. Desweiteren wurden durch Menadion
induzierte Plasmamembranschaden mit Stérungen des Ca**-Spiegels (Brunmark &
Cadenas, 1989), sowie Knochenanomalien bei gleichzeitiger Cumarintherapie

beschrieben.

1.5.2 Doxorubicin (Adriamycin)

Abb. 5: Doxorubicin

Doxorubicin ist ein Anthrazyklinantibiotikum mit antineoplastischen Eigenschaften. Es
wird als Fermentationsprodukt aus Pilzen der Gattung Streptomyces peucetius
gewonnen. Als Hauptmechanismus fur die Zytotoxizitdt der Anthrazykline wird
allgemein die starke DNA-Bindung, sowie die Hemmung der Topoisomerase Il
postuliert. Als Chinone vermodgen sie es jedoch auch, Zellen uber ,Redox Cycling“ zu
schadigen. Hauptlimitation fir den Einsatz von Anthrazyklinen ist eine kumulative,

dosisabhangige Kardiotoxizitat, welche vornehmlich durch die oxidative Schadigung
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kardialer Mitochondrienmembranen und mitochondrialer Enzyme verursacht wird
(Eder, 2002).

Doxorubicin ist direkt wirksam und bedarf keiner metabolischen Aktivierung. Bei der
hepatischen Inaktivierung durch die Spaltung der Glykosidbindung, entsteht neben

verschiedenen inaktiven Metaboliten auch das zytotoxische Doxorubicinol.

Doxorubicin wird in der Behandlung diverser solider Tumoren, sowie zur
Remissionsinduktion akuter Leukamien eingesetzt. Eine neue Form der
Chemotherapie ist die erfolgreiche Applikation von PEGyliertem, liposomalem
Doxorubicin (Doxil, Caelyx) in der Behandlung des AIDS-assoziierten Kaposi-
Sarkoms, bei Patienten, die eine Chemotherapie mit anderen Medikamenten nicht
tolerieren oder bei denen die Erkrankung unter Therapie progrediert (Hengge et al.,

2001). Doxorubicin ist nachweislich mutagen, teratogen und karzinogen.

1.5.3 Mitomycin C

o
H,N CH,OCONH,
OCH,
H3C i NH
o

Abb. 6: Mitomycin C

Das Antibiotikum  Mitomycin C ist ein Zytostatikum, welches als
Fermentationsprodukt aus Pilzen der Gattung Streptomyces caespotius gewonnen
wird. Als Chinon vermag es Zellen Uber die oben beschriebenen Mechanismen zu
schadigen. Im Gegensatz zu Doxorubicin entfaltet Mitomycin C seine zytostatischen
Eigenschaften erst nach Metabolisierung. Nach Reduktion des vorliegenden Chinons
zu seinem Hydrochinon wird die Methoxygruppe abgespalten, der Aziridinring
gedffnet und die Urethanseitenkette abgespalten. Hierbei entsteht ein bifunktionelles
Alkylans, das in der Lage ist, komplementare DNA-Strange quer zu vernetzen (lyer
und Szybalski, 1964; Plumb & Workman, 1994; Chirrey et al., 1995; Cummings et al.,
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1995). Mitomycin C wird in der Behandlung diverser solider Tumoren und bei der
Therapie der chronisch-myeloischen Leukamie seit den 1960er Jahren intensiv
eingesetzt. Wie auch Doxorubicin ist Mitomycin nachweislich mutagen, teratogen und
karzinogen (Eder, 2002).

1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Zellen reagieren auf Stimuli, die durch die Exposition mit xenobiotischen Chinonen
gesetzt werden, mit der Aktivierung stressinduzierter Signalkaskaden, die fur die
Regulation von Zellproliferation und Zelldifferenzierung verantwortlich sind. In
Vorarbeiten an Hautfibroblasten konnte gezeigt werden, dald Menadion ERK1/2 zu
aktivieren vermag (Klotz, 1998; Klotz, et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit sollte
nun der Mechanismus einer solchen Aktivierung in Rattenleberepithelzellen
analysiert werden, wobei insbesondere die Bedeutung des EGF-Rezeptors
untersucht werden sollte. Neben dem Modellchinon Menadion sollten weiterfuhrend
die klinisch relevanten Chinonverbindungen Doxorubicin und Mitomycin C

hinsichtlich einer Aktivierung des EGFR untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien

Soweit nicht anders beschrieben, handelte es sich bei den verwendeten Substanzen
und LOsungen um handelsibliche Chemikalien, welche von den Firmen Sigma
(Deisenhofen) oder Merck (Darmstadt) bezogen wurden. Alle Losungen wurden mit
Reinstwasser hergestellt, welches auf einer Milli-Q Anlage (Fa. Millipore, Eschborn)
aufbereitet wurde.

Die verwendeten primaren Antikoérper (anti-phospho-ERK1/2, anti-pan-ERK1/2, anti-
phospho-p38, anti-pan-p38, anti-phospho-Tyrosin, anti-EGFR) stammen von der
Firma Cell Signalling Technologies (Beverly, MA, USA), bzw. von der Firma Upstate
Biotechnology (Lake Placid, NY, USA). Die sekundaren Antikbrper mit an
Peroxidasen gekoppelten anti-Kaninchen-IgG und anti-Maus-IgG stammten von der
Firma Promega (Mannheim), bzw. von der Firma ICN (Costa Mesa, CA, USA).

2.2 Zellkultur

Die verwendeten WB-F344 Ratten-Leberepithelzellen wurden freundlicherweise von
Dr. James E. Trosko, Michigan State University (East Lansing, Michigan, USA), zur
Verfiigung gestellt. Es handelt sich um eine diploide Zellinie aus phanotypisch
normaler Leber einer erwachsenen Ratte (Tsao et al., 1984). Diese Epithelzellen sind
entweder Stammzellen oder friihe Vorlauferzellen der Rattenleber (Coleman et al.,
1997) und zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dal3 sie groRe Mengen
Connexin4d3 exprimieren (Zhang & Thorgeirsson, 1994).

Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) der Firma Sigma
mit 10 % (v/v) fotalem Kalberserum (FCS; Fa. Greiner, Frickenhausen), 2 mM L-
Glutamin und Penicillin/Streptomycin, in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare
mit 5 % (v/v) Kohlendioxid bei 37°C bis zur Konfluenz herangezogen. Die Materialien

fur die Zellkultur stammten von der Firma Greiner.
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2.3 Behandlung der Zellen

2.3.1 Behandlung mit Chinonen und Inhibitoren

WB-F344 Zellen wurden in 30 mm-, respektive 90 mm-Kulturschalen zu 100 %
Konfluenz herangezogen. Nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers wurden
die Zellen wie folgt behandelt. Das Kulturmedium wurde aspiriert und die Zellen zum
Entfernen von FCS-Ruckstanden und Zelltrimmern 2 Male mit PBS-Puffer (137 mM
NacCl, 2,6 mM KCI, 6,4 mM Na;HPO4 und 1,4 mM KH;POy4; pH 7,2-7,4) gewaschen.
Fir die Behandlung wurden aus einer 100 mM Menadion-Stammldsung (in Dimethyl-
sulfoxid, DMSO), Arbeitslésungen der Konzentrationen 25, 50 und 100 pM in FCS-
freiem DMEM (aber mit 2 mM L- Glutamin und Penicillin/Streptomycin) erstellt. Die
Zellen wurden mit diesen Arbeitslésungen Uberschichtet und fir Zeitrdume von 15
bis 60 Minuten bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

Fur Menadion-haltige Lésungen wurden lichtundurchlassige Behaltnissen verwendet,
da das Chinon lichtempfindlich ist. Aus dem gleichen Grund fanden alle Experimente
bei stark reduzierter Beleuchtung statt.

Die Behandlung mit Doxorubicin und Mitomycin C erfolgte analog. Dazu wurden aus
Stammlésungen von Doxorubicin (25 mM in Wasser) oder Mitomycin (10 mM in
Wasser) Arbeitslosungen in 100 uM Konzentration in FCS-freiem DMEM erstellt. Die
Inkubation der Zellen mit den Arbeitsldsungen erfolgte nun fur jeweils 60 Minuten im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO.,

Zur Behandlung der Zellen mit den EGFR Tyrosinkinase-Inhibitoren AG 1478
(Calbiochem, Schwalbach) und ,Compound 56“ (Calbiochem) sowie mit dem PDGFR
Kinase-Inhibitor AG 1295 (Calbiochem) wurden aus 10 mM Inhibitoren-
Stammlésungen in DMSO Arbeitslésungen in DMEM (10 pM Endkonzentration)
erstellt.

Die Zellen wurden 30 Minuten mit den Inhibitoren bei 37°C und 5 % CO, vorinkubiert.
Nach der Vorinkubation wurde das Medium gegen Menadion und Inhibitor
enthaltendes serumfreies DMEM ausgetauscht und die Zellen fur weitere 15 bis 60
Minuten inkubiert.
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2.3.2 Behandlung mit epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) zur Verminderung
der EGFR-Konzentration

Zur Induktion der rezeptorvermittelten Endozytose des EGFR werden Zellen fiir 1 h

mit hohen Konzentrationen EGF behandelt und anschlie3end fiir 2 h in Abwesenheit

von EGF inkubiert.

WB-F344 Zellen wurden in 30 mm-Kulturschalen zu 100 % Konfluenz herangezogen.
Nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers, wurden die Zellen wie folgt
behandelt. Das konditionierte Kulturmedium wurde gesammelt und nach Zugabe von
rekombinanten humanen EGF (epidermaler Wachstumsfaktor, R&D Systems;
Wiesbaden) in einer Konzentration von 400 ng/ml, bzw. nach Zugabe des
Vehikelpuffers (EGF-Puffer: 100 ml 0,1% BSA, 44 ul 37% HCI), wieder auf die Zellen
gegeben. Nach 60-mindtiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO, wurde das Medium
entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit
frischem, serumfreien DMEM fur 120 Minuten bei 37°C und 5 % CO; inkubiert und
nach Waschen mit PBS wie gewiinscht behandelt.

2.4 Probenanalyse

2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde nach der Behandlung der
Zellen zunachst das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit jeweils 5 ml PBS
gewaschen, um DMEM- und Zelltrimmer zu entfernen. Nach dem letzten
Waschvorgang wurde das PBS aspiriert und die Zellen dann mit doppelt
konzentriertem SDS-PAGE Ladepuffer [125 mM Tris; 4% (w/v) SDS; 20% (v/v)
Glycerin; 100 mM DTT; 0,2% (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8] lysiert. Zur
Denaturierung der viskosen DNA und aller Proteine wurden die Proben 2 Sekunden
lang sonifiziert und anschlieRend fiir 3 bis 5 Minuten auf 95°C erhitzt.
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Die verwendeten SDS-Polyacrylamid-Gele und Puffer setzten sich wie folgt

zusammen:

Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele (10% bzw. 8% Acrylamid):
Trenngel (10% Acrylamid): 33,3% (v/v) Lésung 1; 25% (v/v) Losung 2; 41,7%
(viv) HO; 7 x 10%% (viv) APS; 7 x 10%% (v~v) N,N,N',N-
Tetramethylethylendiamin (TEMED).

Trenngel (8% Acrylamid): 26,6% (v/v) Losung 1; 25% (v/v) Lésung 2; 48,4% (v/v)
H,O; 7 x 10°% (v/v) APS; 7 x 10™% (v/v) TEMED.

Sammelgel (4% Acrylamid): 13,4% (v/v) Lésung 1; 30% (v/v) Losung 3; 56,6%
(vIv) H20; 7,5 x 10°% (v/v) APS; 7 x 10™% (v/v) TEMED.

Zusammensetzung der einzelnen Losungen:

Losung 1: 30% (w/v) Acrylamid; 0,8% (w/v) Bisacrylamid
Losung 2: 0,4% (w/v) SDS; 1,5 M Tris (8mM EDTA); pH 8,8
Losung 3: 0,4% (w/v) SDS; 1,5 M Tris (8mM EDTA); pH 6,8

Elektrodenpuffer: 0,2 M Glycin; 0,1 M Tris; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8
APS: 10-12% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat.

Die 1 mm dicken Gele wurden in zwei Arbeitsschritten hergestellt. Im ersten Schritt
wurde das Trenngel gegossen und wéahrend des Polymerisierens mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach Entfernen des lIsopropanols wurde im zweiten Schritt das
Sammelgel gegossen. Fertig gegossene Gele sind bei 4°C mehrere Tage haltbar.
Die Gellaufe wurden in Novex-Minigel-Kammern (Novex, Frankfurt) durchgefiuhrt.

Nach Beladung der Geltaschen mit 15 bis 20 pl Probe erfolgte der Gellauf
stromkontrolliert mit 60 mA pro Gel in Elektrophoresenpuffer [0,2 M Glycin; 0,1 M
Tris; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,8] fir ca. 80 Minuten, bis das Bromphenolblau aus dem

Gel herausgetreten war.
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2.4.2 Immunoprazipitation

Nach Behandlung der Zellen in 90 mm-Kulturschalen wurde zunéchst das
Kulturmedium entfernt und die Zellen zweimal mit jeweils 5 ml eiskaltem PBS
gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang wurde das PBS grindlichst aspiriert,
um ein moglichst geringes Restvolumen an PBS auf den Zellen zuriickzubehalten.
Anschliel3end wurden die Zellen in 500 ul eiskaltem IP-Puffer (30 mM Tris, pH 7,4;
150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton X-100; 10 mM NaF; 5 mM NazVOy,; 10 pg/ml
Aprotinin; 10 pg/ml Leupeptin; 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid) lysiert und mit
einem Zellschaber gesammelt.

Unlosliches Zellmaterial wurde durch eine 15-minitige Zentrifugation bei 4°C und
20000 g in einer Mikrozentrifuge sedimentiert und der Uberstand anschlieBend in
frische Reaktionsgefalie transferiert.

Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wurde nach Bradfordt (1976)
bestimmt und dann durch Zugabe entsprechender Volumina von IP-Puffer auf

Konzentrationen von 1,4 mg/ml eingestellt.

Jeweils 4 pl polyklonaler Anti-EGFR-Antikdrper aus Kaninchen (Upstate
Biotechnology) , sowie 50 pl einer 50 %-igen, in IP-Puffer gewaschenen Protein A-
Agarose (Upstate Biotechnology) wurden zu 500 pl Probe pipettiert. Das Waschen
der Agarose erfolgte zweimal mit IP-Puffer.

Uber einen Zeitraum von 14 bis 20 h wurde der EGF-Rezeptor unter langsamer
Uberkopfrotation der ReagenzgefaRe bei 4°C prazipitiert. AnschlieRend wurde die
Agarose zweimal mit IP-Puffer, sowie einmal mit IP-Waschpuffer (25 mM Tris, pH
6,8; 1 mM EDTA) gewaschen und dann mit 50 pl vierfach konzentriertem SDS-PAGE
Ladepuffer versetzt. Nach grindlichem Mischen der Proben wurden diese fir 3 bis 5
Minuten auf 95° C erhitzt. Die Proben wurden fiir 3 Minuten in einer Tischzentrifuge
bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert, erneut gemischt, wiederum zentrifugiert und
nochmals fur 3 Minuten auf 95°C erhitzt, um eine maximale Menge an Protein zu

gewinnen.

Jeweils 20 pl des Uberstandes mit gelostem immunopréazipitiertem Material wurden
nach einem abschlieRenden 5-minitigen Zentrifugationsvorgang auf ein 8 %-iges
SDS-Polyacrylamid-Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.4.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode von
Bradfordt (1976) mit dem ,Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent® (Bio-Rad, Miinchen).
Hierzu wurde 1 pl des Zellextraktes in 800 pl Wasser aufgenommen und mit 200 pl
.Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent® versetzt. Nach einer 20-mindtigen
Inkubationsphase wurde die Extinktions&dnderung bei 595 nm spektrometrisch
gemessen. Eine BSA-Stammldsung bekannter Konzentration diente der Erstellung

einer Standardkurve.

2.4.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Analyse

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF; Hybond ECL; Amersham, Braunschweig)
transferiert. Nach Aktivierung der Membran in Methanol und anschlie3endem
Aquilibrieren von Gel und Membran in Transferpuffer [25 mM Tris; 200 mM Glycin;
20% (v/v) Methanol; pH 8,5], wurden diese zusammen mit 3 mm starken Gel-
Blotting-Papieren (Fa. Karl Roth, Karlsruhe) entsprechend Abbildung 7 luftblasenfrei
zusammengestellt. Der Transfer erfolgte stromreguliert fir mindestens 60 Minuten
bei 100 mA pro Minigel (Richtwert: 0.8 mA/cm? fur 1-2 h, die Spannung Ubersteigt
hierbei keine 15 V) in einer Semi-Dry-Blotting Apparatur (Trans-Blot SD, BioRad). Bei
Gelen mit Proben aus EGFR Immunoprazipitationen erfolgte der Transfer
spannungsreguliert bei 25 V fur 180 Minuten mittels Tankblotting (Xcell 11 Blot

Module, Novex).

Der Proteintransfer wurde durch reversible Anfarbung der Banden mit einer
essigsauren Ponceau S Losung [0,1% Ponceau S (w/v), 5% Essigsaure (v/V)]
kontrolliert. Eine Gegenkontrolle erfolgte mittels Coomassie Brillant Blue. Hierzu
wurde das Gel in einer Losung aus 0,1 % (w/v) Coomassie Serva Blue R in 10% (v/v)
Eisessig, 30 bis 40 % (v/v) Methanol und 50 bis 60 % Wasser fur 30 Minuten fixiert
und angefarbt. Die Entfernung Gberschissigen Farbstoffs erfolgte durch Schwenken
des Gels in Entfarberlésung [10% (v/v) Eisessig, 40% (v/v) Ethanol].
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3 xBlottingpapier

| Acrylamid-Gel
S |\icmbran

3 x Blottingpapier

+

Abb. 7: Schematischer Aufbau einer Elektrotransfereinheit fir Western Blotting (semi-dry)

Unspezifische Bindestellen wurden, je nach den Anforderungen des
Primarantikorpers, durch Inkubation der Membran fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) in einem Blockierpuffer aus TBS-Tween [,Tris buffered saline
with Tween*; 20 mM Tris, 137 mM NacCl, pH 7,6 + 0,1% (v/v) Tween-20] mit 5 %
Magermilchpulver (BioRad), bzw. in TBS-Tween mit 5 % bovinem Serumalbumin
(BSA, Fraktion V; Fa. Roth), blockiert. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper
erfolgte fur 90 Minuten bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Dieser wurde in der Regel
1:1000 in Blockierpuffer verdinnt. Danach wurde die Membran dreimal fur jeweils 5
Minuten bei RT mit TBS-Tween gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundaren
Antikérper (anti-Maus-IgG bzw. anti-Kaninchen-IgG, gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase), erfolgte ber 60 Minuten bei RT (Verdinnung i.d.R. 1:1000 bis 1:5000
in TBS-Tween). Abschlie3end wurde die Membran dreimal in TBS-Tween fur jeweils

5 Minuten bei RT gewaschen.

Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte durch 5-minitige Inkubation der
Membran mit ,ECL+* (Amersham). Dieses interagiert mit der, an den sekundaren
Antikdrper  gekoppelten  Meerrettichperoxidase, wobei die entstehende

Chemoilumineszenz einen geeigneten Film (Hyperfilm ECL) belichtet.
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2.5 Entfernen von Antikérpern (, Strippen®)

Sollten mehrere verschiedene Immunodetektionen nacheinander durchgefihrt
werden, so wurde die PVDF-Membran nach der Belichtung des Films kurz mit TBS-
Tween gewaschen und dann fir 30 Minuten im Wasserbad bei 56°C in ,Stripping“-
Puffer [100 mM R-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS, 62,5 mM Tris, pH 6,8]
geschwenkt, um die gebundenen Antikérper zu entfernen. AnschlieRend wurde die
Membran zwei- bis dreimal in groRen Volumina von TBS-Tween bei RT gewaschen.
Fiur die neue Immunodetektion wurde nun wieder mit dem Blockierungsschritt, wie

unter 2.4 beschrieben, begonnen.

Da mit dem ,Strippen“ auch ein Teil des transferierten Proteins verlorengeht, sollte
zundchst das Antigen nachgewiesen werden, das vermutlich in der geringsten

Menge vorliegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Aktivierung von MAP-Kinasen durch Menadion und Effekte

spezifischer Kinaseinhibitoren

3.1.1 Menadion-induzierte ERK1/2-Aktivierung und ihre Hemmung durch
Inhibitoren des EGF-Rezeptors

WB-F344 Rattenleberepithelzellen wurden fur 15 bis 60 Minuten mit Menadion (50
MM) sowie mit dem EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor AG 1478 (10 pM) behandelt.
Anschliel3end wurden die Zellen in doppelt konzentriertem SDS-Probenpuffer lysiert
und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Anderungen der Phosphorylierung
und der Aktivierung von ERK1/2 wurden uber Western-Blot Analyse und
Immundetektion mit anti-phospho-ERK1/2-Antikdrpern untersucht.

Fur alle untersuchten Zeitpunkte zeigte sich bei den mit Menadion behandelten
Zellen eine deutliche Phosphorylierung von ERK1/2. Bei den Zellen, die zusétzlich
mit AG 1478 behandelt wurden, zeigte sich eine verminderte Phosphorylierung. Far
die nur mit dem Vehikel DMSO bzw. mit AG 1478 und DMSO behandelten Zellen
zeigte sich keinerlei Phosphorylierung (Abb. 8.A).

Zur Kontrolle auf Proteingehalt der Proben nach Elektrotransfer und auf eine etwaige
Veranderung des zellularen Gehalts an ERK1/2 durch die Behandlung wurden die
eingesetzten Membranen von Antikdrpern aus der Detektion von phospho-ERK1/2
befreit (vgl. Kap. 2.5) und einer zweiten Immunodetektion mit pan-ERK-spezifischen
Antikdrpern unterzogen. Diese zeigte neben einer gleichméligen Proteinverteilung
auch den charakteristischen Bandenshift von phosphorylierten ERK in den mit
Menadion behandelten Proben (Abb. 8.B).

Neben AG 1478 wurde auch der EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor ,Compound 56“ (10
MM) verwendet. Auch hier zeigte sich eine signifikante Hemmung der ERK1/2

Phosphorylierung fiir die untersuchten Zeitraume (Abb. 9).

Desweiteren wurde die Wirkung des PDGFR-Tyrosinkinase-Inhibitors AG 1295 auf
die durch Menadion induzierte Phosphorylierung von ERKZ1/2 untersucht. Im
Gegensatz zu den mit den EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren behandelten Zellen

zeigte sich hier jedoch keine Hemmung der ERK1/2 Phosphorylierung ( Abb. 10).
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Vehikel 1. Vehikel fir Menadion (DMSO)

Vehikel 2: Vehikel fir AG 1478 (DMSO)

Abb. 8: Effekt des EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitors AG 1478 (10 uM) auf die durch Menadion (50 uM)
induzierte ERK1/2-Aktivierung. A: Untersuchung auf ERK-Phosphorylierung durch Verwendung
phospho-ERK-spezifischer Antikérper. B: Untersuchung der elektrophoretischen Mobilitdt von
phosphorylierten und nicht-phosphorylierten ERK1 und ERK2 durch Verwendung eines pan-ERK-
spezifischen Antikorpers. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei voneinander

unabhangig durchgefiihrte Experimente.

-25-



3. Ergebnisse

15 min 30 min

p-ERK 1 —p -
p-ERK 2 —p 4

Vehikel 1
Vehikel 2 + -
Menadion - -

+
+
1
1
+
+
1
1

+ +
+ +

Compound 56 - + - + - + - +

Vehikel 1: Vehikel fir Menadion (DMSO)

Vehikel 2: Vehikel fir Compound 56 (DMSO)

Abb. 9: Effekt des EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitors ,Compound 56 (10 uM) auf die durch Menadion
(50 pM) induzierte ERK1/2-Aktivierung. Western-Analyse unter Verwendung eines phospho-ERK-
spezifischen Antikorpers. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei voneinander

unabhéngig durchgefiihrte Experimente.
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Vehikel 1: Vehikel fir Menadion (DMSO)

Vehikel 2: Vehikel fir AG 1295 (DMSO)

Abb. 10: Effekt des PDGFR-Tyrosinkinase-Inhibitors AG 1295 (10 uM) auf die durch Menadion (50
pM) induzierte ERK1/2-Aktivierung. Western-Analyse unter Verwendung eines phospho-ERK1/2-

spezifischen Antikdrpers.
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3.1.2 Effekt von AG 1478 auf die Menadion induzierte p38-Aktivierung
Um die Spezifitat von AG 1478 fur den EGFR zu zeigen, wurde die Hemmung der
Aktivierung eines vom EGFR grof3enteils unabhangigen Signalwegs durch Menadion

untersucht.

WB-F344 Zellen wurden wie unter 3.1.1 beschrieben mit Menadion und AG 1478
behandelt. Die Phosphorylierung der p38-MAP Kinase wurde Uber Western-Blot
Analyse und Immunodetektion mit phospho-p38-spezifischen Antikbrpern
untersucht. Auch hier zeigte sich fur die mit Menadion (50 uM) behandelten Zellen
eine deutliche Phosphorylierung. Anders als bei ERK1/2 fand sich hier jedoch kein
hemmender Effekt des AG 1478, was fiur die Spezifitdt des Inhibitors fur EGFR
spricht ( Abb. 11).

15 min
e — — |
Vehikel 1 + + + -
Vehikel 2 + - - -
Menadion - - + +
AG 1478 - + - +

Vehikel 1: Vehikel fir Menadion (DMSO)

Vehikel 2: Vehikel fir AG 1478 (DMSO)

Abb. 11: Effekt des EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitors AG 1478 (10 uM) auf die durch Menadion (50 uM)
induzierte p38 MAP-Kinase Aktivierung. Western-Analyse unter Verwendung eines phospho-p38-

spezifischen Antikdrpers.
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3.2 EinfluR von EGF-Vorinkubation auf Menadion-induzierte
ERK1/2-Aktivierung

Um die Bedeutung des EGFR fir die durch Menadion-induzierte ERK-Aktivierung auf
andere Weise zu zeigen, wurde der zelleigene Mechansimus der rezeptorvermittelten
Endozytose nach Uberstimulation des EGFR (Masiu et al., 1993; Chen et al., 1998;
Wang et al., 2000a; Sorkin, 2001) ausgenutzt.

Dazu wurden WB-F344 Zellen mit hochkonzentriertem rekombinanten menschlichen
EGF (400 ng/ml Endkonzentration) Uber einen Zeitraum von 60 Minuten
vorbehandelt. Nach einer 120-minutigen Erholungsphase in serumfreiem DMEM
erfolgte  im zweiten Versuchsabschnitt eine 15-mindtige Behandlung mit
Menadionldsungen verschiedener Konzentrationen (5, 10, 25 uM), mit dem Vehikel
DMSO oder, zur Kontrolle auf Erfolg der Verringerung der Rezeptordichte, mit EGF
(100 ng/ml). AnschlieRend wurden die Zellen in doppelt konzentriertem SDS-
Probenpuffer lysiert und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Anderungen der
Phosphorylierung und der Aktivierung von ERK1/2 wurden Uber Western-Blot-
Analyse und Immunanfarbung mit anti-phospho ERK1/2-Antikdrpern untersucht.

Es zeigte sich sowohl fur die im zweiten Versuchsabschnitt mit EGF (100 ng/ml)
behandelten Zellen als auch fiur die Zellen, die mit 25 puM Menadionlésungen
behandelt worden waren, eine deutliche Phosphorylierung der ERK1/2 MAP
Kinasen. Fur die mit 10 uM Menadionlésungen behandelten Zellen zeigte sich eine
leichte Phosphorylierung. Bei Betrachtung der einzelnen Konzentrationen zeigte sich,
dal3 jeweils die Zellen, die mit EGF (400 ng/ml) vorbehandelt worden waren, eine
schwachere ERK1/2-Phosphorylierung aufwiesen als die mit Puffer vorbehandelten
Zellen. Fur die mit DMSO und die mit 5 uM Menadionlésungen behandelten Zellen
lie? sich keine signifikante ERK1/2-Aktivierung erkennen (Abb. 12.A).

Zur Kontrolle auf Proteingehalt der Proben nach Elektrotransfer und auf eine etwaige
Veranderung des gesamten ERK1/2 durch die Behandlung wurden die eingesetzte
Membran von Antikdrpern aus der Detektion von phospho-ERK1/2 befreit und einer
zweiten Immunodetektion mit pan-ERK-spezifischen Antikdrpern unterzogen. Es
zeigte sich eine gleichmaliige Proteinverteilung fir alle Proben (Abb. 12.B).
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p-ERK 1 —p pe— . -
p-ERK 2 —p - — —
ERK1 —
ERK2 —p
DMSO + + - - - - - - - -
EGF (Pra-Ink.) + -+ - + - + - + -
EGF - - + + - - - - - -
Menadion (™¥) - - - - 5 5 10 10 25 25

Abb. 12: Mit hochdosiertem human-EGF (400 ng/ml, 60 Minuten) vorbehandelte Zellen zeigen nach
120-minutiger Erholungsphase in serumfreien DMEM eine geringere durch EGF oder Menadion
induzierte ERK 1/2-Aktivierung als die nicht-vorbehandelten Kontrollen. A: Untersuchung auf ERK-
Phosphorylierung durch Verwendung phospho-ERK-spezifischer Antikorper. B: Nachweis von ERK1
und ERK2 durch Verwendung eines pan-ERK-spezifischen Antikdrpers.

Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ flr drei voneinander unabhangig durchgefuhrte
Experimente.
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3.3 Phosphorylierung des EGF-Rezeptors durch Menadion

Nach den Hinweisen auf die Bedeutung des EGFR fir die Aktivierung von ERK1/2
durch Menadion (Kap. 3.1, 3.2) sollte nun die Aktivierung bzw. Tyrosin-
Phosphorylierung des EGFR nachgewiesen werden.

WB-F344 Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 15 Minuten mit Menadionlésungen
verschiedener Konzentrationen (25 pM, 50 pM, 100 puM), mit menschlichem EGF
(200 ng/ml; 15 Minuten), oder mit dem Vehikel DMSO behandelt. Als zusétzliche
Kontrolle dienten Zellen, denen fir die jeweiligen Zeitraume lediglich FCS-freies
DMEM zugesetzt wurde. Nach Behandlung der Zellen wurden diese in eiskaltem IP-
Puffer lysiert und anschlielBend der EGF-Rezeptor immunoprazipitiert. Nach SDS-
PAGE und Western-Blot wurden Anderungen der Rezeptor-Tyrosinphosphorylierung
durch Immunanfarbung mit einem anti-phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrper
untersucht. Der Grad der Phosphorylierung des EGF-Rezeptors korreliert hierbei mit
der Starke des Signals der Bande bei 171 kDa.

Fur die mit 50 uM und 100 uM Menadionlésungen behandelten Zellen zeigte sich
eine deutliche Rezeptorphosphorylierung. Die starkste Phosphorylierung zeigten die
mit EGF behandelten Zellen. Keine signifikante Phosphorylierung zeigten die mit
serumfreien Medium, mit DMSO, oder mit 25 uM Menadion behandelten Zellen (Abb.
13).

Zur Kontrolle auf Proteingehalt der Proben nach Elektrotransfer und auf eine etwaige
Veranderung des gesamten EGF-Rezeptors durch die Behandlung wurden die
eingesetzten Membranen noch einer zweiten Immunodetektion mit anti-EGFR-
Antikdrpern  unterzogen. Diese zeigte eine gleichmé&Rige Protein- und
Rezeptorverteilung fur alle Proben (Abb. 13).
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IP: a-EGFR Western: a-p-Tyr

171 kDa—»

IP: a-EGFR Western: a-EGFR

171 kDa—»

DMSO - + - - - -
EGF - - + - - -
Menadion (V) - - - 25 50 100

Abb. 13: Menadion induziert die Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors. Western-Analyse von
immunoprazipitiertem EGFR. Untersuchung auf EGFR-Phosphorylierung durch Verwendung eines
phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrpers. Nachweis von EGFR durch Verwendung eines EGFR-
spezifischen Antikdrpers. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei voneinander
unabhéangig durchgefihrte Experimente.
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3.4 Phosphorylierung des EGF-Rezeptors durch Doxorubicin und
Mitomycin C

Nachdem die Aktivierung des EGFR durch Menadion gezeigt worden war (Kap. 3.3),
stellte sich die Frage, ob auch klinisch relevante Chinone wie Doxorubicin oder
Mitomycin C zur Aktivierung des EGFR flhren.

WB-F344 Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 60 Minuten mit einer 100 pM
Doxorubicinlésung, mit einer 100 pM Mitomycin C L6sung, mit EGF (100 ng/ml; 15
Minuten), oder mit dem Vehikel (Wasser) behandelt. Nach Behandlung der Zellen
wurden diese in eiskaltem IP-Puffer lysiert und anschlielend der EGF-Rezeptor
immunoprazipitiert. Nach SDS-PAGE und Western-Blot Analyse, wurden
Anderungen der Rezeptorphosphorylierung durch Immunanfarbung mit einem anti-
phospho-Tyrosin-Antikorper untersucht. Der Grad der Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors korreliert hierbei mit der Starke des Signals der 171 kDa-Bande.

Hier zeigte sich die starkste Phosphorylierung fir die mit EGF behandelten Zellen.
Die mit Doxorubicin (Abb. 14) oder Mitomycin C (Abb. 15) behandelten Zellen zeigten
ebenfalls eine deutliche Rezeptorphosphorylierung.

Zur Kontrolle auf Proteingehalt der Proben nach Elektrotransfer und auf eine etwaige
Veranderung der Menge des EGF-Rezeptors durch die Behandlung wurden die
eingesetzte Membranen nach ,Stripping” einer zweiten Immunodetektion mit anti-
EGFR-Antikdrpern unterzogen. Diese zeigte die gleiche Rezeptormenge fir alle
Proben (Abb. 14, Abb. 15).
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IP: anti-EGFR
Western: anti-p-Tyr

IP: anti-EGFR
Western: anti-EGFR

171 kDa —p

i 1]

Doxorubicin - + - - +
EGF - - +

- - +

Abb. 14: Doxorubicin (100 uM) induziert die Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors. Western-
Analyse von immunoprazipitiertem EGFR und Untersuchung auf EGFR-Phosphorylierung durch
Verwendung eines phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrpers. Nachweis von EGFR durch
Verwendung eines EGFR-spezifischen Antikorpers.

Als Kontrolle diente Reinstwasser, das DMEM im entsprechenden Volumen zugesetzt wurde.

Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei voneinander unabhangig durchgefiihrte
Experimente.

IP: anti-EGFR
Western: anti-p-Tyr

IP: anti-EGFR
Western: anti-EGFR

171 kDa —»

Mitomycin C - + - - +
EGF - - + -

Abb. 15: Mitomycin C (100 uM) induziert die Tyrosinphosphorylierung des EGF-Rezeptors. Western-
Analyse von immunoprazipitiertem EGFR und Untersuchung auf EGFR-Phosphorylierung durch
Verwendung eines phospho-Tyrosin-spezifischen Antikdrpers. Nachweis von EGFR durch
Verwendung eines EGFR-spezifischen Antikdrpers.

Als Kontrolle diente Reinstwasser, das DMEM im entsprechenden Volumen zugesetzt wurde.

Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei voneinander unabhangig durchgefiihrte
Experimente.
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4 Diskussion

4.1 Zur Bedeutung der ERK-Aktivierung durch Chinone

In der vorliegenden Arbeit werden die Effekte von Menadion (2-Methyl-1,4-
Naphthochinon / Vitamin Kz) auf die Aktivitat zellularer ERK1/2 MAP-Kinasen
untersucht. Menadion induziert seine Effekte sowohl Gber Arylierungsreaktionen als
auch Uber das sogenannte ,Redox Cycling“, und weist somit beide Reaktionswege
auf, Uber die biologisch relevante Chinone ihre Wirkung ausiben (Brunmark &
Cadenas, 1989; Bolton et al., 2000).

In den durchgefuhrten Experimenten an WB-F344 Rattenleberepithelzellen konnte
gezeigt werden, dal3 eine Zellbehandlung mit Menadion zu einer deutlichen
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 fuhrt. Dies deckt sich mit vorausgegangenen
Untersuchungen an Hautfibroblasten (Klotz, 1998) und mit den Untersuchungen von
Abdelmohsen et al. (2003) zur Wirkung von p-Benzochinon (BQ) und 2,3-Dimethoxy-
1,4,-naphtochinon (DMNQ). Hieraus wird ersichtlich, daf? Chinone Zellen nicht nur
zerstoren, sondern durch die Aktivierung von Signalkaskaden auch direkt Einflu3 auf
den Metabolismus der Zellen nehmen konnen. Die genaue Aufklarung dieser
Signalwege und der Mechanismen ihrer Aktivierung tragt zum besseren Verstandnis
der Wirkungsweise von Chinonen bei.

Die Behandlung von WB-F344 Rattenleberepithelzellen mit Menadion fihrt zu einer
ERK-vermittelten Abnahme der interzellularen Kommunikation tUber Gap Junctions
(GJIC) um bis zu 75 % (Klotz et al., 2002). Bei Gap-Junctions handelt es sich um
Ansammlungen von Proteinkanélen, welche die Zytosole benachbarter Zellen direkt
miteinander verbinden und welche die interzellulare Diffusion niedermolekularer
Substanzen bis zu einer Masse von etwa 1 kDa ermdglichen (Vine & Bertram, 2002).
Gap-Junctions dienen der Synchronisation der elektrochemischen und
metabolischen Funktionen von Zellen im Zellverband (Loewenstein & Kanno, 1966;
Loewenstein, 1981). Ein Gap-Junction-Kanal besteht aus zwei Hemi-Kanélen, den
sogenannten Connexonen, die sich wiederum aus jeweils sechs Connexinmolekilen
(Cx) zusammensetzen (Warn-Cramer, 1996; Goodenough et al., 1996; Yeager et al.,
1998; Unger et al., 1999). Die fir Menadion beschriebene Hemmwirkung auf die
GJIC wird mit einer ERK-vermittelten Hyperphosphorylierung des Connexins 43
(Cx43) begruindet (Klotz et al., 2002; Abdelmohsen et al., 2003).
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Die Zellen solider Tumoren weisen oft eine dysfunktionale GJIC auf (Weinstein et al.,
1976; Yamasaki, 1990; Temme, 1997), und es wird vermutet, daf} die GJIC eine
zentrale Rolle bei der Regulation der Karzinogenese und des Uberlebens von
Tumorzellen spielt: Verlieren Zellen die Moglichkeit, mit ihren Nachbarn zu
kommunizieren, so entziehen sie sich auch der Kontrolle durch den Verband und

erlangen ein gesteigertes Entartungspotential.

Fur GOber 100 verschiedene mutagene und nicht-mutagene Karzinogene und
Tumorpromotoren, wie Phorbolester (Oh et al.,, 1991), Lindan (Guan et al., 1995),
Barbiturate (Ren & Ruch, 1996), DDT und nicht zuletzt Menadion (Klotz et al., 2002;
Abdelmohsen et al., 2003) wurde in in vivo- und in vitro- Experimenten eine

Hemmwirkung auf die GJIC nachgewiesen.

Es erscheint zunachst paradox, dafl3 eine nachweislich zytostatische Verbindung wie
Menadion, stellvertretend fur die Klasse der Chinon-Chemotherapeutika, durch ihren
hemmenden Einflul auf die GJIC die Entstehung von Tumoren favorisieren kann
(Karzinogenese durch Kontrollverlust). Eine verminderte GJIC kann jedoch auch
zyto-protektive Effekte vermitteln: Karzinogene konnen nicht ungehindert Utber
gedffnete Gap-Junctions in benachbarte gesunde Zellen diffundieren und diese
schadigen. Dies gilt auch fur Chinone, die Zielzellen in solch geringen
Konzentrationen erreichen, dafld sie diese zwar nicht mehr zerstéren, jedoch noch

ausreichend hoch konzentriert sind, um zellulare Transformationen zu induzieren.

Die Modulation der GJIC kann aber auch genutzt werden, um die Effektivitat
konventioneller Chemotherapeutika zu steigern und die zahlreichen bekannten
Nebenwirkungen zu verringern. Die Hauptaufmerksamkeit der Forscher richtet sich
hierbei auf den sogenannten ,Bystander“- Effekt oder auch kiss of death, der im
Zusammenhang der Selbstmord-Gentherapie von Bedeutung ist (Yamasaki et al.,
1999; Andrade-Rozental et al., 2000; Chipman et al., 2003): Werden solide Tumoren
Uber einen viralen Vektor mit einem Letal-Gen, wie zum Beispiel der Herpes simplex-
Virus-Thymidinkinase (HSV-TK), transduziert, so exprimiert nur eine kleine Zahl der
Krebszellen das entsprechende Gen. Diese Zellen werden zerstort, sobald man dem
Wirt eine Pro-Drug appliziert, welche durch das Produkt des Selbstmord-Gens zu

toxischen Metaboliten konvertiert wird (ein Beispiel ist die Phosphorylierung von
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Ganciclovir durch die HSV-TK). Erstaunlicherweise konnte beobachtet werden, daf3
auch viele der Nachbarzellen, ohne jedoch ein Letal-Gen zu exprimieren, zerstort
wurden. In einigen Féllen kam es sogar zur kompletten Remission des Tumors
(Mensil & Yamasaki, 2000). Ahnliches wurde fir die Radio-Tumortherapie bei der
Zellbestrahlung mit a-Teilchen beschrieben (Azzam et al.,, 2001). Diese Effekte
fuhren die Forscher auf eine intakte GJIC zurick, die die Diffusion toxischer

Metaboliten in benachbarte Zellen erlaubt.

Eine Unterbinden der Abnahme der GJIC nach Gabe von Chemotherapeutika wie
Menadion, beispielsweise durch Einsatz von Inhibitoren der Aktivierung von ERK1/2,
erscheint in diesem Zusammenhang als ein vielversprechender therapeutischer
Ansatz. Offene Gap-Junctions kénnten auch die Verteilung von Chemotherapeutika
in schlecht vaskularisierten Regionen solider Tumoren steigern. Die gilt insbesondere
fur hydrophile, intravents applizierte Verbindungen, die die lipophilen
Zellmembranen nur schlecht durchdringen kdnnen (Abb. 16). Schlie3lich ist bekannt,
dall GJIC eine bedeutende Rolle bei der zellularen Differenzierung spielt. Eine
Steigerung der GJIC konnte Therapieresistenzen, die sich haufig in isolierten, wenig
differenzierten neoplastischen Zellen ausbilden, riickgangig machen. Dies wirde die
Sensibilitat von Tumorzellen gegendber konventionellen Chemotherapeutika
erhohen.

Die aufgestellten Hypothesen werden durch Untersuchungen von Huang et al. an
menschlichen Glioblastomzellen unterstitzt, die zeigen konnten, dal3 mit Cx43
transfizierte Zellen wesentlich sensitiver gegeniber verschiedenen Zytostatika waren
als nicht-transfizierte Zellen. Die transfizierten Zellen zeigten eine verminderte
Expression von bcl-2 und eine gesteigerte Tendenz zur Apoptose (Huang et al.,
2001).
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Abb. 16: Die Bedeutung des Bystandereffekts fiir die Distribution von Chemotherapeutika in schlecht
vaskularisierten Tumoren. Vergleich zwischen nicht-kommunizierenden und kommunizierenden

Zellen.

4.2 Die Bedeutung des EGF-Rezeptors fur die Aktivierung von ERK

durch Chinone

Verschiedene  Chinone kénnen durch eine ERK-induzierte Connexin-
hyperphosphorylierung hemmend auf die GJIC einwirken. Wie aber vermitteln
Chinone ihre Wirkung auf ERK1/2? In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dal3 sich die durch Menadion induzierte ERK-Aktivierung durch den Einsatz
der Tyrphostine AG 1478 und ,Compound 56* deutlich abschwéchen liel3. Bei diesen
beiden Verbindungen handelt es sich um spezifische Inhibitoren der EGF-
Rezeptortyrosinkinase (EGF-RTK), die eine Auto-Phosphorylierung des Rezeptors
verhindern, die also offensichtlich von entscheidender Bedeutung fur die Aktivierung
der ERK1/2 durch Chinonverbindungen ist.
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Um die Rezeptorspezifizitat der Inhibitoren genauer zu untersuchen, wurde der Effekt
von AG 1478 auf die Menadion-induzierte Aktivierung der p38-MAPK untersucht,
welche als weitgehend unabhéngig vom EGFR gilt. Hierbei zeigte sich, anders als
bei ERK, keine inhibierende Wirkung. In anderen Experimenten mit dem
strukturverwandten Tyrphostin AG 1295, welches als spezifischer Inhibitor der
Rezeptortyrosinkinase des Thrombozytenwachstumsfaktor-Rezeptors (PDGF-RTK)
gilt, konnte kein Effekt auf die Menadion induzierte ERK-Aktivierung nachgewiesen
werden. Dies unterstreicht nicht nur erneut die Spezifizitit von AG 1478 und
~,compound 56 fur EGFR, sondern deutet auch darauf hin, dal? der PDGF-Rezeptor-
Signalweg fiur eine durch Menadion induzierte ERK-Aktivierung keine bedeutende
Rolle spielt.

Um die Bedeutung des EGFR fiur die Aktivierung von ERK1/2 durch Menadion
weiterfuhrend zu untersuchen, wurde eine alternative Methode genutzt, die den
Einsatz von Inhibitoren vermeidet: Es ist bekannt, dal? eine dauerhafte Zellexposition
mit Wachstumsfaktoren in hohen Konzentrationen zu einer gesteigerten
Rezeptorinternalisierung fuhren kann. Dies kommt einer voriubergehenden,
funktionellen Inaktivierung der Rezeptoren gleich (Masui et al., 1993; Chen et al.,
1998; Wang et al.,, 2000a; Sorkin, 2001). Die in dieser Arbeit dargestellten
Untersuchungen zeigen, dald eine einstindige Vorinkubation der Zellen mit hoch-
konzentriertem menschlichen EGF, gefolgt von einer zweistiindigen Erholungsphase
der Zellen in serumfreiem Kulturmedium zu einer deutlichen Abnahme der durch
Menadion induzierten Aktivierung von ERK1/2 fiihrte. Gleiches gilt fur die Aktivierung
von ERK1/2 durch menschliches EGF. Die beobachteten Effekte belegen erneut die
Bedeutung des EGFR fur den untersuchten Signalweg.

Es wurde also Uber zwei vollkommen unterschiedliche Wege gezeigt, dald die durch
Menadion induzierte ERK1/2-Aktivierung maf3geblich von einer Aktivierung des EGF-
Rezeptors abhangig ist.

Die Rezeptoraktivierung konnte in Folgeexperimenten mittels Immunoprézipitation
direkt nachgewiesen werden. Mit Menadion inkubierte Zellen zeigten eine gegentber
den Negativ-Kontrollen deutlich gesteigertes Phosphorylierungsniveau des EGFR.
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Menadion ist ein haufig verwendetes, kostengiinstiges Modellchinon. Nachdem die
dargestellten Methoden mit Menadion erfolgreich etabliert worden waren, sollte
abschlieRend die Wirkung der klinisch relevanten Chemotherpeutika Doxorubicin und
Mitomycin C untersucht werden. Auch fir diese Chinonverbindungen lie3 sich mittels

Immunoprazipitation die erwartete EGFR-aktivierende Wirkung nachweisen.

Ausgehend von den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen stellt sich die Frage
nach dem genauen Mechanismus der EGFR-Aktivierung durch Chinone. Drei
Moglichkeiten werden von den meisten Autoren fir eine gesteigerte
Autophosphorylierung des Rezeptors disskutiert: Die direkte Aktivierung der RTK, die
Hemmung von negativ regulierenden Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPase), oder
eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen diesen beiden gegenlaufigen
Einflussen (Sachsenmaier et al., 1994; Knebel et al., 1996; Wang et al., 2000b;
Herrlich & Bohmer, 2000). Knebel et al. konnten 1996 demonstrieren, dal3 die
Aktivierung von RTKs durch ultraviolette Strahlung und ROS durch die Inaktivierung
von PTPasen verursacht wurde. Fir Menadion und andere Naphthochinonderivate
konnte eine Inaktivierung von PTPasen zundchst an aus Zellysat isolierten
Phosphatasen demonstriert werden (Klotz et al., 2002; Carr et al., 2002). In neueren
Experimenten wurde eine Phophataseinaktivierung durch Menadion auch im intakten
zellularen Umfeld nachgewiesen (Abdelmohsen et al., 2003). Um die Bedeutung der
PTPasen fir die Aktivierung des EGFR durch Chinone herauszustellen, fuhrten
Abdelmohsen et al. Untersuchungen an HelLa-Zellen durch, die besonders sensibel
auf eine Stimulation mit EGF reagieren. Nach der Behandlung mit EGF wiesen die
Zellen eine deutliche Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors auf, die nach der
Zugabe des EGFR-RTK-Inhibitors ,Compound 56“ wieder verschwand. Bei der
zusatzlichen Inkubation der Zellen mit Menadion wurde neben einer gesteigerten
Reizantwort auf die Behandlung mit EGF beobachtet, daR die
Rezeptorphosphorylierung auch nach der Zugabe von ,Compound 56“ erhalten blieb.
Dies laRt sich nur mit der Existenz einer den Rezeptor dephosphorylierenden
PTPase begriinden, die durch Menadion inaktivierbar ist. Die genaue Identitat dieser
PTPase bleibt zunachst zu klaren, erste Inhibitorstudien deuten jedoch darauf hin,
dal3 es sich um die dual-spezifische PTPase Cdc25A handeln kdnnte (Kar et al.,
2002). Diese Phosphatase interagiert nicht nur mit dem EGFR, sondern ist auch an
der Regulation des Zellzyklus beteiligt (Tamura et al., 2000).
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In Experimenten an Fisher-F344 Rattenleberzellen konnte beobachtet werden, daf3
eine EGFR-Aktivierung durch Vitamin K Analoga wesentlich langer persistierte, als
die Aktivierung durch den physiologischen Liganden EGF. Wahrend die EGF-
induzierte Rezeptoraktivierung bereits nach ca. 30 Minuten nachliel3, konnte die
Chinon induzierte Aktivierung bis zu einem Zeitraum von 180 Minuten beobachtet
werden. Auch diese Ergebnisse weisen auf die Funktion einer PTPase hin, die sich

durch eine Behandlung mit Chinonen inaktivieren a3t (Wang et al., 2000b).

Alle bislang bekannten PTPasen weisen in ihrem aktiven Zentrum einen Cysteinrest
auf, der sowohl oxidiert als auch alkyliert werden kann, und der somit durch beide fur
Chinone bedeutende Reaktionen — ,Redox Cycling“ und die Alkylierung zellularer
Nukleophile — geschadigt werden kann (Wang et al.,, 2000b; Kolomdin & Aqvist,
2001). Um die Bedeutung des ,Redox Cyclings* fur die Menadion-induzierte
Aktivierung der EGFR-MEK-ERK Signalkaskade naher zu untersuchen, inkubierten
Klotz et al. (2002) WB-F344 Zellen neben Menadion auch mit dem nicht
alkylierenden Redox-Cycler 2,3-Dimethoxy-1,4,-naphthochinon (DMNQ). Die
Behandlung mit DMNQ fuhrte ebenfalls zu einer deutlichen Aktivierung von ERK1/2.
Wurden die Zellen nun zusatzlich mit Dicoumarol inkubiert, einem Inhibitor der
NAD(P)H: Chinon-Oxidoreduktase, der das ,Redox Cycling® beeinflussen kann,
zeigte sich fur die mit DMNQ behandelten Zellen eine komplette Hemmung der ERK-
Aktivierung. Die ERK-Aktivierung in den mit Menadion behandelten Zellen blieb
hingegen auch in Gegenwart von Dicoumarol unveréndert hoch (Klotz et al., 2002).
Weiterfuhrende Experimente von Abdelmohsen et al. demonstrieren, dal3 Menadion,
nicht aber DMNQ in der Lage ist, PTPasen zu inaktivieren. Schliel3lich konnte gezeigt
werden, dal3 eine Vorinkubation der Zellen mit N-Acetyl-Cystein, welches die
Synthese von anti-oxidativem GSH fordert, zwar bei DMNQ, nicht aber bei Menadion
zu einer Reduktion der ERK-Aktivierung fuhrte (Abdelmohsen et al., 2003). Diese
Ergebnisse belegen, dall ,Redox Cycling® und die Bildung von ROS fir die
Menadion- induzierte ERK-Aktivierung nur eine untergeordnete Rolle spielen.
Vielmehr wird die Aktivierung der EGFR-MEK-ERK Signalkaskade durch Menadion
und strukturverwandte Vitamin K-Analoga mit der Hemmung einer EGFR-
dephosphorylierenden PTPase durch Alkylierung erklart. (Wang et al., 2000b; Klotz
et al., 2002; Abdelmosen et al., 2003).
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4. Diskussion

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, da? der EGFR fir die Chinon-induzierte
Aktivierung von ERK1/2 essentiell ist. Die Aktivierung des Rezeptors durch Menadion
wird hierbei auf die Arylierung und Hemmung von PTPasen zurickgefuhrt, die
aktivierte Rezeptoren dephosphorylieren.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Erkenntnisse bilden die Grundlage fir
weiterfihrende Versuche. Ziel dieser Versuche ist es, die Effektivitat
chemotherapeutischer Chinone durch Eingriffe in die aktivierten Signalkaskaden zu
steigern. So zeigte sich bereits beim Einsatz von Doxorubicin in Kombination mit dem
bereits eingeschrankt in der Tumortherapie verwendeten EGFR-TK-Inhibitor ZD1839
(Gefitinib, Iressa) eine gegenuber den Einzelsubstanzen gesteigerte,
Wachstumshemmung in Tumorzellen (Ciardiello et al., 2000). Inwieweit diese
Beobachtungen auf einen durch die Hemmung der Connexinphosphorylierung
wiederhergestellten ,Bystander“-Effekt zurtickzufiihren sind, bleibt abzuklaren.
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5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des EGF-Rezeptors fur die
durch Chinone induzierte Aktivierung der extrazellular regulierten Kinasen (ERK) 1
und 2 in Rattenleberepithelzellen (WB-F344) untersucht.

Hierbei zeigte sich, daR das Modellchinon Menadion (2-Methyl-1,4-
naphthochinon/Vitamin Ks) in Konzentrationen ab 10 uM zu einer Phosphorylierung
von ERK1/2 fiihrte, die bereits nach 15 min sehr ausgepragt und auch nach 60 min
noch deutlich nachweisbar war. Die durch Menadion induzierte Aktivierung von
ERK1/2 konnte durch Verwendung der EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren AG 1478
und ,Compound 56 blockiert werden. Alternativ wurde eine Methode genutzt, die
den Einsatz von Inhibitoren vermeidet: Eine einstiindige Vorinkubation der Zellen mit
hochkonzentriertem menschlichem EGF, gefolgt von einer zweistliindigen
Erholungsphase der Zellen in serumfreiem Kulturmedium zur Kontrolle einer EGFR-
Internalisierung, fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der durch Menadion induzierten
Aktivierung von ERK1/2. Beide Versuche zeigen uber verschiedene Ansétze, dal? der
EGFR fur die durch Menadion induzierte Aktivierung von ERK1/2 unabdingbar ist.
Durch Immunopréazipitation des EGFR und den anschlieBenden Nachweis von
dessen Tyrosinphosphorylierung konnte bereits nach einer 15-minitigen Behandlung
mit Menadion eine deutliche Rezeptorphosphorylierung festgestellt werden.
Ausgehend von den an Menadion gewonnenen Erkenntnissen wurde die Wirkung
der klinisch etablierten chemotherapeutischen Chinone Doxorubicin (Adriamycin) und
Mitomycin C auf die Tyrosinphosphorylierung des EGFR untersucht. Fir beide
Verbindungen lie3 sich nach einer 60-mindtigen Inkubationsphase eine deutliche
Rezeptorphosphorylierung beobachten.

Es ist bekannt, dall aktivierte ERK1/2 Uber die Hyperphosphorylierung von
Connexinmolekilen eine Abnahme der interzellularen Kommunikation tGber Gap
Junctions (GJIC) verursachen koénnen. Dies vermag durch die Hemmung des
sogenannten ,Bystander“-Effekts auch die Toxizitdt von chemotherapeutischen
Chinonen zu mindern. Durch die Hemmung des in dieser Arbeit untersuchten
Signalweges laldt sich die Aktivierung von ERK1/2 durch Chinone erfolgreich
verhindern und somit eine funktionelle GJIC unter der Behandlung mit Chinonen

reetablieren.
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Abstract: Zur Bedeutung des EGF-Rezeptors bei der Aktivierung der extrazellular
regulierten Kinasen 1 und 2 durch 2-Methyl-1,4-naphthochinon (Menadion)
und klinisch eingesetzte Chinone

im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des Rezeptors des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF-Rezeptor, EGFR) fir die durch Chinone induzierte Aktivierung der
extrazellular regulieten Kinasen (ERK) 1 und 2 in Rattenleberepithelzellen (WB-F344)
untersucht.

Hierbei zeigte sich, daf das Modellchinon Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon/
Vitamin K,) in Konzentrationen ab 10 uM zu einer Phosphorylierung von ERK1/2 fihrte, die
bereits nach 15 min sehr ausgepragt und auch nach 60 min noch deutlich nachweisbar war.
Die durch Menadion induzierte Aktivierung von ERK1/2 konnte durch Verwendung der
EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren AG 1478 und ,Compound 56" blockiert werden. Alternativ
wurde eine Methode genutzt, die den Einsatz von Inhibitoren vermeidet. Eine einstindige
Vorinkubation der Zellen mit hochkonzentrietem menschlichem EGF, gefolgt von einer
zweistundigen Erholungsphase der Zellen in serumfreiem Kulturmedium zur Kontrolle einer
EGFR-internalisierung, fihrte zu einer deutlichen Abnahme der durch Menadion induzierten
Aktivierung von ERK1/2. Beide Versuche zeigen Uiber verschiedene Ansétze, dal der EGFR
fur die durch Menadion induzierte Aktivierung von ERK1/2 unabdingbar ist.

Durch Immunoprazipitation des EGFR und den anschlieBenden Nachweis von dessen
Tyrosinphosphorylierung konnte bereits nach einer 15-minitigen Behandiung mit Menadion
eine deutliche Rezeptorphosphorylierung festgestelit werden.

Ausgehend von den an Menadion gewonnenen Erkenntnissen wurde die Wirkung der
klinisch etablieten chemotherapeutischen Chinone Doxorubicin (Adriamycin) und
Mitomycin C auf die Tyrosinphosphorylierung des EGFR untersucht. Fir beide Verbindungen
lieR sich nach einer 60-mindtigen Inkubationsphase eine deutliche Rezeptor-
phosphorylierung beobachten.

Es ist bekannt, daB aktiviete ERK1/2 0Ober die Hyperphosphorylierung wvon
Connexinmolekllen eine Abnahme der interzelluldren Kommunikation Ober Gap Junctions
(GJIC) verursachen kénnen. Dies vermag durch die Hemmung des sogenannten
.Bystander'-Effekts auch die Toxizitdt von chemotherapeutischen Chinonen zu mindern.
Durch die Hemmung des in dieser Arbeit untersuchten Signalweges lait sich die Aktivierung
von ERK1/2 durch Chinone erfolgreich verhindern und somit eine funktionelle GJIC unter der

Behandlung mit Chinonen reetablieren.
// <.,

Prof. Dr. Dr. H. Sies
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