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Zusammenfassung

Seneszente Zellen sind seit der erstmaligen Beschreibung durch Hayflick und Moorhead
(1961) vor allem in den letzten Jahren immer mehr ins Interesse der Forschung gertickt. So
spielen diese Zellen, die in einen terminalen und stabilen Zellzyklusarrest eintreten, bei
vielen altersassoziierten Erkrankungen und Krebserkrankungen eine wichtige Rolle. Vor
allem in Bezug auf Letztere werden seneszente Zellen haufig als zweischneidiges Schwert
bezeichnet, da sie zum einen die Entstehung von Tumorzellen verhindern sowie die
Eliminierung férdern, zum anderen aber die Bildung von Metastasen und Rezidiven
begunstigen sowie Nebenwirkungen der Therapien verursachen. Daher beschaftigt sich die
Forschung mit der Entwicklung sogenannter Senolytika: Substanzen, die gezielt
seneszente Zellen abtéten sollen. In vorherigen Arbeiten konnten der PI3K-Inhibitor
Wortmannin und dessen klinisches Derivat PX-866 als potentielle Senolytika identifiziert
werden. lhre genaue senolytische Wirkweise ist bisher nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit war
es daher den molekularen Wirkmechanismus von PX-866 als Vertreter dieser
Substanzklasse zu untersuchen. Durch die Identifikation der beteiligten Signalwege soll es
mdglich werden, noch spezifischere senolytisch wirkende Substanzen zu finden oder aber
die Wirkung von PX-866 durch die Koapplikation von anderen Substanzen zu verstarken.
Hierfir wurde Seneszenz durch ionisierende Strahlung mit 12 Gy in den Kolon- bzw.

Mammakarzinomzelllinien HCT116 sowie MCF-7 induziert.

Da PX-866 einen panPI3K-Klasse-I-Inhibitor darstellt, wurde versucht die senolytische
Wirkung mit dem Einsatz von siRNAs und der daraus resultierenden Reprimierung der
Proteinsynthese der PI3Ks zu replizieren. Dies gelang allerdings nicht, da siRNAs lediglich
einen Knockdown und keinen Knockout der entsprechenden Proteine erreichen und ein
solcher fur die senolytische Wirkung nicht ausreichend ist. Daher wurde sich auf die
einzelnen Proteine des PI3K-Signalwegs fokussiert. Hierfur kamen Inhibitoren mit
unterschiedlichen Angriffspunkten im Signalweg zum Einsatz. Es konnte gezeigt werden,
dass die Inhibition mehrerer Isoformen der PI3K fur die senolytische Wirkung entscheidend
ist. Als vielversprechend prasentieren sich der panPI3K-Klasse-I-Inhibitor BAY80-6946, der
PI3Ka-Inhibitor Byl-719 sowie die Kombination von Byl-719 und dem PI3K&-Inhibitor CAL-
101. Diese bereits anderweitig in klinischen Studien erprobten Substanzen sollen den
Einsatz einer senolytischen Therapie in der Onkologie ermdglichen. Denkbar ware eine
Applikation von Senolytika nach vorheriger Strahlen- oder Chemotherapie, um die durch
diese Therapie chronisch entstehenden seneszenten Zellen zu eliminieren und damit
sowohl die Bildung von Metastasen und Rezidiven als auch das Auftreten von

Nebenwirkungen deutlich zu reduzieren.



Abstract

Since they were first identified by Hayflick and Moorhead (1961), senescent cells have
become more and more of a source of interest, especially in recent years. These cells,
which enter a terminal and stable cell cycle arrest, play an important role in many age-
related diseases and cancer. Especially in regard to cancer senescent cells are often called
a double edged sword because on the one hand they prevent the development of tumour
cells and promote their elimination but on the other hand they promote the formation of
metastases and relapses and are responsible for side effects of the therapy. Research is
therefore focusing on the development of so-called senolytics: Substances, which are able
to specifically kill senescent cells. In previous studies the PI3K-inhibitor Wortmannin and its
clinical derivate PX-866 were identified as potential senolytics. Their exact mode of
senolytic action is not yet known. The aim of this thesis was therefore to investigate the
molecular mechanism of action of PX-866 as a representative of senolytics. By identifying
the signalling pathways involved, it should be possible to detect even more specific senolytic
substances or to enhance the effect of PX-866 by co-application with other substances. For
this purpose, senescence was induced by irradiation with 12 Gy in the colon- and breast
cancer cell lines HCT116 and MCF-7.

As PX-866 is a panPI3K class | inhibitor, an attempt was made to replicate the senolytic
effect by using siRNAs to suppress the protein synthesis of PI3Ks. This did not succeed
because siRNAs cause only a knockdown and not a knockout in the relating proteins, which
is not enough to achieve a senolytic effect. Therefore, the focus shifted to the individual
proteins of the PI3K signalling pathway. For this purpose, inhibitors with different targets in
the PI3K signalling pathway were used. It could be shown that the combined inhibition of
different isoforms of the PI3K is crucial for the senolytic effect. The panPI3K class | inhibitor
BAY80-6946, the PI3Ka inhibitor Byl-719 and the combination of Byl-719 and the PI3Kd
inhibitor CAL-101 proved to be promising. These compounds, which have already been
tested in other functions, are intended to enable the use of senolytic therapy in oncology. It
is conceivable to apply the senolytics after prior radiotherapy or chemotherapy in order to
eliminate the senescent cells that chronically accumulate during these therapies and thus
to be able to severely limit the formation of metastases and relapses as well as the induction

of side effects.
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1 Einleitung

1.1 Zellulare Seneszenz

Seneszenz beschreibt einen Zustand der Zellen, bei welchem sie in einen stabilen und
terminalen Zellzyklusarrest eintreten. Es gibt verschiedene Eigenschaften, die den
seneszenten Phanotyp charakterisieren, wobei diese zusammengenommen Hinweise auf
das Vorliegen seneszenter Zellen liefern kdnnen, aber niemals beweisend fir das

Vorhandensein seneszenter Zellen sind.

Seneszente Zellen zeichnen sich unter anderem durch einen veranderten morphologischen
Phanotyp aus. Die Zellen sind grofRer und flacher als vergleichbare proliferierende Zellen
(Hernandez-Segura et al., 2018). Auch die Zellkerne erscheinen deutlich vergréf3ert und es
kénnen sich sogenannte Mikronuklei bilden (Carnero, 2013). So konnte bereits in den
1970er Jahren gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen einer Zunahme der
ZellgroRe und einer Abnahme der DNA-Synthese und damit der Proliferationsrate besteht
(Bowman et al., 1975). Des Weiteren weisen seneszente Zellen eine erhohte Aktivitat der
Seneszenz-assoziierten beta-Galaktosidase (SA-B-GAL) auf (Dimri et al., 1995).

Nach Eintritt in den seneszenten Status weisen seneszente Zellen eine veranderte
metabolische Aktivitdt im Gegensatz zu proliferierenden Zellen auf. Dies unterscheidet sie
beispielsweise auch von abgestorbenen, sich ebenfalls nicht mehr teilenden Zellen. Sie
sezernieren verschiedene Stoffe wie Chemokine, Zytokine und Wachstumsfaktoren,
welche sowohl autokrin als auch parakrin wirken kdnnen (Coppé et al., 2006; Coppé et al.,
2008; Paez-Ribes et al., 2019). Die Gesamtheit dieser freigesetzten Stoffe wird als
Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phanotyp (SASP) bezeichnet (Coppé et al., 2008).
Die Auspragung dieses SASP ist von verschiedenen Faktoren abhangig. So scheinen der
Seneszenz-induzierende Mechanismus, der Zelltyp und die seit Seneszenzinduktion
vergangene Zeit diesen zu beeinflussen (Coppé et al., 2011; Gonzalez-Meljem et al., 2018;
Maciel-Barén et al., 2016).

Die Kombination dieser Merkmale ermdglicht eine relativ gute Identifizierung seneszenter
Zellen, wahrend allerdings ein Merkmal allein nicht ausreichend als Hinweis fur das
Vorliegen der zellularen Seneszenz ist. So gibt es Zellen, z. B. erwachsene Melanozyten,
die ebenfalls eine erhdhte Aktivitat der B-Galaktosidase aufweisen, allerdings unabhangig
des Vorliegens eines seneszenten Status. Des Weiteren gibt es auch seneszente Zellen,
die keine erhohte Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten beta-Galaktosidase aufweisen,

sodass diese allein nicht als universeller Marker flr das Vorliegen zellularer Seneszenz



genutzt werden kann (Dimri et al., 1995). Es missen also verschiedene Eigenschaften

verifiziert werden, bevor vom Vorliegen seneszenter Zellen gesprochen werden kann.

1.2 Mechanismen der Seneszenzinduktion

Erstmalig beschrieben wurde die Seneszenz durch Hayflick und Moorhead im Jahre 1961.
Sie stellten fest, dass Zellen in Kultur nur eine bestimmte Anzahl an Zellzyklen durchlaufen,
bevor sie in einen stabilen und terminalen Zellzyklusarrest eintreten (Hayflick, 1965;
Hayflick & Moorhead, 1961). Dies beschreibt die replikativ induzierte Seneszenz.
Ursachlich ist die bei jeder Zellteilung stattfindende Verkirzung der Telomere (Bodnar et
al., 1998; Shay & Wright, 2005).

Davon zu unterscheiden ist die Onkogen-aktivierte Seneszenz, bei welcher die Aktivierung
von Onkogenen oder der Verlust von Tumorsuppressorgenen zur Seneszenzeinleitung
beitragen kann (Chen et al., 2005; Serrano et al., 1997). Als dritte grol3e Saule zahlt die
DNA-Schadigungs-induzierte Seneszenz. Abhangig der auf einen DNA-Schaden
eingeleiteten Reparaturmaflinahmen sind Zellen in der Lage entweder Signalwege zur
Apoptose- oder zur Seneszenzinduktion zu initiieren (Childs et al., 2014). Eine solche DNA-
Schadigung kann z. B. durch ionisierende Roéntgenstrahlung oder Chemotherapeutika
ausgelost werden (Chang et al, 1999; Di Leonardo et al., 1994). Die bei allen
verschiedenen Varianten entstehenden seneszenten Zellen knnen wiederum uber ihren
SASP (Kap. 1.1) parakrin auch in benachbarten Zellen zellulare Seneszenz auslésen
(Acosta et al., 2013).

1.2.1 Die Rolle von p53 und p21

Die zellulare Seneszenz ist eines von verschiedenen Zellschicksalen, die Zellen nach DNA
Schadigung ereilen kénnen. Kommt es durch Bestrahlung oder DNA-Schaden induzierende
Chemotherapeutika zu DNA-Schaden, werden diese in der Zelle durch verschiedene
Sensorproteine erkannt (Childs et al., 2014). Abhangig des Ausmales des DNA Schadens
kommt es entweder zur Reparatur und zum Wiedereintritt in den Zellzyklus, zum terminalen
Verbleib der Zelle im Zellzyklusarrest, also zur Seneszenz, oder zur Apoptose (Childs et
al., 2014; Janicke et al., 2007). Eine entscheidende Rolle spielt hierbei die p53/ p21 Achse.
Durch Proteine, die den DNA Schaden detektieren kénnen, wird unter anderem p53
aktiviert. Eines der wichtigsten Zielproteine von p53 ist wiederum p21. Durch
Hochregulation von p21 wird ein Zellzyklusarrest induziert, der sich abhangig vom
auslésenden DNA Schaden unterscheidet. Zellen mit einem geringen Ausmalfd an DNA

Schaden kdnnen nach der Schadensreparatur wieder in den Zellzyklus eintreten. In Zellen,



die ein groleres Ausmal® an DNA Schaden aufweisen, kommt es zur Induktion eines
permanenten Zellzyklusarrests (Childs et al., 2014). p21 fuhrt Uber Phosphorylierung des
Tumorsuppressors retinoblastoma protein (Rb) und der daraus resultierenden fehlenden
Bindung von Rb an E2F zur Inhibition der E2F Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitat
relevant fr den Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zellzyklus ist (Janicke et al., 2007).
Neben den beiden genannten Mdglichkeiten der Zellen auf DNA Schaden zu reagieren
(Reparatur und terminaler Zellzyklusarrest) steht als dritte Moglichkeit die Einleitung der
Apoptose. Hier fuihrt die DNA-schadensabhangige Aktivierung von p53 zur Induktion von
proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie wie beispielsweise Bax, Noxa und Puma
(Janicke et al., 2007). Welches Zellschicksal letztlich eingeleitet wird, ist abhangig von der
Menge der p53 Expression, der Anwesenheit verschiedener Kofaktoren sowie
unterschiedlichen posttranslationalen Modifikationen an p53 und der auch aus letzteren
resultierenden unterschiedlichen Lokalisation von p53 in der Zelle. So wirkt p53 im
Zytoplasma durch direkten Einfluss auf die Mitochondrien eher apoptotisch, wohingegen
sich seine Auswirkungen bei Lokalisation im Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor wirkt,
davon unterscheiden. Die verschiedenen Einflisse zusammengenommen flhren zu
unterschiedlichsten Kombinationsmaoglichkeiten und daraus resultierenden
unterschiedlichen zelluldaren Antwortmdglichkeiten auf zellularen Stress in Form von DNA
Schaden (Murray-Zmijewski et al., 2008).

Im Fall der replikativen Seneszenz kann die Proteinkinase Ataxia Telangiectasia Mutated
(ATM) den durch die Verklirzung der Telomere entstehenden zellularen Stress erkennen
und p53 durch Phosphorylierung aktivieren und somit die Seneszenz einleiten (Childs et
al., 2014). Zuletzt kann schlieBlich auch die Onkogen-aktivierte Seneszenz Uber p53
induziert werden. Onkogene entstehen aus sogenannten Protoonkogenen durch
aktivierende Mutationen und kodieren haufig fir Proteine, die entscheidend fir
Zellproliferation und Zellzyklusregulation sind (Lehman et al., 1991). Kommt es zur
Aktivierung von Onkogenen, resultiert somit haufig eine unkontrollierte Proliferation und
daraus resultierend eine Steigerung der Fehlerquote bei der DNA-Replikation (Di Micco et
al., 2006). Die hieraus entstehenden DNA Schaden werden wiederum durch
Sensorproteine erkannt und Uber p53 ein Zellzyklusarrest eingeleitet. Bei der Onkogen-
aktivierten Form der Seneszenz spielt der Tumorsuppressor Alternative Reading Frame
(ARF) in der Aktivierung von p53 mit eine entscheidende Rolle (Mellert et al., 2007).



1.3 Positive und negative Aspekte seneszenter Zellen in der

Onkologie

Strahlen- und Chemotherapie sind heutzutage in vielen Fallen, neben der operativen
Entfernung, Therapie der Wahl bei Krebserkrankungen (Kandalai et al., 2023). Ziel ist
hierbei die Eliminierung der Tumorzellen, um einen Progress der Erkrankung zu verhindern
bzw. eine Remission zu erreichen. Allerdings flihren vor allem auf DNA-Schadigung
basierende Therapien neben einer Reduktion der Tumorzelllast auch zur Entstehung

seneszenter Zellen (Kap. 1.2).

Diese seneszenten Zellen werden in der Krebstherapie haufig als ein zweischneidiges
Schwert bezeichnet (Gonzalez-Meljem et al., 2018; Schosserer et al., 2017). So gibt es
Hinweise darauf, dass seneszente Zellen sowohl vor- als auch nachteilige Aspekte in der

Tumortherapie aufweisen (Schmitt et al., 2022).

Durch ihre Eigenschaft des Eintretens in einen stabilen und terminalen Zellzyklusarrest
fuhren seneszente Zellen im Gegensatz zu den proliferierenden Tumorzellen zu keinem
weiteren Wachstum des Tumors an sich (He & Sharpless, 2017). Aus diesem positiven
Aspekt ergeben sich aber auch direkt nachteilige Effekte. Zum einen werden in
seneszenten Zellen antiapoptotische Signalwege aktiviert, die wiederum dazu fihren, dass
Tumorzellen weiterhin vital bleiben (He & Sharpless, 2017). Des Weiteren wird durch die
dauerhafte Notwendigkeit der Aufrechterhaltung der Seneszenz und damit einhergehender
Transkription und Translation die Stabilitat des Zellzyklusarrests riskiert. Die Zellen kdnnen
diesem entkommen und neigen zur Entwicklung eines Rezidivs, wobei sie ihre im

seneszenten Stadium erworbene Zelltodresistenz behalten (Schmitt et al., 2022).

Die Ausbildung eines Rezidivs wird allerdings nicht nur durch den Wiedereintritt der
seneszenten Zellen in den Zellzyklus geférdert, sondern auch dadurch, dass sich um den
Tumor ein entzundliches Mikromilieu ausbildet. Dieses entsteht, weil sowohl benachbarte
Stromazellen durch die vorangegangene Chemo- oder Strahlentherapie seneszent werden
und einen SASP ausbilden, als auch durch die seneszent gewordenen Tumorzellen und
deren SASP. In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass nach erfolgter
Chemotherapie mittels Doxorubicin die Last seneszenter Zellen zunimmt und die
Elimination dieser zu einer geringeren Rate an Rezidiven und auch Metastasen flhrt
(Demaria et al., 2017). Zur Metastasierung tragen nicht nur das entziindliche Mikromilieu,
sondern auch im Sekretom enthaltene Botenstoffe wie beispielsweise IL-6 und IL-8, die die
epitheliale mesenchymale Transition beginstigen, bei (Coppé et al., 2008; Gonzalez-
Meljem et al., 2018).



Des Weiteren ist der SASP auch an einigen Nebenwirkungen der vorausgehenden
Strahlen- und Chemotherapie beteiligt. So werden z. B. durch eine Strahlentherapie
Lungenfibrosen ausgelost (Pan et al., 2017), welche auf einem durch die im Sekretom
enthaltenen  proinflammatorischen und  profibrotischen  Zytokine  ausgeléstem
uberschieRenden Wachstum der im Rahmen der Therapie mitbestrahlten umgebenden
Fibroblasten beruhen (Beach et al., 2017; Nguyen et al., 2018). Des Weiteren tragen
seneszente Zellen zur Kardiotoxizitdt mancher Chemotherapeutika wie z. B. Doxorubicin
bei (Demaria et al., 2017). Abgesehen von lokalen Effekten, sind seneszente Zellen auch
an systemischen unerwiinschten Nebenwirkungen der onkologischen Therapien beteiligt.
So scheinen sie beispielsweise mit ursachlich an der Entstehung von Fatigue nach einer

Chemotherapie zu sein (Demaria et al., 2017).

AulBerdem haben die im Sekretom enthaltenen verschiedenen Zytokine und Interleukine
einen Einfluss auf das Immunsystem (Gonzalez-Meljem et al., 2018; Schmitt et al., 2022).
Zum einen fuhren sie zu einer Rekrutierung von Immunzellen und damit unter anderem zu
einer Eliminierung der Tumorzellen durch eben diese Immunzellen (lannello et al., 2013;
Sagiv & Krizhanovsky, 2013). Zum anderen wird allerdings auch eine Immunsuppression
erreicht, wodurch das Tumorwachstum weiter begunstigt wird, da die Immunkontrolle des
Tumors unterbleibt (Eggert et al., 2016; Ruhland et al., 2016).

Als weiterer tumorfordernder Effekt sei die durch seneszente Zellen ausgelOste
Angiogenese genannt (Coppé et al., 2006). Diese zahlt zu den sogenannten ,,Hallmarks of
cancer” und ist damit ein wichtiger Prozess in der Tumorentstehung und -ausbreitung
(Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Als positiver Aspekt kann der SASP Apoptose und Nekrose der umgebenden Zellen
herbeifihren, sodass therapieinduzierte Seneszenz bei der Beseitigung benachbarter
Tumorzellen, welche bisher von der Therapie nicht erfasst wurden, unterstiitzend wirken
kann (Schmitt et al., 2022). Beispielsweise |0st sezerniertes TNF-a eine ROS-abhangige

Apoptose aus (Kim et al., 2010).

Zusammenfassend kdnnen die Folgen abhangig von akutem Vorkommen von Seneszenz
und chronischer Akkumulation seneszenter Zellen unterteilt werden. Wahrend das akute
und kurzfristige Auftreten von Seneszenz eher positive Auswirkungen zeigt, tberwiegen bei
chronischer Akkumulation die nachteiligen Aspekte. Daraus entstand die Idee, dass
seneszente Zellen mittels sogenannter Senolytika gezielt nach erfolgter Strahlen- oder
Chemotherapie eliminiert werden, um vom kurzfristigen Vorliegen zu profitieren, aber einer
chronischen Akkumulation und den daraus resultierenden unerwinschten Effekten dieser

Zellen entgegenzuwirken.



1.4 Der PI3K-Signalweg und PX-866 und Wortmannin

Der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Signalweg ist ein in Tumorzellen haufig mutierter
Signalweg, der zu Proliferation, gesteigertem Zelliiberleben und reduziertem Zelltod fihren
kann (Engelman et al., 2006; Samuels et al., 2004), sodass er zunehmend im Fokus der

onkologischen Forschung steht. Im Zentrum dieses Signalwegs steht die PI3K.

Es gibt drei verschiedene Klassen mit jeweils verschiedenen Isoformen der PI3K.
Saugetiere besitzen vier verschiedene Isoformen der Klasse |, die Isoformen p110q, B, y
und &. Diese werden codiert durch die Gene PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG und PIK3CD.
Wahrend die a und B Isoformen ubiquitadr in allen Zellen vorkommen, finden sich die
anderen beiden lIsoformen gehaufter in Immunzellen. Des Weiteren existieren drei
Isoformen der Klasse Il (PI3K-2Ca, 8 und y) und eine der dritten Klasse zugehérige Isoform
(hVPS34) (Fruman et al., 2017).

Die verschiedenen Isoformen der Klasse | katalysieren die Phosphorylierung von PtdIns-
4,5-P; (PIP2) zu PtdIns-3,4,5-P3 (PIP3) (Fruman et al., 2017) (Abb. 1). Dem entgegen steht
der Tumorsuppressor PTEN, welcher zur Metabolisierung und damit dem Abbau des durch
die Phosphorylierung entstandenen Phospholipids fiihrt (Maehama & Dixon, 1998). PIP3
wiederum beeinflusst verschiedenste Kinasen, sodass viele unterschiedliche Signalwege
aktiviert werden (Fruman et al., 2017). Es kommt beispielsweise zur Aktivierung der
Serin/Threonin-Kinase AKT (Burgering & Coffer, 1995; Franke et al., 1995). An dieser
Aktivierung ist zusatzlich die ebenfalls an der Membran befindliche Kinase PDK1 beteiligt
(Alessi et al., 1997). Zudem wird auch der mTOR Komplex 2 (mTORC2) fir die
Phosphorylierung und die damit einhergehende Aktivierung von AKT bendtigt (Fruman et
al., 2017; Sarbassov et al., 2005). AKT wiederum phosphoryliert zahlreiche Substrate und
ist damit fur viele unterschiedliche zellulare Vorgange verantwortlich, die durch den PI3K
Signalweg gesteuert werden beispielsweise Zellproliferation, Metabolismus oder
Zelliberleben (Manning & Toker, 2017). Aktiviert wird der PI3K-Signalweg durch an der
Zelloberflache befindliche Rezeptoren wie z. B. durch Wachstumsfaktorrezeptor-

Tyrosinkinasen oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Fruman et al., 2017).



Abb. 1: Schematische Darstellung des PI3K-Signalwegs. PI3Ks kdnnen beispielsweise durch
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) oder durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktiviert
werden. Die aktivierte PI3K katalysiert die Phosphorylierung von PIP2 zu PIP3. Gegenspieler ist
hierbei der Tumorsuppressor PTEN, der zum Abbau von PIP3 fihrt. PIP3 wiederum rekrutiert AKT
und PDK1 zur Membran. Die Serin/Threonin-Kinase AKT wird letztlich durch mehrere
Phosphorylierungen an unterschiedlichen Positionen aktiviert. PDK fuhrt zur Phosphorylierung an
der Position Thr308 und mTORC2 an Position Ser473. AKT wiederum phosphoryliert verschiedene
Substrate, hierunter beispielsweise die GSK3beta. Diese wird aber auch durch die mithilfe der PDK1
aktivierte SGK1 phosphoryliert. Diese Abbildung stellt nur einen Ausschnitt des komplexen PI3K-
Netzwerks dar. (Erstellt nach Courtney et al., 2010; Hertweck et al., 2004; Okuzumi et al., 2009;
Pasquier, 2015; Xiaobo et al., 2016)

PX-866 ist ein irreversibler panPI3K-Klasse-I-Inhibitor (Wipf et al., 2004). Es handelt sich
um eine Weiterentwicklung des Pilzmetaboliten Wortmannin (Wipf et al., 2004).
Wortmannin hat sich in Studien als potenter PI3K-Inhibitor gezeigt (Powis et al., 1994). Es
kann unter anderem aus dem Pilz Talaromyces wortmanni gewonnen werden (Nakanishi
et al., 1992). Da Wortmannin einige Nachteile aufweist und sich aufgrund dieser nicht gut
zur Verwendung in klinischen Studien eignet, wurden verschiedene Derivate erzeugt. PX-
866 eignet sich z. B. besser zur klinischen Verwendung als Wortmannin, da Wortmannin in
wassriger Losung bei neutralem pH chemisch instabil ist (Wipf et al., 2004). Ein weiterer
Nachteil von Wortmannin ist seine Hepatotoxizitat, die bei PX-866 ebenfalls geringer
ausgepragt ist (Wipf et al., 2004). PX-866 weist zudem eine héhere Selektivitat gegenuber
der PI3-Kinase auf; im Gegensatz zu Wortmannin, welches auch die Kinase mTOR zu
einem entscheidenden Anteil inhibiert (Wipf et al., 2004).



Da sich PX-866 im Vergleich zu Wortmannin besser fur die klinische Verwendung eignete,
ist es bereits in verschiedenen Phase-l und Phase-Il Studien an Menschen erprobt worden
(Hong et al., 2012; Jimeno et al., 2015; Pitz et al., 2015). Zwar zeigte sich PX-866 in beiden
hier aufgefluhrten Phase-Il Studien bezuglich der primaren Endpunkte in Form von z. B.
Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben nicht so erfolgreich wie erwartet; es
konnte aber eine relativ gute Vertraglichkeit nachgewiesen werden, die unter anderem auch

Voraussetzung fur eine weitere klinische Nutzung ware.

Im Gegensatz zur fortschreitenden Entwicklung und Forschung neuer zielgerichteter
Therapeutika, welche die Apoptose der Tumorzellen zum Ziel haben, konnte der PI3K-
Inhibitor PX-866 bereits auch als vielversprechendes Senolytikum identifiziert werden
(Neuwahl, 2020). Ein Senolytikum ist eine Substanz, die gezielt seneszente Zellen
eliminiert, wohingegen proliferierende Zellen hiervon unbeeintrachtigt bleiben (Zhu et al.,
2015). In vorangegangenen Arbeiten konnte PX-866 ein senolytischer Effekt in
Kolonkarzinom- (HCT116), Mammakarzinom- (MC7) sowie Bronchialkarzinomzellen
(A549) nachgewiesen werden (Neuwahl, 2020; Neuwahl et al., 2024). Uber welchen
Signalweg die senolytische Wirkung erfolgt, blieb bisher allerdings ungeklart.

1.5 Andere Inhibitoren des PI3K Signalwegs

Aufgrund der wichtigen Stellung des PI3K Signalwegs gibt es bereits viele Inhibitoren, die
an unterschiedlichen Stellen mit dem Signalweg interferieren; so auch einige, welche
bereits in klinischen Studien erprobt wurden und bei welchen eine relativ gute klinische
Vertraglichkeit nachgewiesen werden konnte. Diese eignen sich in Zukunft besonders flir
weitere Untersuchungen und haben eine gute Aussicht auf eine regulare klinische

Anwendung im Menschen.

In dieser Arbeit verwendet wurden der AKT-Inhibitor MK-2206 (Hirai et al., 2010) und der
PDK-1 Inhibitor BX-795 (Feldman et al., 2005). MK-2206 wurde bereits in klinischen Phase-
| (Hudis et al., 2013; Molife et al., 2014; Yap et al., 2011) und Phase-Il Studien getestet. In
Letzteren zwar mit akzeptabler klinischer Vertraglichkeit, aber bisher ohne den erwarteten
Erfolg in Form von fehlendem klinischem Ansprechen bei kolorektalen Karzinomen und
fehlender Verbesserung der Uberlebensrate bei Magenkarzinomen (Do et al., 2015;
Ramanathan et al., 2015), sodass hier vor allem die Mdglichkeit zur weiteren Erprobung
anderer Dosierungs- oder Kombinationsschemata gegeben ist. BX-795 konnte bereits als
Strahlungssensibilisator (Radiosensitizer) in Versuchen zu oralen Plattenepithelkarzinomen
oder hepatozelluldren Karzinomen erfolgreich getestet werden (Bamodu et al., 2020; Pai et
al., 2021).



Wahrend AKT haufig als Haupteffektormolekul des PI3K-Signalwegs genannt wird, gibt es
noch weitere Kinasen, die durch die PI3K aktiviert werden (Di Cristofano, 2017; Fruman et
al., 2017). Eine der wichtigsten ist die Kinase SGK1 (Di Cristofano, 2017). Daher wurde mit
EMD 638683 auch ein Inhibitor dieser Kinase (Ackermann et al., 2011) verwendet. EMD
638683 konnte bereits in einer Studie ein senolytischer Effekt im Zusammenhang mit
Lungenfibrose nachgewiesen werden (Gu et al., 2023). Zur Beurteilung der dritten Klasse
der PI3K wurde SAR405 als hochselektiver VPs34-Inhibitor hinzugezogen (Ronan et al.,
2014). VPs34 auch als PIK3C3 bezeichnet ist ein wichtiger Bestandteil in der Regulation
der Autophagie. Wahrend der Autophagie werden Zytosol oder Zellorganellen von
Doppelmembranvesikeln, den sogenannten Autophagosomen, umhillt. Diese
verschmelzen im Anschluss mit dem Lysosom, wo schlielllich der Abbau der im
Autophagosom enthaltenen Inhalte erfolgt. Einer der am besten charakterisierten
Autophagieregulatoren ist mTORC1. Bei Aktivierung z. B. Uber Wachstumsfaktoren
inhibiert es zwei im Signalweg folgende Proteine, die UNC-51-like-kinase 1 (ULK1) und
Vps34, was schliellich Autophagie unterbindet. Wird mTORC1 gehemmt oder weniger
aktiviert, ist eine gesteigerte Aktivitat von Vps34 die Folge, was in gesteigerter Autophagie
resultiert. SAR405 als Vps34-Inhibitor verhindert wiederum die Bildung der
Autophagosomen (Ronan et al., 2014).

Neben den bereits genannten Inhibitoren, welche verschiedene mit dem PI3K-Signalweg
interagierende Proteine hemmen, wurden auch weitere Inhibitoren der PI3K eingesetzt. So
wurde BAY80-6946 als zweiter pan-PI3K-Inhibitor herangezogen. BAY80-6946, auch
bezeichnet als Copanlisib, inhibiert bevorzugt die a- und &-Isoform der PI3K, weist aber
auch Aktivitat gegenuber den beiden verbliebenen Isoformen auf. Mit deutlich schwacherer
und damit nicht signifikanter Intensitat ist es zusatzlich ein Inhibitor der Kinase mTOR (Liu
et al., 2013). Copanlisib wurde bereits in mehreren klinischen Studien erprobt und erstmalig
2017 in den USA durch die FDA zugelassen. In diesem Fall zur Behandlung von
Erwachsenen mit Rezidiv eines follikularen Lymphoms, welche bereits zwei systemische
Therapien erhalten haben (Markham, 2017). BAY80-6946 wurde bereits in Studien sowohl
mit hdmatoonkologischen als auch verschiedenen soliden Tumoren getestet (Patnaik et al.,
2016). Zuletzt wurde es bereits in Phase-lIl Studien mit auch guter klinischer Vertraglichkeit
als Voraussetzung fur die weitere klinische Nutzung erfolgreich getestet (Matasar et al.,
2021). Ein weiterer klinischer Vorteil besteht darin, dass die Pharmakokinetik von BAY80-
6946 weder durch das Alter noch durch das Geschlecht, den Raucherstatus, das Gewicht
oder die Leber- bzw. Nierenfunktion beeinflusst wird (Curigliano & Shah, 2019). In den
bisher durchgefiihrten Studien wurde BAY80-694 entweder alleine oder in Kombination mit

etablierten Chemotherapeutika oder zielgerichteten Therapeutika verwendet (Dreyling et



al.,, 2013; Keegan et al., 2021; Markham, 2017). Bisher noch nicht getestet worden ist
BAY80-6946 auf eine potentiell senolytische Aktivitdt nach vorher eingesetzter Strahlen-

oder Chemotherapie.

Im Gegensatz zu BAY80-6946 ist BEZ-235 ein panPI3K-Inhibitor, der zusatzlich in
grollerem Ausmale die Kinase mTOR inhibiert (Maira et al., 2008). BEZ-235, auch
bezeichnet als Dactolisib, war bereits in klinischen Studien der Phase | und Il. Viele mussten
allerdings aufgrund einer erhéhten Toxizitdt, am ehesten bedingt durch die kombinierte
Inhibition der Kinasen PI3K und mTOR, vorzeitig beendet werden. So wurde z. B. eine
Phase-Ib Studie zum Einsatz von Dactolisib bei Patienten mit Nierenzellkarzinom vorzeitig
beendet; eine geplante Phase-Il Studie wurde nicht mehr durchgefuhrt (Carlo et al., 2016).
Ahnlich verhielt es sich bei einer Phase-Il Studie in Patienten mit neuroendokrinen Tumoren
des Pankreas. Aufgrund der schlechten Vertraglichkeit wurde auch hier auf eine
FortfGhrung verzichtet (Fazio et al., 2016). Eine weitere Phase-ll Studie, ebenfalls in
Patienten mit pankreatischen neuroendokrinen Tumoren, zeigte ahnlich enttduschende
Ergebnisse bezlglich der Vertraglichkeit und wurde auch vorzeitig beendet (Salazar et al.,
2018). Demgegeniiber stehen allerdings auch Phase-I Studien, die lediglich von ahnlichen
Nebenwirkungen, wie sie bei anderen Inhibitoren des PI3K Signalwegs auftreten, berichten.
Beispielsweise eine Studie, die sich mit der Dosisfindung bei verschiedenen soliden

Tumoren beschéftigte (Bendell et al., 2015).

Als weitere spezifische Inhibitoren verschiedener Isoformen der PI3K wurden BYL-719
sowie CAL-101 verwendet. Byl-719, auch bezeichnet als Alpelisib, als oral bioverfligbarer
isolierter Inhibitor der a-lIsoform der Klasse | der PI3K (Furet et al., 2013) wurde ebenfalls
bereits in verschiedenen klinischen Studien getestet (Jain et al., 2018; Juric et al., 2019;
Juric et al., 2018; Mayer et al., 2017; Savas et al., 2022). Im Mai 2019 wurde Alpelisib
erstmalig durch die FDA in Kombination mit Fulvestrant zur Therapie von metastasiertem
Hormonrezeptor-positivem/HER2 negativem Brustkrebs mit PIK3CA Mutation zugelassen,
sofern dieser unter endokriner Therapie progressiv war (Markham, 2019). Basis war eine
Phase-lll Studie, in welcher Alpelisib plus Fulvestrant verglichen wurden mit der
Verwendung eines Placebos plus Fulvestrant. Hier zeigte sich ein Unterschied im
progressionsfreien Uberleben von 11 Monaten in der Alpelisib-Gruppe gegeniiber 5,7
Monaten in der Placebo-Gruppe. Die haufigsten Nebenwirkungen waren Hyperglykamie,
Ausschlag und Diarrhd (André et al., 2019). 2020 folgte die Zulassung durch die EMA
(Royer et al., 2023). Byl-719 wurde bisher allerdings nur entweder in Kombination mit
anderen Chemotherapeutika oder Radiotherapie bzw. als Radiosensitizer getestet und

noch nicht nach zuvor erfolgter Radiatio (Chuang et al., 2021; Day et al., 2020).
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Zuletzt stellt CAL-101 einen Inhibitor der &-Isoform dar (Lannutti et al., 2011). CAL-101,
auch bezeichnet als Idelalisib, erhielt im Juli 2014 seine erstmalige Zulassung durch die
FDA zur Behandlung von Rezidiven der chronisch lymphatischen Leukamie, des follikularen
B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphoms sowie des kleinzelligen lymphozytischen Lymphoms
(Markham, 2014). Zuvor und danach wurde CAL-101 auch in verschiedenen Studien
erprobt. So beispielsweise in Phase-Il Studien mit dem Einsatz bei niedrig-malignen Non-
Hodgkin-Lymphomen (Gopal et al., 2014) sowie bei klassischen Hodgkin-Lymphomen
(Gopal et al., 2017) und in Phase-Il Studien zur chronisch lymphatischen Leukamie (O'Brien
et al., 2015). Ausgeweitet wurde die Forschung dann in verschiedenen Phase-Ill Studien
(Furman et al., 2014; Jones et al., 2017), in welchen beispielsweise die Wirkung von
Rituximab plus ldelalisib im Vergleich zu Rituximab plus Placebo in Patienten mit chronisch

lymphatischer Leukamie erfolgreich betrachtet wurde (Furman et al., 2014).

1.6 Ziele der Arbeit

Die bisherigen Moglichkeiten der Tumortherapie lassen sich in drei gro3e Saulen
unterteilen: die operative Entfernung des Tumors, die Durchflihrung einer Chemotherapie
oder die Bestrahlung des Tumors. Insbesondere die beiden zuletzt genannten kdnnen
Nebenwirkungen ausldsen, welche auf der Entstehung seneszenter Zellen beruhen. Mit
sogenannten Senolytika sollen diese Zellen gezielt eliminiert werden, um Nebenwirkungen
sowie die Bildung von Rezidiven und Metastasen zu reduzieren. In einer vorangegangenen

Arbeit konnte bereits eine solche senolytische Wirkung von PX-866 nachgewiesen werden.

PX-866 ist ein pan-PI3K-Klasse-I-Inhibitor. Dieser Signalweg ist sehr komplex und weit
vernetzt. Wahrend flr PX-866 bisher zwar eine senolytische Wirkweise vermutet werden
konnte, blieb der genaue Wirkmechanismus, insbesondere die Bedeutung der PI3K fur die
senolytische Wirkung unklar. Es war daher Ziel dieser Arbeit die senolytische Wirkung von
PX-866 zum einen zu verifizieren und zum anderen mehr Uber dessen Wirkweise

herauszufinden bzw. den genauen Wirkmechanismus zu identifizieren.

Hierfir wurden HCT116- (Kolonkarzinom) und MCF-7 Zellen (Mammakarzinom)
verwendet. Nach Induktion des seneszenten Phanotyps mittels Bestrahlung wurden die
Zellen mit siRNAs transfiziert bzw. mit Inhibitoren stimuliert und anschlieRend der induzierte
Zelltod gemessen. Da PX-866 als pan-PI3K-Klasse-I-Inhibitor mit den zahlreichen
verschiedenen Armen des PI3K Signalwegs interagiert, sollte insbesondere durch die
Verwendung der verschiedenen Inhibitoren detektiert werden, welcher Arm des PI3K-
Signalwegs entscheidend ist. Hierfir wurden isoformspezifische- und panPI3K-Inhibitoren

verwendet sowie Inhibitoren verschiedener Effektorkinasen des PI3K-Signalwegs. Mit der
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Kenntnis dieses entscheidenden Angriffspunktes im PI3K-Signalweg sollten zudem weitere
Senolytika identifiziert werden. Der genaue Fokus lag hierbei insbesondere auf bereits in
klinischen Studien verwendeten Inhibitoren, welche bisher allerdings lediglich im Hinblick
auf andere primare Endpunkte hin untersucht worden waren und noch nicht auf eine

modgliche senolytische Wirkung hin getestet worden waren.

Langfristig soll durch die Identifikation neuer Senolytika in diesem Forschungsprojekt dazu
beigetragen werden, den chemo- und radiotherapeutischen Ansatz in der Krebstherapie zu
unterstitzen, mit dem Ziel, durch den Einsatz von Senolytika die Nebenwirkungen zu
reduzieren, aber auch die Dosis einer Chemo- oder Strahlentherapie reduzieren zu kénnen,
um allein das Ziel zu verfolgen, Seneszenz in den malignen Zellen zu induzieren und diese

dann durch den Einsatz eines Senolytikums eliminieren zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zellen und Zellzahlen

Tabelle 1: Zelllinien

Name Zellart Bezugsquelle Medium

HCT116 Humane
Kolonkarzinomzellen

B. Vogelstein, McCoy’s 5A (Tab. 8)

Baltimore, MD, USA

(Bunz et al., 1999)

MCF-7 Humane R.U. Janicke (Janicke RPMI 1640 (Tab. 8)
Mammakarzinomzellen et al., 1998)

Tabelle 2: Zellzahlen

Zelllinien Platte Zellzahl pro Vertiefung

HCT116 Prol. 96-Proben-Platte 2x104/200 pL

5x103/200 pL

HCT116 Sen. 8x103%/200 pL
HCT116 Prol. 6-Proben-Platte 4x10%1500 pL
HCT116 Sen. 3x10%/1500 pL
HCT116 Prol. 6 cm Schale 12x105/2500 uL
MCF-7 Prol. 96-Proben-Platte 2x104/200 pL
5x103%/200 pL
MCF-7 Sen. 8x103%/200 pL
MCF-7 Prol. 6-Proben-Platte 4x10%/1500 pL
MCF-7 Sen. 3x10%/1500 pL
MCF-7 Prol. 6 cm Schale 12x10%/2500 pL

2.1.2 Inhibitoren, Antikorper, Chemikalien, Puffer und Lésungen
Tabelle 3: Inhibitoren

Inhibitor Zielprotein Bezugsquelle Stock-Konzentration
(geldst in)

Bay 80-6946 pan PI3K Klasse | LKT-Laboratories 30 mM (Wasser)

(Copanlisib) (bevorzugt a und &) (Minnesota, USA)

Bez-235 pan PI3K Klasse | LC Laboratories 2,5mM (DMSO)

(Dactolisib) und mTOR (Woburn, USA)

BX-795 PDK1 Cayman Chemical 10 mM (DMSO)
(Michigan, USA)

Byl-719 PI3Ka LC Laboratories 10 mM (DMSO)

(Alpelisib)

CAL-101 PI3Kd Cayman Chemical 30 mM (DMSO)

(Idelalisib)

EMD 638683 SGK1 Cayman Chemical 30 mM (DMSO)
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MK-2206 AKT Cayman Chemical 10 mM (DMSO)
(hydrochloride)

PX-866 pan PI3K Klasse | LC Laboratories/ 10 mM (DMSO)

(Sonolisib) Cayman Chemical

SAR405 PI3K Klasse llI Cayman Chemical 10 mM (DMSO)
(Vps34)

Wortmannin pan PI3K Klasse | LC Laboratories 10 mM (DMSO)

Tabelle 4: Erstantikorper

Zielprotein  Klon Bezugsquelle Spezies/Subtyp Verdiinnung Katalognummer
Akt - CellSignaling Rabbit 1:1000 9272
(Danvers,
USA)
AKT-P DI9E XP  Cell Signaling  Rabbit 1:2000 4060
(Serd73)
Aktin AC-74 Sigma Aldrich  Mouse IgG2a 1:5000 A5316
(St. Louis,
USA)
GSK3p 27C10 CellSignaling Rabbit mAb 1:1000 9315
GSK3p-P - CellSignaling Rabbit 1:1000 9336
(Ser9)
PI3 Kinase C73F8 CellSignaling Rabbit 1:1000 -
p110 a
PI3 Kinase D1Q7R  CellSignaling Rabbit 1:1000 -
p110 3
p21 12D1 CellSignaling Rabbit 1:1000 2947S
p53 (Ab-6) DO-1 Merck Mouse I1gG2a 1:1000 OP43
(Darmstadt)
p53 CellSignaling Rabbit 1:1000 9282
Rb IF8 Santa Cruz Mouse IgG1 1:1000 sc-102
(Dallas, USA)
RSK2 - CellSignaling Rabbit 1:1000 9340
RSK-P - R&D Systems Rabbit 1:5000 AF889
(S380) (Minneapolis,
USA)

Tabelle 5: Zweitantikorper

Bezeichnung Spezies Antigen Bezugsquelle Verdiinnung
IRDye 680 RD Ziege Maus IgG (H+L) LI-COR (Lincoln, 1:30.000
USA)

IRDye 800 CW Ziege Maus IgG (H+L)  LI-COR 1:15.000

IRDye 800 CW Ziege Kaninchen 1gG LI-COR 1:15.000
(H+L)

IRDye 680 RD Ziege Kaninchen 1gG LI-COR 1:30.000
(H+L)

Tabelle 6: Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Acrylamid/Bisacrylamid Bio RAD (Hercules, USA)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth (Karlsruhe)

Aprotinin Sigma Aldrich

B-Mercaptoethanol Carl Roth

Bovines Serumalbumin (BSA) AppliChem (Darmstadt)
Bromphenolblau Sigma Aldrich

DharmaFECT1 Horizon Discovery (Lafayette, USA)
Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth
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Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Ethanol (100 %)

Fetales Kilberserum (FCS)
Glycerin/ Glycerol

Glycin

IGEPAL CA-630 (NP40)
Kristallviolett

Leupeptin

Magermilchpulver

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

OptiMEM Reduced Serum Medium
PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Penicillin/ Streptomycin

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(verdiinnt im Verhaltnis 1:5 mit destilliertem

Wasser)

Salzsaure (37 %)

siRNA-Buffer
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Trypsin-EDTA
Tween20

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Merck

PAN-Biotech (Aidenbach)
VWR (Radnor, USA)
VWR

Sigma Aldrich

Merck

Sigma Aldrich
AppliChem

VWR

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
AppliChem

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Bio RAD

VWR

Horizon Discovery

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Merck

Tabelle 7: siRNAs

siRNAs Bezugsquelle

siCon Horizon Discovery
siPIK3CA Horizon Discovery
siPIK3CD Horizon Discovery
sip21 Horizon Discovery

Tabelle 8: Puffer/ Losungen

Puffer/Lbsung

Zusammensetzung

McCoy’s Medium 5A (1x) + GlutaMAX
(Gibco)

RPMI Medium 1640 (1x) + L-Glutamine
(Gibco)

Kristallviolett-Losung
33 % Essigsaure

Polyacrylamid Trenngel (12,5%)

Polyacrylamid Trenngel (7,5%)

+ 10 % fetal calf serum/FCS hitzeinaktiviert
+ 1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml

Penicillin/10.000 pg/ml Streptomycin)

+ 10 % fetal calf serum/FCS hitzeinaktiviert
+ 1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml

Penicillin/10.000 pg/ml Streptomycin)

20 % Methanol

0,5 % Kristallviolett

67 % Aqua bidest.

33 % Essigsaure

12,5 % Acrylamid-Bisacrylamid

0,1 % SDS (10 %)

375 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/
HCI pH 8,8

0,075 % Ammoniumperoxodisulfat

0,05 % Tetramethylethylendiamin

7,5 % Acrylamid-Bisacrylamid

0,1 % SDS (10 %)
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Polyacrylamid Sammelgel

SDS-Gelelektrophorese-Puffer

Western-Blot-Puffer

NP40-Lysepuffer

SDS-Probenpuffer

PBS-Tween (PBS-T)
Blockierungslosung

Erstantikorperlésung

Zweitantikorperlosung

375 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/
HCI pH 8,8

0,075% Ammoniumperoxodisulfat

0,05 % Tetramethylethylendiamin

3,75 % Acrylamid-Bisacrylamid

0,1 % SDS

125 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan/
HCI pH 6,8

0,075 % Ammoniumperoxodisulfat

0,075 % Tetramethylethylendiamin

0,025 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan
0,192 M Glycin

0,0035 M SDS

0,025 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan
0,192 M Glycin

50 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
150 mM NaCl

1 % Octylphenoxy-poly(ethylenoxy)ethanol
(IGEPAL CA 630) / NP40

Frisch hinzugefiigt werden:

1 mM Natriumorthovanadat

1 mM Natriumpyrophosphat

1 mM PMSF

10 pg/ml (0,146 mM) Pepstatin

10 pg/ml (0,234 mM) Leupeptin

10 pg/ml (0,015 mM) Aprotinin

1 mMDTT

6,25 % Tris(hydroxymethyl)aminomethan
2 % SDS

3 % B-Mercaptoethanol

10 % Glycerin

Spatelspitze Bromphenolblau

0,2 % Polysorbat (Tween20)

99,8 % PBS

4 % entfettetes Milchpulver in

PBS-T

5 % Bovines-Serum-Albumin (BSA) in
PBS-T

0,1 % Natriumazid

Verdinnung Antikdrperspezifisch (Tab. 4)
0,02 % SDS in 20 ml PBS-T
Verdiinnung Antikorperspezifisch (Tab. 5)

2.1.3 Gerate und Software

Tabelle 9: Gerite

Gerat

Modell

Hersteller

Bestrahlungsgerat
Durchleuchtungsgerat
Feinwaage
Fluoreszenzscanner
Horizontalschuttler
Inkubator

Mikroplattenleser
Mikroskop
Photometer

Gulmay Medical RS225
UVstar

Practum

Odyssey FC Imaging System
VWR Typ 3006

CO:z2 Incubator MCO-20AIC

Infinite M200
Eclipse TS100
BioPhotometer D30

XStrahl (Camberley, UK)
Biometra (Goéttingen)
Sartorius (Gottingen)

LI-COR Biosciences

Kisker Biotech (Steinfurt)
Sanyo Electric Co. (Moriguchi,
Japan)

Tecan (Mannedorf, Schweiz)
Nikon (Tokio, Japan)
Eppendorf (Hamburg)
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Sterilwerkbank
Tiefkiihlschrank -80 °C
Waage

Zentrifuge

HERAsafe

HERAfreeze

440-47

Centrifuge 5417 R

Rotor F-45-30-11 (r=9,5 cm)

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
KERN (Balingen-Frommern)
Eppendorf

Tabelle 10: Software

Venlvendung_j

Software

Version

Bildbearbeitung
Grafikerstellung

Mikroplattenleser

Versuchsauswertungen

Western Blot Scanners
ﬂnifikanzberechnung

GNU Image Manipulation
Program (GIMP)
Inkscape

PowerPoint

i-control

Microsoft Excel

Image Studio

GraphPad Prism

2.10.24

1.1
15.0.5603.1000
1.5
15.0.5603.1000
5.2.5

8.0.2

2.2 Methoden

2.2.1 Seneszenzinduktion und Stimulation

Zur Induktion der Seneszenz wurde im Folgenden immer die gleiche Methodik angewandt.

Adharent wachsende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden in einer 96-Proben-Platte
ausgesat (Tab. 2). Am darauffolgenden Tag wurden sie einem Seneszenz-induzierenden
Stimulus mittels ionisierender Roéntgenstrahlung ausgesetzt (Di Leonardo et al.,, 1994).
Hierbei erfolgte die Applikation einer einmaligen Dosis von 12 Gy (Gulmay Medical RS225,
175 kV, 15 mA, 0,2 mm Kupferfilter). Diese Dosis ist ausreichend, um in allen Zellen
Seneszenz zu induzieren und korreliert anndhernd mit in der Klinik bei Patienten
verwendeten Strahlungsdosen. Bei diesen wird beispielsweise an 5 Tagen eine Dosis von

2 Gy appliziert, um eine Gesamtdosis von 10 Gy zu erreichen.

Nach der Bestrahlung wurden die Zellen fir insgesamt 7 Tage bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert, bis sie den seneszenten Phanotyp ausbildeten. Dabei wurde an Tag 3 nach

Bestrahlung ein Mediumwechsel durchgefuhrt.

An Tag 7 erfolgte die Aussaat unbestrahlter Kontrollzellen in einer weiteren 96-Proben-
Platte (fir entsprechende Zellzahlen Tab. 2). Da diese unbestrahlten Zellen im Gegensatz
zu den bestrahlten weiterhin proliferieren, war eine zeitgleiche Aussaat der beiden Platten
nicht moéglich, weil ansonsten eine zu hohe Zelldichte erreicht werden wiirde, welche die

Ergebnisse durch Kontaktinhibition der Zellen beeinflussen kdnnte.

An Tag 8 fand die Behandlung der seneszenten sowie unbestrahlten proliferierenden Zellen
mit den Inhibitoren statt (Tab. 3). Fur jeden Inhibitor wurden Doppelwerte angelegt. Da fast

alle Inhibitoren in DMSO geldst vorlagen, welches in hohen Konzentrationen eine eigene
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zytotoxische Wirkung entfalten kann, wurden zwei Spalten zur Kontrolle ausschlief3lich mit
DMSO behandelt. In den untersten beiden Reihen der jeweiligen 96-Proben-Platte erfolgte
lediglich ein Mediumwechsel ohne Hinzugabe von Inhibitoren, um unbehandelte Zellen als
Kontrollen zu erhalten (Abb. 2 und Abb. 3). Fir die Zugabe der Inhibitoren wurde das
Medium aus den restlichen Vertiefungen abgesaugt. Den Reihen B - F wurden 200 pL
frisches Medium hinzugegeben. Schliellich wurden 300 pL der Inhibitoren in 30 uM
Konzentration in die oberste Zeile der 96-Proben-Platte hinzugegeben. Fir die weiteren
Zeilen wurde eine Verdiinnungsreihe im Verhaltnis 1:3 angesetzt. Dies bedeutet, dass 100
ML aus der obersten Reihe abgenommen und der zweiten Reihe hinzu pipettiert wurden.
Aus dieser Reihe wurden erneut 100 uL in die darunter liegende Reihe pipettiert. In Reihe

F wurden schliefdlich 300 pL belassen mit 0,1 uM Konzentration der Inhibitoren.

Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor

DMS0 A B c D E

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AOOOOOOOOOOO O] 30um
B OOOOO0OO0O0O0OO0OO0OO0OO0OO| 1mm
COO0OO0OO0OO0ODO0OO0OO0OO0OO0O0]| 3uv
DOOOOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO| 1iumm
F OOOOOO0OOOOOO0O O] 03um
FOOOOOOOOOOOO| o1um
G OO0OO0OO0OO0OO0O0O0OO0OOO0O0OO| oum
HOOOOOOOOOOOO| omm

Abb. 2: Aufbau der Verdiinnungsreihe auf einer 96-Proben-Platte. Zur Behandlung der Zellen
mit den verschiedenen Inhibitoren wurden fiir jeden Inhibitor Doppelwerte angelegt. Den untersten
beiden Reihen (G und H) der 96-Proben-Platte wurde kein Inhibitor hinzugefiigt, sondern lediglich
ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Im Anschluss wurde das Medium aus den restlichen Vertiefungen
der Platte abgesaugt. Den Reihen B - F wurden 200 pL frisches Medium hinzugegeben. Anschlief3en
wurden 300 pL der Inhibitoren in 30 uM Konzentration in die oberste Zeile der 96-Proben-Platte
hinzugegeben. Aus der obersten Reihe wurden nun 100 pL abgenommen und der zweiten Reihe
hinzu pipettiert. Aus dieser Reihe wurden erneut 100 pL in die darunter liegende Reihe pipettiert. So
entstand schlieBlich eine Verdinnungsreihe im Verhaltnis 1:3 mit oben gezeigten Konzentrationen.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde die Wirkung der jeweiligen Inhibitoren
analysiert (Kap. 2.2.2 und Kap. 2.2.3).

18



Tag 0 Tag 1 Tag 7 Tag 10

Aussaat 12 Gy Inhibitoren Ernte Messung

[ 111

Seneszente Zellen Aussaat
| p—

Proliferierende Zellen

Abb. 3: Zeitlicher Ablauf von Aussaat bis zur Messung seneszenter und proliferierender
HCT116- und MCF-7 Zellen. Adharent wachsende HCT116- bzw. MCF-7 Zellen wurden an Tag 0
in einer Proben-Platte ausgesat. Am darauffolgenden Tag erfolgte eine Bestrahlung mittels 12 Gy
zur Induktion des seneszenten Phanotyps. An Tag 7 wurden proliferierende Zellen zum Vergleich
ausgesat. Zu diesen und zu den seneszenten Zellen wurden an Tag 8 die entsprechenden
Inhibitoren hinzugegeben. Nach 24-stiindiger Inkubation erfolgte die Ernte der Zellen, welche
daraufhin den beiden Zytotoxizitatstesten (Kap. 2.2.2 und 2.2.3) zugefiihrt wurden. An Tag 10 konnte
die Messung der Zahl vitaler Zellen bzw. des induzierten Zelltods erfolgen.

2.2.2 Kiristallviolett-Zytotoxizitatstest

Der Kristallviolett-Zytotoxizitatstest dient der Quantifizierung der in den einzelnen
Vertiefungen der 96-Proben-Platte vorhandenen vitalen Zellen. Er beruht darauf, dass
mithilfe der verwendeten Kristallviolettldsung lediglich am Boden befindliche adharente
Zellen angefarbt werden, wahrend abgestorbene, sich abgeldste Zellen zuvor entfernt

werden (Feoktistova et al., 2016).

Zur Durchfiihrung dieses Testes wurde der Mediumuberstand und damit die abgeldsten
toten Zellen aus den Platten entfernt und daraufhin 50 pL der Kristallviolettldsung (Tab. 8)
in jede Vertiefung hinzugegeben. Durch das in dieser Losung enthaltene Methanol werden
die verbliebenen vitalen Zellen fixiert und durch das enthaltene Kristallviolett angefarbt. Es
folgte eine 30-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschuttler
(Geschwindigkeit 50/min). Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen vorsichtig mit viel
demineralisiertem Wasser gewaschen und Uber Nacht getrocknet. Am nachsten Tag
erfolgte die Lésung der angefarbten Zellen mittels je 200 pL 33 %iger Essigsaure (Janicke
et al., 1994) und einer Inkubation von ca. 45 Minuten auf dem Horizontalschittler
(Geschwindigkeit 50/min) bei Raumtemperatur. Durch zwischenzeitliches vorsichtiges

Klopfen wurden auch letzte Reste der Zellen geldst bis sich eine einfarbige homogene
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Lésung ergab. Daraufhin wurde die Lichtextinktion bei einer Wellenlange von 515 nm
gemessen. Diese ist nahe am Extinktionsmaximum von Kristallviolett bei 550 nm und hatte

sich in vorherigen Experimenten der Arbeitsgruppe als gut geeignet gezeigt.

Sowohl bei den seneszenten als auch bei den proliferierenden Zellen wurde der in den
unbehandelten Kontrollreihnen der 96-Proben-Platte (Kap. 2.2.1) erzielte Wert zur
Auswertung einer Zellzahl von 100 % gleichgesetzt. Aus den optischen Dichten der als
Doppelwerte angelegten Vertiefungen eines Inhibitors wurden Mittelwerte gebildet. Die so
ermittelten Extinktionswerte der mit Inhibitoren behandelten Proben wurden relativ zu den
unbehandelten Kontrollen bezogen. Der so errechnete Zahlenwert in Prozent ergibt einen
Wert flr die Anzahl der Gberlebenden Zellen. Als Negativkontrolle wurde das Lésungsmittel
DMSO verwendet.

Extinktionswert proliferierende behandelte Zellen

o, = o,
% lebende Zellen Extinktionswert proliferierende unbehandelte Zellen x 100 %

bzw.

% lebende Zellen = Extinktionswert seneszente behandelte Zellen « 100 %
° " Extinktionswert seneszente unbehandelte Zellen °

Hiermit konnte auch die durch einen Inhibitor ausgeloste Zelltodinduktion abgeschatzt
werden. Da der induzierte Zelltod so aber nur indirekt bestimmt wurde, ist eine genaue
Aussage Uber diesen nicht moglich. Auch Inhibitoren, die lediglich eine
Proliferationshemmung der unbestrahlten Zellen bewirkten, fihrten im Kristallviolett-Test zu
einer Reduktion der Zellzahl im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, ohne aber
Zelltod zu induzieren. Im Gegensatz dazu war bei einer Zellzahlreduktion der seneszenten
Zellen von einer Zelltodinduktion auszugehen, da bei diesen, sich nicht mehr teilenden
Zellen, eine Proliferationshemmung nicht die Ursache einer verminderten Zellzahl und

eines schwacheren Signals in diesem Test gewesen sein kann.

2.2.3 LDH-Zytotoxizitatstest

Der LDH-Zytotoxizitatstest wurde zur Quantifizierung des Zelltods durchgefihrt. Er beruht
darauf, dass tote Zellen ihre Membranintegritat verlieren und dadurch das natirlich im
Zytosol vorkommende Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) in den Zellkultur-Uberstand
gelangt (Decker & Lohmann-Matthes, 1988). Anhand der im Medium vorhandenen LDH-
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Aktivitat wird die Zahl der abgestorbenen Zellen bestimmt. Je hoher die LDH-Aktivitat, desto

mehr Zelltod wurde durch den entsprechenden Inhibitor induziert.

Um die LDH-Aktivitat zu quantifizieren wurde auf das Testkit von Roche (Cytotoxicity
Detection Kit (LDH)) zurlickgegriffen. Dieses enthalt einen Katalysator, bestehend aus
Diaphorase und NAD*, und eine Farbstofflésung, bestehend aus
lodonitrotetrazoliumchlorid  (INT) und Natriumlactat. Der Katalysator und die
Farbstofflosung werden kurz vor Verwendung im Verhaltnis 1:46 gemischt. Bei vorhandener
LDH im Uberstand katalysiert dieses Enzym die Reaktion von Laktat zu Pyruvat. Dabei wird
NAD* zu NADH+H" reduziert. Durch den Katalysator (Diaphorase) werden die Protonen
des NADH+H"* auf das INT Ubertragen. Das entstehende Produkt farbt den Uberstand rot.
Mittels Mikroplattenleser wird die Lichtextinktion dann bei einer Wellenlange von 490 nm
und einer Referenzwellenlange von 690 nm bestimmt. Die Referenzwellenlange dient dem
Ausschluss falsch positiver Ergebnisse bei der Messung der LDH-Aktivitat, wie sie
beispielsweise durch Luftblasen oder Prazipitate erzeugt werden. Die entsprechenden
Vertiefungen der 96-Proben-Platte wirden sowohl bei 490 nm als auch bei einer
Wellenlange von 690 nm eine vermeintlich hohe LDH-Aktivitat aufweisen und kdnnen so
bei der Auswertung entsprechend bertcksichtigt werden. Durch diesen Test kann die im
Uberstand vorhandene LDH-Aktivitdt quantifiziert werden (Decker & Lohmann-Matthes,
1988).

HierfGr wurden 100 yL Mediumulberstand aus jeder Vertiefung der 96-Proben-Platte
entnommen und in eine neue 96-Proben-Platte Uberfuhrt. Die Platten wurden bis zur
Messung am nachsten Tag luftdicht verschlossen bei +4 °C gelagert. Anschlieliend wurden
in jede Vertiefung 100 uL der Reaktionslésung hinzugeben und die Lichtextinktion mittels
Mikroplattenleser bei Raumtemperatur in zeitlichen Abstanden von 3 Minuten gemessen.
Zur Bestimmung der Hintergrundfarbung des Mediums wurden zwei Vertiefungen der Platte
lediglich mit Medium gefullt. Die dort gemessene Grundaktivitat wurde bei der Auswertung
von den anderen Werten subtrahiert. Aus den resultierenden Werten konnte somit der in
der Probe stattgefundene Zelltod gemessen und berechnet werden. Als Negativkontrolle

wurde das Lésungsmittel DMSO verwendet.

2.2.4 siRNA-Transfektion

Small Interfering RNAs (siRNAs) sind kurze doppelstrangige RNA-Molekule, mit einer
Lange von ca. 21 - 25 Nukleotiden, welche an komplementare mRNA-Molektle binden und
somit das Ablesen dieser und damit indirekt deren Funktion unterbinden kénnen (Caplen et

al., 2001). Durch Bildung eines RNA-induced silencing complexes (RISC) kann so mRNA
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gebunden werden und die nach Transkription folgende Translation durch Degradation der
MRNA unterbunden werden (Jinek & Doudna, 2009). Mit dem Einsatz von siRNAs sollte in

dieser Arbeit spezifisch die Synthese der verschiedenen PI3K Isoformen verhindert werden.

Seneszente und proliferierende Zellen wurden in 6-Proben-Platten mit siRNAs transfiziert
(fir entsprechende Zellzahlen Tab. 2). Proliferierende Zellen wurden daflir zuerst in 6 cm

Schalen ausgesat und vor Transfektion auf die entsprechenden 6-Proben-Platten aufgeteilt.

Fir die Transfektion wurden zwei Reaktionsgefalle angesetzt (Tab. 11) und nach 5
mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur der Inhalt des zweiten Reaktionsgefalies dem
des ersten hinzugefligt. Es folgte eine 20 minutige Inkubation bei Raumtemperatur. Zuletzt
wurden pro Vertiefung einer 6-Proben-Platte 1,6 ml den Zellen entsprechendes Antibiotika-
freies Medium hinzugegeben (Tab. 1), sodass sich ein Endvolumen von 2 ml pro Vertiefung
ergab. Der Mediumuberstand der Zellen wurde entfernt und das Transfektionsgemisch auf
die Zellen gegeben. Nach 7,5 Stunden erfolgte ein erneuter Mediumwechsel, bei welchem
das Transfektionsgemisch von den Zellen entfernt wurde. Die Zellen wurden nach 24 bis
120 stindiger Inkubation entsprechend des jeweiligen Versuchsaufbaus weiter verwendet.
Es erfolgte die Ernte mittels Zellschaber im Zellmedium zur Durchfiihrung der SDS-
Gelelektrophorese und des Western-Blots.

Tabelle 11: Mengenangaben der ReaktionsgefaBe fiir die siRNA-Transfektion (Alle Angaben
beziehen sich auf eine Vertiefung einer 6- bzw. 96-Proben-Platte.)

Platte Reaktionsgefal 1 Reaktionsgefall 2 Antibiotika- Endvolumen
freies Medium

6-Proben- 97 uL siRNA-Buffer 196 uL OptiMEM 1,6 mi 2 ml
Platte 3 pL siRNA (20 uM 4 yL DharmaFECT 1

Stock)

100 pL OptiMEM
96-Proben- 4,85 pL siRNA- 9,8 uL OptiMEM 80 pL 100 pL
Platte Buffer 0,2 yL DharmaFECT

0,15 pL siRNA

(20 uM Stock)

5 yL OptiMEM

Um die Zellen nach Transfektion den zwei Methoden der Zelltodquantifizierung
(Kristallviolett- und LDH-Zytotoxizitatstest) zufuhren zu kénnen, erfolgte die Aussaat der
Zellen in einer 96-Proben-Platte. Dementsprechend wurden die verwendeten
Mengenangaben pro Vertiefung fur die beiden Reaktionsgefale angepasst (Tab. 11).
Nach den oben genannten Inkubationsschritten wurden lediglich 80 uL des
entsprechenden Antibiotika-freien Mediums (Tab. 1) hinzugefugt. Nach 7,5 Stunden
erfolgte ein erneuter Mediumwechsel, um das Transfektionsgemisch von den Zellen zu
entfernen. Nach entsprechender Inkubationszeit wurden die Zellen den entsprechenden

Methoden der Zelltodquantifizierung zugefihrt.
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2.2.5 Zellextrakt-Herstellung und Bestimmung der Proteinmenge
nach Bradford

Als Vorbereitung auf die SDS-Gelelektrophorese und die Western-Blots wurden die Zellen
in 6-Proben-Platten ausgesat und entweder mit den entsprechenden Inhibitoren behandelt
oder mit siRNAs transfiziert (Kap. 2.2.1 und Kap. 2.2.4). Die Zellen wurden mittels
Zellschaber im Zellmedium geerntet und bei +4 °C bei 5.000 g fir 5 Minuten zentrifugiert.
AnschlieRend konnte der Uberstand mittels Vakuumpumpe abgesaugt werden. Daraufhin
wurden die Zellen durch die Zugabe von 1 ml PBS gewaschen. Es erfolgte die erneute
Zentrifugation bei +4 °C und 5.000 g fir weitere 5 Minuten, sodass auch Ubriggebliebene
Mediumreste durch Absaugen entfernt werden konnten. Die verbliebenen prazipitierten
Zellen wurden in flissigem Stickstoff bei -196 °C eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Die Lyse erfolgte durch Hinzugabe von 60 pL NP40-Lysepuffer zu den Zellpellets und
anschlieender Resuspension sowie Inkubation fir 30 Minuten bei +4 °C. Daraufhin
wurden die Zellen bei +4 °C bei 17.000 g fir weitere 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand

mit den enthaltenen Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefall Gberfihrt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch Messung der optischen Dichte
nach der Methode nach Bradford. Im entsprechenden Reagenz der Firma BIORAD ist der
Farbstoff Triphenylmethan Coomassie-Brillant-Blau enthalten. Dieser bildet unspezifisch
Komplexe an unpolaren Seitenketten von Proteinen, sodass sich dessen
Absorptionsmaximum in den blauen Wellenlangenbereich bei 595 nm verschiebt. Die bei
dieser Wellenlange gemessenen Extinktionswerte stellen somit ein Maf3 fur die enthaltene
Proteinmenge dar (Bradford, 1976). 1 ml des verdinnten Proteinassay-Reagenzes wurde
in eine lichtdurchlassige Kivette Uberfuhrt. Dem Ganzen wurden dann 2 yL des Lysats
hinzugefugt. Zur Bestimmung eines Leerwertes dienten 2 pL des NP40-Lysepuffers als
Referenz mit einer Extinktion gleich Null. AnschlieRend erfolgte die Messung der

Extinktionswerte jeder einzelnen Probe.

2.2.6 SDS-Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurden mittels einer Eichgerade 30 pg Protein (entspricht ca.
1,5 OD der Bradford-Messung) mit SDS-Probenpuffer auf ein Volumen von 25 pL aufgefiillt.
Die Proben wurden fir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren.
Anschlielen wurden sie nach kurzer Inkubation auf Eis entweder direkt verwendet oder bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Um die Proteine entsprechend ihrer Gréf3e aufzutrennen, wurden die Gele gegossen (Tab.
8), in die Gelelektrophoresekammer mit SDS-Gelelektrophoresepuffer (Tab. 8) eingesetzt
und mit den Proben beladen. Als Langenstandard diente ein vorgefarbter
Proteinlangenstandard der Firma Thermo Scientific. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
schliel3lich bei einer Stromstarke von 40 mA bei einem verwendeten Gel bzw. 60 mA bei

zwei gleichzeitig verwendeten Gelen.

2.2.7 Western-Blot

Nach Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer GréRe sollten diese nach Ubertragung

auf eine Membran mittels spezifischer Antikorper detektiert werden.

HierfGr mussten die Membranen (Immobilon-FL PVDF Membranen von Merck) in Methanol
aktiviert und anschliefend in demineralisiertem Wasser gewaschen werden. Das
Polyacrylamidgel aus der SDS-Gelelektrophorese wurde ebenfalls nach Auftrennung der
Proteine kurz in demineralisiertem Wasser gespult. Das Sammelgel wurde vorsichtig vom
Trenngel entfernt. Anschlieliend wurden die Membran und das Trenngel jeweils in
Westernblot-Puffer (Tab. 8) fur 15 Minuten aquilibriert. Hiernach wurde das Tankblotsystem
von Bio RAD zusammengebaut. Uber einen Zeitraum von zwei Stunden erfolgte unter
Anlegen einer konstanten Stromstérke von 150 mA das Ubertragen der Proteine vom
Polyacrylamidgel auf die Membran. Daraufhin wurden die Membranen fir weitere zwei

Stunden in Blockierungslosung (Tab. 8) inkubiert.

Uber Nacht wurden die Membranen bei +4 °C mit der Erstantikérperldsung versetzt
inkubiert. Der verwendete Erstantikbrper war gegen das entsprechende Protein gerichtet,
welches detektiert werden sollte. Es folgten mehrere Waschschritte in Form einer
Inkubation von 5 Minuten in PBS-T, 15 Minuten in Blockierungslésung und erneut zweimal
10 Minuten in PBS-T. Anschlieliend wurde die Zweitantikdrperlésung hinzugegeben. Es
folgte ein erneuter Inkubationsschritt abgedunkelt fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die
Zweitantikorper binden hierbei an den Fc-Teil der Erstantikdrper. Dieses macht man sich in
der anschlieBenden Messung zu Nutze, um die gebundenen Erstantikérper und damit die
Proteine, an welche diese gebunden haben, detektierbar zu machen. Nach Hinzugabe der
Zweitantikdrperldsung folgten erneute Waschschritte in Form von dreimaliger Inkubation in
PBS-T fir jeweils 10 Minuten. Daraufhin wurden die Membranen flr eine weitere Stunde
verdunkelt getrocknet. Bis zur Messung konnten die Membranen verdunkelt bei +4 °C

aufbewahrt werden.

Die Detektion der Fluoreszenz-Signale der Zweitantikdrper erfolgte mittels eines Membran-

Scanners (Odyssey FC Imaging System, LI-COR), die anschlieliende Auswertung mittels
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der Software Image Studio Version 5.2.5. Wurden Antikérper von zwei verschiedenen
Spezies verwendet, erfolgte die Detektion mittels Zweitantikdrpern in unterschiedlichen
Verdinnungen, die gegen die unterschiedlichen Fc-Teile der beiden Spezies gerichtet sind,

sodass zwei verschiedene Fluoreszenzfarben erreicht werden konnten.

2.2.8 Statistik und Datenaufbereitung

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mittels Microsoft Excel. Es wurden die
Mittelwerte * Standardabweichung von mindestens n=3 unabhangigen Experimenten
dargestellt. Fur die Signifikanzanalysen wurde GraphPad Prism verwendet. Zur
Auswertung der Unterschiede wurde eine ordinare einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
mit einem Tukey Mehrfachvergleichstest durchgefiihrt. Hierbei wurden Unterschiede als
signifikant (* = p < 0,05), sehr signifikant (** = p < 0,01) oder hoch signifikant (*** = p <
0,001) gewertet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden bei Western Blots n=3 unabhangige Experimente

durchgefuhrt und eine reprasentative Abbildung gezeigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wortmannin und PX-866 wirken senolytisch

Fur den Nachweis der senolytischen Aktivitdt von Wortmannin und seinem klinischen
Derivat PX-866 wurde in HCT116- und MCF-7 Tumorzellen Seneszenz durch ionisierende
Strahlung induziert (Kap. 2.2.1). Die verwendete Bestrahlungs-Dosis betrug 12 Gy, eine mit
dem Kklinischen Alltag vergleichbare Dosis. Viele Tumorpatienten erhalten kumulativ
innerhalb einer Woche ebenfalls eine Dosis von 10 Gy appliziert, wenn auch nicht in einer
Sitzung, wie in dieser Arbeit angewandt, sodass sich die verwendete Dosis aber dennoch

in einer klinisch sinnvollen GréRenordnung befindet.

Die erfolgte Seneszenzinduktion konnte mikroskopisch anhand der veranderten
Morphologie der Zellen Uberprift werden (Hernandez-Segura et al., 2018; Neuwahl et al.,
2024; Sohn et al., 2006). Des Weiteren konnte im Folgenden die Seneszenzinduktion durch
Einsatz von Western Blots und Antikérpern gegen p53 und p21 verifiziert werden. Die
verwendeten Tumorzellen exprimieren kein funktionsfahiges p16 (Chakradeo et al., 2016;
Todd et al., 2017), sondern lediglich die Wildtyp-Form von p53, sodass sie Uber die p53-
p21 Achse Seneszenz einleiten (Abbas & Dutta, 2009; Janicke et al., 2008; Sohn et al.,
2006). In den Western Blots konnte in den bestrahlten Zellen eine deutlich groRere
Proteinmenge an p53 und p21 detektiert werden, als es bei den proliferierenden Zellen der
Fall war (Abb. 13A und Abb. 15), was auf die Einleitung des Seneszenzprogramms Uber
die p53-p21 Achse hindeutet. Auf weitere Nachweismethoden wurde in dieser Arbeit
verzichtet, da diese Bedingungen in der Arbeitsgruppe sehr gut etabliert sind und
regelmafig Uberprift werden. So erfolgte bereits der Nachweis der Seneszenzinduktion
durch ionisierende Strahlung mittels Messung der SA-B-Gal-Aktivitat (Neuwahl, 2020;
Neuwahl et al.,, 2024). Zusammengenommen ergeben sich durch die drei genannten
Nachweismethoden Morphologie, erhdhte p53/p21 Expression und gesteigerte SA-B-Gal-

Aktivitat starke Hinweise auf das Vorliegen seneszenter Zellen.

Eine Woche nach Bestrahlung wurden die Zellen mit den senolytischen Substanzen
Wortmannin und PX-866 behandelt. Einen Tag vor Hinzugabe der Inhibitoren erfolgte
zudem die Aussaat von proliferierenden Zellen als Kontrolle. Am darauffolgenden Tag
wurde der Zelltod mittels eines Kristallviolett- und LDH-Zytotoxizitatstestes (Kap. 2.2.2 und
2.2.3) quantifiziert.

Sowohl in den HCT116- als auch in den MCF-7 Zellen zeigte sich im Kristallviolett-
Zytotoxizitatstest eine deutliche Reduktion der Zellzahl durch Wortmannin und durch PX-
866, scheinbar also eine Auslosung des Zelltods bei seneszenten als auch bei

proliferierenden Zellen. Die Zellzahlreduktion war bei den bestrahlten Zellen allerdings
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jeweils etwas ausgepragter als bei den proliferierenden Zellen (Abb. 4). Dennoch ist es im
Kristallviolett-Test so, dass auch in den proliferierenden Zellen die Zahl vitaler Zellen

reduziert wird.
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Abb. 4: PX-866 und Wortmannin reduzieren die Zellzahl von HCT116- und MCF-7 Zellen.
Seneszente (sen.) und proliferierende (prol.) HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fir 24 h mit
verschiedenen Konzentrationen von PX-866 (A, B) oder Wortmannin (C, D) inkubiert. AnschlielRend
wurde die Zahl lebender Zellen mittels Kristallviolett-Zytotoxizitatstest gemessen. Die
Absorptionswerte von unbehandelten Kontrollzellen wurden als 100 % definiert. Sowohl in HCT116-
als auch in MCF-7 Zellen findet eine Reduktion der Zahl lebender Zellen sowohl in den
proliferierenden als auch in den seneszenten Zellen statt, wobei diese in den seneszenten Zellen
deutlicher ausfallt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus sechs (A, B)
bzw. drei (C, D) unabhangigen Experimenten. Die mit Sternchen dargestellien Signifikanzen
beziehen sich jeweils auf den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des
Inhibitors in proliferierenden bzw. seneszenten Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1
M. * p < 0,05, **p < 0,01, ***p > 0,001.

Um die Ergebnisse des Kiristallviolett-Testes genauer zu analysieren, wurde ein
spezifischer Zytotoxizitatstest in Form des LDH-Testes angewandt. Wahrend der
Kristallviolett-Test lediglich die Zahl lebender Zellen quantifizieren kann, kann durch den
LDH-Test Uber die Detektion der im Rahmen des Zelluntergangs freigesetzten Menge an
LDH direkt der Zelltod gemessen werden. In diesem LDH-Zytotoxizitatstest kann ein
deutlich groRerer Unterschied erkannt werden. Sowohl PX-866 als auch Wortmannin
steigern signifikant die LDH-Aktivitat in den Platten mit bestrahlten Zellen, wahrend dies in
proliferierenden Zellen nur schwach der Fall ist (Abb. 5). Dosisabhangig wurde in einem
Bereich von 3 - 30 uM Wortmannin vermehrt extrazellulare LDH-Aktivitat detektiert, was auf

einen vermehrten Zelltod hinweist (Abb. 5C und 5D).
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Abb. 5: PX-866 und Wortmannin wirken senolytisch. Seneszente und proliferierende HCT116-
und MCF-7 Zellen wurden flir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen von PX-866 (A, B) oder
Wortmannin (C, D) inkubiert. AnschlieRBend wurde der Zelltod mittels LDH-Zytotoxizitatstest
quantifiziert. Sowohl in HCT116- als auch in MCF-7 Zellen ist ein Anstieg der LDH-Aktivitat in den
seneszenten Zellen nach Inkubation mit PX-866 oder Wortmannin zu messen. Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte + Standardabweichung aus sechs (A, B) bzw. drei (C, D) unabhangigen
Experimenten. ns nicht signifikant, *p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Der Unterschied in den Ergebnissen der beiden Nachweismethoden fur Zelltod lasst sich
daraus erklaren, dass Wortmannin und sein Derivat PX-866 in proliferierenden Zellen einen
Zellzyklusarrest auslosen (Akter et al., 2012; Courtney et al., 2010; Howes et al., 2007;
Neuwahl et al., 2024) Daraus resultiert zwar eine gemessene Reduktion der Zellzahl der
proliferierenden Zellen im Kristallviolett-Test ohne allerdings eine Erhdhung der
Zelltodesrate. Die proliferierenden Zellen werden in ihrer Zellteilung durch die beiden
Inhibitoren behindert, sodass im Vergleich zur Negativkontrolle DMSO eine reduzierte Zahl
vitaler Zellen detektiert wird. Der induzierte Zelltod wird hingegen im LDH-Zytotoxizitatstest
durch die LDH-AKktivitat verlasslich abgebildet. In den Platten mit den proliferierenden Zellen
blieb die gemessene LDH-Aktivitat gering. Hieraus lasst sich ableiten, dass in den
proliferierenden Zellen kein Zelltod induziert wird. Die Zellzahlreduktion, die bei
seneszenten Zellen im Kristallviolett-Test gemessen wird, ist hingegen tatsachlich auf
induzierten Zelltod zurtickflihren. Seneszente Zellen befinden sich in einem Zellzyklusarrest
(Hayflick, 1965), sodass die Reduktion der Zahl vitaler Zellen nicht auf eine weitere
Zellzyklusinhibition durch die Inhibitoren zurtuckgefuhrt werden kann. Dies wird im LDH-
Zytotoxizitatstest durch den deutlichen Anstieg der LDH-Aktivitdt als Marker fur den
stattgehabten Zelltod bestétigt. Das als Negativkontrolle verwendete DMSO |6ste weder in

seneszenten noch in proliferierenden Zellen Zelltod aus. Demnach werden also gezielt
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seneszente Zellen durch Wortmannin und PX-866 eliminiert. Da eine Substanz als
senolytisch gilt, in dem Moment, in dem sie lediglich in seneszenten aber nicht in
proliferierenden Zellen Zelltod auslost, lasst sich abschlieiend sagen, dass eine

senolytische Wirkung von Wortmannin und PX-866 gezeigt werden konnte.

3.2 Versuch der Reproduktion der senolytischen Wirkung

mittels siRNA gesteuerten Knockdowns der PI3K

PX-866 und Wortmannin wirken beide als panPI3K-Klasse-I-Inhibitoren (Powis et al., 1994;
Wipf et al., 2004). Daher wurde versucht diese Wirkung mittels gegen PI3K Klasse-|
Isoformen gerichteter siRNAs zu replizieren. Wirden diese siRNAs ebenfalls eine
senolytische Wirkung zeigen, verifiziert das die direkte PI3K-Inhibition und spricht gegen
potentielle off target Effekte als Ursache fir die senolytische Wirksamkeit von PX-866 und
Wortmannin. Von vier bekannten PI3K Isoformen (a - &) wurde sich auf zwei fokussiert: die
a und die 0 Isoform. Die vier Isoformen kénnen grob anhand ihres Vorkommens unterteilt
werden. Wahrend die a und die B Isoform ubiquitar vorkommen, werden die anderen beiden
Isoformen, y und 0, gesteigert in Immunzellen exprimiert (Fruman et al., 2017). Die a
Isoform ist die am starksten exprimierte und beispielsweise auch am haufigsten in

Tumorzellen mutierte Form (Fruman et al., 2017).

3.2.1 Nachweis der Wirksamkeit der siRNAs mittels Western Blot

Zum Nachweis, dass die verwendeten siRNAs die Synthese der entsprechenden PI3K-
Isoformen inhibieren, diente die Messung der jeweiligen Proteinexpression mittels Western
Blots. Diese wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach siRNA Transfektion durchgefihrt,

um den optimalen Zeitpunkt mit der gréfiten Reduktion der Proteinmenge herauszufinden.

Hierfir wurden HCT116 Zellen ausgesat und bestrahlt, um den seneszenten Phanotyp zu
induzieren. Zum Vergleich wurden einen Tag vor Transfektion proliferierende Zellen
ausgesat. Die jeweiligen Zellen wurden mit siRNAs gegen PIK3CA (p110alpha) und
PIK3CD (p110delta) transfiziert. Als Negativkontrolle diente die Transfektion mittels siCon,
einer Kontroll-siRNA, die gegen keine komplementdre mRNA in der Zelle gerichtet ist. Der
Einsatz dieser Kontroll-siRNA ist wichtig, um ausschliel’en zu kénnen, dass gemessener
Zelltod alleine durch den Transfektionsvorgang induziert wurde. Befindet sich zu viel RNA
in einer Zelle, ist dies fur die Zelle gleichbedeutend mit einer Virusinfektion, wodurch ein
Zelltodprogramm eingeleitet werden kann (Gil & Esteban, 2000). sip21 diente als weitere

Negativkontrolle, um zu zeigen, dass durch Transfektion mit einer siRNA, die gegen eine
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mMRNA in der Zelle gerichtet ist, keine Auswirkung auf die Expression der PI3K erreicht wird

und kein Einfluss auf die AKT-Phosphorylierung besteht.
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Abb. 6: Gegen PI3Kp110a und PI3Kp1108 gerichtete siRNAs reduzieren die nachgewiesene
Menge an PI3Ks und phosphoryliertem AKT in seneszenten und proliferierenden HCT116-
Zellen. Seneszente (A, B) und proliferierende (C, D) HCT116-Zellen wurden mit siRNAs gegen die
PI3Kp110alpha- und PI3Kp110delta-Isoform transfiziert. Als Negativkontrolle diente die Transfektion
mittels siCon und sip21. Die Zellen wurden in einem Zeitraum von 1-5 Tagen nach Transfektion in
einem 24 h Rhythmus geerntet, um den optimalen Zeitpunkt nach Transfektion mit Reduktion der
grolten Proteinmenge zu identifizieren. Zur Analyse, ob die siRNAs auch eine Reduktion der
Phosphorylierung von AKT als Hauptzielprotein des PI3K-Signalwegs erreichen, wurden im Western
Blot ebenfalls Antikérper gegen AKT und AKT-P verwendet. Antikdrper gegen Aktin dienten als
Ladekontrolle. In den seneszenten Zellen lag der optimale Zeitpunkt bei 120 h nach Transfektion,
wahrend er bei proliferierenden Zellen im Zeitraum zwischen 72 - 96 h liegt. Die dargestellten
Western Blots sind jeweils reprasentativ fir 2 unabhangig durchgefiihrte Experimente.

Die Ernte der Zellen erfolgte alle 24 Stunden von Tag 1 bis Tag 5 nach Transfektion. Um
zu analysieren, ob die siRNAs auch eine Reduktion der Phosphorylierung von Akt, dem
Hauptzielprotein der PI3Ks erreichen, kamen ebenfalls Antikdrper gegen Akt und
phosphoryliertes Akt zur Anwendung. Die gegen PIK3CA gerichtete siRNA flhrte zu einer
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geringfluigigen Reduktion der Proteinmenge nach 48 Stunden und einer ausgepragteren
Reduktion nach 72 Stunden (Abb. 6A und 6C). Die gegen PIK3CD verwendete siRNA
zeigte ein ahnliches Ergebnis mit allerdings insgesamt geringfligigerer Reduktion der
nachgewiesenen Proteinmenge. Analog zur Reduktion der Menge an nachgewiesenen
PI13Ks konnte eine Reduktion der Phosphorylierung von Akt nachgewiesen werden. Diese
war ausgepragter bei der Reduktion der ubiquitar vorkommenden Hauptisoform PI3Kalpha
im Gegensatz zu PI3Kdelta. Zur Evaluation einer mdglichen weiteren Reduktion der
Enzymmenge, wurde der Zeitraum auf 96 und 120 Stunden erweitert. Hier zeigte sich eine
zunehmende Reduktion in den seneszenten Zellen (Abb. 6B). Deshalb wurde fir die
Experimente eine Inkubationszeit von 120 h als Zeitpunkt ausgewahlt. Im Gegensatz zu
den seneszenten Zellen liegt der optimale Zeitpunkt in den proliferierenden Zellen hingegen
bei 72 - 96 h (Abb. 6C und 6D).
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Abb. 7: Gegen PI3Kp110a und PI3Kp1105 gerichtete siRNAs reduzieren die nachgewiesene
Menge an PI3Ks und phosphoryliertem AKT in seneszenten und proliferierenden MCF-7
Zellen. Seneszente (A) und proliferierende (B) MCF-7 Zellen wurden mit siRNAs gegen die
PI13Kp110alpha- und PI3Kp110delta-Isoform transfiziert. Als Negativkontrolle diente die Transfektion
mittels siCon. Da bereits in HCT116 Zellen ein optimaler Zeitpunkt nach Transfektion im Bereich
zwischen 72 — 120 h identifiziert worden war, wurden die MCF-7 Zellen lediglich in diesem Zeitfenster
in einem 24 h Rhythmus geerntet. Zur Analyse, ob die siRNAs auch eine Reduktion der
Phosphorylierung von AKT als Hauptzielprotein des PI3K-Signalwegs erreichen, wurden im Western
Blot ebenfalls Antikdrper gegen AKT und AKT-P verwendet. Antikdrper gegen Aktin dienten als
Ladekontrolle. In den seneszenten Zellen lag der optimale Zeitpunkt bei 120 h nach Transfektion,
wahrend er bei proliferierenden Zellen im Zeitraum zwischen 72 - 96 h liegt. Die dargestellten
Western Blots sind jeweils reprasentativ fir 2 unabhangig durchgefiihrte Experimente.

In MCF-7 Zellen zeigte sich ein ahnliches Bild mit identischen siRNA Inkubationszeiten fur
das Erreichen eines effizienten Knockdowns (Abb. 7). Auch in MCF-7 Zellen zeigte sich wie
in HCT116-Zellen eine Auswirkung auf die Phosphorylierung von Akt, vor allem nach

Einsatz der siRNA gegen die a-Isoform der PI3K.
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Somit konnte sowohl in HCT116-Zellen als auch in MCF-7 Zellen die Wirksamkeit der
verwendeten siRNAs und deren molekulare Auswirkungen auf die Phosphorylierung von
AKT nachgewiesen werden. Es handelt sich hierbei allerdings lediglich um einen partiellen
Knockdown und keinen vollstdndigen Knockout, sodass zu detektierende
Restproteinmengen von PI3K und AKT-P verbleiben.

3.2.2 Senolytische Wirkung von PX-866 kann durch siRNAs nicht

reproduziert werden

Zur UberprUfung, inwiefern die siRNAs den gleichen Effekt wie PX-866 erreichen kdénnen,
wurden erneut die bereits vorher verwendeten Zytotoxizitatsteste durchgefuhrt. Hierfur
wurden bestrahlte Zellen mit siRNAs gegen PIK3CA und PIK3CD behandelt und der 120 h
nach Transfektion so induzierte Zelltod mit dem durch PX-866 induzierten Zelltod
verglichen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten erfolgte zusatzlich zur Behandlung mit
PX-866 die Transfektion der Zellen mit der Kontroll-siRNA, sodass auch diese Zellen einen
Transfektionsvorgang durchlaufen hatten. Da PX-866 ein panPI3K-Klasse-I-Inhibitor ist,
wurde ebenfalls der Effekt der gleichzeitigen Kombination von siPIK3CA + siPIK3CD
untersucht.

b
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Abb. 8: siRNAs erreichen die senolytische Wirkung von PX-866 nicht. Seneszente HCT116- (A)
und MCF-7 (B) Zellen wurden mit siRNAs gegen PIK3CA, PIK3CD und der Kombination beider
siRNAs transfiziert und nach 120 h geerntet. Zur Vergleichbarkeit des senolytischen Effektes dienten
die Transfektion mittels siCon und eine folgende 24-stiindige Inkubation mit PX-866. Anschlie3end
wurde die Zahl vitaler Zellen mittels Kristallviolett-Zytotoxizitatstest quantifiziert. 10 uM PX erreichen
in beiden Zelllinien eine deutliche Zellzahlreduktion im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen. Die
Transfektion mit den verschiedenen siRNAs kann diesen Effekt nicht replizieren. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. *p < 0,05, **p
<0,01

Im Kristallviolett-Test zeigte sich nach Behandlung mit 10 yM PX-866 sowohl in HCT116-
Zellen als auch in MCF-7 Zellen eine deutliche Zellzahlreduktion im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen. Dieser Effekt konnte durch die siRNA Transfektion nicht wie
erhofft repliziet werden. In HCT116-Zellen konnte lediglich eine schwache
Zellzahlreduktion nach kombinierter Transfektion von siPIK3CA + siPIK3CD erreicht
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werden, welche nicht an das Resultat von PX-866 heranreichte. Im Gegensatz hierzu
prasentierte sich in MCF-7 Zellen eine deutlichere Zellzahlreduktion nach alleiniger
Transfektion mit siPIK3CA, welche allerdings ebenfalls nicht der Auspragung der durch PX-
866 induzierten Reduktion entsprach (Abb. 8).

Aus der Messung des Zelltodes mittels der Bestimmung der extrazellularen LDH-Aktivitat
ergaben sich ahnliche Schlussfolgerungen. In HCT116-Zellen zeigten die mit PX-866
behandelten Zellen eine deutliche LDH-Aktivitat. Zwischen den mit siCon transfizierten und
mit DMSO inkubierten Zellen und denen mit spezifischen siRNAs transfizierten Zellen ist
kein nennenswerter Unterschied zu verzeichnen. Alle erreichen eine deutlich geringere
LDH-Aktivitat als PX-866 (Abb. 9A). Es ist davon auszugehen, dass PX-866 wie bereits
zuvor gezeigt in den seneszenten Zellen senolytisch wirkt; die siRNAs diese Wirkung
allerdings nicht replizieren kdonnen. Eine ahnliche Verteilung der LDH-Aktivitaten, wenn
auch in geringerem Gesamtausmal, fand sich in den verwendeten MCF-7 Zellen. Auch
hier zeigten die mit den jeweiligen gezielten siRNAs transfizierten Zellen ahnliche LDH-

Aktivitaten wie die mit der Negativkontrolle siCon transfizierten Zellen (Abb. 9B).

Es war also sowohl in HCT116 als auch in MCF-7 Zellen nicht méglich die senolytische
Aktivitdt von PX-866 mit Hilfe von siRNAs zu replizieren. Weder die Verwendung einer
gegen die a-lsoform noch einer gegen die &-Isoform gerichteten siRNA noch die
kombinierte Verwendung beider siRNAs, erreichten eine senolytische Aktivitdt annahernd

dem Ausmald, welches der panPI3K-Klasse-I-Inhibitor PX-866 erzielt.
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Abb. 9: Gegen PI3K Isoformen gerichtete siRNAs kénnen die senolytische Wirkung von PX-
866 nicht replizieren. Seneszente HCT116- (A) und MCF-7 (B) Zellen wurden mit siRNAs gegen
PIK3CA, PIK3CD und der Kombination beider siRNAs transfiziert und nach 120 h geerntet. Zur
Vergleichbarkeit des senolytischen Effektes dienten die Transfektion mittels siCon und eine folgende
24-stundige Inkubation mit PX-866. Anschlielend wurde der Zelltod mittels LDH-Zytotoxizitatstest
quantifiziert. Hier konnte ein deutlicher Anstieg der LDH-Aktivitdt durch Inkubation mit PX-866
gemessen werden, wohingegen die verschiedenen siRNAs im Vergleich zur Transfektion mit siCon
und anschlielfenden Inkubation mit DMSO keinen nennenswerten Unterschied zeigen. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. **p
< 0,01
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3.3 Reproduktion der senolytischen Wirkung von PX-866 durch

Inhibition verschiedener Kinasen des PI3K-Signalwegs

Der komplexe PI3K-Signalweg verfligt Uber zahlreiche Signaltransduktionsarme mit
verschiedensten Effektorkinasen. Auflerdem kann bei Kinase-Inhibitoren wie PX-866 und
Wortmannin nie ganz ausgeschlossen werden, dass auch andere Kinasen durch
sogenannte off target Effekte beeinflusst werden. Um diese detaillierter aufzuschlisseln
sowie den entscheidenden Signaltransduktionsarm zu detektieren, wurden verschiedene
Inhibitoren mit verschiedenen Effektorkinasen als Zielprotein innerhalb des PI3K-

Signalwegs herangezogen (Kap. 1.5).

3.3.1 Die Inhibition von PI3K Effektorkinasen bt keinen

senolytischen Einfluss aus

Zur ldentifikation des im Signalweg folgenden entscheidenden Zielproteins fir die

senolytische Wirkung von PX-866 wurden verschiedene Inhibitoren verwendet (Abb. 10).
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Abb. 10: Der PI3K-Signalweg mit Angriffspunkten der verwendeten Inhibitoren der
Effektorkinasen. Zur Identifikation moglicher off-target Effekte bzw. des im Signalweg folgenden
entscheidenden Zielproteins wurden Inhibitoren mit unterschiedlichen Angriffspunkten im PI3K-
Signalweg verwendet. MK-2206 ist ein spezifischer AKT-Inhibitor und hemmt damit eines der
Hauptzielproteine des Signalwegs. BX-795 ist ein PDK-1 Inhibitor. Es steuert unter anderem die
Aktivierung der SGK1 und ist an der Phosphorylierung von AKT mitbeteiligt. EMD 638683 hemmt
die SGK1. Eine Kinase, die gemeinsam mit AKT verantwortlich ist fur die Phosphorylierung von
GSK3p. (Erstellt nach Alessi et al., 1997; Courtney et al., 2010; Djuzenova et al., 2019; Fruman et
al., 2017; Hertweck et al., 2004; Maehama & Dixon, 1998; Okuzumi et al., 2009; Pap & Cooper,
1998; Xiaobo et al., 2016; Zhao et al., 2017).
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MK-2206 als AKT-Inhibitor (Hirai et al., 2010) diente dazu eines der Hauptzielproteine des
PI3K-Signalwegs als moglicherweise entscheidendes Protein zu uberprifen. Des Weiteren
wurde ein PDK-1 Inhibitor, BX-795, (Feldman et al., 2005) und ein SGK1-Inhibitor, EMD
638683 (Ackermann et al., 2011), verwendet. Zuletzt sollte auch die PI3K Klasse Il mittels
des Vps34 Inhibitors SAR405 (Ronan et al., 2014) Uberprift werden. Vps34 steht Uber
mMmTORC1 in Verbindung mit der PI3K Klasse I. Durch fehlende PI3K Klasse | Aktivierung,
wird mMTORC1 weniger phosphoryliert, was zu einer gesteigerten Aktivitat von Vps34, einem
wichtigen Autophagieregulator, flhrt (Ronan et al., 2014). Zur Quantifizierung einer
moglichen senolytischen Wirkung wurden erneut die bereits beschriebenen
Zytotoxizitatsteste angewandt. Vor Einsatz der Inhibitoren in den entsprechenden
Zytotoxizitatstesten wurden diese ahnlich den siRNAs auf ihre Wirksamkeit mittels Western
Blot Uberpruft. Proliferierende und seneszente HCT116- und MCF-7 Zellen wurden jeweils
mit den entsprechenden Inhibitoren versetzt. Fur jeden Inhibitor wurde ein Protein
ausgewahlt, Uber welches auf die Wirksamkeit der Inhibitoren geschlossen werden konnte.
Die Wirksamkeit des AKT-Inhibitors MK-2206 konnte durch Reduktion von
phosphoryliertem AKT bestatigt werden (Abb. 11A). MK-2206 bindet an die PH-Domane
von AKT, sodass die Bindung an PIP3 und damit die Rekrutierung an die Zellmembran
verhindert wird. Die normalerweise folgende Phosphorylierung an den Positionen Thr308
durch PDK1 und an Position Ser473 durch mTORC2 kann somit nicht stattfinden
(Djuzenova et al., 2019; Okuzumi et al., 2009). Eine Behandlung mit MK-2206 lief3 im
Kristallviolett-Test in HCT116-Zellen keinen Unterschied zwischen proliferierenden und
seneszenten Zellen erkennen (Abb. 11B). Die Zellzahl beider wird im gleichen Malie
deutlich reduziert. Im LDH-Test zeigte sich in diesen Zellen in 3 yM Konzentration kein
Unterschied zwischen den mit DMSO behandelten Kontrollen und den mit MK-2206
behandelten Zellen. Bei 30 uyM hingegen loste MK-2206 sowohl in seneszenten Zellen als
auch in proliferierenden Zellen signifikant Zelltod aus (Abb. 11B und 11D). Somit wirkt MK-
2206 in hohen Konzentrationen zytotoxisch auf proliferierende und seneszente HCT116-
Zellen, wahrend in niedrigen Konzentrationen kein Effekt besteht. In MCF-7 Zellen dagegen
konnte im Kristallviolett-Test im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 - 10 yM ein
Unterschied in der Zellzahl zwischen proliferierenden und seneszenten Zellen detektiert
werden (Abb. 11C). Im LDH-Test konnte in seneszenten MCF-7 Zellen in hohen
Konzentration wie z. B. bei Verwendung von 30 uM MK-2206 ein signifikanter Anstieg der
LDH-Aktivitat verzeichnet werden, wohingegen in proliferierenden Zellen kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zwischen MK-2206 und DMSO besteht (Abb. 11E). Somit konnte
durch den Einsatz von MK-2206 die senolytische Wirkung von PX-866 nicht in beiden
Zelllinien reproduziert werden, insbesondere weil PX-866 im LDH-Zytotoxizitatstest im

Gegensatz zu MK-2206 keine Auswirkung auf proliferierende Zellen zeigt.
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Abb. 11: Der AKT-Inhibitor MK-2206 erzielt keinen senolytischen Effekt. Die Wirksamkeit von
MK-2206 wurde durch Reduktion der detektierten Proteinmenge an AKT-P nachgewiesen (A). Die
Wirksamkeit des SGK1 Inhibitors EMD 638683 wurde durch Reduktion der Proteinmenge an GSK3[-
P gezeigt (A). Da die Phosphorylierung der GSK3 nicht nur durch SGK1, sondern auch durch AKT
erreicht wird (Pap & Cooper, 1998), ist lediglich eine geringe Reduktion der Proteinmenge an
GSK3B-P zu erkennen. Zudem ist hierdurch die Reduktion von GSK3B-P durch 10 uM MK2206 zu
erklaren. MK-2206 inhibiert AKT, was zu einer geringeren Phosphorylierung der GSK3p fuhrt.
Seneszente und proliferierende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fir 24 h mit MK-2206 inkubiert.
AnschlieRend wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (B, C) und LDH-Zytotoxizitatstest (D, E)
quantifiziert. Im Kristallviolett-Test ergibt sich in HCT116 Zellen kein Unterschied zwischen sen. und
prol. Zellen (B). In einer Konzentration von 30 yM kommt es zu einer Reduktion beider Zellzahlen.
Im LDH-Test lasst sich dies als Zelltodinduktion verifizieren (D). In MCF-7 Zellen fiihrt MK-2206 zu
einer starkeren Reduktion der Zahl seneszenter als proliferierender Zellen (C). Durch Detektion der
extrazellularen LDH-Aktivitat kann gezeigt werden, dass MK-2206 in hohen Konzentration hier
senolytisch wirkt (E). Der gezeigte Western Blot ist reprasentativ fir zwei unabhangig durchgefiihrte
Experimente und kann reprasentierend auch fur MCF-7 Zellen gesehen werden. Die gezeigten
Daten der Zytotoxizitatsteste sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen
Experimenten. Die in den Kristallviolett-Testen dargestellten Signifikanzen beziehen sich jeweils auf
den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in proliferierenden bzw.
seneszenten Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1 uM. *p < 0,05, ***p < 0,001
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EMD 638683 als SGK1-Inhibitor flihrt zu einer Reduktion der Phosphorylierung von GSK3,
da GSK3p ein Zielprotein der SGK1 und damit des PI3K-Signalwegs darstellt (Xiaobo et
al., 2016). Die Reduktion der Menge an phosphorylierter GSK3 ist in proliferierenden und
seneszenten Zellen erkennbar, aber in proliferierenden ausgepragter (Abb. 11A). Im
Kristallviolett-Test liel sich in keiner der verwendeten Konzentrationen eine ausgepragte
Reduktion der lebenden proliferierenden oder seneszenten Zellen erkennen (Abb. 12A und
12B). Im LDH-Zytotoxizitatstest zeigte der Inhibitor lediglich dhnliche LDH-Aktivitaten wie
DMSO in den proliferierenden bzw. seneszenten Zellen (Abb. 12C und 12D). Die Inhibition

der SGK1 erzielt damit keine senolytische Wirkung.
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Abb. 12: Der SGK1-Inhibitor EMD 638683 wirkt nicht senolytisch. Seneszente und
proliferierende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fiir 24 h mit EMD 638683 inkubiert. Anschlief3end
wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-Zytotoxizitatstest (C, D) quantifiziert. Im
Kristallviolett-Zytotoxizitatstest ist in beiden Zelllinien sowohl in seneszenten als auch in
proliferierenden Zellen keine signifikante Zellzahlreduktion zu erkennen (A, B). Passend hierzu zeigt
sich im LDH-Zytotoxizitatstest in den verwendeten Konzentrationen kein Anstieg der gemessenen
LDH-Aktivitat nach Inkubation mit EMD 638683 im Vergleich zu DMSO (C, D). Die gezeigten Daten
der Zytotoxizitdtsteste sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen
Experimenten.

Die Wirksamkeit des PDK1-Inhibitors BX-795 konnte durch Reduktion von
phosphoryliertem RSK gezeigt werden (Abb. 13A). Die Aktivierung von RSK ist komplex
und wird Uber die Phosphorylierung an vier verschiedenen Stellen gesteuert. Neben der
Phosphorylierungen durch die Kinasen ERK und CTK wird zusatzlich eine
Phosphorylierung an Position Ser227 durch PDK1 zur vollstandigen Aktivierung bendtigt
(Jensen et al., 1999).
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Abb. 13: Der PDK1-Inhibitor BX-795 wirkt nicht senolytisch. Die Wirksamkeit von BX-795 wurde
durch Reduktion der Proteinmenge an phosphorylietem RSK nachgewiesen (A). Die detektierte
Menge an RSK-P wird ebenfalls durch den panPI3K-Klasse-I-Inhibitor BEZ-235 reduziert. Dies ist
dadurch zu erklaren, dass eine PI3K-Inhibition zu einer Reduktion aktivierter PDK1 und somit einer
Reduktion von RSK-P fihrt. Gleichzeitig wurde bereits die Wirksamkeit von BEZ-235 durch
Reduktion der Proteinmenge an AKT-P nachgewiesen. Sen. und prol. HCT116- und MCF-7 Zellen
wurden fir 24 h mit BX-795 inkubiert. AnschlieRend wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (B, C)
und LDH-Zytotoxizitatstest (D, E) quantifiziert. Im Kristallviolett-Test zeigt sich kein Unterschied
zwischen sen. und prol. HCT116 Zellen (B). In hohen Konzentrationen nimmt die Zahl beider Zellen
ab, was im LDH-Test als Anstieg der LDH-Aktivitat in beiden Zellen verifiziert werden kann (D). In
MCF-7 Zellen kann im Kristallviolett-Test in hohen Konzentrationen sogar eine deutlichere
Zellzahlreduktion der prol. Zellen detektiert werden (C). Dies lasst sich ebenfalls im LDH-Test durch
Anstieg der LDH-AKktivitat als Zelltod bestatigen (E). BX-795 wirkt somit in hohen Konzentrationen
zytotoxisch auf sen. und prol. Zellen. Der gezeigte Western Blot ist reprasentativ fur zwei unabhangig
durchgefiihrte Experimente und kann reprasentierend auch fir HCT116 Zellen gesehen werden. Die
gezeigten Daten der Zytotoxizitatsteste sind Mittelwerte * Standardabweichung aus drei
unabhangigen Experimenten. Die in den Kristallviolett-Testen dargestellten Signifikanzen beziehen
sich jeweils auf den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in prol.
bzw. sen. Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1 uM. ns nicht signifikant, ***p < 0,001.
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Beim PDK1-Inhibitor BX-795 konnte im Kristallviolett-Test kein signifikanter Unterschied in
der Zahl der Uberlebenden HCT116-Zellen zwischen proliferierenden und seneszenten
Zellen verzeichnet werden (Abb. 13B). Die gemessene LDH-Aktivitat konnte das Ergebnis
des Kristallviolett-Tests verifizieren. Bei 3 UM Konzentration lasst sich sowohl in
seneszenten als auch proliferierenden Zellen kein signifikanter Unterschied in der
gemessenen LDH-Aktivitat nach Stimulation mit BX-795 im Vergleich zu DMSO erkennen.
Bei 30 pM Konzentration hingegen steigt die gemessene LDH-Aktivitat sowohl in
proliferierenden als auch in seneszenten Zellen zwar geringfiigig gegeniber der nach
Stimulation mit DMSO gemessenen Aktivitat an. Dieser Unterschied ist allerdings auch
nicht signifikant (Abb. 13D). Bezlglich der MCF-7 Zellen sind im Kristallviolett-Test ahnliche
Ergebnisse wie bei den HCT116-Zellen zu sehen. In hohen Konzentrationen findet sich
sowohl eine signifikante Zellzahlreduktion in proliferierenden als auch in seneszenten
Zellen (Abb. 13 C). Im LDH-Zytotoxizitatstest ist bei 30 uM ein deutlicher zytotoxischer
Effekt von BX-795 zu sehen. Dieser ist verhaltnismaRig in den proliferierenden Zellen sogar
ausgepragter als in den seneszenten Zellen (Abb. 13 E). BX-795 wirkt somit in hohen
Konzentrationen zytotoxisch auf seneszente und proliferierende MCF-7 Zellen und zeigt in

geringen Konzentrationen sowie in HCT116-Zellen keinen nennenswerten Effekt.
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Abb. 14: Der PI3K-Klasse-lll-, Vps 34, Inhibitor SAR405 wirkt nicht senolytisch. Seneszente und
proliferierende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fir 24 h mit SAR405 inkubiert. Anschliel3end
wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-Zytotoxizitatstest (C, D) quantifiziert. Im
Kristallviolett-Test ist in beiden Zelllinien keine relevante Reduktion vitaler Zellen zu messen (A, B).
Dies lasst sich durch den LDH-Zytotoxizitatstest verifizieren. In diesem kommt es zu keinem Anstieg
der extrazellular gemessenen LDH-Aktivitat im Vergleich zu DMSO (C, D). Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.
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Nach der Inkubation mit SAR405 als PI3K-Klasse-lll-, Vps34, Inhibitor lie® sich im
Kristallviolett-Test in keiner der verwendeten Konzentrationen eine signifikante Reduktion
der lebenden proliferierenden oder seneszenten Zellen erkennen (Abb. 14A und 14B). Im
LDH-Zytotoxizitatstest zeigten sich nach Verwendung des Inhibitors lediglich ahnliche LDH-
Aktivitaten wie DMSO ohne signifikanten Unterschied in den jeweils proliferierenden bzw.
seneszenten Zellen (Abb. 14C und 14D). Die Inhibition der PI3K-Klasse-Ill mittels des
Autophagieinhibitors SAR405 erzielt damit keine senolytische Wirkung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass keiner der verwendeten Inhibitoren von den

PI3K-Effektorkinasen die senolytische Wirkung von PX-866 replizieren kann.

3.3.2 Pan-PI3K Inhibition ist fur eine senolytische Wirkung

entscheidend

Neben Inhibitoren der einzelnen Effektorkinasen des PI3K-Signalwegs wurden sowohl
weitere panPI3K-Klasse-I-Inhibitoren, als auch Inhibitoren der einzelnen Isoformen
verwendet, um zu testen, ob die senolytische Wirkung von PX-866 auf panPI3K-Klasse-I-
Inhibition zurtickzuflihren ist. So wurden BAY80-6946 und BEZ-235 als weitere panPI3K-
Inhibitoren verwendet (Liu et al., 2013; Maira et al., 2008). Byl-719 diente als beispielhafter
PI3Ka- und CAL-101 als PI3K&-Inhibitor (Furet et al., 2013; Lannutti et al., 2011).

Auch bei diesen Inhibitoren wurde die Wirksamkeit vor Einsatz in den Zytotoxizitatstests
mittels Western Blot UGberprift. Mittel der Wahl war der Nachweis der Reduktion der
Phosphorylierung von AKT, welches als ein Substrat des PI3K-Signalwegs fungiert (Di
Cristofano, 2017). Nach Inhibition mittels BAY80-6946 oder Byl-719 konnte sowohl in
seneszenten als auch in proliferierenden Zellen kaum phosphoryliertes AKT mehr
nachgewiesen werden. PX-866 zeigte sich leicht weniger effektiv, sodass zwar eine
deutliche Reduktion im Vergleich zu DMSO aber kein vollstandiges Fehlen von AKT-P zu
verzeichnen war. Bezuglich des ©&-Isoform spezifischen Inhibitors CAL-101 lie3 sich
ebenfalls eine Reduktion der AKT-Phosphorylierung erkennen, welche allerdings
schwacher ausgepragt war (Abb. 15). Die Wirksamkeit von BEZ-235 konnte ebenfalls Uber
die deutliche Reduktion der Menge an phosphoryliertem AKT in proliferierenden und

seneszenten Zellen nachgewiesen werden (Abb. 13A).
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Abb. 15: PI3K Inhibitoren reduzieren die nachgewiesene Menge von AKT-P. Seneszente und
proliferierende HCT116 Zellen wurden mit den verschiedenen PI3K-Inhibitoren fiir 24 h inkubiert.
AnschlieRend konnte die Wirksamkeit der Inhibitoren im Western Blot durch Reduktion der
detektierten Proteinmenge an phosphorylietem AKT nachgewiesen werden. Die gezeigten Daten
sind reprasentativ flr zwei unabhangig durchgefiihrte Experimente und kénnen reprasentierend fir
MCEF-7 Zellen gesehen werden.

Zur Analyse der senolytischen Aktivitat wurden seneszente und proliferierende Zellen in
einer Konzentrationsreihe mit den entsprechenden Inhibitoren behandelt, um anschlie3end

den induzierten Zelltod zu quantifizieren.

Im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest konnte nach der Verwendung des panPI3K-Inhibitors
BAY80-6946 in beiden verwendeten Zelllinien eine Reduktion der Anzahl lebender Zellen
sowohl in proliferierenden als auch in seneszenten Zellen gezeigt werden, wenn auch nur
in seneszenten Zellen die Reduktion signifikant ist. In proliferierenden Zellen lasst sich
lediglich eine Tendenz ableiten. So zeigte sich z. B. nach Einsatz von 10 uM Konzentration
in seneszenten als auch in proliferierenden HCT-116 eine annahernd gleich ausgepragte
Zellzahlreduktion. Ein ahnliches Ergebnis lief3 sich in den MCF-7 Zellen erkennen (Abb.
16A und 16B). Beim Vergleich dieser Daten mit denen des LDH-Zytotoxizitatstest fallt
allerdings auf, dass sowohl in HCT116-Zellen als auch in MCF-7 Zellen sehr wohl ein
Unterschied in der gemessenen LDH-Aktivitat zwischen seneszenten und proliferierenden
Zellen besteht (Abb. 16C und 16D). Die gemessene LDH-Aktivitadt und somit der induzierte
Zelltod ist bei seneszenten Zellen deutlich ausgepragter, wohingegen in proliferierenden
Zellen kaum LDH und somit Zelltod detektiert werden kann. BAY80-6946 fuhrt in der
Kristallviolettfarbung also zu einer reduzierten Zahl detektierter vitaler sowohl
proliferierender als auch seneszenter Zellen, wohingegen sich im LDH-Zytotoxizitatstest
lediglich ein gesteigerter Zelltod in seneszenten Zellen messen lasst. Dies ist ahnlich zu
den von PX-866 erzielten Ergebnissen, welches ebenfalls bei proliferierenden und

seneszenten Zellen eine Zellzahlreduktion im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest auslést, ohne
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dass ein erhohter Zelltod der proliferierenden Zellen im LDH-Zytotoxizitatstest verifiziert
werden kann (Kap. 3.1). Es ist davon auszugehen, dass die durch BAY80-6946 erzielte
Zellzahlreduktion im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest ahnlich wie bei PX-866 auf einen
Zellzyklusarrest zurlckzufuhren ist, da bekannt ist, dass PI3K-Inhibition zu weniger
Zellproliferation fuhrt (Courtney et al.,, 2010). Im LDH-Zytotoxizitatstest kann also eine
senolytische Wirkung von BAY80-6946 verifiziert werden, sowohl durch den Unterschied in
der LDH-AKktivitat zwischen den behandelten seneszenten und proliferierenden Zellen als
auch durch den Unterschied zwischen den mit DMSO und BAY80-6946 versetzten
seneszenten Zellen. BAY80-6946 wirkt damit wie PX-866 senolytisch.
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Abb. 16: Der panPI3K-Klasse-l-Inhibitor BAY80-6946 wirkt senolytisch. Seneszente und
proliferierende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fir 24 h mit dem panPI3K-Klasse-I-Inhibitor
BAY80-6946 inkubiert. AnschlieRend wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-
Zytotoxizitatstest (C, D) quantifiziert. Wahrend im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest in beiden Zelllinien
eine Zellzahlreduktion in seneszenten und proliferierenden Zellen gemessen wird, kann im LDH-
Zytotoxizitatstest lediglich in seneszenten Zellen ein deutlicher Anstieg der extrazellular gemessenen
LDH-Aktivitat nach Inkubation mit BAY80-6946 im Vergleich zu DMSO gemessen werden. BAY80-
6946 16st somit lediglich in seneszenten Zellen Zelltod aus und wirkt senolytisch. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Wenn nicht
anders dargestellt, beziehen sich die mit Sternchen dargestellten Signifikanzen in den Kristallviolett-
Testen jeweils auf den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in
seneszenten Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1 uM. ns nicht signifikant, *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001.

BEZ-235 wurde als weiterer panPI3K-Inhibitor hinzugezogen. Dessen Einsatz erreichte
ebenfalls im Kristallviolett-Test sowohl bei seneszenten als auch bei proliferierenden Zellen
eine Zellzahlreduktion (Abb. 17A und 17B). Mit Hilfe des LDH-Zytotoxizitatstests kann

allerdings auch hier wie bei der Verwendung von BAY80-6946 gezeigt werden, dass die
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reduzierte detektierte Zellzahl in der Kristallviolett-Farbung bei den proliferierenden Zellen
nicht auf induzierten Zelltod zurickgefuhrt werden kann. Die gemessene LDH-Aktivitat bei
3 UM Konzentration von BEZ-235 ist in proliferierenden MCF-7 Zellen anndhernd gleich der
nach Einsatz der Losungsmittelkontrolle gemessenen Aktivitat. Im Gegensatz hierzu ist in
seneszenten HCT116- und MCF-7 Zellen ein signifikanter bzw. hoch signifikanter Anstieg

der LDH-AKktivitat nach Einsatz von 3 yM BEZ-235 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle

DMSO zu messen (Abb. 17C und 17D). BEZ-235 wirkt somit ebenfalls senolytisch.
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Abb. 17: Der panPI3K-Klasse-l-Inhibitor BEZ-235 wirkt senolytisch. Seneszente und

proliferierende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fur 24 h mit dem panPI3K-Klasse-I-Inhibitor BEZ-
235 inkubiert. Anschliefiend wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-Zytotoxizitatstest
(C, D) quantifiziert. Da BEZ-235 in hohen Konzentrationen (30 uM) prazipitierte, wurde auf eine
Messung in diesem Konzentrationsbereich verzichtet. Wahrend im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest in
beiden Zelllinien eine Zellzahlreduktion in seneszenten und proliferierenden Zellen gemessen wird,
kann im LDH-Zytotoxizitatstest lediglich in seneszenten Zellen ein deutlicher Anstieg der extrazellular
gemessenen LDH-Aktivitat nach Inkubation mit BEZ-235 im Vergleich zu DMSO gemessen werden.
BEZ-235 16st somit lediglich in seneszenten Zellen Zelltod aus und wirkt senolytisch. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Wenn nicht
anders dargestellt, beziehen sich die mit Sternchen dargestellten Signifikanzen in den Kristallviolett-
Testen jeweils auf den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in
seneszenten Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1 uM. ns nicht signifikant, *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001.

Byl-719 als PI3Ka-Inhibitor Iasst im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest ein ahnliches Ergebnis
verzeichnen. In HCT116 Zellen fUhrt sein Einsatz zu einer Reduktion der Zellzahl von
seneszenten als auch proliferierenden Zellen in gleichem Ausmald (Abb. 18A). Lediglich in
MCF-7 wird eine geringfugig hdhere Zellzahlreduktion in den seneszenten Zellen als in den
proliferierenden Zellen ausgelost (Abb. 18B). Ahnlich wie bei BAY80-6946 kann aber auch

bei Byl-719 die im Kiristallviolett-Test bei den proliferierenden Zellen verzeichnete
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Zellzahlreduktion nicht auf induzierten Zelltod zurtckgefihrt werden. Im LDH-
Zytotoxizitatstest zeigt sich hingegen lediglich in den seneszenten Zellen eine im Vergleich
zu DMSO signifikant ansteigende LDH-Aktivitat (Abb. 18C und 18D).
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Abb. 18: Der PI3K-a Inhibitor Byl-719 wirkt senolytisch. Seneszente und proliferierende HCT116-
und MCF-7 Zellen wurden fur 24 h mit dem Isoform-spezifischen PI3K-a Inhibitor Byl-719 inkubiert.
AnschlieRend wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-Zytotoxizitatstest (C, D)
quantifiziert. Wahrend im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest in beiden Zelllinien eine Zellzahlreduktion
in seneszenten und proliferierenden Zellen gemessen wird, kann im LDH-Zytotoxizitatstest lediglich
in seneszenten Zellen ein deutlicher Anstieg der extrazellular gemessenen LDH-Aktivitdt nach
Inkubation mit Byl-719 im Vergleich zu DMSO gemessen werden. Byl-719 16st somit lediglich in
seneszenten Zellen Zelltod aus und wirkt senolytisch. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Wenn nicht anders dargestellt,
beziehen sich die mit Sternchen dargestellten Signifikanzen in den Kristallviolett-Testen jeweils auf
den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in seneszenten bzw.
proliferierenden Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1 uM. ns nicht signifikant, *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001.

Somit wirkt auch Byl-719 senolytisch, wenn auch in geringerer Weise als BAY80-6946 wie
der Vergleich der LDH-Aktivitat nach Einsatz der Inhibitoren in jeweils 3 yM Konzentration
zeigt. Byl-719 fuhrt im Vergleich zu DMSO lediglich zu einer schwacheren Steigerung der
LDH-Aktivitat als BAY80-6946 (Abb. 16C, 16D, 18C und 18D). Die isolierte Inhibition der

PI3Ka-Isoform zeigt also einen senolytischen Effekt, wenn auch nicht in gleich hohem
Ausmal} wie die panPI3K-Klasse-I-Inhibition.

Der Einsatz des PI3K&-Inhibitor CAL-101 erreicht von den insgesamt vier verwendeten
PI3K-Inhibitoren die geringste Zellzahlreduktion im Kristallviolett-Test (Abb. 19A und 19B).
Im LDH-Zytotoxizitdtstest konnte kein signifikanter Anstieg der LDH-Aktivitat in
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seneszenten Zellen im Vergleich zu DMSO detektiert werden (Abb. 19C und 19D). CAL-
101 zeigt somit keine senolytische Wirkung.
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Abb. 19: Der PI3K-3 Inhibitor CAL-101 zeigt keine senolytische Wirkung. Seneszente und
proliferierende HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fir 24 h mit dem Isoform-spezifischen PI3K-5
Inhibitor CAL-101 inkubiert. Anschlie®end wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-
Zytotoxizitatstest (C, D) quantifiziert. Im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest kann lediglich eine
geringfigige Zellzahlreduktion in seneszenten und proliferierenden Zellen gemessen werden. Im
LDH-Zytotoxizitatstest zeigt sich kein signifikanter Anstieg der LDH-Aktivitat in seneszenten Zellen
nach Inkubation mit CAL-101 im Vergleich zu DMSO. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +

Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Wenn nicht anders dargestellt,
beziehen sich die mit Sternchen dargestellten Signifikanzen in den Kristallviolett-Testen jeweils auf
den Vergleich der entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in seneszenten bzw.
proliferierenden Zellen mit der verwendeten Konzentration von 0,1 uM. *p < 0,05, **p < 0,01.

3.3.3 Die gleichzeitige Inhibition der alpha und delta Isoform ist fur

die senolytische Wirkung ausreichend

Da bisher die grofte senolytische Wirkung durch panPI3K-Klasse-I-Inhibition erreicht
werden konnte, wurde versucht diesen Effekt durch die Kombination eines PI3Ka-Inhibitors
mit einem PI3K&-Inhibitor zu replizieren. Hierfur wurde der PI3Ka-Inhibitor Byl-719 in einer
Konzentrationsreihe wie zuvor titriert. Der PI3Kd-Inhibitor CAL-101 wurde in 10 pM
Konzentration in jede Vertiefung einer 96-Loch-Platte hinzugegeben; aulRer bei 0 yM, um
eine Negativkontrolle zu erhalten.

Im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest fuhrt die Kombination beider Inhibitoren in beiden

verwendeten Zelllinien mit steigender Konzentration von Byl-719 zu einer zunehmenden
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Zellzahlreduktion sowohl in proliferierenden als auch in seneszenten Zellen (Abb. 20A und
20B). Vergleicht man diese Daten mit denen des LDH-Zytotoxizitatstests zeigt sich, dass
bei den proliferierenden Zellen kein Anstieg der LDH-AKktivitat verzeichnet wird und somit
kein Zelltod stattfindet. Die Zellzahlreduktion im Kristallviolett-Zytotoxizitatstest ist bei den
proliferierenden Zellen also nicht auf Zelltodinduktion zurtickzuflihren. In den seneszenten
Zellen hingegen sieht man einen signifikanten Anstieg der LDH-Aktivitat sowohl bei
HCT116 als auch bei MCF-7 Zellen. Byl-719 bewirkt in 10 uM Konzentration in Kombination
mit 10 yM CAL-101 in seneszenten HCT116- und MCF-7 Zellen eine signifikant héhere
LDH-Aktivitat als DMSO. In 3 yM Konzentration ist ebenfalls eine Tendenz zu erkennen,
insbesondere in MCF-7 Zellen. Da dieser Unterschied bei den proliferierenden Zellen nicht
zu sehen ist, totet die Kombination aus Byl-719 und CAL-101 gezielt seneszente Zellen und
wirkt somit senolytisch (Abb. 20C und 20D).

A HCT116

B MCF-7
120 - 120 -
T 100 A I 100
[ * [
S 80 il z o S 80 T
= = * .
s it =
;‘-:: 60 A % 60 3
° Proliferierende Zellen + CAL-101 ° Proliferierende Zellen + CAL-101
=2 40 % 40
g = Seneszente Zellen + CAL-101 e =——Seneszente Zellen + CAL-101
220 A Z 20
0 T T T T 1 0 T T T T
0 1 3 10 (4] 1 3 10
Konzentration von Byl-719 [uM] Konzentration von Byl-719 [uM]
C HCT116 D MCF-7
1,60 1,60 1
prol. DMSO prol. DMSO
prol. Byl-719 + CAL-101 [10 uM] *

— prol. Byl-719 + CAL-101 [10 uM]

1,20 { Wsen.DMSO 1,20 - Wsen.DMSO

ke
m sen. Byl-719 + CAL-101 [10 uM

W sen. Byl-719 + CAL-101 [10 uM]

]
0,80 | 3 00
040 1 0,40 4 I I
ns I ns
— —
I
0,00 I < 1 & 0,00 Lo wim T wh o
0 3 10

Konzentration [uM] Konzentration [pM]

LDH-Aktivitit [AE]
LDH-Aktivitat [AE]

Abb. 20: Die kombinierte Verwendung der beiden Isoform-spezifischen PI3K Inhibitoren, Byl-
719 und CAL-101 in 10 yM Konzentration wirkt senolytisch. Seneszente und proliferierende
HCT116- und MCF-7 Zellen wurden fir 24 h mit den Isoform-spezifischen PI3K-Inhibitoren, Byl-719
als PI13Ka und CAL-101 als PI3K® Inhibitor, in Kombination inkubiert. Hierflr wurde zuvor Byl-179 in
einer Konzentrationsreihe titriert, wohingegen CAL-101 jeweils in 10 yM Konzentration hinzugefiigt
wurde. Lediglich bei 0 uM erfolgte keine Hinzugabe eines Inhibitors um eine Negativkontrolle zu
erreichen. AnschlieBend wurde der Zelltod mittels Kristallviolett- (A, B) und LDH-Zytotoxizitatstest
(C, D) quantifiziert. Im Kristallviolett-Test ist in beiden Zelllinien eine Reduktion vitaler Zellen sowohl
in seneszenten als auch in proliferierenden Zellen zu verzeichnen (A, B). Im LDH-Zytotoxizitatstest
hingegen wird lediglich in seneszenten Zellen ein Anstieg der LDH-Aktivitat nach Inkubation mit Byl-
719 + CAL-101 im Vergleich zu DMSO gemessen. Die kombinierte Verwendung der beiden Isoform-
spezifischen Inhibitoren wirkt somit senolytisch. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte =+
Standardabweichung aus drei (C, D) bzw. finf (A, B) unabhangigen Experimenten. Die in den
Kristallviolett-Testen dargestellten Signifikanzen beziehen sich jeweils auf den Vergleich der
entsprechenden verwendeten Konzentration des Inhibitors in seneszenten Zellen mit der
verwendeten Konzentration von 0,1 yM. ns nicht signifikant *p < 0,05, **p < 0,01.
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Diese Ergebnisse wurden nun mit der alleinigen Verwendung von Byl-719 und der
Verwendung von PX-866 verglichen. In seneszenten HCT116 Zellen ist die Tendenz zu
erkennen, dass die kombinierte Inhibition der PI3Ka- und PI3K&-Isoform hdhere LDH-
Aktivitaten als die alleinige Verwendung des PI3Ka-Inhibitors Byl-719 erzielt. Die
kombinierte Inhibition mehrerer Isoformen der PI3K wirkt demnach ausgepragter
senolytisch als die alleinige Inhibition der PI3Ka-lIsoform. In HCT116 Zellen unterscheidet
sich der Zelltod nicht signifikant von dem durch den panPI3K-Klasse-I-Inhibitor PX-866
induzierten Zelltod (Abb. 21A). Auch in den seneszenten MCF-7 Zellen lasst sich eine
Tendenz in Form einer hdéheren LDH-Aktivitdt und somit hdherer Zelltodesrate nach
kombinierter Inhibition der PI3Ka- und PI3K&-Isoform durch die Inhibitoren Byl-719 und
CAL-101 im Vergleich zur alleinigen Inhibition der PI3Ka-Isoform erkennen. Allerdings ist
in dieser Zelllinie der durch kombinierte Inhibition der PI3Ka- und PI3Kd-Isoform induzierte
Zelltod sogar tendenziell ausgepragter als der durch den panPI3K-Inhibitor PX-866 erzielte
Zelltod (Abb. 21B).
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Abb. 21: Byl-719 + CAL-101 induzieren ein groBeres AusmaR an Zelltod als Byl-719 alleine.
Seneszente HCT116- und MCF-7 Zellen wurden mit dem PI3Ka-Inhibitor Byl-719, der Kombination
aus Byl-719 und dem PI3Kd-Inhibitor CAL-101 in 10 yM Konzentration und dem panPI3K-Klasse-I-
Inhibitor PX-866 flr 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde der Zelltod mittels LDH-Zytotoxizitatstest
quantifiziert. In beiden Zelllinien fuhrt die kombinierte Verwendung der beiden Isoform-spezifischen
PI3K-Inhibitoren zu einer héheren extrazelluldaren LDH-Aktivitat als die alleinige Verwendung des
PI3Ka Inhibitors Byl-719. In MCF-7 Zellen wird sogar eine hdhere LDH-Aktivitat als durch PX-866
induziert gemessen (B). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
unabhangigen Experimenten. **p < 0,01.

Insgesamt lasst sich also zeigen, dass die kombinierte Inhibition mehrerer Isoformen der
PI3K Klasse | starker senolytisch wirkt, als die Inhibition lediglich einer Isoform der PI3K

Klasse I.

47



4 Diskussion

4.1 Das senolytische Potential von PX-866 konnte verifiziert

werden
Der panPI3K-Klasse-I-Inhibitor PX-866 als Weiterentwicklung des Pilzmetaboliten

Wortmannin (Wipf et al.,, 2004) ist bereits in verschiedenen klinischen Studien am
Menschen erprobt worden (Hong et al., 2012; Jimeno et al., 2015; Pitz et al., 2015). Die
bisherige Anwendung beschrankte sich allerdings auf die kombinierte und gleichzeitige
Verwendung mit anderen Substanzen wie beispielsweise mit Docetaxel in Patienten mit
Rezidiven oder Metastasen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (Jimeno
et al.,, 2015). Alternativ konnte sowohl fir PX-866 als auch fir Wortmannin eine
radiosensitivierende Wirkung nachgewiesen werden (lhle et al., 2004; Price & Youmell,
1996; Rosenzweig et al., 1997). So konnte z. B. gezeigt werden, dass die vorherige
Applikation von PX-866 die Wirkung der Bestrahlung in Ovarialkarzinomen verstarkt (lhle
et al., 2004). Was bisher noch nicht weitergehend erforscht worden ist, sind die
Auswirkungen der Applikation von PX-866 nach bereits erfolgter Radiatio insbesondere auf
die hierdurch entstehenden seneszenten Zellen und damit die Auswirkungen einer

maoglichen senolytischen Wirkweise von PX-866.

In dieser Arbeit wurde der bereits vorher durch die Arbeitsgruppe vermutete senolytische
Effekt von PX-866 in zwei Zelllinien, den HCT116 Kolonkarzinom- sowie den MCF-7
Mammakarzinomzellen bestatigt. Mit Hilfe zweier Zytotoxizitatsteste, dem Kristallviolett-
und dem LDH-Zytotoxizitatstest, konnte gezeigt werden, dass spezifisch in seneszenten
Zellen Zelltod induziert wird, wahrend sich in proliferierenden Zellen lediglich im
Kristallviolett-Zytotoxizitatstest die Anzahl der Zellen verringert, ohne dass eine erhdhte
Rate an Zelltod messbar wird (Kap. 3.1). Dies ist am ehesten auf die bereits bekannte
zytostatische Wirkung von PX-866 zurlickzuflihren (Courtney et al., 2010; Howes et al.,
2007). Neben der Wirkung auf Zellen, welche wie in dieser Arbeit durch ionisierende
Bestrahlung in Seneszenz getrieben wurden, konnte die Arbeitsgruppe in anderen Arbeiten
ebenfalls zeigen, dass auch Zellen, welche durch Chemotherapeutika wie z. B.
Camptothecin in Seneszenz getrieben wurden, sensibel auf die senolytische Wirkung von
PX-866 sind (Neuwahl et al., 2024).

Aufgrund nicht ausreichender Erfolge im Menschen insbesondere in Bezug auf priméare
Endpunkte wie beispielsweise progressionsfreies- oder Gesamtuberleben in Phase-ll
Studien (Jimeno et al., 2015; Pitz et al.,, 2015) nahm das Interesse an PX-866 in den
vergangenen Jahren zunehmend ab. Es erfolgte keine Erprobung in Phase-Ill Studien. Mit

dem Gedanken PX-866 nun nicht als Zytostatikum, sondern lediglich als Senolytikum
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einzusetzen, o6ffnen sich neue Tlren fur dessen Verwendung. Da in dieser Arbeit der
senolytische Effekt nur an zwei Zelllinien, den HCT116 Kolonkarzinom- sowie den MCF-7
Mammakarzinomzellen gezeigt wurde, bleibt zu klaren, ob die senolytische Wirkweise auch

in anderen Zellen erreicht werden kann.

Diesbezuglich wurde PX-866 in weiteren Arbeiten der Arbeitsgruppe auch in
Lungenkarzinomzellen A549 auf eine senolytische Wirkweise hin getestet. Hier zeigte sich,
dass PX-866 den Zelltod in seneszenten Zellen dieser Zelllinie herbeifiihren konnte,
allerdings auch proliferierende Zellen eliminiert wurden. In diesem Fall kann es also als
hauptsachlich senolytisch angesehen werden, wirkt aber auch zytotoxisch gegenuber
proliferierenden A549 Zellen (Neuwahl et al., 2024). Des Weiteren gibt es z. B. eine Studie,
die sich mit dem Einsatz von PX-866 in Glioblastomzellen nach erfolgter Behandlung mit
Temozolomid beschéftigt hat. Die Applikation von Temozolomid flhrt in > 80 % der Falle
nicht zu einem zytotoxischen Effekt, sondern zur Induktion eines seneszenten Phanotyps
in den behandelten Glioblastomzellen. In der Studie konnte gezeigt werden, dass die
anschlielende Applikation von PX-866 diese seneszenten Zellen gezielt Uber
Apoptoseinduktion eliminieren kann, ohne einen Effekt auf proliferierende Zellen zu zeigen.
Somit konnte in zwei verschiedenen Glioblastomzelllinien PX-866 ebenfalls ein
senolytischer Effekt zugesprochen werden (Beltzig et al., 2022). Dieser Beleg, dass PX-
866 nicht nur in den in dieser Arbeit verwendeten Zellen, also humanen Kolon- und
Mammakarzinomzellen, als Senolytikum identifiziert werden konnte, sondern auch durch
andere Arbeitsgruppen in anderen Zelllinien lasst den Ansatz umso vielversprechender

erscheinen.

Bezlglich Glioblastomen findet sich eine weitere Studie, die sich ebenfalls mit dem Einsatz
von PX-866 nach vorheriger erfolgter Erstlinientherapie in Form von Bestrahlung und dem
Einsatz von Temozolomid beschaftigt hat. In dieser Phase-Il Studie konnte der priméare
Endpunkt in Form eines therapeutischen Ansprechens auf PX-866 allerdings nicht erreicht
werden. Es zeigte sich weder ein signifikanter Anstieg der Patienten mit partiellem
Therapieansprechen des Tumors noch der Patienten mit sogenannter stable disease (Pitz
et al., 2015). In dieser Studie war die Voraussetzung fir den Einsatz von PX-866 allerdings,
dass zuvor ein Zeitraum von mindestens 28 Tagen ohne erfolgte Therapie durchlaufen
worden war. Dies unterscheidet sich sowohl vom Konzept der oben genannten
Experimente, in denen PX-866 ein senolytischer Effekt in Glioblastomzellen nachgewiesen
werden konnte, als auch vom Konzept dieser Arbeit. Um den senolytischen Effekt
nachzuweisen, erfolgt die Behandlung mit PX-866 zeitnah nach zuvor stattgefundener
Strahlen-/Chemotherapie. Es ist also denkbar, dass sich PX-866 in der Phase-Il Studie als

nicht so erfolgreich zeigte, weil nicht auf einen senolytischen Effekt, sondern lediglich
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zytotoxischen Effekt hin getestet wurde. Interessant ware hier insbesondere die einzelnen
Patienten mit unterschiedlichem therapeutischen Ansprechen auf PX-866 im Hinblick auf
die nach Strahlen-/Chemotherapie vergangene Zeit genauer zu analysieren, um
herauszufinden, ob insbesondere die Patienten, bei welchen ein klrzerer Zeitraum
dazwischen lag, ein besseres Therapieansprechen zeigten. Insgesamt weisen diese
Studien zusammengenommen darauf hin, dass PX-866 auch in anderen Zellen eine
senolytische Wirkung zeigt, so lange kein zu groRer Zeitraum zwischen der Seneszenz-

induzierenden Therapie und der Applikation des Senolytikums liegt.

4.1.1 Der senolytische Effekt von PX-866 beschrankt sich auf

maligne Zellen

Neben der Erprobung von PX-866 als Senolytikum an verschiedenen malignen Zelllinien,
ist insbesondere auch die Erprobung an seneszenten Fibroblasten interessant, um das bei
einer Radiatio mit bestrahlte, den Tumor umgebende Gewebe, abzubilden. Schlielilich sind
nicht nur seneszente maligne Zellen, sondern auch benigne Zellen, die in die Seneszenz
getrieben worden sind, an den Nachteilen der verschiedenen auf DNA-Schadigung
beruhenden onkologischen Therapien beteiligt (Kap. 1.3). Hier ist beispielsweise die
Lungenfibrose nach Strahlentherapie zu nennen (Pan et al., 2017). Diese beruht auf einem
uberschiefenden Wachstum der im Rahmen der Therapie mitbestrahlten umgebenden
Fibroblasten, welches durch die im Sekretom enthaltenen proinflammatorischen und

profibrotischen Zytokine ausgeldst wird (Beach et al., 2017; Nguyen et al., 2018).

Hierflr untersuchte die Arbeitsgruppe primare immortalisierte BJ/hTERT-Fibroblasten- und
RPE-340/hTERT-Epithelzelllinien (Neuwahl et al., 2024). Diese werden aufgrund der
konstitutiven hTERT-Expression nicht replikativ seneszent, kdbnnen allerdings durch DNA-
Schaden in den seneszenten Status getrieben werden (Gorbunova et al., 2002; Rodier et
al., 2009). Im Gegensatz zu den im Rahmen dieser Arbeit analysierten beiden
Tumorzelllinien, zeigten sich sowohl proliferierende als auch seneszente Fibroblasten in
allen getesteten Konzentrationen resistent gegentber dem Einfluss von PX-866 (Neuwahl
et al., 2024). PX-866 zeigt bisher also lediglich einen senolytischen Effekt in malignen
Zellen. Neben dem Nachteil, dass somit durch die Tumortherapie in die Seneszenz
getriebene benigne Zellen, nicht durch PX-866 eliminiert werden konnen, ergibt sich hieraus
allerdings auch ein Vorteil fur eine potentielle in vivo Anwendung. Durch eine Therapie mit
PX-866 wirden nur maligne Zellen attackiert werden, wahrend koérpereigenes benignes
Gewebe unbeeintrachtigt bleiben wirde, was die Nebenwirkungen einer senolytischen

Therapie mittels PX-866 reduzieren konnte.
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4.2 PX-866 fuhrt iiber p21 Reduktion zur Apoptose seneszenter

Zellen

In dieser Arbeit sollte nun analysiert werden, welche molekularen Signaltransduktionswege
fur die senolytische Wirkung von PX-866 verantwortlich sind. Denkbar waren sowohl off
target Effekte sowie die direkte Interaktion mit dem PI3K-Signalweg. Es ist bekannt, dass
bei Seneszenzinduktion eine Hochregulation des PI3K-Signalweges stattfindet
(Wérthmiiller et al., 2023). Daraus resultierend ergibt sich der Gedanke, dass die Inhibition
eben jenes Signalweges dazu fihren koénnte, dass die Seneszenz nicht mehr
aufrechterhalten werden kann und die Zellen nach PI3K-Inhibition ein Zelltodprogramm
einleiten. Passend dazu konnte in weiteren Arbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass die Expression von p21 zur Aufrechterhaltung des seneszenten Zustands erforderlich
ist, und dass seneszente Zellen bei fehlender p21 Proteinexpression Apoptose einleiten.
Es konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust der p21 Proteinexpression nach
Behandlung mit PX-866 fur den Tod der seneszenten Zellen verantwortlich ist (Neuwahl et
al., 2024). Dementsprechend konnte auch in dieser Arbeit eine Reduktion der p21
Proteinmenge in seneszenten Zellen nach vorangegangener Behandlung mit PX-866
gezeigt werden (Abb. 15A). Es ist bekannt, dass die PI3K und die nachgeschalteten
Kinasen, wie z. B. AKT, p21 an mehreren Resten phosphorylieren und hierdurch dessen
zelluldre Lage und Proteinstabilitat regulieren (Abbas & Dutta, 2009; Janicke et al., 2007;
Li et al., 2002). p21 ist allerdings auch Substrat anderer Kinasen z. B. der GSK3 (Lee et
al., 2007), sodass diese Ergebnisse sowohl auf eine entscheidende Bedeutung der PI3K

Inhibition als auch auf eine Bedeutung von off target Effekten hinweisen kénnen.

4.3 siRNAs konnen die senolytische Wirkweise von PX-866 nicht

replizieren
Da Inhibitoren nie vollstandig nur die Kinase inhibieren, fir die sie auch spezifisch sind,
sollte durch den Einsatz von siRNAs Uberprift werden, ob die senolytische Wirkweise von
PX-866 eindeutig auf der Inhibition der Klasse | der PI3K beruht. In dieser Arbeit konnte
allerdings gezeigt werden, dass die Verwendung von siRNAs nicht an die senolytische
Wirkung von PX-866 heranreicht (Kap. 3.2.2). Dies scheint bei erster Betrachtung auf einen
hohen Stellwert sogenannter off target Effekte in der senolytischen Wirkweise von PX-866
hinzuweisen. Ein anderer Erklarungsansatz lage im Unterschied zwischen der irreversiblen
Inhibition der PI3K durch PX-866 und der lediglich transienten Unterdrickung der
Proteinsynthese durch die siRNAs. Betrachtet man die in den Western Blots gemessene

Proteinexpression, kann durch Verwendung der siRNAs nur eine Reduktion der detektierten
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Menge an PI3Ks erreicht werden und somit lediglich ein Knockdown und kein Knockout
(Abb. 6 und Abb. 7). Des Weiteren findet lediglich eine geringfugige Reduktion der Menge
von AKT-P statt. Im Gegensatz dazu ist die Reduktion von AKT-P durch Verwendung von
PX-866 deutlich ausgepragter, was fur eine bessere Unterdrickung der PI3K durch den
Inhibitor im Gegensatz zu den siRNAs spricht (Abb. 15A). siRNAs kdnnen somit nicht als
Beweis dafur dienen, ob die senolytische Wirkung von PX-866 nun auf die Inhibition des

PI3K-Signalwegs oder auf off target Effekte zurtickzufiihren ist.

Interessanterweise gibt es eine Studie, die sich ebenfalls mit dem Einsatz von siRNAs
gegen PIK3CD, allerdings in Praadipozyten und Epithelzellen beschaftigte (Zhu et al.,
2015). Die Zellen wurden ebenfalls durch Bestrahlung (mit 10 Gy) in Seneszenz gebracht.
Hier konnte der gegen die d-Isoform der PI3K gerichteten siRNA ein senolytischer Effekt
zugesprochen werden, wahrend siRNAs, die gegen andere Isoformen der PI3K gerichtet
waren, keinen senolytischen Effekt aufwiesen (Zhu et al., 2015). Fraglich beruht der
Unterschied in den Ergebnissen auf der Verwendung von benignen Zellen vs. malignen,
wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden. Allerdings konnte in weiterfiihrenden Arbeiten
gezeigt werden, dass alle in dieser Arbeit verwendeten panPI3K-Inhibitoren in zwei
verschiedenen benignen Zelllinien (primare immortalisierte BJ/hTERT-Fibroblasten- und
RPE-340/hTERT-Epithelzelllinien) keinen senolytischen Effekt aufwiesen (Neuwahl et al.,
2024), sodass auch kein senolytischer Effekt durch Einsatz eben jener siRNAs in diesen
Zelllinien zu erwarten ist. Hier findet sich also Potential zur genaueren Evaluation der
unterschiedlichen senolytischen Wirksamkeit der gegen die Isoformen der PI3K gerichteten

siRNAs in unterschiedlichen Zelllinien.

4.4 Die Inhibition verschiedener PI3K-Effektorkinasen ist nicht

entscheidend fur die senolytische Wirkung von PX-866

Zur weiteren Evaluation der senolytischen Wirkweise von PX-866 wurden neben siRNAs
verschiedene Inhibitoren verwendet, die an unterschiedlichen Stellen des PI3K-Signalwegs

interferieren.

SARA405 wurde als hochselektiver Vps34-Inhibitor ausgewahlt (Ronan et al., 2014). Vps34
steht iber mTORC1 in Verbindung mit der PI3K Klasse |. Durch fehlende PI3K Klasse |
Aktivierung, wird mTORC1 weniger phosphoryliert, was zu einer gesteigerten Aktivitat von
Vps34 fuhrt (Ronan et al., 2014). Ein Uber diesen Signalweg resultierender off target Effekt
schien also méglich, insbesondere, da der Autophagie auch pro-seneszente Eigenschaften
zugeschrieben werden (Kwon et al., 2017) und eine Autophagieblockade somit senolytisch

wirken konnte. Eine Autophagieblockade mittels SAR405 zeigte allerdings keinen
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senolytischen Effekt (Kap. 3.3.1), was die These unterstitzt, dass der Autophagie auch
anti-seneszente Eigenschaften zugeordnet werden kdénnen. Autophagie kann
Seneszenzinduktion unterbinden, indem ausldsende Stressoren wie z. B. reaktive

Sauerstoffspezies entfernt werden (Kwon et al., 2017).

Als weiterer Inhibitor kam BX-795, ein PDK-1 Inhibitor, zur Anwendung (Feldman et al.,
2005). BX-795 konnte bereits als Radiosensitizer in Versuchen zu oralen
Plattenepithelkarzinomen oder hepatozellularen Karzinomen erfolgreich getestet werden
(Bamodu et al., 2020; Pai et al., 2021). Bisher noch nicht erforscht worden, war die
Anwendung spat nach einer Radiotherapie. Hier konnte weder im Kristallviolett- noch im
LDH-Zytotoxizitatstest eine senolytische Wirkung aufgedeckt werden (Kap. 3.3.1). Die
Inhibition der PDK-1 ist also nicht entscheidend flir die senolytische Wirkung von PX-866.
Um zu evaluieren, inwiefern die auf die Inhibition der PI3K folgende Inhibition des
Haupteffektormolekils des PI3K-Signalwegs, AKT, entscheidend ist, wurde mit MK-2206
ein AKT-Inhibitor herangezogen (Hirai et al., 2010). Dieser zeigte allerdings auch keine an

die von PX-866 heranreichende senolytische Aktivitat (Kap. 3.3.1).

Als weiterer off target Effekt wurde die Inhibition einer weiteren Effektorkinase des PI3K-
Signalwegs, der SGK1, durch Verwendung von EMD 638683 getestet (Ackermann et al.,
2011; Di Cristofano, 2017). EMD 638683 konnte bereits in einer Studie ein senolytischer
Effekt im Zusammenhang mit Lungenfibrose nachgewiesen werden. Seneszente Zellen
spielen in der Entstehung der Fibrose vor allem durch den SASP und das damit
einhergehende inflammatorische Mikromilieu eine grof3e Rolle. Durch den Einsatz von EMD
638683 konnte die durch fettreiche Ernahrung induzierte Lungenfibrose verbessert werden
(Gu et al., 2023). Da dies scheinbar auf einer senolytischen Wirkweise beruht, lag der
Gedanke nahe, dass auch die durch Strahlentherapie induzierte Lungenfibrose eine
Besserung durch EMD 638683 erfahren kdnnte, sodass die Testung auf seine senolytische
Wirkweise an den HCT116- und MCF-7 Zellen erfolgte. Allerdings konnte in beiden
Zelllinien keine relevante Zelltodinduktion, weder bei den proliferierenden noch bei den
seneszenten Zellen, nachgewiesen werden (Kap. 3.3.1). Eine mdgliche Erklarung hierfur,
ware der Unterschied in der Testung an benignen im Vergleich zu malignen in die
Seneszenz getriebenen Zellen. Ursachlich flr die Entstehung der Lungenfibrose sind
seneszente Fibroblasten, in welchen durch im Sekretom enthaltene proinflammatorische
und profibrotische Zytokine ein Uberschiefliendes Wachstum ausgeldst wird (Beach et al.,
2017; Nguyen et al., 2018). Im Gegensatz zu Fibroblasten erfolgte die Testung der potentiell
senolytischen Substanzen in dieser Arbeit an Mamma- sowie Kolonkarzinomzellen. Es
kénnte also Gegenstand weiterer Forschung sein, zu evaluieren, in welchen Zellen genau

EMD 638683 eine senolytische Wirkung entfaltet. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung
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zu, dass die senolytische Wirkung eines Inhibitors zelltypabhangig ist. So wie PX-866 nur
in malignen Zellen und nicht in benignen Fibroblasten senolytisch wirkt (Kap. 4.1.1), konnte
EMD 638683 nur in benignen Zellen senolytisch wirken. Der in dieser Arbeit fehlende
senolytische Effekt konnte allerdings auch auf der Basis eines anderen Weges der
Seneszenzinduktion beruhen. Wahrend in der erwahnten Studie die untersuchte
Lungenfibrose aufgrund fettreicher Ernahrung entstanden war, handelt es sich in dieser
Arbeit um ein Modell zur Erzeugung seneszenter Zellen durch DNA-Schadigung mittels
Strahlentherapie. Des Weiteren sei zu nennen, dass die in der erwahnten Studie getesteten
Zellen ihr Seneszenzprogramm mittels p16 aufrechterhalten. Die in dieser Arbeit
verwendeten HCT116- und MCF-7 Zelllinien exprimieren beide allerdings kein
funktionsfahiges p16 (Chakradeo et al., 2016; Todd et al., 2017), sondern lediglich die
Wildtyp-Form von p53, sodass sie Uber die p53-p21 Achse Seneszenz einleiten kdnnen
(Abbas & Dutta, 2009; Janicke et al., 2008; Sohn et al., 2006). Zudem konnte gezeigt
werden, dass eben die Reduktion der p21 Proteinexpression dafir entscheidend ist, dass
das Seneszenzprogramm nicht mehr aufrecht erhalten werden kann (Neuwahl et al., 2024).
Demnach kénnte auch der Unterschied der senolytischen Wirkung von EMD 638683 auf

den unterschiedlichen die Seneszenz aufrechterhaltenden Signalwegen basieren.

Bei der Evaluation der senolytischen Wirkweise einer Substanz auf eine Zelllinie kénnten
also der seneszenzinduzierende Mechanismus (altersassoziiert vs. therapieinduziert), der
das Seneszenzprogramm aufrechterhaltende Signalweg (p16 vs. p53/p21) sowie der

Zelltyp (benigne vs. maligne) eine entscheidende Rolle spielen.

Zusammenfassend konnte keiner der verwendeten Inhibitoren eine ahnliche senolytische
Wirkung erzielen wie PX-866, wobei EMD 638683 als SGK-1 Inhibitor in Studien zur
Lungenfibrose vielversprechende Ergebnisse als Senolytikum gezeigt hatte (Gu et al.,
2023). Diesbezuglich ist noch zu erwahnen, dass in Studien gezeigt werden konnte, dass
die Kinasen SGK1 und AKT sich gegenseitig kompensieren kénnen, wenn eine von beiden
pharmakologisch inhibiert wird (Di Cristofano, 2017). Dies lasst sich in dieser Arbeit damit
stitzen, dass nach Einsatz von EMD 638683 eine gesteigerte Proteinexpression von AKT-
P im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gemessen werden konnte (Abb. 11A). Dies
kdnnte ebenfalls flr den nur eingeschrankt senolytischen Effekt von EMD 638683 erklarbar
sein. Durch die panPI3K-Klasse-I-Inhibition mittels PX-866 werden beide Effektorkinasen
und damit der vollstdndige anschlieBende Signalweg blockiert und eine gegenseitige
Kompensation der Kinasen verhindert. Interessant ware nun in weiteren Experimenten zu
klaren, ob die kombinierte Verwendung von EMD 638683 und dem AKT-Inhibitor MK-2206

in den hier verwendeten Tumorzelllinien einen senolytischen Effekt aufweisen kann.
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4.5 Die panPI3K Inhibition ist der entscheidende Faktor fiir die
senolytische Wirkung von PX-866

4.5.1 Die Verwendung anderer panPI3K-Inhibitoren repliziert die

senolytische Wirkung von PX-866
PX-866 ist ein irreversibler panPI3K-Klasse-I-Inhibitor (Wipf et al., 2004) und konnte als

neues Senolytikum identifiziert werden. Sollte letztlich die panPI3K-Klasse-I-Inhibition
entscheidend fur den senolytischen Effekt sein, musste dieser durch den Einsatz weiterer
PI3K Inhibitoren reproduzierbar sein. Aufgrund dieses Gedankens fiel die Entscheidung
BAY80-6946 als zweiten pan-PI3K Inhibitor (Liu et al., 2013) sowie BEZ-235 als dritten pan-
PI3K Inhibitor (Maira et al., 2008) auf einen senolytischen Effekt zu testen, welcher bestatigt
werden konnte. Sowohl BAY80-6946 als auch BEZ-235 zeigten eine senolytische Wirkung
in den in dieser Arbeit getesteten Kolon- und Mammakarzinomzellen (Kapitel 3.3.2). In
weiteren Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Expression von p21
zur Aufrechterhaltung des seneszenten Zustands erforderlich ist, und dass der Verlust der
p21 Proteinexpression nach Behandlung mit PX-866 flir den Tod der seneszenten Zellen
verantwortlich ist (Neuwahl et al., 2024). Ahnlich wie bei PX-866 konnte in dieser Arbeit
eine Reduktion der p21 Proteinmenge nach Stimulation mit BAY80-6946 und BEZ-235 als
Hinweis auf die hierinliegende Ursache ihrer senolytischen Wirkweise detektiert werden
(Abb. 13A und Abb. 15A).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass definitiv die Inhibition der PI3K entscheidend fir
die senolytischen Effekte von PX-866 ist. Waren sogenannte off target Effekte
verantwortlich, ware es sehr unwahrscheinlich die Ergebnisse mit zwei weiteren PI3K-
Inhibitoren reproduzieren zu kénnen, da diese mit nur sehr geringer Wahrscheinlichkeit die
gleichen weiteren Ziele wie PX-866 ansteuern wirden, insbesondere da die Inhibitoren in
ihrer Strukturformel deutliche Unterschiede aufweisen (Abb. 22). Bei Seneszenzinduktion
findet eine Hochregulation des PI3K-Signalwegs statt (Woérthmdller et al., 2023). Die Daten
lassen vermuten, dass eben die Inhibition dieses Signalwegs dazu fuhrt, dass das
Seneszenzprogramm nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Mit BAY80-6946 und BEZ-

235 sind also zwei weitere fur die Zukunft interessante Senolytika identifiziert worden.

BAY80-6946, auch bezeichnet als Copanlisib, wurde erstmalig 2017 in den USA durch die
FDA zugelassen zur Behandlung von Erwachsenen mit Rezidiv eines follikularen
Lymphoms (Markham, 2017). Es weist den Vorteil auf, dass die Pharmakokinetik weder
durch das Alter noch durch das Geschlecht, den Raucherstatus, das Gewicht oder die
Leber- bzw. Nierenfunktion beeinflusst wird (Curigliano & Shah, 2019). Auch zuletzt konnte

es erfolgreich in Phase-lll Studien mit guter klinischer Vertraglichkeit getestet werden
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(Matasar et al., 2021). In den bisher durchgefiihrten Studien wurde BAY80-694 allerdings
entweder alleine oder in Kombination mit etablieten Chemotherapeutika oder
Zielgerichteten Therapeutika verwendet (Dreyling et al.,, 2013; Keegan et al., 2021,
Markham, 2017). Bisher noch nicht getestet worden ist BAY80-6946 auf eine potentiell
senolytische Aktivitdt nach vorher eingesetzter Strahlen- oder Chemotherapie.
Moglicherweise lassen sich auch einige der erzielten Erfolge auf eine bisher nicht

identifizierte senolytische Wirkung von BAY80-6946 zurtckfuhren.

BEZ-235, auch bezeichnet als Dactolisib, wurde ebenfalls bereits als Radiosensitizer vor
Strahlentherapie erfolgreich getestet (Kim et al., 2014), allerdings noch nicht im Hinblick auf
eine senolytische Wirkung nach erfolgter Radiatio. Es war bereits in klinischen Studien der
Phase | und Il, von denen allerdings viele aufgrund einer erhéhten Toxizitat vorzeitig
beendet werden mussten (Carlo et al., 2016; Fazio et al., 2016; Salazar et al., 2018). Ein
zukUnftiger und damit sicherer Ansatz kdnnte die Anwendung von Dactolisib in niedrigerer
klinischer Dosis nach bereits erfolgter initialer Therapie sein, um die Nebenwirkungen

maoglichst gering zu halten.

Ein entscheidender Unterschied zwischen den beiden panPI3K-Inhibitoren liegt darin, dass
BEZ-235 im Gegensatz zu BAY80-6946 zusatzlich zu den Isoformen der Klasse | der PISK
auch die Kinase mTOR inhibiert (Maira et al., 2008), wohingegen BAY80-6946 nur mit
deutlicher schwacherer und nicht signifikanter Intensitat auf diese Kinase wirkt (Liu et al.,
2013). Dies bedingt am ehesten die im Vergleich der beiden Inhibitoren erhéhte Toxizitat
von BEZ-235, sodass BAY80-6946 den flr die Zukunft vielversprechenderen Ansatz zum

Einsatz als Senolytikum darstellt.
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Abb. 22: Strukturformeln der neu identifizierten Senolytika (modifiziert nach Ihle et al., 2004; Liu
et al., 2013; Maira et al., 2008; Markham, 2014; Markham, 2019). Die neu identifizierten Senolytika
PX-866 (A), BAY80-6946 (B), Byl-719 (C) und BEZ-235 (E) sowie CAL-101 (D), welches in
Kombination mit Byl-719 senolytisch wirkt, weisen unterschiedliche Strukturformeln auf. Dies
bedeutet, dass off target Effekte, welche flr den senolytischen Effekt verantwortlich sein kénnten,
unwahrscheinlich sind. Die PI3K-Klasse-I-Inhibition ist entscheidend fir die senolytische Wirkweise
von PX-866.

4.5.2 Die kombinierte Anwendung von Byl-719 und CAL-101 wirkt

senolytisch

Das neu identifizierte Senolytikum BAY80-6946 gilt zwar als panPI3K-Klasse-I-Inhibitor,
inhibiert allerdings bevorzugt die a- und &-Isoform der PI3K (Liu et al., 2013). Dieser Effekt
konnte mittels Byl-719 als a-lIsoform spezifischer Inhibitor (Furet et al., 2013) und CAL-101
als &-Isoform spezifischer Inhibitor (Lannutti et al., 2011) nachgebildet werden. Byl-719 wies
in dieser Arbeit zwar eine senolytische Wirkung auf, welche allerdings nicht an die von PX-
866 oder BAY80-6946 heranreichte, wahrend CAL-101 alleine keine senolytische Wirkung
zeigte (Kapitel 3.3.2). Durch die kombinierte Verwendung von Byl-719 und CAL-101 konnte

57



ein deutlich starkerer senolytischer Effekt erzielt werden; in MCF-7 Zellen sogar tendenziell
starker als der durch PX-866 erreichte Effekt (Kapitel 3.3.3). Dies bestatigt, dass off target
Effekte bei der senolytischen Wirkung von PX-866 keine Rolle spielen, da auch Byl-719
und CAL-101 deutliche Unterschiede in den Strukturformeln im Vergleich zu den bisher

beschriebenen panPI3K-Klasse-I-Inhibitoren aufweisen (Abb. 22).

Ein moglicher Erklarungsansatz, warum nur die panPI3K-Klasse-I-Inhibition so
vielversprechende Ergebnisse erzielt, liegt darin, dass die Inhibition einer Isoform der PI3K
zur Hochregulation einer anderen Isoform fihren kann (Fruman et al., 2017). Demnach
kénnte erklart werden, warum die von Byl-719 erzielten Ergebnisse durch Kombination mit
CAL-101 verstarkt werden kdnnen. Die ausgleichende erhéhte Expression der &-Isoform
nach Inhibition der a-Isoform wird durch die Hinzunahme von CAL-101 verhindert; der
senolytische Effekt damit verstarkt. Dass Byl-719 alleine zu einer deutlicheren
Zelltodinduktion in den seneszenten Zellen im Vergleich zu CAL-101 fihrt, 1asst darauf
hindeuten, dass die a-Isoform in den beiden verwendeten Zelllinien die entscheidendere
Rolle spielt. Passend hierzu ist zu nennen, dass die &-Isoform eigentlich eine gréRere
Bedeutung in Immunzellen hat (Fruman et al., 2017). Vermutlich nimmt sie erst nach der
Inhibition der a-Isoform eine entscheidendere Rolle in den HCT116- und MCF-7 Zellen ein.
Dementsprechend liee sich auch erklaren, warum Byl-719 eine grélRere Reduktion der
nachgewiesenen Proteinmenge von phosphoryliertem AKT im Vergleich zu CAL-101 erzielt
(Abb. 15B).

Die kombinierte Anwendung von Byl-719 und CAL-101 ist bereits an
Rhabdomyosarkomzellen getestet worden (Piazzi et al., 2022). Dies erfolgte zwar nicht im
Hinblick auf eine Verwendung dieser als Senolytikum, sondern nur im Hinblick auf die
Verwendung als proliferationshemmende Substanzen in der onkologischen Therapie, bietet
aber die Moglichkeit einige Ergebnisse auf den Einsatz der beiden Inhibitoren als
Senolytikum nach erfolgter Strahlentherapie zu beziehen. Man kam hier zu dem Ergebnis,
dass die kombinierte Anwendung beider Inhibitoren erfolgreicher war als die alleinige
Anwendung eines der beiden Inhibitoren (Piazzi et al., 2022). Dies stitzt die These, dass
die Inhibition lediglich einer Isoform zu einer kompensatorischen gesteigerten Expression
der anderen Isoform flhrt (Fruman et al., 2017). Des Weiteren wird beschrieben, dass die
kombinierte Anwendung von zwei Isoform-spezifischen Inhibitoren besonders in Bezug auf
Nebenwirkungen der Verwendung eines pan-PI3K Inhibitors Uberlegen sein konnte (Piazzi
et al., 2022). Somit kénnte im Hinblick auf deren Verwendung als Senolytikum statt der
Applikation von PX-866 die Verabreichung von Byl-719 und CAL-101 zu einer reduzierten

Zahl an Nebenwirkungen fuhren.
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4.6 Die Verwendung von PI3K-Inhibitoren als Senolytika bietet
Vorteile in der klinischen Anwendung im Vergleich zur

bisherigen Verwendung

Mit BAY80-6946, BEZ-235 und der kombinierten Anwendung von Byl-719 und CAL-101
konnten in dieser Arbeit neue Senolytika identifiziert werden. BAY80-6946, Byl-719 und
CAL-101 bieten gegenuber PX-866 den Vorteil, dass sie fur spezielle Indikationen bereits
durch die FDA zugelassen wurden. BAY80-6946 erhielt seine erstmalige Zulassung durch
die FDA 2017 als Drittlinientherapie zur Behandlung von Erwachsenen mit Rezidiv eines
follikularen Lymphoms (Markham, 2017). Byl-719 wurde 2019 durch die FDA in
Kombination mit Fulvestrant zur Therapie des metastasierten Hormonrezeptor-
positiven/HER2 negativen Mammakarzinoms mit PIK3CA Mutation zugelassen (Markham,
2019). 2020 folgte die Zulassung durch die EMA (Royer et al., 2023). CAL-101 konnte
bereits 2014 seine Zulassung durch die FDA erlangen, in diesem Fall zur Behandlung von
Rezidiven der chronisch lymphatischen Leukamie, des follikularen B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphoms sowie des kleinzelligen lymphozytischen Lymphoms (Markham, 2014). Alle drei
Inhibitoren haben gemeinsam, dass sie zu akzeptablen Nebenwirkungen flihren. Zu den
haufigsten gehoren z. B. Hyperglykamie, Leuko- sowie Thrombozytopenien, Diarrhoen,
Ubelkeit, Erbrechen und Hautausschlag (André et al., 2019; Markham, 2017). Lediglich
BEZ-235 konnte bisher keine klinische Zulassung erlangen. Viele Phase-l und —Il Studien
mussten aufgrund einer erhdhten Toxizitat vorzeitig beendet werden. Diese im Vergleich zu
den anderen Inhibitoren erhéhte Rate an Nebenwirkungen basiert am ehesten auf der
kombinierten Inhibition der Kinasen PI3K und mTOR (Carlo et al., 2016; Fazio et al., 2016;
Salazar et al., 2018). Somit bieten sich vor allem BAY80-6946, Byl-719 und CAL-101 fUr
die klinische Verwendung an. Dennoch ergeben sich auch hier Fragen, wie die bisher

bekannten Nebenwirkungen noch weiter reduziert werden konnten.

Die negativen Folgen der PI3K-Inhibition ergeben sich unter anderem aus der systemischen
Inhibition des PI3K-Signalwegs. Ein denkbarer Losungsansatz ware somit z. B. lediglich die
lokale Applikation eines der hier identifizierten Senolytika (Kirkland & Tchkonia, 2017).
Sicherlich kénnten damit nicht alle Nachteile der seneszenten Zellen aus dem Weg geraumt
werden, aber es wirde einen Ansatz zur gezielten Behandlung bzw. Vorbeugung einzelner
Nebenwirkungen der zur Seneszenzinduktion fihrenden onkologischen Therapien bieten.
So kdnnte beispielsweise die Inhalation eines Senolytikums der Entstehung der durch
Strahlentherapie induzierten Lungenfibrose vorbeugen. Durch diese lediglich lokale
Anwendung kdénnte eine Reduktion der systemischen Nebenwirkungen erreicht werden

(Kirkland & Tchkonia, 2017). Eine andere Mdglichkeit ware Inhibitoren in zielgerichteten
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Nanopartikeln einzukapseln, um eine spezifische Freisetzung der Wirkung im
Tumorgewebe zu erreichen und eine systemische Wirkung zu reduzieren (Fruman et al.,
2017). In einer praklinischen Studie zu Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches
dienten beispielsweise P-Selectin-bindende, auf Fucoidan basierende Nanopartikel, als
Trager fur Byl-719 (Mizrachi et al., 2017). Hiermit konnten deutlich effektivere Ergebnisse
als mit der taglichen freien Verabreichung erreicht werden. Des Weiteren wurden die durch
Byl-719 induzierten Nebenwirkungen reduziert (Mizrachi et al., 2017). Auch in seneszenten
Zellen konnte mit Nanopartikeln z. B. eine spezifische Freisetzung des Senolytikums
Navitoclax erreicht werden (Gonzalez-Gualda et al., 2020). Das Prinzip in dieser Studie
beruhte darauf, dass seneszente Zellen hohe Konzentrationen der SA-B-Gal aufweisen und
somit Inhibitoren eingekapselt in Galaktose-Nanopartikel gezielt in diesen Zellen vermehrt
freigesetzt werden. Auch hier konnte der Effekt von Navitoclax durch dieses Prinzip
verstarkt sowie Nebenwirkungen reduziert werden (Gonzalez-Gualda et al., 2020).
Ahnliches lieRe sich in Zukunft mit den anderen hier als senolytisch identifizierten
Inhibitoren versuchen, um diese gezielt in maligne oder gezielt in seneszente Zellen

einzubringen, um Nebenwirkungen zu reduzieren.

Ein weiterer Ansatz zur Reduktion der Nebenwirkungen liegt im Unterschied der
notwendigen Dosierungen. In den bisher erfolgten klinischen Studien war der Gedanke die
hier nun als senolytisch identifizierten Inhibitoren als eine weitere onkologische
Therapiemdglichkeit einzusetzen mit dem Ziel die malignen proliferierenden Zellen in den
Zelltod zu treiben. In dieser Arbeit konnte weder bei BAY80-6946 noch bei Byl-719 oder
CAL-101 eine relevante LDH-AKktivitat respektive ein relevanter Zelltod der proliferierenden
Zellen verzeichnet werden, sondern lediglich ein Zellzyklusarrest. Es ist davon auszugehen,
dass fur die Verwendung dieser Substanzen als Senolytikum niedrigere effektive Dosen
ausreichen, als wenn sie mit dem Ziel der Zelltodinduktion bei proliferierenden Zellen
eingesetzt werden. Eine niedrigere Dosis sollte auch zu einer Reduktion der

Nebenwirkungen fuhren (Fruman et al., 2017).

CAL-101 wurde zudem bereits als Radiosensitizer erforscht. Hier konnte allerdings auch
ein Anstieg an Nebenwirkungen der Radiatio verzeichnet werden (Gryc et al., 2017).
Daraus resultiert gleichzeitig ein Anhaltspunkt fur weitere Forschung. Wie wurden sich die
Nebenwirkungen der Strahlentherapie verhalten, wenn CAL-101 nicht vor, sondern nach
erfolgter Radiotherapie eingesetzt wird? Dieser Ansatz CAL-101 kombiniert mit Byl-719 als
Senolytikum einzusetzen, wirde schlief3lich das Ziel verfolgen die Nebenwirkungen der

Strahlentherapie zu reduzieren.
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Zuletzt ist zu erwahnen, dass PI3K-Inhibitoren in einigen Studien nicht die erhofften
Ergebnisse erbrachten. So zeigte sich z. B. PX-866 in Phase-Il Studien bezuglich der
primaren Endpunkte (Progressionsfreies Uberleben und objektives Ansprechen) nicht so
erfolgreich wie erwartet (Jimeno et al., 2015; Pitz et al., 2015). Tumorzellen weisen eine
hohe Zellteilungsrate und damit einhergehend ein hohes Mutationspotential auf, sodass sie
den Inhibitoren nach einiger Zeit der Therapie entkommen kdnnen, was zu den teilweise
enttduschenden Ergebnissen beitragen konnte (Fruman et al., 2017; He & Sharpless,
2017). Hier konnte ebenfalls ein Vorteil der gekoppelten Verwendung mit Seneszenz
auslosenden Therapien liegen. Die darauf entstehenden seneszenten Zellen unterliegen
einem irreversiblen Zellzyklusarrest und haben dementsprechend ein viel geringeres
Mutationspotential, sodass die Entwicklung eines Escape-Mechanismus deutlich langer
dauern konnte, als in proliferierenden Tumorzellen (He & Sharpless, 2017). Perspektivisch
ware damit von einer geringeren Resistenzentwicklung dieser Zellen gegenuber der

senolytischen Therapie auszugehen.

4.7 Ausblick und Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die panPI3K-Klasse-I-Inhibition als entscheidender
molekularer Ansatzpunkt der senolytischen Aktivitat von PX-866 identifiziert werden. In
diesem Zusammenhang konnten weitere in HCT116- und MCF-7 Zellen als Senolytika
wirkende Inhibitoren entdeckt werden: BAY80-6946, BEZ-235, Byl-719 und die kombinierte
Anwendung von Byl-719 und CAL-101. Offen bleibt allerdings teilweise die Frage, inwiefern
diese Substanzen in anderen Zellen senolytisch wirken. So kénnten diese Inhibitoren in
Zukunft an weiteren Tumorzelllinien auf ein senolytisches Potential hin getestet werden.
Sollten sie auch in diesen eine entsprechende Aktivitat aufweisen, ware ein breiter Einsatz
in der Klinik denkbar. Aber auch, wenn sich ihr senolytisches Potential nur auf die bisher
untersuchten malignen Zelllinien, die Kolonkarzinomzellen HCT116,
Mammakarzinomzellen MCF-7, Lungenkarzinomzellen A549 und die Glioblastomzellen
LN229 und A172 (Beltzig et al., 2022; Neuwahl et al., 2024) beschrankt, so ware zumindest
in eben diesen der Einsatz in der Klinik als Senolytikum mdglich. Dadurch, dass in weiteren
Arbeiten der Arbeitsgruppe eine fehlende Wirkung der neu identifizierten Senolytika auf
BJ/hTERT-Fibroblasten- und RPE-340/hTERT-Epithelzelllinien nachgewiesen werden
konnte (Neuwahl et al., 2024) und sich die Nebenwirkungen von BAY80-6946, Byl-719 und
CAL-101 in klinischen Studien als akzeptabel gezeigt haben, ist davon auszugehen, dass
sich ihre zytotoxische Wirkung in Bezug auf benignes Gewebe in Grenzen halt, was

Voraussetzung fur den weiteren klinischen Einsatz ist.
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Mit BAY80-6946, BEZ-235, Byl-719 und CAL-101 wurde eine Auswahl an pan- und Isoform-
spezifischen PI3K-Inhibitoren untersucht. Neben diesen gibt es allerdings noch viele
weitere die PI3K inhibierende Substanzen. Insbesondere die Kombination weiterer

unterschiedlicher Isoform-spezifischer Inhibitoren bietet Anlass flir weitere Versuche.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit neue Senolytika identifiziert werden, welche
gezielt in malignen p53 Wildtyp Zellen, die Uber die p53/p21 Achse therapieinduziert
Seneszenz einleiten, wirken. In Zukunft folgen kénnte die Umsetzung in einem Mausmaodell,
um die senolytische Wirkung am Organismus in vivo zu erforschen bevor schlie3lich ein

Einsatz in klinischen Phase-l Studien denkbar ware.

Ziel ware auf lange Sicht die Applikation eines der hier identifizierten Senolytika in
spezifischen Tumoren nach zuvor erfolgter Strahlen- oder Chemotherapie zur Elimination
der durch diese Therapie entstehenden seneszenten Zellen. Da zur Seneszenzinduktion
eine vergleichsweise geringere Strahlen- oder Chemotherapiedosis nétig ware als zur
Zelltodinduktion, konnte in Zukunft auch eine Reduktion der Dosis denkbar sein. Im
Anschluss wurde dann zur vollstandigen Beseitigung der malignen Zellen die Applikation
des Senolytikums erfolgen (Sieben et al., 2018). Dies kénnte mit einer deutlichen Reduktion
der Nebenwirkungen einer Strahlen- oder Chemotherapie wie beispielsweise Fatigue oder
Nausea und Emesis einhergehen. Des Weiteren konnte der auf diese onkologischen
Therapien folgende Einsatz der Senolytika die Rate an Rezidiven und Metastasen
reduzieren, deren Entstehung durch den SASP beglnstigt wird (Coppé et al., 2008;

Demaria et al., 2017; Gonzalez-Meljem et al., 2018).

Die in dieser Arbeit als Senolytika identifizierten PI3K-Inhibitoren stellen somit einen
vielversprechenden Ansatz fir weitere Forschung dar. Sie bieten das Potential zu einer
besseren Vertraglichkeit der onkologischen Therapien beizutragen sowie ein vollstandig

neues Therapiekonzept in der Onkologie zu etablieren.
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