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1 EINLEITUNG 

Das GLOBOCAN Projekt der Weltgesundheitsorganisation berichtet in seiner aktuells-

ten Ausgabe von weltweit 14,1 Millionen neu diagnostizierten Krebserkrankungen im 

Jahr 2012 und von 8,2 Millionen Patienten, die ihrem Krebsleiden im gleichen Zeitraum 

erlagen (Internetseite: „Globocan 2012: Estimated Cancer Incidence, Mortality and 

Prevalence Worldwide in 2012“). Für Deutschland veröffentlichte das Zentrum für 

Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts vergleichbare Häufigkeiten. So wurde in 

Deutschland 2010 eine Inzidenz von ca. 480.000 Fällen und eine Mortalität von ca. 

220.000 Patienten verzeichnet (Internetseite: „Zentrum für Krebsregisterdaten“). Da die 

Wahrscheinlichkeit einer Krebserkrankung im Alter zunimmt, werden aufgrund des 

demografischen Wandels für 2030 in Deutschland eine Krebs-Inzidenz von ca. 600.000 

und eine Krebs-Mortalität von ca. 290.000 Patienten prognostiziert (Internetseite: 

„Zentrum für Krebsregisterdaten“). Krebs ist somit nach Erkrankungen des Herz-

Kreislaufsystems die zweithäufigste Todesursache in Deutschland und wird auch in 

Zukunft eine der häufigsten Todesursachen bleiben (Internetseite: „Staat & Gesellschaft 

- Todesursachen - Statistisches Bundesamt (Destatis)“). Die Verbesserung der Diagnos-

tik und der Therapie von Krebserkrankungen wird daher auch in naher Zukunft ein For-

schungsfeld sein, welches das Leiden vieler Menschen heilen oder zumindest lindern 

kann. 

Bei der Behandlung solider Tumore werden unter anderem die Lokalisation, die Tu-

morgröße, der Befall von Lymphknoten, das Auftreten von Metastasen sowie die mole-

kularbiologische Charakterisierung der Tumorzellen berücksichtigt. Dabei soll die The-

rapie für jeden Patienten personalisiert festgelegt werden und aus einer oder mehreren 

der folgenden Behandlungsformen bestehen: Antihormontherapie, Immuntherapie, 

Hyperthermie, zielgerichtete Therapien mit Antikörpern oder Inhibitoren, Chemothera-

pie, (Radio-) Chirurgie, Behandlung mit Radiopharmaka und Strahlentherapie. Nach 

Informationen des deutschen Krebsforschungszentrums ist bei den meisten Krebser-

krankungen eine chirurgische Entfernung des Tumors kombiniert mit Chemo- und/oder 

Strahlentherapie derzeit das Standardtherapieverfahren (Internetseite: „Krebsinformati-

onsdienst, Deutsches Krebsforschungszentrum“). 
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1.1 DIE KLINISCHE RADIOBIOLOGIE 

Die Nutzung ionisierender Strahlen als Therapieform in der Medizin geht ursprünglich 

auf die Entdeckung Wilhelm Conrad Röntgens von „eine(r) neuen Art von Strahlen“ im 

Jahr 1895 in Würzburg zurück (Röntgen, 1896). Die von Röntgen entdeckten Strahlen 

(später in Röntgenstrahlen umbenannt) wurden bereits kurz nach ihrer Entdeckung Ende 

des 19. Jahrhunderts in der Therapie eingesetzt, wenn auch mit teils drastischen Neben-

wirkungen wie z.B. Hautentzündungen, Haarausfall und dem Tod vieler Patienten und 

Röntgenärzte (Sansare u. a., 2011). 

Heutzutage werden die Nebenwirkungen der Strahlentherapie durch verbesserte Tech-

niken und Planung der Bestrahlung weitestgehend minimiert. So werden bei der heuti-

gen Strahlentherapie Patienten exakt definierten Dosen von ionisierenden Strahlen aus-

gesetzt, wobei Applikationsdauer und –ort durch eine Bestrahlungsplanung im Vorfeld 

genau definiert sind. Hierdurch und durch den Einsatz neuer Bestrahlungsmethoden wie 

z.B. der bildgestützten, der konformalen oder der intensitätsmodulierten Strahlenthera-

pie wird gewährleistet, dass es zu einer Maximierung des therapeutischen Nutzens und 

zu einer Minimierung der Nebenwirkungen kommt (Bucci u. a., 2005). 

Der therapeutische Effekt von ionisierender Strahlung (IR) und ihre Fähigkeit, Tumor-

zellen zu schädigen beruht auf der Wechselwirkung der Strahlen und der damit verbun-

denen Energiedeposition mit Materie, wobei in Zellen insbesondere der Zellkern und 

die darin enthaltene DNS als wichtigste Zielstruktur identifiziert wurden (Munro, 1970). 

Nach heutigem Kenntnisstand geht man davon aus, dass es sowohl direkte als auch indi-

rekte Effekte der Bestrahlung auf biologische Makromoleküle gibt. Bei den direkten 

Effekten wird durch die Bestrahlung eine Schädigung biologischer Makromoleküle 

(z.B. DNS oder Proteine) direkt verursacht, wohingegen bei den indirekten Effekten ein 

Wassermolekül die Strahlenenergie absorbiert (Azzam u. a., 2012). Hierdurch kommt es 

zur Radiolyse des Wassers, wobei das Wassermolekül durch Radikalbildung zu einer 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) umgewandelt wird. Da diese Radikale äußerst reak-

tiv sind, interagieren sie mit Makromolekülen ihrer Umgebung (wie z.B. DNS, Protei-

nen und Lipiden) und induzieren somit ebenso molekulare Strahlenschäden. Bei der 

Wechselwirkung mit der DNS können hierbei verschiedene Schäden auftreten: Einzel-

strangbrüche (single strand breaks - SSB), Doppelstrangbrüche (double strand breaks - 

DSB), Basenschäden (z.B. Oxidation von Basen) oder DNS-Protein-Vernetzungen (z.B. 

kovalente Bindung zwischen Histonproteinen und der DNS). 
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Je nach Schadenstyp an der DNS werden verschiedene Reparaturprogramme aktiviert. 

Hierbei wird bei Einzelstrangbrüchen und Basenschädigungen zwischen der Nukleoti-

dexzisionsreparatur, der Basenexzisionsreparatur und der Basenfehlpaarungsreparatur 

unterschieden. Liegt als DNS-Schaden hingegen ein Doppelstrangbruch vor, so wird 

dieser durch ‚non-homologous end joining‘ (NHEJ) oder durch homologe Rekombina-

tion (HR) repariert (Hakem, 2008). Je nach Schwere der Strahlenschäden und nach Effi-

zienz der Reparatur der DNS-Schäden sind, wie in Abbildung 1-1 dargestellt, verschie-

dene Szenarien für das weitere Schicksal der Zelle möglich: Waren die DNS-Schäden 

nur von geringem Ausmaß und die Reparatur effizient, überlebt die Zelle ohne bleiben-

de Schäden. Waren die Schäden an der Erbsubstanz zu schwerwiegend und/oder die 

Reparatur fehlerhaft, so überlebt die Zelle entweder in einer mutierten Form oder sie 

stirbt ab (Shiloh, 2003). 

 

Abbildung 1-1 Zelluläre Antwort auf DNS-Schäden (Shiloh, 2003) 

Die zelluläre Antwort nach DNS-Schäden hängt von verschiedenen Faktoren ab. So haben vor allem die 

Schwere und die Art der DNS-Schäden sowie die Reparatur einen großen Einfluss auf das Zellüberleben 

bzw. den Zelltod nach Bestrahlung. 

Der genaue Ablauf der DNS-Schadensantwort („DNA damage response“ – DDR) ist ein 

hochkomplexer Prozess, der momentan intensiv erforscht wird. Nach heutigem Wis-

senstand spielen bei der Reparatur von strahlungsinduzierten Schäden insbesondere die 
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Proteine ‚Ataxia telangiectasia mutated‘ (ATM) und ‚Ataxia telangiectasia and Rad3-

related protein‘ (ATR) eine wichtige Rolle, da sie zu den DSB in der DNS rekrutiert 

werden und dort eine Vielzahl weiterer Proteine aktivieren (Hosoya & Miyagawa, 2014; 

Suk u. a., 2013). Eines der wichtigsten Ereignisse während der molekularen Antwort 

auf Strahlenschäden ist die Phosphorylierung des Serinrests 139 des Histons H2AX an 

der Stelle des DNS-Doppelstrangbruches durch ATM, ATR sowie durch die ‚DNA-

dependent protein kinase‘ (DNA-PK) (Podhorecka u. a., 2010; Rogakou u. a., 1998). 

Strahleninduzierte DSB in der DNS werden im Normalfall in humanen Zellen durch HR 

oder NHEJ repariert, welche in Abbildung 1-2 schematisch dargestellt sind (Hartlerode 

& Scully, 2009; Hosoya & Miyagawa, 2014). Bei der HR Reparatur wird ein DSB 

durch einen Proteinkomplex bestehend aus Mre11, Rad50 und Nbs1 (MRN Komplex) 

erkannt und ATM wird zum Bruchpunkt rekrutiert. Die ATM Kinase rekrutiert und ak-

tiviert wiederum weitere Proteine, durch welche der DNS-Doppelstrangbruch durch 

Ausbildung einer sogenannten Holliday-Struktur mit dem homologen Chromatid durch 

‚crossing over‘ fehlerfrei repariert wird. Da hierfür eine DNS-Matrize von Nöten ist, ist 

die HR nur in Zellen möglich, in denen das homologe Schwesterchromatid nach der 

Zellteilung bereits wieder synthetisiert wurde, also in der (späten) S- und G2/M-Phase 

des Zellzyklus. Im Gegensatz hierzu kann ein DNS-Doppelstrangbruch grundsätzlich zu 

jedem Zeitpunkt des Zellzyklus durch den NHEJ Reparaturmechanismus repariert wer-

den, da hierfür keine Vorlage notwendig ist. Bei der NHEJ Reparatur wird ein DSB 

durch ein Proteinheterodimer bestehend aus Ku70 und Ku80 erkannt und die DNA-PK 

wird rekrutiert und aktiviert. Unter Aktivierung weiterer Enzyme und Proteine werden 

die freien Enden der DNS beim NHEJ miteinander verknüpft, sodass ein intakter DNS-

Doppelstrang entsteht. Da hierbei allerdings keine Matrize verwendet wird, kann es im 

Gegensatz zur HR zu Fehlern in der Basenabfolge kommen (Hartlerode & Scully, 2009; 

Lopez-Contreras & Fernandez-Capetillo, 2012; Schaue & McBride, 2005; Suk u. a., 

2013). 
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Abbildung 1-2 Reparaturmechanismen von DNS-Doppelstrangbrüchen (Lopez-Contreras & Fer-

nandez-Capetillo, 2012) 

Schematische Darstellung des NHEJ (A) und der HR (B) DNS-Reparatur. Beim NHEJ werden DSB 

durch das Heterodimer von Ku70 und Ku80 erkannt und die DNA-PK wird zum Bruchpunkt der DNS 

rekrutiert und aktiviert. Durch Aktivierung weiterer Enzyme und Proteine werden die freien Enden der 

DNS letztendlich verknüpft, sodass wieder ein intakter Doppelstrang entsteht. Bei der HR Reparatur wird 

der DSB durch den MRN Komplex erkannt und ATM wird zum Bruchpunkt rekrutiert und aktiviert. 

ATM phosphoryliert wiederum weitere Proteine und unter Ausbildung der Holliday-Struktur wird der 

fehlende Teil der DNS durch ‚crossing over‘ fehlerfrei neusynthetisiert. 

Um zu verhindern, dass eine Zelle mit (strahleninduzierten) Schäden in der DNS den 

Zellzyklus durchläuft, gibt es mehrere Kontrollpunkte (‚checkpoints‘), an denen der 

Zellzyklus bei bestehenden DNS-Schäden im Normalfall unterbrochen wird, bis die 

Reparatur der Schäden abgeschlossen ist (vgl. Abbildung 1-3). Der Arrest des Zellzyk-

lus gewährt der Zelle somit die benötigte Zeit für die Reparatur, sodass keine DNS-

Schäden an die Tochterzellen weitergegeben werden. Besonders wichtige Proteine bei 

der Regulation des Zellzyklus sind die cyclinabhängigen Kinasen sowie die ‚check-

point‘ Kinasen. Diese sind durch die Proteine ATM und ATR reguliert, welche auch bei 

der Erkennung und Markierung von DNS-Schäden eine wichtige Rolle spielen und so-

mit eine Verknüpfung der DNS-Reparatur mit der Blockade des Zellzyklus darstellen 
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(Hosoya & Miyagawa, 2014; Suk u. a., 2013). Wie in Abbildung 1-3 dargestellt, ist der 

Zellzyklusarrest am ‚G1-checkpoint‘ indirekt vom Tumorsuppressorprotein p53 abhän-

gig. Da das Tumorsuppressorprotein somit eines der wichtigsten Kontrollproteine für 

DNS-Schäden und unkontrollierte Zellteilung ist, ist es nicht verwunderlich, dass das 

entsprechende Gen TP53 in einer Vielzahl menschlicher Tumorzellen mutiert ist (Gasco 

u. a., 2002; Samuel u. a., 2002; Internetseite: „IARC TP53 Database“). In diesen Tu-

morzellen ist durch die fehlende Kontrolle am ‚G1-checkpoint‘ nach Schädigung der 

DNS (z.B. durch Bestrahlung) vermehrt ein Arrest am ‚G2/M-checkpoint‘ zu beobach-

ten. 

 

Abbildung 1-3 Checkpoints im Zellzyklus nach DNS-Schäden (Lapenna & Giordano, 2009) 

Das Auftreten von DNS-Schäden z.B. nach Bestrahlung aktiviert die Kinasen ATR und ATM, welche 

wiederum die ‚checkpoint‘ Kinasen 1 und 2 durch Phosphorylierung aktivieren. Eine Aktivierung der 

CHK1 inhibiert die ‚cell division cycle 25C Phosphatase‘, wodurch die ‚cycline dependent kinase 1‘ 

(CDK1) dephosphoryliert wird und ein Zellzyklusarrest am ‚G2/M-checkpoint‘ induziert wird. Eine Ak-

tivierung von ATM resultiert in einer Aktivierung des Tumorsuppressorproteins p53, welches indirekt 

durch p21 die ‚cycline dependent kinase 2‘ inhibiert. Diese verhindert die Phosphorylierung des 

Retinoblastomaproteins (Rb), welche für die G1/S Transition notwendig ist und induziert somit die Blo-

ckade des Zellzyklus. Durch diese Blockaden des Zellzyklus in der G1- oder G2/M-Phase können die 

bestehenden DNS-Schäden repariert werden, damit sichergestellt ist, dass die DNS-Schäden nicht an die 

Tochterzellen weitergegeben werden. 

Werden die DNS-Schäden nicht vollständig durch die Reparaturmechanismen repariert, 

so sind verschiedene Mechanismen möglich, durch die die Zelle an der Reproduktion 

gehindert wird, wie in Abbildung 1-4 dargestellt. Sofern die Zellzykluskontrollproteine 

noch intakt sind, wird die Zelle in eine Art Ruhezustand, in die sogenannte Seneszenz 

versetzt (Lauber u. a., 2012; Sulli u. a., 2012). In diesem Zustand lebt die Zelle zwar 

noch, teilt sich allerdings nicht mehr weiter, wodurch eine Wiedergabe der fehlerhaften 

DNS an Tochterzellen ausgeschlossen ist. Phänotypisch ist die Seneszenz durch eine 

Aktivierung von CDK Inhibitoren wie p16
INK4a

, p21
Waf1

 und p27
Kip1

 sowie einer Akti-
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vierung der Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase charakterisiert (Eriksson & 

Stigbrand, 2010; Lauber u. a., 2012). 

Eine weitere Möglichkeit, durch die verhindert wird, dass Fehler in der DNS weiterge-

geben werden, ist die Einleitung des programmierten Zelltodes, der Apoptose. Die 

Apoptose kann grundsätzlich intrinsisch oder extrinsisch ausgelöst werden. Beim intrin-

sischen Signalweg verändert sich die Aktivität von antiapoptotischen mitochondrialen 

Membranproteinen der Bcl-2 Familie, was eine Änderung des Mitochondrienpotentials 

induziert. Dies bedingt einen Ausstrom von Cytochrom c aus den Mitochondrien ins 

Zytosol, wodurch Cysteinyl-Aspartat-spezifische Proteasen (Caspasen) aktiviert wer-

den, welche Proteine spezifisch nach einem Aspartatrest spalten. Bei der extrinsischen 

Apoptose, die auch als Rezeptor-vermittelte Apoptose bezeichnet wird, bindet ein Li-

gand an einen Transmembranrezeptor, wodurch intrazelluläre Proteine zum Rezeptor 

rekrutiert werden, welche wiederum die Caspasen aktivieren. In beiden Fällen kommt es 

durch die Caspasen zum kontrollierten Abbau der Zellbestandteile, wodurch die Zelle 

schrumpft und die Restbestandteile in Vesikel verpackt werden. Diese Vesikel werden 

anschließend durch Makrophagen über Phagozytose aufgenommen und somit wieder 

verwertet. Durch Fehler in der Apoptosekaskade sowie durch Apoptoseinduktion in 

vielen Zellen gleichzeitig, wodurch die Makrophagen mit dem Abbau der apoptotischen 

Vesikel überfordert sind, kann es durch Verlust der Plasmamembranintegrität apoptoti-

scher Zellen zur Nekrose kommen. 
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Abbildung 1-4 Mechanismen des Zelltods nach Bestrahlung (Lauber u. a., 2012) 

Übersteigen die DNS-Schäden die Reparaturkapazitäten der geschädigten Zelle, so werden in Abhängig-

keit der Funktionalität der Zellzyklus ‚checkpoint‘ Proteine verschiedene Formen des Zelltodes induziert. 

Je nachdem wie intakt die Regulation des Zellzyklusarrests nach Strahlenschäden ist, kann es zur Senes-

zenz, zur Apoptose, zur Nekrose oder zur mitotischen Katastrophe kommen. 

Bei der Nekrose, welche nach Bestrahlung von Zellen, in denen die Apoptosekaskade 

dereguliert ist, eine wichtige Rolle spielt, werden die Zellbestandteile hingegen nicht 

kontrolliert proteolytisch – unter Schrumpfen der Zelle - abgebaut, sondern die Zelle 

schwillt an. Hierdurch geht letztendlich die Plasmamembranintegrität verloren und die 

Zelle platzt, wodurch sämtliche Zellbestandteile in die extrazelluläre Umgebung ausge-

schüttet werden. Dies induziert eine Entzündungsreaktion in der Umgebung der nekroti-

schen Zelle (Edinger & Thompson, 2004; Formigli u. a., 2000; Peter, 2011). Da die 

Nekrose und die Apoptose manchmal nicht klar voneinander getrennt werden können 

und die Nekrose zum Teil auch kontrolliert ablaufen kann, wird auch des Öfteren von 

Aponekrose gesprochen (Formigli u. a., 2000; Peter, 2011). 

Eine weitere Möglichkeit des Zelltodes ist die mitotische Katastrophe. Sie tritt vor-

nehmlich in TP53 mutierten Zellen auf, in denen aufgrund weiterer Mutationen weder 

ein Zellzyklusarrest noch eine Apoptose Reaktion durch bestehende DNS-Schäden aus-

gelöst wird (Eriksson & Stigbrand, 2010), weshalb die Zellen sich weiterhin teilen. Die 

mitotische Katastrophe wird hierbei durch einen verfrühten oder fehlerhaften Ablauf der 

Mitose verursacht, wobei nach der Kernteilung keine Zellteilung mehr stattfindet. Dies 
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resultiert in tetraploiden Zellen (Eriksson & Stigbrand, 2010), in welchen bei der nächs-

ten Mitose die Apoptosekaskade aktiviert wird, wodurch die Zellen absterben (Rieder & 

Maiato, 2004; Weaver & Cleveland, 2005; Zhivotovsky & Kroemer, 2004).  

Ein weiterer Mechanismus der mit dem Zelltod assoziiert ist, welcher allerdings auch 

kontrovers diskutiert wird, ist die Autophagie (Edinger & Thompson, 2004; Esteve & 

Knecht, 2011; Hippert u. a., 2006). Bei diesem Prozess, bei dem Teile der Zelle abge-

baut werden, kann es sich sowohl um ein Rettungsprogramm, bei dem versucht wird 

Ressourcen einzusparen und wiederzuverwerten, oder um eine Art des kontrollierten 

Zelltodes der Zelle handeln (Hippert u. a., 2006). Wie in Abbildung 1-5 dargestellt, 

wird bei der Autophagie, welche z.B. nach Inhibition des ‚mammalian target of Rapa-

mycin‘ (mTOR) Proteins induziert wird (Liu u. a., 2009a; Zhuang u. a., 2009) zunächst 

durch mehrere Proteine der ‚autophagy related protein‘ Familie und unter Umwandlung 

von LC3B-I zu LC3B-II die Phagophore gebildet. Die zu degradierenden Organellen 

werden von der Phagophore umschlossen, wodurch sich das Autophagosom bildet und 

ein Großteil der beteiligten ‚autophagy related protein‘ Proteine vom Autophagosom 

losgelöst werden (Herzog u. a., 2012). Durch Verschmelzung des Autophagosoms mit 

lysosomalen Vesikeln entsteht das Autolysosom und die darin enthaltenen Zellbestand-

teile werden durch lysosomale Hydrolasen abgebaut. 

 

Abbildung 1-5 Autophagiemechanismus (Herzog u. a., 2012) 

Nach der Induktion der Autophagie z.B. durch Inhibition der mTOR Kinase durch Rapamycin wird zu-

nächst die Phagophore durch mehrere Proteine der Atg Familie und unter Umwandlung von LC3B-I zu 

LC3B-II gebildet. Die Phagophore umschließt die abzubauenden Organellen, wodurch das Autophago-

som entsteht. Durch eine Verschmelzung mit einem Lysosom werden die Zellorganellen im Autolysosom 

abgebaut, wodurch die einzelnen Bestandteile dem zellulären Stoffwechsel wieder zur Verfügung stehen. 
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Die zuvor erwähnten Mechanismen der DNS-Reparatur und der verschiedenen Formen 

des Zelltodes sind in Tumorzellen häufig dereguliert und haben einen direkten Einfluss 

auf die Resistenz der Tumorzellen gegenüber der Chemo- und Strahlentherapie 

(Ghobrial u. a., 2005; Helleday u. a., 2008; Yang u. a., 2011). Sie stellen somit vielver-

sprechende molekulare Ziele dar, um die Wirksamkeit der Tumorbehandlung zu verbes-

sern. Ebenfalls sind in einer Vielzahl von Tumorzellen onkogene Signalkaskaden mu-

tiert und somit ebenfalls mit einer Resistenz gegenüber den Standardtherapieverfahren 

verknüpft. 

1.2 ONKOGENE SIGNALKASKADEN UND RADIORESISTENZ 

Die Transition normaler Zellen zu Tumorzellen ist zum heutigen Zeitpunkt nicht voll-

ständig geklärt, wobei allerdings seit mehr als 20 Jahren belegt ist, dass bestimmte Gene 

in Tumorzellen besonders häufig mutiert sind (Croce, 2008; Di Lonardo u. a., 2015). 

Diese Gene werden daher auch als Tumorsuppressorgene oder Protoonkogene bezeich-

net. Tumorsuppressorgene zeichnen sich dadurch aus, dass durch die Mutationen beider 

Allele ein Funktionsverlust des Gens induziert wird und ein Tumor entsteht. Bei einem 

Protoonkogen hingegen kann bereits die Mutation nur eines Allels zur einer Überakti-

vierung eines Proteins führen. Diese Tumorsuppressorgene und Protoonkogene spielen 

häufig eine sehr wichtige Rolle bei zellulären Signalkaskaden, wobei Tumorsuppressor-

gene häufig eine inhibierende und Protoonkogene häufig eine stimulierende Wirkung 

haben. Gemein ist beiden, dass durch ihre Mutation eine Fehlregulation zellulärer Sig-

nalkaskaden induziert wird (Croce, 2008; Garnett & Marais, 2004; Levine, 1993; Di 

Lonardo u. a., 2015), welche die Proliferation, die Proteinsynthese, den Zellzyklus und 

die DNS-Reparatur beeinflussen kann. 

Abgesehen von ihrer Bedeutung bei der Tumorentstehung haben die fehlregulierten 

zellulären Signaltransduktionsmechanismen auch einen wichtigen Einfluss auf die 

Strahlensensitivität von Tumorzellen. So wurde in verschiedenen Tumorentitäten eine 

Korrelation der Radioresistenz mit der Aktivierung onkogener Signalkaskaden, wie z.B. 

der ‚stem cell factor-c-kit‘, der ‚Akt/GSK3β/Cyclin D1/Cdk4‘, ‚der Januskinase-signal 

transducers and activators of transcription‘, der ‚epidermal growth factor receptor‘, der 

‚mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase‘ (MAPK/Erk) 

oder der ‚phosphatidylinositole kinase/Akt/mammalian target of Rapamycin‘ 

(PI3K/Akt/mTOR) Signalkaskade, nachgewiesen (Chakravarti u. a., 2004; Dumont & 

Bischoff, 2012; Gupta u. a., 2001; Pérez-Losada u. a., 2003; Shimura u. a., 2011; 
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Skvortsova u. a., 2008). Insbesondere der PI3K/Akt/mTOR und der MAPK/Erk Sig-

nalweg spielen hierbei eine wichtige Rolle, da sie die mit am häufigsten deregulierten 

Signalkaskaden in humanen Tumoren sind (Bartholomeusz & Gonzalez-Angulo, 2012; 

Castellano & Downward, 2011; Dhillon u. a., 2007). 

1.2.1 DER PI3K/AKT/MTOR SIGNALWEG ALS ZIELSTRUKTUR FÜR DIE RADIOSENSI-

BILISIERUNG 

Der onkogene PI3K/Akt/mTOR Signalweg leitet, wie in Abbildung 1-6 schematisch 

und vereinfacht dargestellt, Wachstumssignale von außerhalb der Zelle in das Zellinnere 

weiter (Holmes, 2011). Durch die Bindung der Wachstumssignale an ein membranstän-

diges Rezeptortyrosinkinasendimer wird PI3K an die Membran rekrutiert und aktiviert. 

Die p110 Untereinheit der PI3K phosphoryliert im Anschluss an die Aktivierung das 

Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zum Phosphatidylinositol-

3,4,5-trisphosphat (PIP3). Diese Reaktion wird durch das Tumorsuppressorprotein 

‚phosphatase and tensin homolog' (PTEN) gehemmt, da diese Phosphatase PIP3 und 

PIP2 dephosphoryliert. PTEN stellt somit den Gegenpart zur onkogenen PI3K dar 

(Cully u. a., 2006; Furnari u. a., 1997). 

Die Bildung von PIP3 führt über Aktivierung der ‚phosphoinositide-dependent protein 

kinase 1‘ letztendlich zu einer Phosphorylierung und somit zu einer Aktivierung der 

onkogenen Proteinkinase Akt (Paez & Sellers, 2003; Sansal & Sellers, 2004). Diese 

Kinase phosphoryliert wiederum eine Vielzahl von Proteinen, welche das Zellwachs-

tum, die Proliferation, das Zellüberleben, den (Glukose-)Metabolismus sowie die An-

giogenese stimulieren (Manning & Cantley, 2007). Besonders wichtig ist hierbei die 

Inhibition des ‚tuberus sclerosis complex‘ durch Akt, da dieser Komplex ein negativer 

Regulator der onkogenen mTOR Kinase ist (Koide u. a., 2011), wodurch Akt indirekt 

mTOR aktiviert. 

Die mTOR Kinase fungiert in der Zelle hauptsächlich als Nährstoffsensor und reguliert 

den Metabolismus in Fällen von Nährstoffmangel, wie z.B. bei einer niedrigen Kon-

zentration von Glukose oder Aminosäuren (Sansal & Sellers, 2004). In diesem Fall wird 

die mTOR Kinase aktiviert, wodurch die ribosomale S6-Kinase und das ‚translation 

initiation factor 4E binding protein‘ (4E-BP1) Translationsrepressorprotein phosphory-

liert werden. Die ribosomale p70 S6-Kinase phosphoryliert wiederum die ribosomale 

protein S6 (S6) Untereinheit des Ribosoms, welche die Transkription beeinflusst, wobei 
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der genaue Mechanismus Gegenstand aktueller Forschung ist (Chen u. a., 2014; 

Ruvinsky & Meyuhas, 2006). Eine Phosphorylierung von 4E-BP1 resultiert in einer 

verminderten Affinität des Translationsrepressors an sein Zielprotein, den 

Translationsinitionsfaktor 4E, was in einer Aktivierung der Proteintranslation und somit 

in gesteigerter Proteinbiosynthese und Proliferation resultiert (Martelli u. a., 2011; Wu 

& Zhou, 2007). 

 

Abbildung 1-6 Schematische Darstellung der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade (Holmes, 2011) 

Schematisch vereinfachte Darstellung der Signaltransduktion im PI3K/Akt/mTOR Signalweg. Durch 

Bindung eines Liganden an eine membranständige Rezeptortyrosinkinase wird die PI3K zur Membran 

rekrutiert und aktiviert. Dies führt zur Aktivierung von Akt, wobei die Phosphatase PTEN als Antagonist 

von PI3K wirkt. Eine Aktivierung von Akt resultiert in einer Stimulation von mTOR, was wiederum eine 

Aktivierung der S6K und 4EBP1 bewirkt, wodurch die Gen- und Proteinexpression geändert wird. Letzt-

endlich resultiert dies in einer verstärkten Proliferationsrate, in einem besseren Zellüberleben und in An-

giogenese. 

Da der PI3K/Akt/mTOR Signalweg in vielen Tumorzellen überaktiviert und mit einer 

verstärkten Proliferation und Widerstandsfähigkeit gegenüber einer Chemo- und Strah-

lentherapie assoziiert ist (Bartholomeusz & Gonzalez-Angulo, 2012; Castaneda u. a., 

2010; Dillon u. a., 2007), wird seit mehreren Jahren an Inhibitoren dieser onkogenen 

Signalkaskade geforscht (Engelman, 2009; Mattmann u. a., 2011). Erste Erfolge konn-
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ten bereits bei alleiniger Behandlung mit Inhibitoren des PI3K/Akt/mTOR Signalweges 

als auch bei Kombination mit der Bestrahlung verzeichnet werden (Chen u. a., 2010; 

Kao u. a., 2007; Lee u. a., 2006; Zhang u. a., 2010). Diese Inhibitoren der ersten Gene-

ration richteten sich vornehmlich spezifisch gegen einzelne Schlüsselproteine des 

PI3K/Akt/mTOR Signalweges – so wurden z.B. LY294002 und Wortmannin eingesetzt, 

um die katalytische Untereinheit der PI3K Kinase zu blockieren (Gupta u. a., 2003; Lee 

u. a., 2006; Zhang u. a., 2010). Weitere Inhibitoren der Signalkaskade sind Rapamycin 

und seine Derivate wie Everolismus und Temsirolismus, die allerdings im Gegensatz zu 

LY294002 und Wortmannin den PI3K/Akt/mTOR Signalweg durch eine Blockade der 

Funktion von mTOR inhibieren (Battelli & Cho, 2011; Chen u. a., 2010). 

Ein großer Nachteil der Inhibition einzelner Bestandteile des PI3K/Akt/mTOR Signal-

weges ist allerdings die Induktion einer negativen Rückkopplung. Durch diese Rück-

kopplung wird Akt vermehrt stimuliert, was paradoxerweise zu einem verbesserten 

Überleben der Tumorzelle nach Inhibition des Signalweges führt (Harrington u. a., 

2005; Manning, 2004; Markman u. a., 2013; Wan u. a., 2006). Ein weiterer Nachteil für 

einige dieser ersten Inhibitoren der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade ist eine geringe 

Spezifität, Stabilität oder Löslichkeit in Wasser sowie starke Nebenwirkungen, wie z.B. 

Lethargie und Atemdepressionen im Mausmodell (Gupta u. a., 2003; Prevo u. a., 2008; 

Stein, 2001). Aus diesen Gründen wurden neue Inhibitoren mit verbesserter Spezifität 

und pharmakologischen Eigenschaften entwickelt, welche gleichzeitig mehrere Stellen 

des PI3K/Akt/mTOR Signalweges angreifen und so die Induktion eines Rückkopp-

lungsmechanismus unterdrücken sollen. 

Einer dieser dualen Inhibitoren ist das Imidazoquinolinderivat NVP-BEZ235 (vgl. Ab-

bildung 3-1 A), welches eine hohe Spezifität gegenüber dem katalytischen Zentrum der 

PI3K und mTOR besitzt und so simultan beide Kinasen ATP-kompetitiv bei einer Kon-

zentration im nanomolaren Bereich inhibiert (Maira u. a., 2008). Dies ist möglich, da 

die DNS-Sequenz der Kinasedomäne beider Proteine homolog und hochkonserviert ist 

und sich die beiden Kinasen somit in ihrem katalytischen Zentrum strukturell sehr äh-

neln (Sturgill & Hall, 2009). Der duale PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 zeigte be-

reits in ersten Versuchen eine sehr potente antiproliferative Wirkung auf Tumorzellen in 

verschiedenen in vitro und in vivo Studien (Chiarini u. a., 2010; Leung u. a., 2011; 

Manara u. a., 2010; Masuda u. a., 2011; Roper u. a., 2011). Allerdings wurde auch bei 

diesem dualen Inhibitor nach einer Behandlung von Leberkarzinomzelllinien mit den 
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dualen PI3K/mTOR Inhibitor ein zeitlich verzögerter Anstieg von p-Akt gemessen 

(Masuda u. a., 2011), was für die Aktivierung eines Rückkopplungsmechanismus durch 

NVP-BEZ235 spricht. Ebenso wurden in Bezug auf die Radiosensibilisierung durch 

NVP-BEZ235 unterschiedliche Ergebnisse veröffentlicht. So konnte eine synergistische 

Wirkung zwischen NVP-BEZ235 und IR in in vitro und in vivo Experimenten nachge-

wiesen werden, wenn NVP-BEZ235 kurz vor der Bestrahlung zugegeben wurde und für 

24 h nach der Bestrahlung beibehalten wurde (Azad u. a., 2011; Fokas u. a., 2012a; 

Konstantinidou u. a., 2009; Mukherjee u. a., 2012; Potiron u. a., 2013; Zhu u. a., 2013). 

Im Gegensatz hierzu wurde keine Radiosensibilisierung in Kehlkopf- und Blasentumor-

zelllinien festgestellt, wenn diese 6 h vor Bestrahlung für eine Gesamtdauer von 18 h 

mit NVP-BEZ235 behandelt wurden (Fokas u. a., 2012b). 

Da die Ergebnisse bezüglich einer Radiosensibilisierung nicht einheitlich waren und 

erste Ergebnisse einen Bezug der Radiosensibilisierung zur zeitlichen Abfolge der Be-

handlung und der Bestrahlung implizierten (Fokas u. a., 2012b), wurde in einem Teil-

projekt dieser Arbeit der Aspekt der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und Behand-

lung im Hinblick auf die Radiosensibilisierung durch NVP-BEZ235 untersucht.  

1.2.2 DER MAPK SIGNALWEG ALS ZIELSTRUKTUR FÜR DIE RADIOSENSIBILISIERUNG 

Wie der PI3K/Akt/mTOR Signalweg ist auch der MAPK/Erk Signalweg in humanen 

Tumorzellen häufig mutiert und mit einer erhöhten Proliferation und Resistenz gegen-

über Zytostatika assoziiert (Akinleye u. a., 2013; Dhillon u. a., 2007; Gupta u. a., 2001; 

Munshi & Ramesh, 2013). Weiterhin wird auch beim MAPK/Erk Signalweg, wie in 

Abbildung 1-7 schematisch und vereinfacht dargestellt, das extrazelluläre Wachstums-

signal eines Mitogens ins Zellinnere weitergeleitet, welches dort eine Änderung der 

Expression von bestimmten Zielgenen bewirkt. 

Durch Bindung des Mitogens an ein membranständiges Rezeptortyrosinkinasendimer 

wird die zytoplasmatische Kinasedomäne aktiviert und ein Rezeptortyrosinkinasendi-

mer autophosphoryliert. Durch die phosphorylierten Tyrosinreste der Rezeptortyrosin-

kinasen kann das ‚growth factor receptor-bound protein 2‘ mit seiner ‚src homology 2‘ 

Domäne an die Kinase binden (Schulze u. a., 2005), wo es mit der GTPase ‚son of 

sevenless‘ einen Komplex bildet und diese aktiviert. Die aktivierte GTPase verursacht 

eine Konformationsänderung des ‚rat sarcoma‘ (Ras) Proteins, wodurch GDP von Ras 

dissoziert und GTP an Ras gebunden wird (Chin, 2003). Dieses an GTP gebundene und 
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somit aktivierte Ras induziert die Phosphorylierung des ‚rapidly accelerated fibrosar-

coma‘(Raf) Proteins, wodurch das Signal von der Membran ins Zellinnere weitergeleitet 

und amplifiziert wird (Cooper, 2000). 

 

Abbildung 1-7 Schematische Darstellung der MAPK/Erk Signalkaskade (Chin, 2003) 

Vereinfachte schematische Darstellung der Signaltransduktion im MAPK/Erk Signalweg. Durch Bindung 

eines Liganden an eine membranständige Rezeptortyrosinkinase wird Ras aktiviert. Dies führt zur Akti-

vierung von Raf, welches wiederum MEK phosphoryliert. Das phosphorylierte und somit aktivierte MEK 

Protein phosphoryliert Erk, was wiederum verschiedene Transkriptionsfaktoren beeinflusst, wodurch die 

Genexpression geändert wird. 

Die phosphorylierte Raf Kinase aktiviert im Anschluss durch Phosphorylierung die ‚mi-

togen activated ERK kinase‘ (MEK), welche auch als ‚mitogen-activated protein kinase 

kinase‘ bekannt ist. Die phosphorylierte MEK Kinase aktiviert wiederum Erk durch 

Phosphorylierung des Threonin-Glutaminsäure-Tyrosin Motives, wodurch p-Erk im 

Zellkern akkumuliert und die Aktivität verschiedener Transkriptionsfaktoren wie z.B. 

von Myc, Jun und ‚cAMP response element-binding protein‘ reguliert (Caunt & 

McArdle, 2012; Chang u. a., 2003). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate
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Da der MAPK/Erk Signalweg in ungefähr einem Drittel der untersuchten humanen Tu-

morerkrankungen dereguliert ist – meist durch Überfunktionsmutationen in Ras und Raf 

(Garnett & Marais, 2004) – und der Signalweg die Resistenz gegenüber zytotoxischen 

Behandlungen wie z.B. der Chemo- oder Strahlentherapie erhöht (Dhillon u. a., 2007; 

Ruan u. a., 2010; Sebolt-Leopold & Herrera, 2004), ist auch diese Signalkaskade ein 

vielversprechender Angriffspunkt, um Tumorzellen zu radiosensibilisieren. So wurde in 

mehreren präklinischen Studien nachgewiesen, dass eine Inhibition der MAPK/Erk Sig-

nalkaskade mit dem oral verfügbaren MEK-Inhibitor CI-1040 mit einer Erniedrigung 

der Proliferation und einer Erhöhung der Strahlensensitivität korrelierte (Allen u. a., 

2003; Sambade u. a., 2009; Sebolt-Leopold u. a., 1999). Leider konnten die vielverspre-

chenden in vitro Ergebnisse von CI-1040 in einer Phase II Studie trotz einer guten Ver-

träglichkeit nicht belegt werden, da der MEK Inhibitor ungenügende antiproliferative 

Aktivität zeigte, weshalb weitere Inhibitoren der MAPK/Erk Signalkaskade mit verbes-

serten pharmakologischen und pharmazeutischen Eigenschaften entwickelt wurden (Ri-

nehart u. a., 2004). 

Einer dieser MAPK/Erk Signalkaskaden Inhibitoren der zweiten Generation ist 

AZD6244 (Yeh u. a., 2007), welches unter dem Namen Selumetinib bereits in mehreren 

klinischen Studien getestet wird (Internetseite: „Search of: Selumetinib - List Results - 

ClinicalTrials.gov“). Anders als beim zuvor erwähnten PI3K/mTOR Inhibitor 

NVP-BEZ235 ist AZD6244 kein ATP-kompetitiver, sondern ein allosterischer Inhibi-

tor. Dies bedeutet, dass AZD6244 nicht direkt unter Verdrängung von ATP an die Kina-

sedomäne von MEK, sondern in einer regulatorischen Domäne bindet. Hierdurch wird 

eine  Konformationsänderung induziert, welche letztendlich die Kinasefunktion inhi-

biert (Zhang u. a., 2009). Da diese regulatorischen Domänen häufig einzigartig sind und 

kaum Homologien zwischen verschiedenen Proteinen aufweisen, haben allosterische 

Inhibitoren häufig eine deutlich höhere Spezifität als ATP-kompetitive Inhibitoren 

(Zhang u. a., 2009). So wurde für AZD6244 mit einer halbmaximalen inhibitorischen 

Konzentration gegenüber isolierter MEK von ca. 14 nM ein nanomolarer Wirkungsbe-

reich festgestellt, wobei bei dieser Konzentration kaum eine Inhibition anderer Kinasen 

gemessen wurde (Yeh u. a., 2007). 

Abgesehen von der zytostatischen Wirkung im nanomolaren Bereich wurde, wie auch 

für die MAPK/Erk Signalweg Inhibitoren der ersten Generation (Sambade u. a., 2009), 

für AZD6244 eine radiosensibilisierende Wirkung nachgewiesen (Chung u. a., 2009, 
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2013; Shannon u. a., 2009). Da in Tumorzellen häufig auch mehrere onkogene Signal-

kaskaden parallel aktiviert sind, wurde in einem Teilprojekt dieser Arbeit untersucht 

(vgl. Kapitel 1.4), ob durch eine simultane Inhibition des MAPK/Erk und des 

PI3K/Akt/mTOR Signalweges synergistische Effekte in Bezug auf die Strahlenemp-

findlichkeit humaner Tumorzelllinien nachweisbar sind. 

1.3 DER EINFLUSS DES TUMORMIKROMILIEUS AUF DIE RADIORESISTENZ 

Wie bereits zuvor im Kapitel 1.2 erwähnt, ist die intrinsische Radioresistenz von Tu-

morzellen unter anderem durch die Aktivität onkogener Signalkaskaden bedingt und 

kann somit durch den Einsatz von Inhibitoren dieser Signalkaskaden moduliert werden. 

Ein weiterer Faktor, welcher die Reaktion und somit das Überleben von Zellen nach 

Strahlenexposition beeinflussen kann, ist die Mikroumgebung der Tumorzellen (Jamal 

u. a., 2010; Vaupel, 2004). Diese unterscheidet sich immens vom Mikromilieu in Nor-

malgewebe, da aufgrund der unkontrollierten Angiogenese ein Teil der Tumorzellen 

schlecht mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt wird und weiterhin der Abtransport 

von Stoffwechselprodukten und CO2 erschwert ist (Trédan u. a., 2007). Wie in Abbil-

dung 1-8 schematisch dargestellt, gibt es somit verschiedene Areale in soliden Tumo-

ren. So existieren Bereiche in der Nähe eines Blutgefäßes, welche sehr gut mit Nähr-

stoffen und Sauerstoff versorgt sind und einen normalen pH-Wert aufweisen. Diese 

normoxischen Tumorzellen weisen in der Regel eine hohe Proliferationsrate auf, wes-

halb sie relativ gut mit Chemotherapeutika und Strahlentherapie behandelbar sind. 

 

Abbildung 1-8 Tumormikroumgebung in Abhängigkeit der Distanz zu Blutgefäßen (Trédan u. a., 

2007) 
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Schematische Darstellung der Tumormikroumgebung (A) sowie des Sauerstoffpartialdruckes (gestrichel-

te Linie) und des pH-Wertes (gepunktete Linie) (B) in Abhängigkeit von der Distanz zu einem Blutgefäß. 

Allerdings existieren aufgrund der unkontrollierten Angiogenese auch Bereiche mit 

schlechter Versorgung. So sinkt mit steigendem Abstand zum Blutgefäß in soliden Tu-

moren, wie in Abbildung 1-8 dargestellt, der Sauerstoffpartialdruck und der pH-Wert 

(Trédan u. a., 2007; Vaupel, 2004), wodurch Bereiche mit hypoxischen Zellen entste-

hen, welche deutlich schlechter auf eine Chemo- und/oder Strahlentherapie ansprechen. 

Hierbei ist allerdings zu beachten, dass eine Einteilung in normoxische und hypoxische 

Bereiche zu grob ist, da es unterschiedlich starke Ausprägungen der Hypoxie gibt. So 

beträgt der mediane Sauerstoffpartialdruck gemäß einer Studie von Vaupel et al. in 

normalem Brustgewebe 65 mm Hg, wohingegen in Brustkrebsgewebe lediglich ein me-

dianer Sauerstoffpartialdruck von 30 mm Hg gemessen wurde (Vaupel u. a., 1991). Wie 

bereits erwähnt, muss hierbei allerdings beachtet werden, dass die Sauerstoffkonzentra-

tion in den gemessenen hypoxischen Bereichen sehr heterogen war, wobei die größte 

hypoxische Untergruppe einen Sauerstoffpartialdruck von ca. 5-7,5 mm Hg zeigte 

(Vaupel u. a., 1991).  

Abgesehen von der unterschiedlichen Ausprägung der hypoxischen Bereiche in Bezug 

auf die Sauerstoffkonzentrationen existieren in soliden Tumoren ebenfalls Bereiche, 

welche nur zeitweise hypoxisch sind. Im Allgemeinen kann man zwischen drei ver-

schiedenen Zellpopulationen unterscheiden, welche aufgrund von Veränderungen im 

mikroregionalen Blutfluss entstehen: normoxische Zellen, die aufgrund ihrer Nähe zum 

vaskulären System ständig gut mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt sind, Zellen die 

einer vorübergehenden Hypoxie ausgesetzt sind und chronisch hypoxische Zellen 

(Bristow & Hill, 2008; Meijer u. a., 2012; Pigott u. a., 1996). Abgesehen von den Ver-

änderungen im mikroregionalen Blutfluss tritt eine Reoxygenierung von Tumorzellen 

auch häufig nach einer Bestrahlung auf, da die normoxischen schnell proliferierenden 

Zellen durch die Bestrahlung absterben, wodurch die hypoxischen Zellen wieder besser 

mit Sauerstoff versorgt werden (Pajonk u. a., 2010). Diese normoxischen, reoxygenier-

ten und hypoxischen Bereiche sind von besonderem Interesse, da diese drei Untergrup-

pen verschiedene Sensitivitäten gegenüber einer Chemo- oder Strahlentherapie haben, 

weshalb sie alle berücksichtigt werden sollten, wenn die Effizienz neuer Therapeutika 

beurteilt werden soll (Iizuka u. a., 1997; Pajonk u. a., 2010; Urano u. a., 2012). Insbe-

sondere die hypoxischen Bereiche eines soliden Tumors, wie sie z. B. in 40 % aller 

Brustkrebstumoren vorkommen (Ward u. a., 2013), weisen deutliche Änderungen in der 
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Expression proliferativer Gene, verringerte Apoptoseraten sowie eine erhöhte Invasivi-

tät, ein erhöhtes Metastasierungspotential und genomische Instabilität auf (Chaudary & 

Hill, 2006; Wilson & Hay, 2011). 

Es wurde in mehreren Studien gezeigt, dass die durch Hypoxie bedingten Veränderun-

gen der Strahlensensitivität mit dem PI3K/Akt/mTOR Signalweg verflochten sind (Cam 

& Houghton, 2011; Knaup u. a., 2009; Wang & Ohh, 2010). Dies klassifiziert diese 

Signalkaskade zu einem vielversprechenden Ziel für Radiosensibilisatoren unter nor-

moxischen und hypoxischen Bedingungen. So wurde bereits für den dualen 

PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 gezeigt, dass dieser Prostata- und Hypopharynx-

karzinomzellen unter normoxischen und extrem hypoxischen Bedingungen radiosensi-

bilisiert (Fokas u. a., 2012a; Potiron u. a., 2013). Da die zuvor genannten Studien die 

radiosensibilisierende Fähigkeit von NVP-BEZ235 unter sehr harschen hypoxischen 

Bedingungen belegten und zum Zeitpunkt der Durchführung dieser Arbeit keine Daten 

bezüglich einer Radiosensibilisierung durch NVP-BEZ235 in milder Hypoxie, wie sie 

beim humanen Mammakarzinom vorkommt, publiziert waren, wurde in einem Teilpro-

jekt dieser Arbeit untersucht, ob NVP-BEZ235 normoxische, nach Bestrahlung reoxy-

genierte und hypoxische humane Brustkrebszellen radiosensibilisiert. 

1.4 SYNERGISTISCHE EFFEKTE DURCH INHIBITION MULTIPLER ONKOGE-

NER SIGNALKASKADEN 

Wie schon im Kapitel 1.2 erwähnt, ist die Inhibition onkogener Signalkaskaden bereits 

seit über einem Jahrzehnt ein Ansatzpunkt, um die Tumorkontrolle und somit den The-

rapieerfolg zu verbessern. Die klinische Effektivität der Inhibition onkogener Signal-

kaskaden wurde in verschiedenen Studien in Tumorgruppen, die alle auf einer Fehlregu-

lation eines einzelnen Signalweges beruhten, eindrucksvoll unter Beweis gestellt 

(Druker u. a., 2001, 2006; Heinrich u. a., 2003). In einer Vielzahl von Tumoren hinge-

gen, die Fehlregulationen in mehreren Signalkaskaden aufweisen, bewirkte die Inhibiti-

on einer Signalkaskade lediglich geringe Verbesserungen des Therapieerfolges, weshalb 

vermehrt die kombinierte Inhibition mehrerer Signalkaskaden in Betracht gezogen wur-

de (Knight u. a., 2010). Insbesondere die PI3K/Akt/mTOR und die MAPK/Erk Signal-

kaskade stellen attraktive Zielstrukturen dar, da sie zu den am häufigsten mutierten Sig-

nalwegen in humanen Tumorerkrankungen gehören (Engelman, 2009; Sebolt-Leopold 

& Herrera, 2004). Weiterhin beeinflussen sie direkt die Proliferation, das Zellwachstum, 
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das Überleben und die Widerstandsfähigkeit gegenüber Strahlung und Chemotherapeu-

tika (Bartholomeusz & Gonzalez-Angulo, 2012; Garnett & Marais, 2004; Williams u. 

a., 2012). 

Wie von Rexer et al beschrieben und in Abbildung 1-9 schematisch dargestellt, bewirkt 

die Inhibition des PI3K/Akt/mTOR oder des MAPK/Erk Signalweges in Zellen, in de-

nen beide Signalkaskaden aktiviert sind, die Aktivierung des jeweils anderen Signalwe-

ges (Rexer u. a., 2009). Die Tumorzellen kompensieren demnach die Inhibition eines 

Signalweges und überleben die Behandlung mit dem Signalweginhibitor. Werden hin-

gegen beide Signalwege simultan inhibiert, so kann diese Kompensation nicht mehr 

stattfinden, weshalb es zu einem Proliferationsstopp kommt. 

 

Abbildung 1-9 Duale Inhibition onkogener Signalkaskaden (Rexer u. a., 2009) 

Schematische Darstellung der Inhibition onkogener Signalkaskaden in Krebszellen, in denen der 

PI3K/Akt/mTOR und der MAPK/Erk Signalweg aktiviert sind. Durch Bindung eines Wachstumsfaktors 

an eine RTK werden die beiden proliferativen Signalkaskaden aktiviert. Wird nun eine der beiden Signal-

kaskaden inhibiert, so kann das Wachstumssignal über die jeweils andere Signalkaskade weitergegeben 

werden, weshalb die Zellen weiter proliferieren. Werden beide Signaltransduktionsmechanismen simultan 

inhibiert, führt dies zu einer Unterbrechung des Wachstumssignals, wodurch die Proliferation gestoppt 

wird. 

Die Kombination der simultanen Inhibition des PI3K/Akt/mTOR und des MAPK Sig-

nalweges überzeugte bereits in verschiedenen in vitro und in vivo Studien, da die Be-

handlung mit Inhibitoren beider Signalkaskaden die besseren Resultate zeigte als die 

Inhibition nur eines Signalweges (Britten, 2013; Guenther u. a., 2013; Renshaw u. a., 

2013; Watson u. a., 2014). Die synergistischen Effekte der Inhibition beider Signalkas-

kaden beruhen zum einen auf der Unterdrückung der Aktivierung von Rückkopplungs-

mechanismen (Castellano & Downward, 2011; Grant, 2008), zum anderen stimulieren 

und inhibieren sich der PI3K/Akt/mTOR und der MAPK/Erk Signalweg an mehreren 
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Stellen gegenseitig (Aksamitiene u. a., 2012; Gadgeel & Wozniak, 2013; Guenther u. a., 

2013; Jahangiri & Weiss, 2013; Mendoza u. a., 2011). Ein vereinfachtes putatives 

schematisches Interaktionsnetzwerk der beiden Signalkaskaden, beruhend auf den Da-

ten der zuvor genannten Publikationen (Aksamitiene u. a., 2012; Fritsche-Guenther u. 

a., 2011; Grant, 2008; Jahangiri & Weiss, 2013; Mendoza u. a., 2011), ist in Abbildung 

1-10 dargestellt. Durch eine Rezeptortyrosinkinase, wie z.B. der ‚epidermal growth fac-

tor receptor‘, wird ein Wachstumssignal ins Innere der Zelle weitergegeben, wo sie die 

entsprechende Signalkaskade aktiviert. Die Weitergabe des Signals resultiert letztend-

lich in einer erhöhten Proliferationsrate, gesteigertem Zellwachstum und erhöhter Wi-

derstandskraft gegenüber zytotoxischen Agenzien oder einer Behandlung mit IR. 

 

Abbildung 1-10 Putatives Interaktionsnetzwerk der MAPK und der PI3K/Akt/mTOR Signalkas-

kaden 

Ausgehend von den publizierten Daten verschiedener Arbeitsgruppen wurde ein vereinfachtes putatives 

Interaktionsschema des onkogenen MAPK und PI3K/Akt/mTOR Signalweges erstellt. Durch eine Rezep-

tortyrosinkinase wird ein Wachstumssignal ins Zellinnere weitergegeben, wo es anschließend durch die 

Signalkaskaden verarbeitet wird und letztendlich zu Proliferation, gesteigertem Zellwachstum und erhöh-

ter Widerstandsfähigkeit führt. Die Zahlen geben die jeweilige Literaturquelle an, in der die Interaktion 

genannt wird: (1) Aksamitiene et al. 2012, (2) Fritsche-Guenther et al. 2011, (3) Grant 2008, (4) Jahangiri 

und Weiss 2013 und (5) Mendoza et al. 2011. Schwarze Linien symbolisieren eine Aktivierung, rote 

Linien eine Inhibition. 

Wie bereits zuvor erwähnt, wurden bereits erste Versuche mit einer kombinierten Inhi-

bition des MAPK/Erk und des PI3K/Akt/mTOR Signalweges erfolgreich durchgeführt. 
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Insbesondere eine Kombination des MEK Inhibitors AZD6244 und des dualen 

PI3K/Akt/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235, welche beide bereits in klinischen Studien 

getestet werden (Internetseite: „Search of: BEZ235 - List Results - ClinicalTrials.gov“, 

Internetseite: „Search of: Selumetinib - List Results - ClinicalTrials.gov“), zeigte viel-

versprechende Resultate. So konnten Roberts et al. (Roberts u. a., 2012) in in vivo 

Xenograftexperimenten zeigen, dass eine Kombination dieser beiden Inhibitoren in Ras-

bedingtem Melanoma als einzige der getesteten Behandlungen in einem signifikanten 

Rückgang des Tumors resultierte. Ebenso war in dieser Studie die mediane Überlebens-

dauer der mit Selumetinib und NVP-BEZ235 behandelten Tiere mit 64 Tagen deutlich 

höher als die der Kontrollgruppen. Eine synergistische Wirkung der beiden Inhibitoren 

wurden in weiteren in vivo Studien ebenfalls für kolorektale Karzinom- und nicht-

kleinzellige Bronchialkarzinomzellen beobachtet (E u. a., 2014; Qu u. a., 2014). 

Eine Kombination von AZD6244 und NVP-BEZ235 zeigte, wie bereits erwähnt, eine 

synergistische Wirkung auf die Proliferation von Tumoren. Weiterhin ist bereits für 

beide Inhibitoren bekannt, dass diese eine radiosensibilisierende Wirkung in mehreren 

Zelllinien unterschiedlicher Entitäten haben (Chung u. a., 2009, 2013; Fokas u. a., 

2012b; Potiron u. a., 2013; Shannon u. a., 2009). Da zum Zeitpunkt der Erstellung die-

ser Arbeit allerdings noch keine Daten bezüglich einer Kombination von AZD6244 und 

NVP-BEZ235 mit Bestrahlung publiziert waren, wurde dieser Ansatz in einem Teilpro-

jekt dieser Arbeit untersucht. 
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2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Teilprojekte zur Strahlensensitivi-

tät in humanen Tumorzellen nach Inhibition der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade durch 

den dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 bearbeitet und dabei zentrale Frage-

stellungen beantwortet werden: 

1. Untersuchung der Inhibitor-/Bestrahlungsschemata auf die NVP-BEZ235 indu-

zierte Radiosensibilisierung in Glioblastomzelllinien. Hierzu sollten folgende 

Fragen bearbeitet werden: 

 Ist die Radiosensibilisierung durch NVP-BEZ235 vom Behandlungs-

schema abhängig? 

 Gibt es Unterschiede zwischen den vier getesteten Glioblastomzellli-

nien? 

 Was sind die molekularbiologischen Grundlagen für beobachtete Unter-

schiede zwischen den Behandlungsschemata und/oder den einzelnen 

Zelllinien? 

2. Bedeutung der Sauerstoffkonzentrationen auf die NVP-BEZ235 induzierte Ra-

diosensibilisierung in zwei humanen Mammakarzinomzelllinien. Bei diesem 

Teilprojekte sollten insbesondere folgende Aspekte untersucht werden: 

 Hat NVP-BEZ235 eine radiosensibilisierende Wirkung unter pathophy-

siologisch relevanten milden Hypoxie-Bedingungen? 

 Gibt es Unterschiede zwischen den getesteten Mammakarzinomzelllinien 

und auf welchen molekularbiologischen Grundlagen beruhen diese Un-

terschiede? 

3. Untersuchung synergistischer Effekte durch simultane Inhibition des MAPK/Erk 

Signalweges durch AZD6244 und der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade durch 

NVP-BEZ235 auf die Strahlensensitivität in zwei humanen Tumorzelllinien. 

Hierbei sollten schwerpunktmäßig folgende zwei Fragestellungen beantwortet 

werden: 

 Bewirkt eine simultane Inhibition des MAPK/Erk Signalweges durch 

AZD6244 eine Verstärkung der NVP-BEZ235 induzierten Radiosensibi-

lisierung? 

 Welchen Effekt hat die simultane Inhibition beider Signalkaskaden in 

den beiden untersuchten Zelllinien? 
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Um diese zentralen Fragestellungen beantworten zu können, sollte im Rahmen dieser 

Arbeit eine Auswahl verschiedener humaner Tumorzelllinien verschiedener Entitäten 

(Glioblastom, Lungenkarzinom, Mammakarzinom) zellbiologisch und molekularbiolo-

gisch untersucht werden. Dabei sollten die Wirkstoffe NVP-BEZ235 und AZD6244 in 

den Zelllinien Modellen getestet und die Effekte in Kombination mit Bestrahlung auf-

geklärt werden. Um die Effekte der Wirkstoffe zwischen den Zelllinien vergleichen zu 

können, sollten die zellbiologischen Auswirkungen unter Anwendung von Zellviabili-

tätstests, Koloniebildungstests, Zellzyklusanalysen sowie Western blot und durchfluss-

zytometrische Analysen von Proteinen untersucht werden. Mit Hilfe von Western blot 

Untersuchungen zur Bestimmung von Schlüsselproteinen der einzelnen Signalwege 

sollte parallel dazu die Aktivierung bzw. Hemmung einzelner Komponenten dieser Sig-

nalwege aufgeklärt werden. Das übergeordnete Ziel dieser Teilprojekte war, die strah-

lensensibilisierenden Mechanismen bei gleichzeitiger Inhibition molekularer Signalwe-

ge durch NVP-BEZ235 undAZD6244 aufzuklären. 

Um zu testen, ob das Behandlungsschema mit NVP-BEZ235 und der Bestrahlung einen 

Einfluss auf die NVP-BEZ235 induzierte Radiosensibilisierung hat, wurden in einem 

Teil dieser Arbeit zwei verschiedene Behandlungsschemata untersucht. Hierzu wurden 

vier Glioblastomzelllinien, die sich hinsichtlich ihres PTEN und TP53 Status unter-

scheiden, entweder für 24 h vor der Bestrahlung oder für 1 h vor und nach der Bestrah-

lung mit NVP-BEZ235 behandelt und die Koloniebildungsfähigkeit festgestellt. Wei-

terhin wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung der DNS-Gehalt der Zel-

len, die Induktion und der Abbau von DNS-Schäden sowie die Expression relevanter 

Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, der Apoptose und der DNS-Reparatur in 

Abhängigkeit des Behandlungsschemas, der Behandlung mit NVP-BEZ235 und der 

Bestrahlung untersucht. 

So wurde für den dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 bereits in Hypopharynx- 

und Prostatakarzinomzellen Daten bezüglich einer Radiosensibilisierung unter normoxi-

schen und sehr harschen hypoxischen Bedingungen veröffentlicht (Fokas u. a., 2012a; 

Potiron u. a., 2013). Da allerdings bei malignen Neubildungen der Brust hauptsächlich 

Tumorareale mit einer milden Hypoxie auftreten und es für diese Sauerstoffkonzentrati-

onen und diese Tumorentität zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit keinerlei Daten 

über eine Radiosensibilisierung durch duale PI3K/mTOR Inhibition gab, wurde dies in 

einem Teil dieser Arbeit untersucht. Zu diesem Zweck wurden triple negative (TN) 
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MDA-MB-231 und östrogenrezeptor-positive (ER) MCF-7 Mammakarzinomzellen un-

ter normoxischen und hypoxischen Bedingungen kultiviert und die Koloniebildungsfä-

higkeit nach Behandlung mit NVP-BEZ235 untersucht. Um die Bedingung einer tran-

sienten Hypoxie zu simulieren, wurden zusätzlich hypoxische Zellen nach der Bestrah-

lung in normoxischen Bedingungen kultiviert und ebenfalls auf die Koloniebildungsfä-

higkeit untersucht. Weiterhin wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung 

der DNS-Gehalt der Zellen, die Induktion und der Abbau von DNS-Schäden, das Auf-

treten reaktiver Sauerstoffradikale sowie die Expression eines Hypoxiemarkers, relevan-

ter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, der Apoptose und der Autophagie un-

tersucht. 

Es wurde bereits in mehreren Studien berichtet, dass eine Inhibition mehrerer onkogener 

Signalkaskaden simultan zu synergistischen Effekten führen kann und somit effektiver 

ist als die Inhibition nur eines Signalweges (Knight u. a., 2010). Die MAPK und die 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade stellen häufig mutierte Signalwege in humanen Tu-

morerkrankungen dar und es wurde bereits in einer Vielzahl an Studien gezeigt, dass 

eine simultane Inhibition beider Signalwege zu synergistischen Effekten führt 

(Engelman, 2009; Guenther u. a., 2013; Jahangiri & Weiss, 2013; Sebolt-Leopold & 

Herrera, 2004; Watson u. a., 2014). Da allerdings wenig Informationen über eine syner-

gistische Wirkung der simultanen Inhibition beider Signalkaskaden in Bezug auf die 

Strahlenresistenz humaner Tumorzellen vorhanden ist, wurde in dieser Arbeit die Kolo-

niebildungsfähigkeit nach simultaner Inhibition mit dem MEK Inhibitor AZD6244 und 

dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 nach Bestrahlung in SNB19 Glioblas-

tom- und A549 Lungenkarzinomzellen untersucht. Weiterhin wurden zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach Bestrahlung der DNS-Gehalt der Zellen, die Induktion und der Abbau 

von DNS-Schäden sowie die Expression relevanter Proteine des MAPK/Erk und des 

PI3K/Akt/mTOR Signalweges, der Autophagie und der Apoptose untersucht. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 ZELLLINIEN UND ZELLKULTUR 

Für die Versuche dieser Arbeit wurden die in Tabelle 3-1 dargestellten adhärenten Zell-

linien verwendet. Die Zelllinien A549, DK-MG, GaMG, SNB19, U373 und U87-MG 

wurden von der American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) bezogen. Die 

beiden Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden freundlicherwei-

se von Prof. Dr. Ulrike Kämmerer (Frauenklinik, Universitätsklinikum Würzburg) zur 

Verfügung gestellt. Als Kulturmedium wurde für sämtliche Zelllinien mit Ausnahme 

von U373 und U87-MG Dulbecco’s Modified Eagle Medium, angereichert mit 10 % 

fetal calf serum (FCS) und 1 mM L-Glutamin, verwendet. Für die Zelllinien U373 und 

U87-MG wurde Modified Eagle Medium angereichert mit 10 % FCS verwendet. In 

sämtliche Kulturmedien wurden außerdem 100 Units/ml Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin zugegeben. Wichtige Mutationen der in Tabelle 3-1 dargestellten Zellli-

nien wurden durch Datenbankabfragen in COSMIC, IGRhcellID und der IARC TP53 

Database ermittelt (Internetseite: „COSMIC: Catalogue Of Somatic Mutations In Can-

cer“, Internetseite: „IGRhCellID - Integrated Genomic Resources of human Cell lines 

for Identification“, Internetseite: „IARC TP53 Database“). 
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Tabelle 3-1 Zelllinien 

Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien, deren Ursprung, das zur Kultivierung ver-

wendete Medium sowie der in den Datenbanken eingetragene Mutationsstatus in den EGFR, KRAS, 

TP53, PTEN und PIK3CA Genen. 

Zelllinie Ursprung Mutierte Gene 

A549 Lungenkarzinom KRAS 

DK-MG Glioblastom PIK3CA, PTEN* 

GaMG Glioblastom TP53 

MCF-7 Mammakarzinom PIK3CA 

MDA-MB-231 Mammakarzinom EGFR, TP53 

SNB19 Glioblastom TP53, PTEN 

U373 Glioblastom TP53, PTEN 

U87-MG Glioblastom PTEN 

*Für die DK-MG Zelllinie ist für das PTEN Gen im Katalog der somatischen Mutationen in Krebs eine 

Mutation in der kodierenden Sequenz (c.499A>G) eingetragen, welche zu einem Austausch der Amino-

säure von Threonin zu Alanin führt. Da diese Mutation in den anderen Datenbanken nicht eingetragen ist 

und das PTEN Protein in der DK-MG Zelllinie nachweisbar ist, wird für diese Arbeit davon ausgegangen, 

dass es sich um einen Fehleintrag in der Datenbank handelt und PTEN in der DK-MG Zelllinie wildty-

pisch ist. 

Die Zellen wurden unter Standardkulturbedingungen (37 °C, 5 % CO2) kultiviert. Alle 

2-3 Tage wurden Subkulturen angelegt, um die Zellen in der exponentiellen Wachs-

tumsphase zu halten. Hierzu wurde zunächst das Medium von den Zellen abgesaugt und 

die Zellen mit PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen durch Zugabe einer 

Trypsin EDTA Lösung proteolytisch abgelöst. Nach einer zellspezifischen Einwirkzeit 

(ca. 5 min im Brutschrank) wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von FCS-haltigem 

Medium abgestoppt. Nach Zentrifugation (5 min, 250 rcf, bei Raumtemperatur) wurde 

der Überstand verworfen, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und die Zel-

len in einer zelllinienspezifischen Konzentration in frischem Medium ausgesät. Die 

hierzu verwendeten Chemikalien und Lösungen sind in Tabelle 3-2 dargestellt. 
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Tabelle 3-2 Zellkulturmedien 

Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Medien, Zusätze sowie die Hersteller. 

Medium/Lösung/Zusatz Hersteller 

Dulbecco’s MEM (DMEM) Low Glucose PAA (Pasching, Österreich) 

MEM Low Glucose  

Penicillin/Streptomycin  

L-Glutamin  

PBS Biochrome (Berlin, Deutschland) 

FCS  

0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-Solution Gibco Life Technologies (Darmstadt, 

Deutschland) 

 

3.1.2 KLEINMOLEKULARE INHIBITOREN 

Der kleinmolekulare ATP-kompetitive duale PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 (sie-

he Abbildung 3-1 A) wurde freundlicherweise vom Institut für Biomedizinische For-

schung von Novartis (Basel, Schweiz) zur Verfügung gestellt. Es handelt sich hierbei 

um ein Imidazoquinolinderivat, welches die Kinaseaktivität von PI3K und mTOR be-

reits in niedrigen nanomolaren Konzentrationen inhibiert (Maira u. a., 2008). Der duale 

PI3K/mTOR Inhibitor, welcher auch unter dem generischen Namen „Dactolisib“ be-

kannt ist, wird bereits in mehreren klinischen Studien als Monotherapie oder in Kombi-

nation mit anderen Zytostatika getestet (Internetseite: „Search of: BEZ235 - List Results 

- ClinicalTrials.gov“). 

Der kleinmolekulare allosterische Inhibitor AZD6244 (siehe Abbildung 3-1 B), welcher 

auch unter den generische Namen „ARRY-142886“ und „Selumetinib“ bekannt ist, 

wurde bei Selleckchem (Houston, TX, USA) kommerziell erworben. Er inhibiert die 

MEK Kinaseaktivität ebenfalls in niedrigen nanomolaren Konzentrationen (Yeh u. a., 

2007). Wie NVP-BEZ235 wird auch AZD6244 momentan in mehreren klinischen Stu-

dien auf seine Wirksamkeit als Monotherapeutikum als auch in Kombination mit ande-

ren Präparaten untersucht (Internetseite: „Search of: Selumetinib - List Results - 

ClinicalTrials.gov“). Im Gegensatz zu NVP-BEZ235 handelt es sich bei AZD6244 nicht 

um einen ATP-kompetitiven, sondern um einen allosterischen Inhibitor, welcher die 
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Kinaseaktivität von MEK durch Bindung an eine regulatorische Domäne inhibiert 

(Zhang u. a., 2009). 

 

Abbildung 3-1 Strukturformeln NVP-BEZ235 und AZD6244 (Maira u. a., 2008; Yeh u. a., 2007) 

Dargestellt sind die Strukturformeln des Imidazoquniolinderivates NVP-BEZ235 (A) und des Aminoben-

zimidazolderivates AZD6244 (B). 

3.1.3 ANTIKÖRPER 

Die für diese Arbeit verwendeten primären Antikörper sind in Tabelle 3-3 aufgelistet, 

wohingegen die verwendeten Sekundärantikörper in Tabelle 3-4 aufgelistet sind. 

Tabelle 3-3 Primärantikörper 

In dieser Arbeit verwendete primäre Antikörper, ihre Herkunft, das Molekulargewicht des Zielproteins in 

kDa sowie der Hersteller. 

Zielprotein Herkunft Molekular-

gewicht 

(kDa) 

Hersteller 

HIF-1α Maus monoklonal 120 BD Biosciences, 

Heidelberg, 

Deutschland 

AKT Kaninchen polyklonal 60a Cell Signaling Tech-

nology Inc., 

Danvers, MA, USA  

Cdk1 (=cdc2) Maus monoklonal 34 

LC3B Kaninchen polyklonal 14, 16 

MEK1/2 Kaninchen monoklonal 45 

mTOR Kaninchen polyklonal 289 

p42-MAP Kinase 

(=Erk2) 

Kaninchen polyklonal 42 

PARP Kaninchen polyklonal 116, 89 

A   NVP-BEZ235 B AZD6244
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Zielprotein Herkunft Molekular-

gewicht 

(kDa) 

Hersteller 

p-4E-BP1 Kaninchen monoklonal 15-20 

p-AKT Maus monoklonal 60 

p-MEK1/2 Kaninchen monoklonal 45 

p-mTOR Kaninchen monoklonal 289 

p-p44/42-MAP Kina-

se (=p-Erk1/2) 

Kaninchen monoklonal 44, 42 

p-Rb Kaninchen polyklonal 110 

p-S6 Kaninchen polyklonal 32 

PI3K p110 Kaninchen polyklonal 110 

PI3K p85 Kaninchen polyklonal 85 

PTEN Kaninchen polyklonal 54 

Rad51 Kaninchen monoklonal 37 

S6 Maus monoklonal 32 

p-H2AX (Ser139) 

FITC conjugate 

Maus monoklonal 15 Millipore, Temecula, 

CA, USA 

Cdk4 Kaninchen polyklonal 33 Santa Cruz Biotech-

nology, Santa Cruz, 

CA, USA 

k-Ras Maus monoklonal 21 

Raf-1 Kaninchen polyklonal 72 

Carbonic anhydrase 9 Maus polyklonal 50-55 Siemens Healthcare 

Diagnostics, 

Eschborn, Deutsch-

land 

β-Aktin Maus monoklonal 42 Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA β-Tubulin Maus monoklonal 55 
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Tabelle 3-4 Sekundärantikörper 

In dieser Arbeit verwendete Sekundärantikörper, ihre Herkunft sowie der Hersteller. 

Ziel Herkunft Hersteller 

Anti Maus Ziege polyklonal DakoCytomation, Glostrup, 

Dänemark Anti Kaninchen Ziege polyklonal 

 

3.1.4 PUFFER UND REAGENZIEN 

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit für die Versuche verwendeten Puf-

fer, Lösungen und Reagenzien, wie z.B. das Rezept für 10-fach PBS (vgl. Tabelle 3-5), 

dargestellt. 

Tabelle 3-5 10-fach PBS 

Rezept für die Herstellung von 10-fach PBS. 

Name Menge 

10-fach PBS 80 g NaCl 

2 g KCl 

14,4 g Na2HPO4 

2,4 g KH2PO4 

pH-Wert auf 7,4 einstellen und mit H2O bidest. auf 1 l auffüllen 

 

Für die Herstellung gebrauchsfertiger PBS-Lösung wurde ein Zehntel der 10-fachen 

PBS Lösung mit neun Zehntel bidestilliertem Wasser vermischt. 

3.1.4.1 KOLONIETEST 

Für die Fixierung der Kolonien wurde eiskaltes Fixativgemisch, bestehend aus drei Tei-

len Methanol und einem Teil Essigsäure, zu den Zellen zugegeben. Im Anschluss wur-

den die Kolonien mit einer 0,6-prozentigen Kristallviolettlösung gefärbt und nach der 

Färbung mit Wasser gewaschen. 

3.1.4.2 PROTEINEXTRAKTION UND WESTERN BLOT 

Die für die Gesamtzell- und Kernproteinextraktion verwendeten Puffer sind in Tabelle 

3-6 und Tabelle 3-7 dargestellt. Die verwendeten Protease- und Phosphataseinhibitoren 

sind in Tabelle 3-8 aufgeführt. 
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Tabelle 3-6 RIPA Puffer 

Rezept für 100 ml RIPA Puffer zur Gesamtproteinextraktion 

Name Menge 

RIPA Puffer 790 mg Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

900 mg NaCl 

In 75 ml H2O lösen und pH-Wert auf 7,4 einstellen 

10 ml 10 % Igepal 

2,5 ml 10 % Natrium-Deoxycholate (1 g in 10 ml H2O bidest.) 

1 ml 100 mM EDTA 

Auf 100 ml mit H2O auffüllen 

 

Tabelle 3-7 Kernextraktionspuffer 

Rezept für jeweils 50 ml der Kernproteinextraktionspuffer LB1 und LB2 

Name Menge 

LB1-Puffer 500 µl 1 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 7,4 

100 µl 500 mM EDTA 

1,5 ml 5 M NaCl 

2,5 ml 10 % Igepal 

Auf 50 ml mit H2O bidest. auffüllen 

LB2-Puffer 2,5 ml 1 M HEPES, pH 7,9 

4,0 ml 5 M NaCl 

100 µl 500 mM EDTA 

Auf 50 ml mit H2O bidest. auffüllen 
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Tabelle 3-8 Proteaseinhibitoren 

Die in dieser Arbeit verwendeten Protease- und Phosphataseinhibitoren wurden aliquotiert und frisch zu 

1 ml der verwendeten Extraktionspuffer zugegeben. 

Funktion Menge 

Proteaseinhibitoren 0,5 µl von 1 µg/ml Aprotinin 

10 µl von 1 mM DTT 

2 µl von 1 µg/ml Leupeptin 

2 µl von 1 µg/ml Pepstatin A 

Phosphataseinhibitoren 1 µl von 1 M NaF 

2 µl von 500 nM NaVO3 

 

Für die Proteinkonzentrationsbestimmung und die gelelektrophoretische Größenauf-

trennung der Proteine und Proteingrößenstandards wurden die in Tabelle 3-9 aufgeführ-

ten vorgefertigten Gele, Puffer und Reagenzien der Firmen Bio-Rad (München, 

Deutschland), Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland) und Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MA, USA) verwendet. 
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Tabelle 3-9 Materialien Western blot 

In diesen Versuchen verwendete Materialien zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen und 

Proteingrößenstandards. 

Funktion Name Hersteller 

Proteinkonzentrati-

onsbestimmung 

DC™ Protein Assay Reagenz A Bio-Rad (München, 

Deutschland) 

 

DC™ Protein Assay Reagenz B 

DC™ Protein Assay Reagenz C 

Protein Assay Standard II 

Proteingrößen-

marker 

Precision Plus All Blue Protein Lad-

der 

Gel NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel Life Technologies GmbH 

(Darmstadt, Deutsch-

land) 

NuPAGE® 3-8 % Tris Acetate Gel 

Reagenzien NuPAGE® 4x LDS Probenpuffer,  

NuPAGE® 10x Sample Reducing 

Agent 

NuPAGE® Antioxidant  

Elektrophorese-

puffer 

NuPAGE® 20x MOPS SDS Puffer 

NuPAGE® 20x Tris-Acetate Puffer  

Transferpuffer NuPAGE® Transfer buffer 

Transfermembran Nitrozellulosemembran 0,2 µm Po-

rengröße 

Färbelösung PonceauS Lösung 0,1 % Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MA, USA) 

 

Für die Proteindetektion wurden die in Tabelle 3-10 aufgeführten Wasch-, Block-, In-

kubations- und Detektionspuffer verwendet. Die Detektion erfolgte mittels Belichtung 

von 18x24 cm Vision X-Film R20 ND Röntgenfilmen der Firma Typon Röntgen-Film 

GmbH (Grünstadt, Deutschland). 
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Tabelle 3-10 Puffer Proteindetektion 

Für die Versuche verwendete Puffer zum Waschen, Blockieren, Inkubieren und Detektieren der Proteine. 

Funktion Rezept 

Waschpuffer 0,1 % Tween in PBS 

Blockpuffer 4 % Milchpulver oder BSA in 0,1 % Tween-PBS 

Inkubationspuffer Antikörper in 4 % Milchpulver oder BSA in 0,1 % Tween-PBS 

Enhanced Luminol 7,88 g Tris-HCl in 500 ml H2O bidest. lösen 

pH mit 5 M NaOH auf 8,6 einstellen 

125 mg Luminolnatrium Salz 

Cumarinsäure 100 ml DMSO 

 110 mg -Cumarinsäure 

Wasserstoffperoxid 30 %-ige Wasserstoffperoxidlösung 

 

3.1.4.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

Die für die durchflusszytometrische Analyse verwendeten Puffer und Reagenzien sind 

in Tabelle 3-11 dargestellt. 

Tabelle 3-11 Puffer und Reagenzien FACS 

Für die durchflusszytometrischen Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendete Puffer und Reagen-

zien. 

Name Rezept 

Block9 0,1 g BSA  

8 ml Mausserum  

1 ml von 10 mg/ml RNase  

1 ml von 1 M NaF  

200 µl von 500 nM NaVO3 

0,025 g Heringsperma DNS 

100 µl Triton X-100  

2,5 ml von 200 mM EDTA  

2,5 ml von 2 % NaN3 

10 ml von 10x PBS  
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Name Rezept 

Mit H2O bidest. auf 100 ml auffüllen 

DNS-Färbelösung 0,1 % Tween in PBS  

50 µg/ml RNase 

5 µg/ml Propidiumiodid (PI) oder 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

(DAPI) 

 

3.1.5 CHEMIKALIEN UND LABORMATERIALIEN 

Weitere Chemikalien wurden bei den Firmen BD Biosciences (Heidelberg, Deutsch-

land), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA) erwor-

ben. Zellkulturflaschen sowie weitere Labormaterialien und Verbrauchsgegenstände 

wurden bei den Firmen BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland), Greiner (Fricken-

hausen, Deutschland), Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) und Merck (Darmstadt, 

Deutschland) gekauft. 

 

3.1.6 LABORGERÄTE 

Die während der Versuche verwendeten Laborgeräte sind in Tabelle 3-12 aufgeführt. 

Tabelle 3-12 Laborgeräte 

Für die Versuche verwendete Laborgeräte 

Gerät Hersteller/Bezugsquelle 

Abflammgerät: Fuego SCS basic H164.1 Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) 

Absaugpumpe KNF Neuberger Typ 035 

AN. 18 

KNF Neuberger (Freiburg, Deutschland) 

Analysewaage SBA 33 SCALTEC Instruments GmbH (Heiligen-

stadt, Deutschland) 

Autoklav Typ 23 Melag Medizintechnik (Berlin, Deutsch-

land) 

Linearbeschleuniger Primus Siemens Medical Solutions (Concord, CA, 

USA) 

Brutschrank AutoFlow NU-5500 IBS INTEGRA Biosciences (Fernwald, 
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Gerät Hersteller/Bezugsquelle 

Deutschland) 

Durchflusszytometer BD FACSCalibur™ BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 

Durchflusszytometer BD FACSCanto™ II BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 

Eismaschine Scotsman AF80 Genheimer Kälte-Klima-Technik 

(Hettstadt, Deutschland) 

Pipettierhilfe Accu-Jet
®
 Pro Brand (Wertheim, Deutschland) 

Elektrophoresekammer EI002 XCell Su-

reLock
®

 

Life Technologies (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Spannungsquelle Elektrophorese PS 304 

Minipac II 

Apelex (Lisses, Frankreich) 

Entwicklermaschine 1186-1 Ecomax™ Protec
®
 (Oberstenfeld, Deutschland) 

Heizblock VLM 1 Q GEFRAN (Provaglio d’Iseo, Italien) 

Magnetrührer Typ MRI** Heideloph Instruments (Schwabach, 

Deutschland) 

Mikroskop CKX31 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

pH-Meter WTW inoLab
®
 pH720 Restore (Manchester, UK) 

Spectrophotometer SmartSpec™ Plus Bio-Rad (München, Deutschland) 

Pipetten Eppendorf Research
®

 Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Präzisionswaage Typ KERN 440-EW47 Hartenstein (Würzburg, Deutschland) 

Rollmischer RM5 Hartenstein (Würzburg, Deutschland) 

Schüttler Vibro-Shaker L-40 Hartenstein (Würzburg, Deutschland) 

Sterilbank LabGard Class II, Biological 

safety cabinet, NU-437-400E 

IBS INTEGRA Biosciences (Fernwald, 

Deutschland) 

Vortexer REAX DR 1 Heideloph Instruments GmbH (Schwa-

bach, Deutschland) 

Wasserbad Typ 3044 Köttermann (Uetze-Hänigsen, Deutsch-

land) 

Zählkammer Neubauer-Improved Paul Marienfeld GmbH (Lauda Königsho-

fen, Deutschland) 

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5412R Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 
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Gerät Hersteller/Bezugsquelle 

Zentrifuge Megafuge 16 R Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA) 

Zentrifuge Sigma
®
 3-16L Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode 

am Harz, Deutschland) 

 

3.1.7 SOFTWARE 

Die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Daten wurden mit den Programmen BD 

FACSDiva™, CellQUEST 3.1 (beide BD Biosciences, San Jose, CA, USA), Flowing 

Software 2.5.0 (Perttu Terho, Turku Center for Biotechnology, Turku, Finnland), Image 

J (Wayne Rasband, NIH, Bethesda, MD, USA), Microsoft Office Professional Plus 

2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), ModFit LT
®
 (Verity Software 

House, Topsham, ME, USA) und Origin
 
8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, 

MA, USA) ausgewertet und bearbeitet. 

3.2 METHODEN 

3.2.1 BEHANDLUNG MIT KLEINMOLEKULAREN INHIBITOREN 

Die Behandlungsschemata für die einzelnen Versuchsteile für den dualen PI3K/mTOR 

Inhibitor NVP-BEZ235 und den MEK Inhibitor AZD6244 sind in Abbildung 3-2 darge-

stellt. 
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Abbildung 3-2 Behandlungsschemata der Versuchsteile 

Die in diesen Experimenten verwendeten Behandlungsschemata, wobei (A) das Schema des Glioblastom 

Projektes, (B) das Schema des Hypoxie Projektes und (C) das Schema des MEK- und PI3K/mTOR-

Inhibitor Projektes darstellt. Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger 

et al. 2013 und Kuger et al. 2014. 

3.2.2 RÖNTGENBESTRAHLUNG 

Die Röntgenbestrahlung wurde mit einem Siemens Linearbeschleuniger Primus (Sie-

mens Medical Solutions, Concord, CA, USA)) mit einer Beschleunigungsspannung von 

6 MV und einer Dosisrate von 2 Gy/Minute durchgeführt. Nach der Bestrahlung wurden 

die Zellen unter Standardbedingungen bis zur Zellernte gemäß den Behandlungssche-

mata weiterkultiviert. 

3.2.3 PROLIFERATIONSASSAYS 

Um den Einfluss der Inhibitoren auf die Proliferationsrate humaner Krebszellen zu un-

tersuchen, wurden Proliferationsassays durchgeführt. Die Auswertung der durch den 

ATP- oder MTS-Test erhaltenen Daten erfolgte durch Anpassung der Daten an das 

Vier-Parameter-logistische-Modell (4PLM), 
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in welchem Y die Zellviabilität, c die Substanzkonzentration in nM, A1 und A2 die je-

weils obere und untere Asymptote, IC50 die 50 % inhibitorische Konzentration und p 

den Hill-Exponenten darstellt. 

3.2.3.1 ATP-ASSAY 

Zur Bestimmung des ATP-Gehaltes wurde der ‚Cell-Titer-Glo
®
 Luminescent Cell Via-

bility Assay‘ von Promega (Mannheim, Deutschland) gemäß den Herstellerangaben 

verwendet. Hierzu wurden die Tumorzellen in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitäten in 

einer zelllinienspezifischen Dichte von ca. 1.000-4.000 Zellen/Kavität in 100 µl Medi-

um ausgesät. Die Zellen wurden nach einer Anwachsphase mit verschiedenen Konzent-

rationen der Testsubstanzen über einen Konzentrationsbereich von ca. 0,03-4 µM für 

AZD6244 und ca. 10-800 nM für NVP-BEZ235 behandelt und für die angegebene Zeit 

mit den Inhibitoren inkubiert. Mit DMSO behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Im 

Anschluss erfolgte eine Detektion des ATP-Gehaltes pro Kavität, welcher direkt propor-

tional zur Zellzahl ist, über eine Lumineszenzreaktion. 

3.2.3.2 MTS-ASSAY 

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivität der Krebszellen nach Behandlung mit 

Inhibitoren wurde der ‚CellTiter 96
®
 AQueous One Solution Cell Proliferation‘ von Pro-

mega (Mannheim, Deutschland) gemäß den Herstellerangaben verwendet. Die Aussaat 

und Behandlung der Zellen erfolgte analog zum ATP-Assay. Im Gegensatz zum ATP-

Assay erfolgte bei diesem Test die Analyse der Zellzahl und der metabolischen Aktivi-

tät über die Umwandlung des Testreagenz über zelluläre Reduktasen zu einem Forma-

zanprodukt, dessen Konzentration kolorimetrisch bestimmt wurde. 

3.2.4 KOLONIEBILDUNGSTEST 

Der Koloniebildungstest, wie von Franken et al. beschrieben, wurde verwendet, um die 

klonogene Fähigkeit von Krebszellen nach Bestrahlung alleine oder in Kombination mit 

den Inhibitoren zu untersuchen (Franken u. a., 2006). Wurden die Zellen für 24 h vor 

der Bestrahlung mit dem Inhibitor inkubiert, so wurden sie vor der Bestrahlung enzyma-

tisch durch Behandlung mit Trypsin abgelöst, in Zellsuspension bestrahlt und im An-

schluss ausgesät. Wurden die Inhibitoren vor der Bestrahlung zugegeben und bis 24 h 

nach Bestrahlung beibehalten, so wurden die Zellen nicht in Suspension sondern adhä-

rent bestrahlt, 24 h nach Bestrahlung enzymatisch abgelöst und ausgesät. In beiden Fäl-

len erfolgte die Aussaat in geeigneter Verdünnung, sodass nach 14-tägiger Inkubation 
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nach Bestrahlung mit bis zu 8 Gy einzelne Kolonien bestehend aus mindestens 50 Zel-

len sichtbar waren. Die Kolonien wurden von Hand ausgezählt und der Mittelwert jeder 

Bedingung, normiert auf die entsprechende Anwachsrate bei 0 Gy, gegen die Bestrah-

lungsdosis halblogarithmisch aufgetragen. Die so erhaltenen Daten wurden an das line-

arquadratische Modell, 

                

bei welchem S die Überlebensfraktion, α und β jeweils die lineare und die quadratische 

Komponente und D die Strahlendosis darstellen, angepasst. Anhand der besten Anpas-

sungsfunktion wurden über weitere Berechnungen im Anschluss die Überlebensrate bei 

2 Gy (SF2) und die Bestrahlungsdosis, welche in 10 % Überleben resultiert (D10), be-

stimmt. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen Vergleich der Plattiereffizienz 

(PE), der Überlebensfraktion bei 2 Gy (SF2) und der Bestrahlungsdosis, bei der 10 % 

der Zellen überleben (D10). 

3.2.5 PROTEINDETEKTION 

Zum Nachweis von Veränderungen der Expressionshöhe bestimmter Proteine in Ab-

hängigkeit von der Bestrahlung und der Behandlung mit Inhibitoren wurden Zelllysate 

30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung angefertigt. Hierzu wurden die Zellen je nach 

Versuchsteil gemäß dem in Abbildung 3-2 dargestellten Schemata behandelt und zu den 

entsprechenden Zeitpunkten geerntet. 

3.2.5.1 ZELLLYSATE UND KERNEXTRAKTE 

Vor der Herstellung von Zelllysaten und Kernextrakten wurden die Zellen zu den ent-

sprechenden Erntezeitpunkten mit PBS gewaschen und enzymatisch durch Trypsin ab-

gelöst. Die Trypsinreaktion wurde mit dem zur jeweiligen Probe gehörenden aufgeho-

benen Medium gestoppt, um apoptotische Zellen, welche bereits nicht mehr adhärent 

waren, zu berücksichtigen. 

Für Gesamtzelllysate wurde das Pellet nach einem Zentrifugationsschritt (5 min, 4 °C, 

1300 rpm) in 50-100 µl RIPA Puffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert und die Zel-

len für mindestens 30 min auf Eis lysiert. Im Anschluss wurde die lysierte Zellsuspensi-

on für 12 min bei 4 °C und 13200 rpm zentrifugiert, der Überstand in ein frisches Reak-

tionsgefäß überführt und konnte nun bei -20 °C für mehrere Monate gelagert werden. 
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Für Kernextrakte wurde das Zellpellet anstatt in RIPA zunächst in 500 µl eiskaltem LB1 

Puffer gelöst und bei 3000 rpm für 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet in 30 µl eiskaltem LB2 Puffer aufgenommen, resuspendiert 

und für 5 min bei 13200 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde nun in ein 

frisches Reaktionsgefäß überführt und konnte analog zu den Gesamtzelllysaten für meh-

rere Monate bei -20 °C gelagert werden. 

3.2.5.2 WESTERN BLOT 

Von den angefertigten Zelllysaten und Kernextrakten wurde zunächst über den „DC™ 

Protein Assay“ von Bio-Rad (München, Deutschland), welcher auf dem Proteinnach-

weis nach Lowry beruht, die Extinktion bei 750 nm in jeder Probe kolorimetrisch an 

einem Photometer bestimmt. Anschließend wurden über eine BSA Verdünnungsreihe 

mit bekannten Konzentrationen die Extinktionen der einzelnen Proben in absolute Kon-

zentrationen umgerechnet. Je nach Anwendung wurden im Anschluss 10-40 µg Protein 

mit LDS Probenpuffer und Probenreduktionspuffer versetzt, für 10 min auf 70 °C er-

hitzt, in kommerziell erworbene NuPAGE® Gele aufgetragen und gelelektrophoretisch 

nach Molekulargewicht aufgetrennt. Um den späteren Vergleich zu ermöglichen, wur-

den zusätzlich zu den Proben auch Größenstandards auf das Gel aufgetragen. Im An-

schluss wurden die Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transfe-

riert und dort unspezifisch mit PonceauS angefärbt, um einen erfolgreichen Transfer zu 

validieren. 

3.2.5.3 PROTEINDETEKTION 

Für die Immundetektion bestimmter Proteine wurde die Membran zunächst in Wasch-

puffer entfärbt und anschließend für mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur in 

Blockpuffer inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Nach erneutem Wa-

schen der Membran wurde der entsprechende Primärantikörper (siehe Tabelle 3-3) in 

der vom Hersteller vorgegebenen Verdünnung in Inkubationspuffer auf die Membran 

gegeben und für mindestens 2 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C auf ei-

nem Rollmischer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in Waschpuffer wurde die 

Membran anschließend für 1-2 h mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Se-

kundärantikörper (siehe Tabelle 3-4) inkubiert. Nach drei Waschvorgängen wurde die 

Membran in einer Detektionslösung, bestehend aus 5 ml Enhanced Luminol Lösung, 

0,5 ml Cumarinsäure und 5 µl 30 %-ige Wasserstoffperoxidlösung, für zwei Minuten 
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inkubiert. Detektiert wurde das Signal anschließend im Dunkeln auf Röntgenfilmen, 

wobei die Belichtungszeit antikörper- und zelllinienspezifisch war und zwischen 5 s und 

15 min betrug. Die Auswertung und Quantifizierung der Bandengröße und –intensität 

erfolgte über das Programm ImageJ und durch eine Normierung auf ein entsprechendes 

Haushaltsgen. 

3.2.6 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE METHODEN 

3.2.6.1 ZELLZYKLUS UND DSB MESSUNGEN 

Um den Einfluss der Inhibitoren und der Bestrahlung auf den Zellzyklus, auf die Induk-

tion und Reparatur von Doppelstrangbrüchen sowie auf die Anwesenheit hypodiploider 

Zellen zu untersuchen, wurden Proben 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung fixiert. 

Bei der Ernte wurden die Zellen, nachdem sie gemäß dem entsprechenden Schema be-

handelt wurden, enzymatisch mit Trypsin abgelöst und mit PBS gewaschen. Die Tryp-

sinreaktion wurde mit dem aufgehobenen Medium der jeweiligen Probe gestoppt, um 

apoptotische Zellen, welche bereits nicht mehr adhärent waren, zu berücksichtigen. 

Im Anschluss wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 4 °C, 1300 rpm) pelle-

tiert, mit kaltem PBS gewaschen und erneut durch Zentrifugation pelletiert. Der Über-

stand wurde verworfen und das Pellet in ca. 250-500 µl kaltem PBS aufgenommen. An-

schließend wurde langsam unter ständigem Vortexen 4 ml -20 °C kalter Ethanol zuge-

tropft. Die so fixierten und permeabilisierten Zellen konnten nun für mehrere Wochen 

bei -20 °C aufbewahrt werden. 

Der Nachweis von DNS-Doppelstrangbrüchen erfolgte über die Detektion des am Se-

rinrest 139 phosphorylierten Histons H2AX gemäß dem von Muslimovic et al. (Musli-

movic u. a., 2008) publizierten Protokoll. Hierzu wurden die in Ethanol gelagerten Pro-

ben durch zweimaliges Waschen mit PBS rehydratisiert und mit dem in Block9 gelösten 

Antikörper für mindestens 2 h auf einem Schüttler bei Raumtemperatur im Dunkeln 

inkubiert. Die im Block9 enthaltenen Substanzen permeabilisierten die Zellmembran, 

verhinderten die Degradation durch Phosphatasen und Proteinasen und gewährleisteten 

eine spezifische Bindung des FITC gekoppelten anti-γH2AX Antikörpers (vgl. Tabelle 

3-11). Die Detektion des Immunfluoreszenzsignals, der mit einem 488 nm Laser ange-

regten anti-γH2AX-FITC Antikörper, erfolgte mit einem Bandpassfilter 530/30 nm 

(FACSCalibur und FACSCanto II) mit logarithmischer Amplifikation des Signals. Es 

wurden pro Probe mindestens 20.000 Zellen gemessen. 
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Parallel wurden der Zellzyklus und die Fraktion hypodiploider Zellen gemessen. Hierfür 

wurden die Proben nach Zugeben des γH2AX-FITC Antikörpers mit RNase behandelt, 

um unspezifische Bindungen des DNS-Farbstoffes zu verringern. Als DNS-Farbstoff 

wurden PI (FACSCalibur und FACSCanto II) sowie DAPI (FACSCanto II) verwendet 

Das PI wurde durch einen 488 nm Laser angeregt und bei 630/22 nm detektiert, wohin-

gegen DAPI durch einen 405 nm Laser angeregt und bei 450/40 nm detektiert wurde. 

Für Zellzyklusmessungen erfolgte die Darstellung im linearen Amplifikationsmodus, 

wohingegen die Daten für die Sub G1 Fraktion im logarithmischen Amplifikationsmo-

dus dargestellt wurden. Die weitere Analyse und Darstellung der Daten erfolgte über die 

im Kapitel 3.1.7 angegebenen Programme, wobei durch geeignete Wahl der Messpara-

meter die entsprechenden Zellpopulationen untersucht wurden. 

3.2.6.2 ROS MESSUNG 

Um die Induktion von ROS durch den Oxygenierungszustand, die Bestrahlung und 

NVP-BEZ235 zu untersuchen, wurde der ROS Indikator 2',7'-

dichlorodihydrofluorescein-diazetat (H2DCFDA) gemäß der von Cossarizza et al. (Cos-

sarizza u. a., 2009) beschriebenen Methode verwendet. Hierbei wurden die Zellen kurz 

vor der Bestrahlung mit PBS gewaschen und in Medium ohne Serum resuspendiert. 

Direkt nach der Bestrahlung wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und im 

Durchflusszytometer analysiert. H2DCFDA-Acetylester und seine Derivate sind memb-

rangängig, werden allerdings im Zytosol von zellulären Esterasen relativ schnell in 

H2DCFDA abgebaut, welches nicht membrangängig ist und somit im Inneren der Zelle 

akkumuliert. Der Nachweis von ROS beruht, wie in Abbildung 3-3 dargestellt, auf der 

Fähigkeit von ROS, dieses nicht fluoreszierende H2DCFDA in Dichlorofluoreszein um-

zuwandeln, welches fluoreszent ist und somit im Durchflusszytometer gemessen wer-

den kann. 



Material und Methoden 

 

- 45 - 

 

 

Abbildung 3-3 ROS Nachweis über H2DCFDA (Internetseite: „An Introduction to Reactive Oxygen 

Species - Measurement of ROS in Cells“) 

Schematischer Nachweis von ROS. H2DCFDA-Acetylester diffundiert passiv über die Membran, wo 

durch zelluläre Esterasen die Esterbindung gespalten wird, wodurch eine Diffusion des nun geladenen 

Moleküls über die Zellmembran verhindert wird. Durch Auftreten von ROS wird nun das nicht fluores-

zierende H2DCFDA in das fluoreszierende Dichlorofluoreszein umgewandelt. 

3.2.7 STATISTIK 

Pro Versuch wurden mehrere unabhängige Experimente durchgeführt. Sofern nicht an-

ders angegeben, handelt es sich bei Mittelwerten um das arithmetische Mittel (MW) ± 

eine Standardabweichung (SD) oder einen Standardfehler (SE). Zum Vergleich zweier 

Behandlungsbedingungen wurde der zweiseitige Zweistichproben t-Test verwendet. 

Zum Vergleich von mehr als zwei Bedingungen wurde, sofern nicht anders angegeben, 

eine ein- oder mehrfaktorielle Analyse der Varianzen (ANOVA) mit anschließendem 

Bonferroni-Holm Posthoc-Test verwendet. Der Grenzwert für statistische Signifikanz 

wurde auf p < 0,05 festgelegt und für die Posthoc-Analysen gemäß der Bonferroni-

Holm Prozedur korrigiert. 
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3.3 EXPERIMENTE VON MITARBEITERINNEN DER ARBEITSGRUPPE UND 

STUDENTEN 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit und der hierdurch entstandenen Publikationen wurden 

verschiedene Versuche von Mitarbeiterinnen der Klinik und Poliklinik für Strahlenthe-

rapie und Studenten der Universität Würzburg durchgeführt. Dies betrifft insbesondere 

die Immunoblotexperimente des ersten Teilprojektes. Hierbei wurden die Kultur, die 

Behandlung und die Bestrahlung der Zellen, das Anfertigen von Zelllysaten und Wes-

tern blots sowie die Detektion und die Auswertung der Proteinexpressionen von Rico 

Brendke, Ines Elsner, Dorothea Graus (geb. Englisch), Nadine Günther und Astrid Kat-

zer durchgeführt. Neben den bereits genannten Personen wurden in dieser Arbeit Daten 

von Emre Cörek (zweites Teilprojekt), Svetlana Hilz und Paul Lutyj (beide erstes Teil-

projekt) verwendet, wobei auch diese die entsprechenden Versuche vollends (d.h. von 

der Kultur der Zellen bis zur Darstellung der Ergebnisse) durchgeführt haben. Wurden 

Daten der oben genannten Personen in Abbildungen oder Tabellen verwendet, so ist 

dies in der entsprechenden Legende angegeben. 
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4 ERGEBNISSE 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Teilprojekte bearbeitet, deren Ergeb-

nisse nachfolgend dargestellt werden: 1) Einfluss der PI3K/Akt/mTOR Inhibition auf 

die Strahlenempfindlichkeit von Glioblastomzellen, 2) Einfluss des NVP-BEZ235 Inhi-

bitors auf die Strahlenempfindlichkeit von Mammakarzinomzellen unter verschiedenen 

Sauerstoffkonzentrationen, und 3) Gleichzeitige Inhibition der PI3K/Akt/mTOR und 

MAPK/Erk Signalwege und deren Einfluss auf die Strahlenantwort in SNB19 und A549 

Zellen. 

4.1 EINFLUSS DES INHIBITOR/BESTRAHLUNGSSCHEMAS AUF DIE 

NVP-BEZ235 INDUZIERTE RADIOSENSIBILISIERUNG IN HUMANEN 

GLIOBLASTOMZELLLINIEN 

Um einen Einfluss von NVP-BEZ235 auf die Strahlenempfindlichkeit von verschiede-

nen Glioblastomzelllinien aufzuklären, wurden verschiedene Aspekte der NVP-BEZ235 

Inhibition untersucht: der Einfluss des dualen PI3K/mTOR Inhibitors auf die Prolifera-

tion, das zelluläre Überleben nach Bestrahlung, die PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade, die 

Apoptose, die Induktion und den Abbau von DNS-Schäden und den Zellzyklus. 

4.1.1 EFFEKT DER PI3K/MTOR INHIBITION AUF DIE ZELLPROLIFERATION 

Um den Effekt des dualen PI3K/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235 auf die Proliferations-

rate humaner Krebszellen zu untersuchen, wurden die vier Glioblastomzelllinien 

DK-MG, GaMG, U373 und U87-MG mit steigenden NVP-BEZ235 Konzentrationen 

behandelt. Hierbei wurde ein Konzentrationsbereich von 10-1000 nM untersucht. Die 

Durchführung des Proliferationsassays erfolgte wie in Kapitel 3.2.3.1 beschrieben. Ab-

bildung 4-1 zeigt den relativen ATP Gehalt der untersuchten Zelllinien in Abhängigkeit 

von der NVP-BEZ235 Konzentration normiert auf die DMSO Kontrolle. 



Ergebnisse 

 

- 48 - 

 

 

Abbildung 4-1 ATP Assay in Glioblastomzelllinien 

Die vier Glioblastomzelllinien DK-MG (1), GaMG (2), U373 (3) und U87-MG (4) wurden für 24 h (lin-

kes Panel) und 48 h (rechtes Panel) mit NVP-BEZ235 in einem Konzentrationsbereich von 10-1000 nM 

behandelt. Die Datenpunkte repräsentieren Mittelwerte (± eine Standardabweichung) und wurden mittels 

des 4PLM angefittet. Die errechneten IC50 Konzentrationen für jede Zelllinie sind in den Inserts darge-

stellt. Die Daten beruhen auf Versuchen von Nadine Günther und die Abbildung wurde mit freundlicher 

Genehmigung von Neoplasia Press aus Kuger et al. 2013 übernommen. 

Wie in Abbildung 4-1 deutlich wird, hängt der ATP Gehalt nicht nur von der Konzent-

ration des dualen Inhibitors, sondern auch von der Inkubationsdauer ab. Mit steigender 

NVP-BEZ235 Konzentration nahm der ATP-Gehalt aller getesteten Zelllinien ab, wobei 

bei ca. 100 nM ein Plateau von ungefähr 60 bis 70 % bei 24-stündiger und 40 bis 50 % 

bei 48-stündiger Inkubation erreicht wurde. In allen getesteten Zelllinien konnte bei 

einer Konzentration von ≥100 nM der maximale Effekt in Bezug auf die ATP Reduzie-

rung beobachtet werden. Eine NVP-BEZ235 Konzentration von 100 nM wurde daher 

für die folgenden Versuche verwendet und ist in Übereinstimmung mit publizierten Da-

ten (Maira u. a., 2008; Manara u. a., 2010). 

4.1.2 EINFLUSS VON NVP-BEZ235 UND BESTRAHLUNG AUF DIE KOLONIEBIL-

DUNGSFÄHIGKEIT 

Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit dem dualen Inhibitor vor oder simultan zur 

Bestrahlung einen Einfluss auf die Radiosensitivität der untersuchten Glioblastomzellli-

nien hat, wurden Koloniebildungstests durchgeführt. Wie in Abbildung 3-1 dargestellt, 

hatte eine Behandlung aller getesteten Zelllinien mit NVP-BEZ235 für 24 h vor der 

Bestrahlung (Schema I) keinerlei Einfluss auf die Koloniebildungsfähigkeit. Wurden 

die Zellen dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor hingegen für 1 h vor und bis 24 h nach der 
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Bestrahlung ausgesetzt (Schema II), so fallen die Überlebenskurven deutlich steiler ab 

als die der unbehandelten Zellen, was eine Radiosensibilisierung durch NVP-BEZ235 in 

Abhängigkeit vom Behandlungsschema belegt. 

 

Abbildung 4-2 Koloniebildungsfähigkeit von Glioblastomzelllinien in Abhängigkeit des Behand-

lungschemas mit NVP-BEZ235 

Repräsentative Ergebnisse der untersuchten Glioblastomzelllinien, welche entweder für 24 h vor der 

Bestrahlung gemäß Schema I (obere Reihe) oder für 1 h vor und bis 24 h nach der Bestrahlung gemäß 

Schema II (untere Reihe) mit 100 nM NVP-BEZ235 behandelt wurden. Die genauen Schemata, der Ver-

suchsablauf, sowie die Auswertung sind in Abbildung 3-2 und Kapitel 3.2.4 detailliert erklärt. Zwei Wo-

chen nach der Aussaat der Zellen wurden die Zellen fixiert und die Anzahl von Kolonien mit mindestens 

50 Zellen wurde ermittelt. Die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte (± Standardabweichung) der 

Quadruplikate und wurden mit dem linearquadratischen Modell angefittet. Pro Experiment wurden min-

destens vier unabhängige Wiederholungen in Quadruplikaten durchgeführt. Zu den dargestellten Daten 

trugen auch Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus, Svetlana Hilz und Astrid Katzer bei (siehe 

Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia 

Press nach Kuger et al. 2013. 

Die Mittelwerte (± SD) der PE, SF2, D10 und I10 von mindestens vier unabhängig 

durchgeführten Wiederholungen sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst. Die Tatsache, 

dass keine statistisch signifikanten Unterschiede in der PE festgestellt wurden, belegt, 

dass NVP-BEZ235 eher einen zytostatischen als einen zytotoxischen Einfluss auf die 

untersuchten Glioblastomzelllinien hat. Wie auch schon in Abbildung 4-2 wird durch 

ähnliche SF2 und D10 Werte deutlich, dass eine Behandlung der Zellen mit dem dualen 

PI3K/mTOR Inhibitor gemäß Schema I keinen Einfluss auf die Strahlensensitivität hat. 
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Dies lässt sich auch anhand des I10 Faktors belegen, welcher für alle vier untersuchten 

Zelllinien bei Behandlung gemäß Schema I bei ungefähr 1 lag. 

Tabelle 4-1 Mittelwerte der PE, SF2, D10 und I10 in Glioblastomzelllinien 

Mittelwerte (±SD) der PE, SF2, D10 und I10 aus 4 unabhängig durchgeführten Versuchen nach Behand-

lung der untersuchten Glioblastomzelllinien mit 100 nM NVP-BEZ235 gemäß den Behandlungsschemata 

I und II. Eine statistische Signifikanz ist mit # angegeben und bedeutet p < 0,05. Zu den dargestellten 

Daten trugen auch Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus, Svetlana Hilz und Astrid Katzer bei 

(siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von 

Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Zelllinie Behand-

lung 

 PE SF2  D10  I10 

DK-MG Schema I Kontrolle 0,22 ± 0,06 0,63 ± 0,12 
 

5,73 ± 0,93 
 

1,08 ± 0,18 

  BEZ235 0,18 ± 0,04 0,58 ± 0,12 5,33 ± 0,73  

 Schema II Kontrolle 0,17 ± 0,09 0,67 ± 0,09 
} # 

7,93 ± 0,54 
} # 

1,92 ± 0,16 

  BEZ235 0,16 ± 0,08 0,38 ± 0,05 4,15 ± 0,25  

U87-MG Schema I Kontrolle 0,23 ± 0,15 0,54 ± 0,10 
 

5,82 ± 0,35 
 

0,89 ± 0,12 

  BEZ235 0,18 ± 0,07 0,58 ± 0,04 6,46 ± 0,50  

 Schema II Kontrolle 0,20 ± 0,08 0,62 ± 0,02 
} # 

8,52 ± 0,39 
} # 

2,1 ± 0,14 

  BEZ235 0,16 ± 0,09 0,36 ± 0,05 4,06 ± 0,31  

GaMG Schema I Kontrolle 0,17 ± 0,04 0,74 ± 0,09 
 

7,69 ± 0,80 
 

1,00 ± 0,05 

  BEZ235 0,14 ± 0,02 0,79 ± 0,04 7,69 ± 0,61  

 Schema II Kontrolle 0,17 ± 0,06 0,80 ± 0,08 
} # 

10,21 ± 2,32 
} # 

2,21 ± 0,48 

  BEZ235 0,17 ± 0,06 0,46 ± 0,08 4,64 ± 0,51  

U373 Schema I Kontrolle 0,38 ± 0,18 0,64 ± 0,12 
 

6,01 ± 0,50 
 

0,99 ± 0,11 

  BEZ235 0,35 ± 0,02 0,59 ± 0,02 6,15 ± 0,83  

 Schema II Kontrolle 0,29 ± 0,07 0,74 ± 0,08 
} # 

9,01 ± 0,61 
} # 

2,51 ± 0,58 

  BEZ235 0,30 ± 0,07 0,30 ± 0,09 3,81 ± 1,14  

Wurden die Zellen hingegen gemäß Schema II behandelt, so wurden deutlich verringer-

te SF2 und D10 Werte beobachtet, was eine NVP-BEZ235-induzierte Radiosensibilisie-

rung belegt. Dies ist auch anhand des I10 Faktors erkennbar, welcher für alle vier Zellli-

nien bei ungefähr 2 lag. 

4.1.3 NVP-BEZ235 UND BESTRAHLUNGSINDUZIERTE ÄNDERUNGEN IN DER EX-

PRESSION VON PROTEINEN DER PI3K/AKT/MTOR SIGNALKASKADE 

Um zu untersuchen, welche molekularbiologischen Gründe für die unterschiedlichen 

Effekte von NVP-BEZ235 auf die Strahlensensibilität in Abhängigkeit vom Behand-
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lungsschema verantwortlich sind, wurde die Expression verschiedener Schlüsselprotei-

ne des PI3K/Akt/mTOR Signalweges zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. In Ab-

bildung 4-3 sind repräsentative Proteinexpressionen von PTEN, beiden PI3K Unterein-

heiten p110 und p85, p-Akt, Akt, p-mTOR, mTOR, p-S6 sowie p-4E-BP1 in DK-MG 

und U87-MG Zellen, welche mit NVP-BEZ235 und Bestrahlung gemäß Schema I und 

Schema II behandelt wurden, dargestellt. 

 

Abbildung 4-3 Western blot relevanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in DK-MG und 

U87-MG Zellen 30 min nach Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von DK-MG (A und C) und U87-MG (B und D) 30 min nach 

Bestrahlung. Die Zellen wurden mit 100 nM NVP-BEZ235 gemäß Schema I (A und B) oder Schema II 

(C und D) behandelt (für weitere Details wird auf Abbildung 3-2 verwiesen). Die Zahlen unter den Ban-

den geben das Verhältnis zur entsprechenden Beladungskontrolle an; n.d. bedeutet nicht detektierbar. Zu 

den dargestellten Daten trugen Experimente von Rico Brendtke, Ines Elsner, Dorothea Graus, Nadine 

Günther und Astrid Katzer bei (siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modifiziert mit 

freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Es ist deutlich sichtbar, dass PTEN in der PTEN-mutierten U87-MG Zelllinie nicht 

detektierbar war. Dies korreliert auch mit der deutlich erhöhten Expression von p-Akt 

(vgl. blaue Hervorhebung) und p-mTOR (vgl. rote Hervorhebung) in unbehandelten 

U87-MG Zellen im Vergleich zur PTEN-Wildtyp Zelllinie DK-MG, da beide Proteine 

durch das Tumorsuppressorprotein PTEN negativ reguliert werden. 

Inkubation von DK-MG Zellen mit NVP-BEZ235 für 24 h vor der Bestrahlung (Be-

handlungsschema I) führte nur zur geringen Änderungen in der Proteinexpression von 

                  Schema I Schema II 
 A) DK-MG B) U87-MG C) DK-MG D) U87-MG 
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                                  PTEN 
    

                 PI3K p110 

    
                                  PI3K p85 

    

                                  p-AKT 
    

0,26 0,55 0,09 0,90 1,06 1,24 1,03 1,35 0,22 n.d. 0,11 n.d. 0,32 0,06 0,49 0,08 
AKT 
     

                                  p-mTOR 

    
0,33 0,67 0,50 0,82 1,21 1,19 1,17 1,01 0,93 0,45 0,76 0,48 1,31 1,14 1,14 0,77 

mTOR 
 

    
                                  p-S6 

    
1,02 0,45 0,76 0,26 0,87 0,16 1,41 0,15 1,09 0,84 1,18 0,86 1,20 0,59 0,92 0,57 

                 p-4E-BP1 

    
2,57 2,52 2,25 2,36 1,33 1,54 1,40 1,63 1,55 0,39 1,41 0,32 1,94 0,60 1,76 0,91 
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PI3K p110 und PI3k p85. Deutlich erhöht hingegen war die Expression von p-Akt (vgl. 

laue Hervorhebung 0,260,55 relative Einheiten) und p-mTOR (vgl. rote Hervorhe-

bung 0,330,67 relative Einheiten) nach 24-stündiger Inkubation mit dem dualen Inhi-

bitor, was einer Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges entspricht. Wie in Ab-

bildung 4-4 dargestellt, wurde diese Aktivierung der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade 

bei Behandlungsschema I auch 24 und 48 h Stunden nach Bestrahlung beobachtet. In 

der U87-MG Zelllinie konnte diese Aktivierung der Signalkaskade 30 min nach Be-

strahlung bei Behandlungsschema I nur in deutlich geringerem Maß bei p-Akt (vgl. 

blaue Hervorhebung 1,061,24 relative Einheiten) beobachtet werden (vgl. Abbildung 

4-3). Wurden die Zellen hingegen gemäß Schema II mit NVP-BEZ235 behandelt, so 

wurde in beiden Zelllinien eine Reduzierung von p-AKT und p-mTOR detektiert (vgl. 

blaue und rote Hervorhebungen Abbildung 4-3). Dies entspricht einer Inhibition des 

PI3K/Akt/mTOR Signalweges. In den beiden anderen untersuchten Zelllinien GaMG 

und U373 wurden qualitativ ähnliche Ergebnisse beobachtet (vgl. Abbildung 4-5 und 

Abbildung 4-6). 

Weiterhin wurde die Expression der mTOR nachgeschalteten Translationsregulatoren 

p-S6 und p-4E-BP1 untersucht, welche das Zellwachstum und den Zellzyklus beeinflus-

sen (Fingar u. a., 2004; Foster u. a., 2010). Bei Behandlung gemäß Schema I war die 

Expression von p-S6 in allen untersuchten Zelllinien 30 min nach Bestrahlung deutlich 

reduziert (vgl. grüne Hervorhebung in Abbildung 4-3 und Abbildung 4-5 jeweils A und 

B), wobei sich das p-S6 Expressionsniveau im Fortgang des Versuchs an das Niveau 

unbehandelter Zellen anglich (vgl. grüne Hervorhebung in Abbildung 4-4 und Abbil-

dung 4-6 jeweils A und B). Wurden die Zellen mit NVP-BEZ235 gemäß Schema II 

behandelt, so wurden 30 min nach Bestrahlung lediglich geringe Veränderungen im 

p-S6 Expressionsniveau beobachtet (vgl. grüne Hervorhebung in Abbildung 4-3 und 

Abbildung 4-5 jeweils C und D). Allerdings wurde bei Behandlungsschema II in allen 

untersuchten Zelllinien eine Depletion von p-S6 24 und 48 h nach Bestrahlung beobach-

tet (vgl. grüne Hervorhebung in Abbildung 4-4 und Abbildung 4-6 jeweils C und D). 

Das Expressionsniveau von p-4E-BP1 änderte sich in allen untersuchten Zelllinien bei 

Behandlung mit NVP-BEZ235 gemäß Schema I während des gesamten Versuchsverlau-

fes nur minimal (vgl. gelbe Hervorhebung in Abbildung 4-3, Abbildung 4-4, Abbildung 

4-5 und Abbildung 4-6 jeweils A und B). Wurden die Tumorzellen hingegen gemäß 

Schema II behandelt, so wurde bereits 30 min nach Bestrahlung eine deutliche Redukti-
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on des p-4E-BP1 Expressionsniveaus detektiert (vgl. gelbe Hervorhebung in Abbildung 

4-3 und Abbildung 4-5 jeweils C und D). Fortwährende Inkubation mit NVP-BEZ235 

verstärkte diesen Effekt in den vier untersuchten Zelllinien, sodass 24 und 48 h nach 

Bestrahlung p-4E-BP1 nahezu vollständig depletiert war (vgl. gelbe Hervorhebung in 

Abbildung 4-4 und Abbildung 4-6 jeweils C und D). 

 

Abbildung 4-4 Western blot relevanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in DK-MG und 

U87-MG Zellen 24 und 48 h nach Bestrahlung 

  Schema I Schema II 

  A) DK-MG  B) U87-MG  C) DK-MG  D) U87-MG  
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K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

K
o

n
tr

o
ll

e 

N
V

P
-

B
E

Z
2

3
5
 

2
4

 h
 

PI3K 

p110     
PI3K  

p85     

p-AKT 
    

0,13 0,41 0,08 0,42 1,45 1,30 0,98 1,52 0,45 0,39 0,25 0,11 0,95 0,68 1,21 0,66 

AKT 

     

p-mTOR 
    

0,35 0,64 0,46 0,64 0,66 0,92 0,58 0,77 0,74 0,81 0,75 0,81 1,03 1,04 0,96 0,91 

mTOR 

     

p-S6 

    
1,01 0,61 0,93 0,79 1,08 0,71 0,62 0,77 0,97 0,13 1,06 0,12 1,07 0,02 0,91 0,04 

p-4E-

BP1 
    

1,75 1,96 1,98 2,11 1,30 1,49 1,48 1,62 1,38 0,07 0,99 0,03 1,83 0,19 2,15 0,21 

4
8

 h
 

PI3K 

p110     

PI3K  

p85     

p-AKT 
    

0,28 0,46 0,37 0,37 0,90 1,27 0,89 0,85 0,12 0,39 0,10 0,36 0,67 0,57 0,71 0,46 

AKT 

     

p-mTOR 
    

0,21 0,48 0,35 0,56 0,52 0,76 0,44 0,32 0,87 0,87 0,69 0,99 1,03 1,17 1,12 1,38 

mTOR 

     

p-S6 
    

0,83 0,61 1,13 0,76 1,76 0,91 1,11 1,13 1,11 0,04 1,00 0,04 1,04 0,02 1,00 0,01 

p-4E-

BP1 
    

1,81 1,95 1,93 1,99 1,12 1,34 1,24 1,05 0,91 0,04 1,31 0,12 1,66 0,11 1,52 0,06 

 



Ergebnisse 

 

- 54 - 

 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von DK-MG (A und C) und U87-MG (B und D) 24 (oberes Pa-

nel) und 48 h (unteres Panel) nach Bestrahlung. Die Zellen wurden mit 100 nM NVP-BEZ235 gemäß 

Schema I (A und B) oder Schema II (C und D) behandelt (für weitere Details wird auf Abbildung 3-2 

verwiesen). Die Zahlen unter den Banden geben das Verhältnis zur entsprechenden Beladungskontrolle 

an. Zu den dargestellten Daten trugen Experimente von Rico Brendtke, Ines Elsner, Dorothea Graus, 

Nadine Günther und Astrid Katzer bei (siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modifiziert 

mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

 

Abbildung 4-5 Western blot relevanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in GaMG und 

U373 Zellen 30 min nach Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von GaMG (A und C) und U373 (B und D) 30 min nach Bestrah-

lung. Die Zellen wurden mit 100 nM NVP-BEZ235 gemäß Schema I (A und B) oder Schema II (C und 

D) behandelt (für weitere Details wird auf Abbildung 3-2 verwiesen). Die Zahlen unter den Banden geben 

das Verhältnis zur entsprechenden Beladungskontrolle an. Zu den dargestellten Daten trugen Experimente 

von Ines Elsner, Nadine Günther und Astrid Katzer bei. Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von 

Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

                  Schema I Schema II 
 A) GaMG B) U373 C) GaMG D) U373 
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Abbildung 4-6 Western blot relevanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in GaMG und 

U373 Zellen 24 und 48 h nach Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von GaMG (A und C) und U373 (B und D) 24 und 48 h nach 

Bestrahlung. Die Zellen wurden mit 100 nM NVP-BEZ235 gemäß Schema I (A und B) oder Schema II 

(C und D) behandelt (für weitere Details wird auf Abbildung 3-2 verwiesen). Die Zahlen unter den Ban-

den geben das Verhältnis zur entsprechenden Beladungskontrolle an; n.d. bedeutet nicht detektierbar. Zu 

den dargestellten Daten trugen Experimente von Ines Elsner, Nadine Günther und Astrid Katzer bei. Mo-

difiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

  Schema I Schema II 

  A) GaMG  B) U373  C) GaMG  D) U373  
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4.1.4 APOPTOSEINDUKTION DURCH BESTRAHLUNG UND NVP-BEZ235 

Um genauer zu untersuchen, wie NVP-BEZ235 Glioblastomzellen in Abhängigkeit des 

Behandlungsschemas radiosensibilisiert, wurde eine der letzten Stufen der Apoptose – 

der Abbau der DNS – über das Auftreten einer hypodiploiden Fraktion durchflusszyto-

metrisch quantifiziert. In Abbildung 4-7 ist diese hypodiploide Fraktion von GaMG 

Zellen, welche mit NVP-BEZ235 und IR gemäß den Schemata I und II behandelt wur-

den, 24 und 48 h nach Bestrahlung mit 8 Gy dargestellt. Eine Behandlung mit 

NVP-BEZ235 und IR nach Schema II erhöhte den Anteil apoptotischer Zellen 48 h 

nach Bestrahlung von 9,6 % (bestrahlte Kontrollzellen) auf 54,1 %, wohingegen eine 

Behandlung gemäß Schema I nur geringe Auswirkungen auf den Anteil hypodiploider 

Zellen hatte. Qualitativ ähnliche Ergebnisse wurden mit DK-MG und U373 Zellen, aber 

nicht in der Zelllinie U87-MG beobachtet. Dies ist in Abbildung 4-8, welche die Ergeb-

nisse von mindestens drei unabhängigen Versuchen zusammenfasst, dargestellt. 
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Abbildung 4-7 Repräsentative durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptose in GaMG Zellen 

Repräsentativer durchflusszytometrisch quantifizierter Anteil (in %) der Zellen mit hypodiploidem DNS-

Gehalt in bestrahlten und NVP-BEZ235 behandelten GaMG Zellen. Die Zellen wurden entweder mit dem 

PI3K/mTOR Inhibitor nach Schema I (gefüllte graue Histogramme) oder Schema II (gefüllte schwarze 

Histogramme) behandelt. Die entsprechenden Kontrollproben wurden mit DMSO behandelt (ungefüllte 

Histogramme). Die Zellen wurden 24 und 48 h nach Bestrahlung mit 8 Gy durch Trypsinbehandlung 

abgelöst, mit Ethanol fixiert, mit RNase und PI behandelt und die entsprechende Fluoreszenz mit loga-

rithmischer Verstärkung gemessen. Dargestellt ist der mittels der Flowing Software bestimmte prozentua-

le Anteil hypodiploider Zellkerne, wobei schon abgelöste und trypsinierte Zellen gemessen wurden. Mo-

difiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 
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Abbildung 4-8 Mittelwerte apoptotischer Glioblastomzellen 

DK-MG, GaMG, U87-MG und U373 Zellen wurden mit NVP-BEZ235 (gefüllte Balken) oder DMSO 

(ungefüllte Balken) gemäß Schema I (graue Balken) oder Schema II (schwarze Balken) behandelt. Der 

Anteil apoptotischer Zellen 48 h nach Bestrahlung mit 8 Gy wurde durchflusszytometrisch bestimmt und 

die Mittelwerte (± eine Standardabweichung) aus mindestens drei unabhängigen Versuchen berechnet. 

Eine statistische Signifikanz ist wie folgt angegeben: * bedeutet p < 0,05 und ** bedeutet p < 0,01. Zu 

den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus und Paul Lutyj bei. 

Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Um eine mögliche Ursache für das Auftreten hypodiploider Zellen zu finden, wurde die 

Proteinexpression des DNS-Reparaturproteins PARP detektiert, welches im Rahmen 

des Zelltodes gespalten wird (Chaitanya u. a., 2010; Hosoya & Miyagawa, 2014). In 

Abbildung 4-9 ist daher das Expressionsniveau von PARP (obere Bande) und gespalte-

nes PARP (untere Bande) in den vier untersuchten Glioblastomzelllinien in Abhängig-

keit vom Behandlungsschema und der Bestrahlung exemplarisch dargestellt. Es wird 

deutlich, dass die Expression und der Abbau von PARP 30 min nach Bestrahlung in 

keiner der untersuchten Zelllinien weder nach Behandlung mit NVP-BEZ235 gemäß 

Schema I noch nach Behandlung gemäß Schema II nennenswert verändert waren (vgl. 

Abbildung 4-9). Vierundzwanzig und achtundvierzig Stunden nach Bestrahlung hinge-

gen wurde mit Ausnahme von U87-MG in allen untersuchten Zelllinien ein erhöhtes 

Niveau an gespaltenem PARP nach Bestrahlung detektiert. Wurden die Zellen zusätz-

lich zur Bestrahlung mit NVP-BEZ235 gemäß Schema I behandelt, so wurde 24 und 

48 h nach Bestrahlung paradoxerweise ein niedrigeres gespaltenes PARP Level detek-

tiert als nach alleiniger Bestrahlung. Wurden die Zellen hingegen gemäß Schema II be-

handelt und bestrahlt, so wurde bei DK-MG Zellen eine leichtere Reduktion von gespal-

tenem PARP als bei Schema I beobachtet. In den beiden TP53 mutierten Zelllinien 
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GaMG und U373 hingegen wurde nach einer Behandlung und Bestrahlung gemäß 

Schema II 24 und 48 h nach IR sogar ein erhöhtes Level von gespaltenem PARP detek-

tiert. 

 

Abbildung 4-9 Western blot des DNS-Reparaturproteins PARP sowie seiner gespaltenen Form 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von DK-MG und U87-MG (A) sowie von GaMG und U373 (B) 

30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung. Die Zellen wurden mit 100 nM NVP-BEZ235 gemäß Schema I 

oder Schema II behandelt (für weitere Details wird auf Abbildung 3-2 verwiesen). Die Zahlen unter den 
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Banden geben das Verhältnis von gespaltenem PARP zur entsprechenden Beladungskontrolle an; n.d. 

bedeutet nicht detektierbar. Die Daten sind mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press aus Kuger 

et al. 2013 entnommen. 

Wie bereits erwähnt, war die Spaltung von PARP in den DK-MG, GaMG und U373 

deutlich stärker ausgeprägt als in U87-MG Zellen. Dies korreliert weitestgehend mit 

dem erhöhten Anteil an hypodiploiden Zellen 48 h nach IR in den nach Schema II be-

handelten Zelllinien, da auch bei diesem Experiment ein signifikant erhöhtes Niveau an 

hypodiploiden Zellen lediglich in den DK-MG, den GaMG und den U373 Zellen ge-

messen wurde. 

4.1.5 INDUKTION UND ABBAU VON DNS-DOPPELSTRANGBRÜCHEN 

Die Induktion von DNS-Schäden durch die zwei verschiedenen Behandlungsmodalitä-

ten und Bestrahlung wurde im Durchflusszytometer durch eine Immunfluoreszenzfär-

bung des Histonproteins γH2AX untersucht. Das Histonprotein H2AX wird bei DNS-

Doppelstrangbrüchen am Serinrest 139 phosphoryliert und ist somit ein sensitiver Mar-

ker für DNS-Schäden (Rogakou u. a., 1998). Die Proben für die Untersuchung der 

γH2AX Expression wurden 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung, wie im Kapitel 

3.2.6.1 genauer beschrieben, fixiert. 

Exemplarische Daten für die γH2AX Expression nach Behandlung mit NVP-BEZ235 

und Bestrahlung sind in Abbildung 4-10 dargestellt, wohingegen in Abbildung 4-11 die 

Mittelwerte aus mindestens vier unabhängigen Versuchen gezeigt werden. Wie in Ab-

bildung 4-10 und Abbildung 4-11 dargestellt, hatte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 

gemäß Schema I in den getesteten Glioblastomzelllinien lediglich geringe Effekte auf 

die γH2AX Expression 30 min nach Bestrahlung. Wurden die Zellen hingegen mit 

NVP-BEZ235 gemäß Schema II behandelt und bestrahlt, so wurden in den Zelllinien 

DK-MG, U87 und U373 30 min nach Bestrahlung sogar eine verringerte γH2AX Ex-

pression als in den mit DMSO behandelten Proben gemessen (vgl. Abbildung 4-11). 

In gemäß Schema I behandelten und bestrahlten Zellen wurde in allen vier untersuchten 

Zelllinien auch 24 und 48 h nach Bestrahlung kein nennenswerter Unterschied zwischen 

den mit NVP-BEZ235 und den mit DMSO behandelten Zellen gemessen. Ebenso wur-

den in den gemäß Schema II behandelten Zellen 24 h nach IR in den beiden TP53 wild-

typischen Zelllinien DK-MG und U87-MG keine Unterschiede zwischen den behandel-

ten und den Kontrollproben festgestellt. In den TP53 mutierten Zelllinien GaMG und 

U373 hingegen wurde 24 h nach Bestrahlung in den mit NVP-BEZ235 nach Schema II 
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behandelten Zellen ein deutlich erhöhtes γH2AX Level gemessen. Diese Verringerung 

der Reparaturkapazität von DNS-Schäden in Abhängigkeit vom Behandlungsschema 

wurde 48 h nach Bestrahlung ebenfalls in DK-MG und U87 Zellen gemessen (vgl. Ab-

bildung 4-11). Wie schon 24 h nach Bestrahlung wurde auch 48 h nach Bestrahlung 

eine erhöhte Expression von γH2AX in GaMG und U373 Zellen gemessen, wenn diese 

mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor gemäß Schema II behandelt wurden. Allerdings 

waren diese residualen DNS-Schäden in beiden TP53 mutierten Zelllinien GaMG und 

U373 deutlich stärker ausgeprägt als in den beiden TP53 wildtypischen Zelllinien 

DK-MG und U87-MG. 

 

Abbildung 4-10 Repräsentative Verteilung des Histons γH2AX in Glioblastomzellen 

0

110

220

Schema II

NVP-BEZ235

4
8

 h
2

4
 h

3
0

 m
in

Kontrolle

26

96

Schema I

0

140

280

32

94

0

65

130

32

49

0

70

140

41

70

1 10 100 1000 10000

0

50

100

31

58

1 10 100 1000 10000

0

60

120

47

49

0

100

200

NVP-BEZ235Kontrolle

18

110

Histon gH2AX (a.u.)

0

90

180

11

82

0

75

150

66
70

Z
e

it
 n

a
c
h

 I
R

0

110

28

87

1 10 100 1000 10000

0

60

120

Anzahl

47

56

1 10 100 1000 10000

0

70

140

37

77

A)  DK-MG B)  U87-MG

C)  GaMG D) U373 

0

150

300

Schema II

NVP-BEZ235

4
8

 h
2

4
 h

3
0

 m
in

Kontrolle

21

42

Schema I

0

150

300

25

43

0

120

240

19

26

0

120

240

34
32

1 10 100 1000

0

120

240

16

23

1 10 100 1000

0

110

220

24 25

0

130

NVP-BEZ235Kontrolle

56

92

Histon gH2AX (a.u.)

0

110 53

78

0

110

220

33

52

Z
e

it
 n

a
c
h

 I
R

0

140

280

38

62

1 10 100 1000 10000

0

110

220

Anzahl

36

39

1 10 100 1000 10000

0

140

280

38

59

0

110

220

Schema II

NVP-BEZ235

4
8

 h
2

4
 h

3
0

 m
in

Kontrolle

22

101

Schema I

0

150

300

22

69

0

55

110

19

38

0

75

150

42

72

1 10 100 1000 10000

0

55

110

13

33

1 10 100 1000 10000

0

60

120

32
52

0

120

240

NVP-BEZ235Kontrolle

66

226

Histon gH2AX (a.u.)

0

110

220

43

169

0

65

130

61

95

Z
e

it
 n

a
c
h

 I
R

0

80

160

62
152

1 10 100 1000 10000

0

65

130

Anzahl

30

57

1 10 100 1000 10000

0

75

150

67

121

0

110

220

Schema II

NVP-BEZ235

4
8

 h
2

4
 h

3
0

 m
in

Kontrolle

56

85

Schema I

0

120

240

55

141

0

70

140

69
100

0

90

180

77

90

1 10 100 1000 10000

0

100

200

67 82

1 10 100 1000 10000

0

85

170

49
66

0

95

190

NVP-BEZ235Kontrolle

46

136

Histon gH2AX (a.u.)

0

90

180

35

119

0

60

120

32
61

Z
e

it
 n

a
c
h

 I
R

0

75

150

27
111

1 10 100 1000 10000

0

55

110

Anzahl

25

56

1 10 100 1000 10000

0

65

130

29

108



Ergebnisse 

 

- 62 - 

 

Durchflusszytometrisch über Immunfluoreszenzfärbung gemessene repräsentative Verteilung des Histons 

γH2AX in DK-MG (A), U87-MG (B), GaMG (C) und U373 (D) Zellen, welche 30 min, 24 und 48 h nach 

Bestrahlung fixiert wurden. Die Zellen wurden mit NVP-BEZ235 gemäß Schema I (jeweils die beiden 

linken Spalten pro Panel) oder II (jeweils die beiden rechten Spalten pro Panel) behandelt. Schwarze und 

graue Histogramme stellen bestrahlte und unbestrahlte Proben dar. Die Zahlen beschreiben die mittlere 

γH2AX Expression in jeder Probe. Zur besseren Visualisierung der Reparatur von DNS-Schäden wurde 

die mittlere Expression von γH2AX bei 8 Gy 30 min durch eine gestrichelte Linie längs über das Panel 

eingezeichnet. Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus 

und Paul Lutyj bei. Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 

2013. 

 

 

Abbildung 4-11 Mittelwerte der Verteilung des Histons γH2AX in Glioblastomzellen 

Dargestellt sind die auf 0 Gy 30 min DMSO normierten Mittelwerte (± SE) aus mindestens vier unabhän-

gigen durchflusszytometrischen Messungen der Immunfluoreszenz des nuklearen Histons γH2AX in DK-

MG (A), U87-MG (B), GaMG (C) und U373 (D) Zellen, welche 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung 

fixiert wurden. Die Zellen wurden mit DMSO (orange und rote Säulen) oder NVP-BEZ235 (grüne und 

blaue Säulen) gemäß Schema I (ungestrichelte Säulen) oder Schema II (gestrichelte Säulen) behandelt 

und mit einer Dosis von 0 (orange und grüne Säulen) oder 8 Gy (rote und blaue Säulen) bestrahlt. Zu den 

dargestellten Daten trugen auch Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus und Paul Lutyj bei. 

Da in allen vier untersuchten Zelllinien nach Bestrahlung und Behandlung mit 

NVP-BEZ235 gemäß Schema II eine verzögerte Reparatur der DNS-Schäden beobach-

tet wurde und da bereits ein Zusammenhang zwischen dem dualen Inhibitor und der 

DNS-Doppelstrangbruchreparatur publiziert ist (Mukherjee u. a., 2012), wurden die 
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Expressionslevels des DNS-Reparaturproteins Rad51 mittels Western blots bestimmt. 

Wie in Abbildung 4-12 dargestellt, inhibiert NVP-BEZ235 die Expression des DNS-

Reparaturproteins Rad51. Wurden die Zellen gemäß Schema I behandelt, so konnte in 

DK-MG, U87-MG und GaMG eine deutlich verringerte Expression von Rad51 30 min 

nach Bestrahlung beobachtet werden (vgl. Abbildung 4-12). Allerdings wurden bereits 

24 h nach Bestrahlung, also ca. einen Tag nach dem Auswaschen des Inhibitors, bei 

Behandlungsschema I keine relevanten Unterschiede zu den Kontrollproben mehr de-

tektiert. 

 

Abbildung 4-12 Repräsentative Expression von Rad51 in Glioblastomzellen 
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Repräsentative Expressionslevel des DNS-Reparaturproteins Rad51 in DK-MG und U87-MG (A) und 

GaMG und U373 (B) Zellen, die mit NVP-BEZ235 gemäß Schema I und II behandelt wurden. Die Lysate 

wurden 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung angefertigt und die Proben über Standard Western blot 

Verfahren aufgetrennt und detektiert. Die Experimente wurden dreimal unabhängig voneinander wieder-

holt und die Zahlen spiegeln das Verhältnis zur jeweiligen Beladungskontrolle β-Aktin wider. Zu den 

dargestellten Daten trugen Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus, Nadine Günther und Astrid 

Katzer bei (siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modifiziert mit freundlicher Genehmi-

gung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Wurden die Zellen hingegen gemäß Schema II mit NVP-BEZ235 behandelt, so konnte 

man 30 min nach Bestrahlung in allen Zelllinien kaum Unterschiede zu den Kontrollen 

beobachten (vgl. Abbildung 4-12). Mit fortschreitender Inkubationsdauer wurde aller-

dings eine deutliche Reduktion des Rad51 Expressionsniveaus in DK-MG, U87-MG 

und GaMG gemessen, was die verzögerte Reparatur der DNS-Schäden erklären kann 

(vgl. Abbildung 4-10). 

4.1.6 EFFEKTE VON NVP-BEZ235 UND BESTRAHLUNG AUF DEN ZELLZYKLUS 

Um weitere Ursachen der Radiosensibilisierung von Glioblastomzelllinien, welche nur 

beim Behandlungsschema II aber nicht beim Schema I beobachtet wurde, zu ermitteln, 

wurden die Zellzyklusverteilungen nach Behandlung mit dem dualen PI3K/mTOR-

Inhibitor und Bestrahlung untersucht. In Abbildung 4-13 ist die Zellzyklusverteilung in 

DK-MG Zellen nach der Behandlung mit NVP-BEZ235 gemäß Schema I und II und 

Bestrahlung exemplarisch dargestellt, wohingegen die Mittelwerte für alle untersuchten 

Zelllinien in Tabelle 4-2, Tabelle 4-3 und Tabelle 4-4 gezeigt werden. Die großen An-

teile an Zellen in der S- und G2/M-Phase in unbehandelten Zellen zu Beginn der Expe-

rimente (vgl. Abbildung 4-13 und Tabelle 4-2) belegen, dass die Zellkultur in einer ex-

ponentiellen Wachstumsphase war, wobei hier beachtet werden muss, dass zelllinien-

spezifische Unterschiede in der Verteilung der einzelnen Zellzyklusphasen auftreten. 
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Abbildung 4-13 Repräsentative Zellzyklusverteilung in DK-MG Zellen 

Repräsentative Darstellung der Effekte von NVP-BEZ235 Behandlung (gefüllte Histogramme) gemäß 

Schema I (graue Histogramme) und Schema II (schwarze Histogramme) auf den Zellzyklus in der 

DK-MG Zelllinie. Die Proben wurden 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung fixiert, permeabilisiert, mit 

RNase und PI behandelt und durchflusszytometrisch auf ihren DNS-Gehalt analysiert. Aus den DNS-

Histogrammen wurde mittels der ModFit Software der Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzykluspha-

sen zugeordnet und in den jeweiligen Histogrammen angegeben. Zu den dargestellten Daten trugen auch 

Experimente von Rico Brendtke, Dorothea Graus und Paul Lutyj bei (siehe Abschlussarbeiten R. 

Brendtke und D. Graus). Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et 

al. 2013. 
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Tabelle 4-2 Zellzyklusphasenverteilung 30 min nach Bestrahlung in den untersuchten Glioblastom-

zelllinien 

Dreißig Minuten nach Bestrahlung wurden die Tumorzellen fixiert, permeabilisiert, mit RNase und PI 

behandelt und durchflusszytometrisch auf ihren DNS-Gehalt analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte 

(± eine SD) von mindestens vier unabhängigen Wiederholungen. Für eine genauere Beschreibung wird 

auf Abbildung 4-13 verwiesen. Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Rico Brendtke, 

Dorothea Graus und Paul Lutyj bei (siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modifiziert mit 

freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Zelllinie Behandlungsmodus 
Go/G1 

(%) 
S (%) 

G2/M 

(%) 
G2/G1 

DK-MG Schema I 0 Gy Kontrolle 53 ± 4 22 ± 3 26 ± 3 0,49 

      BEZ235 73 ± 2 9 ± 2 18 ± 2 0,25 

    8 Gy Kontrolle 54 ± 3 21 ± 3 25 ± 3 0,46 

      BEZ235 74 ± 2 10 ± 2 17 ± 2 0,23 

  Schema II 0 Gy Kontrolle 46 ± 4 28 ± 3 26 ± 3 0,57 

      BEZ235 45 ± 4 29 ± 5 26 ± 3 0,58 

    8 Gy Kontrolle 46 ± 4 28 ± 3 26 ± 4 0,57 

      BEZ235 46 ± 5 28 ± 3 26 ± 4 0,57 

U87-MG Schema I 0 Gy Kontrolle 70 ± 3 20 ± 3 10 ± 2 0,14 

    BEZ235 90 ± 4 6 ± 2 5 ± 2 0,06 

    8 Gy Kontrolle 71 ± 3 19 ± 2 10 ± 4 0,14 

      BEZ235 89 ± 3 6 ± 1 5 ± 2 0,06 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 51 ± 8 28 ± 3 22 ± 6 0,43 

     BEZ235 51 ± 9 28 ± 3 21 ± 6 0,41 

    8 Gy Kontrolle 49 ± 9 29 ± 4 22 ± 7 0,45 

      BEZ235 50 ± 9 28 ± 4 22 ± 6 0,44 

GaMG Schema I 0 Gy Kontrolle 60 ± 6 28 ± 4 12 ± 4 0,20 

      BEZ235 80 ± 3 11 ± 4 9 ± 4 0,11 

  8 Gy Kontrolle 61 ± 7 27 ± 5 12 ± 5 0,20 

      BEZ235 79 ± 3 13 ± 5 8 ± 3 0,10 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 40 ± 12 34 ± 11 26 ± 16 0,65 

      BEZ235 41 ± 11 36 ± 11 23 ± 16 0,56 

   8 Gy Kontrolle 40 ± 12 35 ± 12 25 ± 16 0,63 

      BEZ235 42 ± 11 33 ± 16 24 ± 18 0,57 

U373 Schema I 0 Gy Kontrolle 67 ± 6 17 ± 3 16 ± 5 0,25 

      BEZ235 65 ± 11 19 ± 7 16 ± 4 0,25 

    8 Gy Kontrolle 65 ± 5 18 ± 3 17 ± 5 0,26 

    BEZ235 62 ± 10 21 ± 6 17 ± 5 0,27 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 36 ± 8 37 ± 13 28 ± 10 0,78 

      BEZ235 38 ± 10 37 ± 13 25 ± 11 0,66 

    8 Gy Kontrolle 39 ± 9 36 ± 13 25 ± 9 0,64 

     BEZ235 38 ± 10 37 ± 13 24 ± 11 0,63 
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Tabelle 4-3 Zellzyklusphasenverteilung 24 h nach Bestrahlung in den untersuchten Glioblastom-

zelllinien 

Vierundzwanzig Stunden nach Bestrahlung wurden die Tumorzellen fixiert, permeabilisiert, mit RNase 

und PI behandelt und durchflusszytometrisch auf ihren DNS-Gehalt analysiert. Dargestellt sind die Mit-

telwerte (± eine SD) von mindestens vier unabhängigen Wiederholungen. Für eine genauere Beschrei-

bung wird auf Abbildung 4-13 verwiesen. Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Rico 

Brendtke, Dorothea Graus und Paul Lutyj bei (siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modi-

fiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Zelllinie Behandlungsmodus 
Go/G1 

(%) 
S (%) 

G2/M 

(%) 
G2/G1 

DK-MG Schema I 0 Gy Kontrolle 49 ± 3 24 ± 4 27 ± 3 0,55 

      BEZ235 49 ± 9 26 ± 4 25 ± 6 0,51 

    8 Gy Kontrolle 21 ± 4 8 ± 1 71 ± 4 3,38 

      BEZ235 22 ± 12 31 ± 4 47 ± 12 2,14 

  Schema II 0 Gy Kontrolle 55 ± 6 22 ± 2 23 ± 6 0,42 

      BEZ235 74 ± 6 9 ± 2 17 ± 6 0,23 

    8 Gy Kontrolle 29 ± 13 9 ± 3 63 ± 16 2,17 

      BEZ235 27 ± 16 11 ± 3 62 ± 13 2,30 

U87-MG Schema I 0 Gy Kontrolle 71 ± 3 18 ± 2 10 ± 1 0,14 

    BEZ235 67 ± 3 20 ± 4 14 ± 2 0,21 

    8 Gy Kontrolle 58 ± 6 10 ± 1 32 ± 5 0,55 

      BEZ235 56 ± 8 19 ± 4 25 ± 6 0,45 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 68 ± 8 20 ± 2 12 ± 6 0,18 

     BEZ235 85 ± 7 9 ± 2 6 ± 6 0,07 

    8 Gy Kontrolle 59 ± 14 9 ± 1 33 ± 15 0,56 

      BEZ235 58 ± 17 4 ± 3 37 ± 15 0,64 

GaMG Schema I 0 Gy Kontrolle 73 ± 7 18 ± 5 9 ± 3 0,12 

      BEZ235 50 ± 14 26 ± 5 24 ± 4 0,48 

  8 Gy Kontrolle 65 ± 6 17 ± 4 17 ± 4 0,26 

      BEZ235 27 ± 9 22 ± 5 51 ± 9 1,89 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 62 ± 4 28 ± 3 11 ± 3 0,18 

      BEZ235 79 ± 6 12 ± 5 9 ± 2 0,11 

   8 Gy Kontrolle 55 ± 12 26 ± 4 19 ± 6 0,35 

      BEZ235 40 ± 8 12 ± 4 47 ± 8 1,18 

U373 Schema I 0 Gy Kontrolle 67 ± 7 12 ± 2 21 ± 5 0,31 

      BEZ235 62 ± 5 15 ± 2 23 ± 3 0,37 

    8 Gy Kontrolle 57 ± 8 8 ± 3 35 ± 6 0,61 

    BEZ235 37 ± 8 14 ± 3 49 ± 8 1,32 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 64 ± 5 18 ± 4 19 ± 3 0,30 

      BEZ235 59 ± 5 24 ± 3 17 ± 2 0,29 

    8 Gy Kontrolle 60 ± 5 10 ± 2 30 ± 6 0,50 

     BEZ235 24 ± 27 12 ± 5 64 ± 27 2,67 
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Tabelle 4-4 Zellzyklusphasenverteilung 48 h nach Bestrahlung in den untersuchten Glioblastom-

zelllinien 

Achtundvierzig Stunden nach Bestrahlung wurden die Tumorzellen fixiert, permeabilisiert, mit RNase 

und PI behandelt und durchflusszytometrisch auf ihren DNS-Gehalt analysiert. Dargestellt sind die Mit-

telwerte (± eine SD) von mindestens vier unabhängigen Wiederholungen. Für eine genauere Beschrei-

bung wird auf Abbildung 4-13 verwiesen. Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Rico 

Brendtke, Dorothea Graus und Paul Lutyj bei (siehe Abschlussarbeiten R. Brendtke und D. Graus). Modi-

fiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger et al. 2013. 

Zelllinie Behandlungsmodus 
Go/G1 

(%) 
S (%) 

G2/M 

(%) 
G2/G1 

DK-MG Schema I 0 Gy Kontrolle 56 ± 4 20 ± 2 24 ± 3 0,43 

      BEZ235 66 ± 7 13 ± 5 20 ± 4 0,30 

    8 Gy Kontrolle 39 ± 4 24 ± 2 37 ± 3 0,95 

      BEZ235 53 ± 6 7 ± 3 41 ± 6 0,77 

  Schema II 0 Gy Kontrolle 53 ± 4 23 ± 7 24 ± 6 0,45 

      BEZ235 72 ± 3 10 ± 4 18 ± 2 0,25 

    8 Gy Kontrolle 37 ± 3 23 ± 3 40 ± 3 1,08 

      BEZ235 26 ± 9 10 ± 6 64 ± 8 2,46 

U87-MG Schema I 0 Gy Kontrolle 71 ± 3 19 ± 2 10 ± 2 0,14 

    BEZ235 70 ± 3 19 ± 2 11 ± 3 0,16 

    8 Gy Kontrolle 59 ± 2 17 ± 2 24 ± 2 0,41 

      BEZ235 68 ± 3 14 ± 3 18 ± 3 0,26 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 69 ± 3 21 ± 3 11 ± 2 0,16 

     BEZ235 82 ± 2 12 ± 1 6 ± 2 0,07 

    8 Gy Kontrolle 54 ± 2 20 ± 2 27 ± 2 0,50 

      BEZ235 55 ± 2 8 ± 2 37 ± 1 0,67 

GaMG Schema I 0 Gy Kontrolle 87 ± 4 5 ± 3 8 ± 2 0,09 

      BEZ235 81 ± 4 10 ± 3 10 ± 2 0,12 

  8 Gy Kontrolle 66 ± 8 12 ± 6 22 ± 4 0,33 

      BEZ235 65 ± 4 18 ± 4 17 ± 3 0,26 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 77 ± 8 12 ± 5 11 ± 3 0,14 

      BEZ235 80 ± 5 10 ± 3 10 ± 3 0,13 

   8 Gy Kontrolle 55 ± 6 21 ± 6 25 ± 6 0,45 

      BEZ235 40 ± 7 11 ± 4 49 ± 9 1,23 

U373 Schema I 0 Gy Kontrolle 82 ± 4 8 ± 2 10 ± 3 0,12 

      BEZ235 79 ± 4 9 ± 2 12 ± 2 0,15 

    8 Gy Kontrolle 62 ± 8 16 ± 4 22 ± 5 0,35 

    BEZ235 64 ± 5 15 ± 4 21 ± 3 0,33 

   Schema II 0 Gy Kontrolle 70 ± 3 14 ± 2 16 ± 2 0,23 

      BEZ235 68 ± 2 16 ± 2 16 ± 1 0,24 

    8 Gy Kontrolle 38 ± 5 22 ± 3 40 ± 4 1,05 

     BEZ235 12 ± 5 14 ± 2 74 ± 6 6,17 

Eine Inkubation von Zellen mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 nach 

Behandlungsschema I resultierte in einer Erhöhung des Anteils von Zellen in der G1-
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Phase in den DK-MG, U87-MG und GaMG Zelllinien. Nach dem Auswaschen der Sub-

stanz normalisierte sich der Zellzyklus (im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) in 

den nach Schema I behandelten Proben (vgl. Tabelle 4-2, Tabelle 4-3und Tabelle 4-4). 

Unabhängig vom Behandlungsschema konnte 24 h nach Bestrahlung mit 8 Gy eine An-

häufung an Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus in allen bestrahlten Proben beo-

bachtet werden. Bemerkenswert war hierbei, dass es bei Behandlung mit NVP-BEZ235 

nach Schema II zusätzlich zu einer Depletion der S-Phase kam. Der G2/M-Arrest, wel-

cher 24 h nach Bestrahlung beobachtet wurde, war in den nach Schema I behandelten 

Zellen allerdings reversibel und die Zellzyklusverteilung normalisierte sich 48 h nach 

IR (vgl. Abbildung 4-13 und Tabelle 4-4). DK-MG, U87-MG und GaMG Zellen, die 

hingegen bestrahlt und mit NVP-BEZ235 gemäß Schema II behandelt wurden, zeigten 

einen stabilen G2/M-Arrest, der auch 48 h nach der Bestrahlung noch nachweisbar war 

(vgl. Abbildung 4-13 und Tabelle 4-4). 
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4.2 RADIOSENSIBILISIERUNG HUMANER BRUSTKREBSZELLLINIEN DURCH 

NVP-BEZ235 UNTER HYPOXIE 

Um den Einfluss des Sauerstoffgehalts auf den Effekt einer NVP-BEZ235 Behandlung 

in Kombination mit Bestrahlung zu untersuchen, wurden in vitro Versuche zur Prolife-

ration, dem zellulären Überleben nach Bestrahlung, der PRI3K/Akt/mTOR Signalkas-

kade, der Apoptose, der Autophagie, dem DNS-Schaden und dem Zellzyklus in zwei 

Mammakarzinomzelllinien durchgeführt. 

4.2.1 EFFEKTE VON NVP-BEZ235 AUF DIE ZELLPROLIFERATION IN NORMOXISCHEN 

UND HYPOXISCHEN BEDINGUNGEN 

Um die Auswirkungen von NVP-BEZ235 auf die Proliferation der beiden Brustkrebs-

zellllinien MDA-MB-231 und MCF-7 zu untersuchen, wurden beide Zelllinien mit ver-

schiedenen Konzentrationen (6,25-800 nM) des dualen PI3K/mTOR Inhibitors für 24 h 

behandelt und die Zellviabilität mittels eines MTS-basierten Tests gemessen. Die For-

mazanproduktion von VNP-BEZ235 behandelten Proben, welche bei einer Wellenlänge 

von 492 nm gemessen wurde, wurde hierbei auf DMSO behandelte Kontrollproben 

normalisiert und gegen die NVP-BEZ235 Konzentration aufgetragen. Wie in Abbildung 

4-14 dargestellt ist, verringert eine vierundzwanzigstündige Inkubation mit 

NVP-BEZ235 unter normoxischen Kulturbedingungen die metabolische Aktivität, wel-

che mit der Zellviabilität gleichzusetzen ist (Riss u. a., 2004), auf ungefähr 75 

(MDA-MB-231) und 65 % (MCF-7) im Vergleich zu den Kontrollproben. Unter hypo-

xischen Bedingungen (1 % Sauerstoff) wurden sogar noch stärkere antiproliferative 

Effekte durch NVP-BEZ235 beobachtet: Hier wurde durch den dualen PI3K/mTOR 

Inhibitor die Zellviabilität auf ungefähr 55 % des Kontrolllevels verringert. Für weitere 

Versuche wurde eine Konzentration von 100 nM gewählt. Bei dieser Dosis, welche im 

Einklang mit bereits publizierten Studien ist (Kuger u. a., 2013; Maira u. a., 2008; 

Manara u. a., 2010), wurde eine Wachstumsinhibition von ungefähr 80 % des maxima-

len Effekts in beiden Zelllinien beobachtet. 
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Abbildung 4-14 MTS Test von Brustkrebszelllinien 

Dargestellt ist der Effekt von 24 stündiger Inkubation mit verschiedenen NVP-BEZ235 Dosen in den 

beiden Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 (Quadrate) und MCF-7 (Dreiecke) unter normoxischen (ge-

füllte Symbole) und hypoxischen Kulturbedingungen (ungefüllte Symbole). Die Zellviabilität wurde 

mittels eines Standard MTS Assays untersucht. Im Diagramm sind die auf die mit DMSO behandelten 

Zellen normierten Mittelwerte (± eine SD) aus zwei unabhängigen Experimenten dargestellt, die jeweils 

in Triplikaten durchgeführt wurden. Die Daten wurden an das 4PLM angepasst; die beste Anpassung ist 

im Diagramm eingezeichnet. Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

4.2.2 EINFLUSS DER SAUERSTOFFKONZENTRATION, NVP-BEZ235 UND BESTRAH-

LUNG AUF DIE KOLONIEBILDUNGSFÄHIGKEIT 

Um zu validieren, dass die Strahlensensitivität der untersuchten Zelllinien von der Sau-

erstoffsättigung abhängig ist, wurden Koloniebildungstests mit Zellen durchgeführt, 

welche unter verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen kultiviert wurden. Wie in Abbil-

dung 4-15 dargestellt, sind hypoxische Zellen strahlenresistenter, wodurch sie eine von 

der Sauerstoffkonzentration abhängige erhöhte Überlebensfraktion nach Bestrahlung 

aufweisen. Für die weiteren Hypoxie und Reoxygenierungsversuche wurde eine Sauer-

stoffkonzentration von 1 % gewählt, da diese Konzentration zum einen signifikante Un-

terschiede in Bezug auf die Strahlenresistenz zeigt und sie zum anderen den physiolo-

gisch vorherrschenden Zustand einer milden Hypoxie in soliden Brustkrebstumoren 

widerspiegelt (Vaupel u. a., 1991). 
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Abbildung 4-15 Koloniebildungstests unter verschiedener Sauerstoffkonzentrationen kultivierter 

Brustkrebszellen 

Repräsentative Koloniebildungstests der beiden Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und MCF-7. Die 

Zellen wurden in verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen (1) Normoxie, 2) 1 %, 3) 0,7 % und 4) 0,1 % 

Sauerstoff) kultiviert und bestrahlt. Vierundzwanzig Stunden nach der Bestrahlung wurden die Zellen 

ausgesät. Nach zwei Wochen in Standardkulturbedingungen wurden die Kolonien fixiert, angefärbt und 

ausgezählt, wobei eine Kolonie aus mindestens 50 Zellen bestand (für Details vgl. Kapitel 3.2.4). Die 

Datenpunkte, welche mit dem linearquadratischen Modell angepasst wurden, entsprechen den Mittelwer-

ten (± eine SD) der pro Versuch angefertigten Quadruplikate. Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

Um zu überprüfen, ob hypoxische Kulturbedingungen in den entsprechenden Proben 

vorlagen, wurde die Expression des Hypoxiemarkers HIF-1α über Western blot Expe-

rimente analysiert. Wie in Abbildung 4-16 gezeigt, konnte in beiden Zelllinien bei den 

hypoxischen und reoxygenierten Zellen eine erhöhte Expression von HIF-1α zum Zeit-

punkt der Bestrahlung (0‘) beobachtet werden, welche sich im Falle der Reoxygenie-

rungsproben im Verlauf des Experiments an das Level der normoxischen Proben an-

glich. Dies belegt, dass die entsprechenden Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung tat-

sächlich hypoxisch waren. Interessanterweise führte eine Inkubation mit NVP-BEZ235 

nach 24 und 48 h zu einer Reduktion der HIF-1α Expression in hypoxischen Zellen (vgl. 

Abbildung 4-16).  
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Abbildung 4-16 HIF-1α Western blot in Brustkrebszellen 

Repräsentative Expression des Hypoxiemarkers HIF-1α zum Zeitpunkt der Bestrahlung (0‘) sowie 30 

min, 24 und 48 h nach der Bestrahlung in normoxischen, reoxygenierten und hypoxischen Brustkrebszel-

len. Die Zellen wurden eine Stunde vor der Bestrahlung mit 8 Gy und mit 100 nM NVP-BEZ235 oder 

DMSO behandelt. Die Zahlen unter den Banden geben das Verhältnis zu β-Tubulin an, welches als Haus-

haltsgen verwendet wurde, wobei das M für eine Spur mit Proteingrößenstandard steht. Modifiziert nach 

Kuger et al. 2014. 

Um zu untersuchen, ob eine Behandlung mit 100 nM NVP-BEZ235 einen Einfluss auf 

die Strahlensensitivität der beiden Brustkrebszelllinien hat und ob dieser Einfluss von 

der Sauerstoffkonzentration abhängig ist, wurden Koloniebildungstests durchgeführt. In 

Abbildung 4-17 sind repräsentative normalisierte Überlebenskurven von MDA-MB-231 

und MCF-7 Zellen, die mit NVP-BEZ235 behandelt und bestrahlt wurden, dargestellt. 

Die Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt und die 

PE, die SF2, die D10 sowie der Sauerstoffeffekt (‚oxygen enhancement ratio‘ – OER) 

für SF2 und D10, welcher die Verstärkung der Bestrahlung durch Sauerstoff beschreibt, 

sind in Abbildung 4-18 zusammengefasst. 

 Normoxie Reoxygenierung Hypoxie  

 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy  

 Kontrolle BEZ235 Kontrolle BEZ235 Kontrolle BEZ235 Kontrolle BEZ235 Kontrolle BEZ235 Kontrolle BEZ235  

MDA-
MB-
231  

0‘ 

0,11 0,10 0,17 0,13 1,37 1,01 1,26 1,02 1,36 1,23 1,11 1,24 

 
30‘ 

0,17 0,16 0,17 0,17 0,46 0,47 0,54 0,63 0,88 0,86 0,98 1,02 

 
24 h 

0,16 0,19 0,11 0,05 M 0,05 0,11 0,09 0,14 0,81 0,48 0,85 0,45 

 
48 h 

0,13 0,07 0,07 0,18 0,22 0,24 0,21 0,17 M 0,98 0,65 0,98 0,53 

MCF-7 

 
0‘ 

0,24 0,14 0,16 0,13 1,69 1,49 1,83 1,49 2,08 1,66 1,72 1,87 

 
30‘ 

0,21 0,17 0,20 0,24 0,54 0,53 0,56 0,62 0,98 0,90 0,93 0,91 

 
24 h 

0,22 0,24 0,24 0,22 M 0,23 0,20 0,27 0,25 1,66 1,06 1,55 1,19 

 
48 h 

0,22 0,19 0,20 0,24 0,24 0,22 0,22 0,25 M 1,11 0,66 0,90 0,61 
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Abbildung 4-17 Koloniebildungstest mit NVP-BEZ235 behandelten Brustkrebszelllinien unter ver-

schiedenen Sauerstoffkonzentrationen 

Repräsentative Koloniebildungstests der beiden untersuchten Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 (obere 

Reihe) und MCF-7 (untere Reihe) nach Inkubation mit 100 nM NVP-BEZ235 (gefüllte Symbole). Die 

Zellen wurden unter normoxischen (Dreiecke), reoxygenierten (Quadrate) oder hypoxischen Bedingun-

gen (Kreise) kultiviert und bestrahlt. Vierundzwanzig Stunden nach der Bestrahlung wurden die Zellen 

ausgesät und nach zwei Wochen in Standardkulturbedingungen wurden die Kolonien fixiert, angefärbt 

und ausgezählt, wobei eine Kolonie aus mindestens 50 Zellen bestand (für Details vgl. Kapitel 3.2.4). Die 

Datenpunkte, welche mit dem linearquadratischen Modell angepasst wurden, repräsentieren die Mittel-

werte (± eine SD) der pro Versuch angefertigten Quadruplikate. Zum leichteren Vergleich wurden die D10 

durch gestrichelte Linien eingezeichnet. Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

Wie in Abbildung 4-18 dargestellt, war die Plattiereffizienz nicht signifikant durch die 

Hypoxie oder die Behandlung mit NVP-BEZ235 beeinflusst. Allerdings wurde in bei-

den Zelllinien eine erhöhte Überlebensfraktion bei hypoxischen und reoxygenierten 

Zellen nach Bestrahlung im Vergleich zu den normoxischen Zellen beobachtet. Der 

OER belief sich für diese milde Hypoxie auf einen Faktor von ca. 1,3 für hypoxische 

und ca. 1,4 für reoxygenierte Zellen. Zwischen den reoxygenierten und hypoxischen 

Zellen konnte in keiner der beiden untersuchten Zelllinien signifikante Unterschiede 

nachgewiesen werden. Allerdings konnte eindrucksvoll belegt werden, dass die Radio-

sensibilisierung durch NVP-BEZ235 in beiden Zelllinien unabhängig von der Sauer-

stoffsättigung ist. Darüber hinaus führte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 dazu, dass 
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die negativen Effekte der Hypoxie in Bezug auf die Radiosensitivität vollständig durch 

den dualen PI3K/mTOR Inhibitor aufgehoben wurden, was sich in nahezu identischen 

SF2 und D10 Werten bei sämtlichen Sauerstoffbedingungen nach Behandlung mit 

NVP-BEZ235 widerspiegelt. 

 

Abbildung 4-18 Mittelwerte der Koloniebildungstests mit Brustkrebszelllinien unter verschiedenen 

Sauerstoffbedingungen 

Mittelwerte (± eine SD) der PE (A und B), der SF2 (C und D) und der D10 (E und F) bei MDA-MB-231 

(A, C und E) und MCF-7 Zellen (B, D und F). Der OER wurde für die Überlebensfaktion 2 Gy wie folgt 

berechnet: OER SF2 = SF2 Hypoxie / SF2 Normoxie. Die Berechnung des OER D10 erfolgte analog. 

Statistische signifikante Unterschiede sind wie folgt angegeben: # ≙ p < 0,05; ## ≙ p < 0,01; 

### ≙ p < 0,001. Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Emre Cörek bei (siehe Ab-

schlussarbeit E. Cörek). Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

4.2.3 NVP-BEZ235 INDUZIERTE ÄNDERUNGEN IN DER EXPRESSION VON PROTEINEN 

DER PI3K/AKT/MTOR SIGNALKASKADE 

Um weitere molekulare Faktoren der NVP-BEZ235 induzierten und sauerstoffunabhän-

gigen Radiosensibilisierung der untersuchten Tumorzellen zu finden, wurden wichtige 
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Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges nach kombinierter Bestrahlung und Be-

handlung mit dem dualen Inhibitor in normoxischen, reoxygenierten und hypoxischen 

Proben untersucht. Wie in Abbildung 4-19 dargestellt, inhibierte eine Inkubation mit 

NVP-BEZ235 die PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade bereits 30 min nach IR unabhängig 

vom Oxygenierungszustand der Zellen, wie man an einer verringerten Phosphorylierung 

von Akt, mTOR, S6 und 4E-BP1 in MCF-7 und mTOR, S6 und 4E-BP1 in 

MDA-MB-231 Zellen erkennen kann (vgl. blaue, rote, grüne und gelbe Hervorhebun-

gen). 

 

Abbildung 4-19 PI3K/Akt/mTOR Signalweg in Brustkrebszelllinien 30 min nach Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Analyse (aus drei unabhängigen Versuchen) des Expressionsniveaus rele-

vanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in MCF7 (linkes Panel) und MDA-MB-231 (rechtes 

Panel) Zellen, welche 30 min nach Bestrahlung fixiert wurden. Die Zellen wurden mit NVP-BEZ235 oder 

DMSO vor Bestrahlung mit 8 Gy behandelt und wurden unter normoxischen, reoxygenierten oder hypo-

xischen Bedingungen kultiviert. Die Proteinbanden wurden auf die Intensität von β-Aktin normalisiert 

und das Verhältnis eines Proteins zur entsprechenden Aktinbande ist durch die Zahlen angegeben; n.d. 

bedeutet nicht detektierbar. Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

Wie in Abbildung 4-20 und Abbildung 4-21 ersichtlich ist, konnte die Inaktivierung von 

Akt und mTOR in der MCF-7 Zelllinie bis zu 48 h nach IR beobachtet werden (vgl. 

blaue und rote Hervorhebungen), wohingegen in MDA-MB-231 Zellen 24 und 48 h 

nach IR lediglich geringfügige Unterschiede in der Phosphorylierung von mTOR ver-

zeichnet wurden (vgl. rote Hervorhebung). Ebenso wurden in beiden Zelllinien lediglich 

geringe Unterschiede in der Proteinexpression der beiden PI3K Untereinheiten p110 

und p85, Akt, mTOR und S6 beobachtet. 

 

30 min 

MCF-7 MDA-MB-231 

Normoxie Reoxygenierung Hypoxie Normoxie Reoxygenierung Hypoxie 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 

PI3K 

p110 
      

PI3K p85 
      

AKT 
      

p-AKT       

0,39 n.d. 0,68 n.d. 0,35 n.d. 0,54 n.d. 0,61 n.d. 0,65 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

mTOR 
      

p-mTOR 
      

0,81 0,61 0,72 0,50 0,60 0,45 0,56 0,27 0,77 0,30 0,46 0,16 0,98 0,77 0,59 0,47 0,46 0,42 0,60 0,51 0,60 0,36 0,31 0,12 

S6 
      

p-S6       

0,94 0,30 0,89 0,29 0,80 0,16 0,86 0,26 1,16 0,22 1,11 0,17 1,17 0,63 1,07 0,56 0,94 0,46 0,94 0,54 1,19 0,49 1,20 0,35 

p-4E-

BP1       

1,40 0,18 1,42 0,14 1,17 <0,1 1,21 0,14 1,62 0,12 1,67 <0,1 1,99 0,42 1,87 0,47 1,88 0,60 1,86 0,58 1,89 0,53 1,83 0,15 
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Abbildung 4-20 PI3K/Akt/mTOR Signalweg  in Brustkrebszelllinien 24 h nach Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Analyse (aus drei unabhängigen Versuchen) des Expressionsniveaus rele-

vanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in MCF7 (linkes Panel) und MDA-MB-231 (rechtes 

Panel) Zellen, welche 24 h nach Bestrahlung fixiert wurden. Die Zellen wurden mit NVP-BEZ235 oder 

DMSO vor Bestrahlung mit 8 Gy behandelt und wurden unter normoxischen, reoxygenierten oder hypo-

xischen Bedingungen kultiviert. Die Proteinbanden wurden auf die Intensität von β-Aktin normalisiert 

und das Verhältnis Protein zur entsprechenden Aktinbande ist durch die Zahlen angegeben; n.d. bedeutet 

nicht detektierbar. Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

 

Abbildung 4-21 PI3K/Akt/mTOR Signalweg in Brustkrebszelllinien 48 h nach Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Analyse (aus drei unabhängigen Versuchen) des Expressionsniveaus rele-

vanter Proteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges in MCF7 (linkes Panel) und MDA-MB-231 (rechtes 

Panel) Zellen, welche 48 h nach Bestrahlung fixiert wurden. Die Zellen wurden mit NVP-BEZ235 oder 

DMSO vor Bestrahlung mit 8 Gy behandelt und wurden unter normoxischen, reoxygenierten oder hypo-

xischen Bedingungen kultiviert. Die Proteinbanden wurden auf die Intensität von β-Aktin normalisiert 

und das Verhältnis Protein zur entsprechenden Aktinbande ist durch die Zahlen angegeben; n.d. bedeutet 

nicht detektierbar. Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

 

24 h 

MCF-7 MDA-MB-231 

Normoxie Reoxygenierung Hypoxie Normoxie Reoxygenierung Hypoxie 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 

PI3K 

p110       

PI3K p85 
      

AKT 
      

p-AKT       

1,04 n.d. 1,08 n.d. 0,79 n.d. 0,67 n.d. 1,28 n.d. 0,86 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

mTOR 

      

p-mTOR       

0,85 0,76 1,09 0,70 1,05 0,94 1,15 0,75 0,91 0,69 0,84 0,41 0,96 1,02 0,92 0,87 0,91 0,81 0,93 0,82 0,85 0,86 0,85 0,71 

S6 
      

p-S6       

0,90 0,13 0,91 <0,1 0,98 0,10 0,87 0,11 0,96 0,12 1,01 <0,1 1,01 0,21 0,72 0,13 0,68 0,15 0,67 0,18 0,49 0,14 0,44 <0,1 

p-4E-

BP1       

1,15 <0,1 1,09 <0,1 1,15 <0,1 1,21 0,10 1,46 0,14 1,58 0,10 1,34 <0,1 0,95 <0,1 1,11 <0,1 1,14 <0,1 0,90 n.d. 0,78 n.d. 

 

48 h 

MCF-7 MDA-MB-231 

Normoxie Reoxygenierung Hypoxie Normoxie Reoxygenierung Hypoxie 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 

PI3K 

p110       

PI3K p85 
      

AKT 
      

p-AKT       

1,31 <0,1 1,75 n.d. 1,36 n.d. 1,77 n.d. 2,14 n.d. 1,98 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

mTOR 

      

p-mTOR 
      

1,26 0,79 1,10 0,78 1,16 0,73 0,97 0,79 1,00 0,86 1,05 0,67 1,03 0,89 1,12 0,99 0,98 1,11 1,24 1,15 0,87 0,78 0,83 0,68 

S6 
      

p-S6       

0,99 0,11 0,82 0,14 0,90 0,11 0,92 0,11 0,98 0,16 1,05 <0,1 0,55 <0,1 0,41 <0,1 0,46 <0,1 0,40 <0,1 0,33 <0,1 0,29 <0,1 

p-4E-

BP1       

1,85 0,32 1,59 0,41 1,66 0,32 1,72 0,29 1,78 0,40 1,88 0,33 1,11 <0,1 0,96 <0,1 1,13 <0,1 1,11 n.d. 1,06 <0,1 0,78 n.d. 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in beiden untersuchten Brustkrebszellli-

nien eine Inaktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, belegt durch eine vermin-

derte Phosphorylierung von S6 und 4E-BP1, durch NVP-BEZ235 induziert wurde und 

dass diese Inaktivierung unabhängig von der Sauerstoffsättigung der Zellen war. 

4.2.4 INDUKTION DER APOPTOSE UND AUTOPHAGIE DURCH NVP-BEZ235 

Um weitere molekulare Ursachen für die sauerstoffunabhängige Radiosensibilisierung 

durch NVP-BEZ235 zu finden, wurde die Induktion von Apoptose und Autophagie un-

tersucht. Wie in Abbildung 4-22 A dargestellt, wurde in MCF-7 Zellen 48 h nach Be-

strahlung eine deutlich erhöhte Proportion von hypodiploiden Zellen nach 

NVP-BEZ235 Behandlung (graue Balken) in normoxischen, reoxygenierten und hypo-

xischen Zellen gemessen. Eine Bestrahlung der Zellen (gestreifte Balken) bewirkte 

ebenfalls eine Erhöhung der hypodiploiden Fraktion. Bemerkenswert war weiterhin die 

Tatsache, dass die mit NVP-BEZ235 und IR behandelten Zellen unabhängig vom Oxy-

genierungszustand die höchste Fraktion von hypodiploiden Zellen aufwiesen. 

Interessanterweise wurde im Bezug auf die späte Apoptose eine andere zelluläre Ant-

wort in MDA-MB-231 als in MCF-7 Zellen festgestellt (vgl. Abbildung 4-22 A und B). 

Eine Behandlung mit NVP-BEZ235 hatte in MDA-MB-231 Zellen keinen signifikanten 

Einfluss auf den Anteil hypodiploider Zellen. Eine Bestrahlung der Zellen führte zwar 

ebenfalls zu einer gesteigerten Apoptose allerdings wurde im Gegensatz zur MCF-7 

Zelllinie diese Apoptose nicht signifikant durch die duale PI3K/mTOR Inhibition er-

höht, obwohl Tendenzen erkennbar waren. 
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Abbildung 4-22 Apoptose und Autophagie in Brustkrebszelllinien nach NVP-BEZ235 Behandlung 

und Bestrahlung 

Hypodiploide Zellen und Debris in NVP-BEZ235 behandelten (graue Balken) und bestrahlten (gestreifte 

Balken) normoxischen, reoxygenierten und hypoxischen MCF-7 (A) und MDA-MB-231 Zellen (B). 

DMSO behandelte (weiße Balken) und unbestrahlte Zellen (ungestreifte Balken) dienten als Kontrollen. 

Die Zellen wurden 48 h nach Bestrahlung enzymatisch durch Trypsin abgelöst, fixiert, permeabilisiert, 

mit RNase behandelt, mit DAPI angefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die Balken repräsen-

tieren den Mittelwert (± eine SD) aus drei unabhängigen Experimenten. Auf statistische Vergleiche zwi-

schen den Kontrollen wurde aus Übersichtsgründen verzichtet. Statistisch signifikante Unterschiede sind 

wie folgt dargestellt: # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001. Repräsentative Western blot Analysen von 

Apoptose und Autophagie relevanten Proteine in MCF-7 (linkes Panel) und MDA-MB-231 Zellen (rech-

tes Panel), welche 48 h nach Bestrahlung lysiert wurden (C). Die Zellen wurden unter normoxischen, 

reoxygenierten oder hypoxischen Bedingungen kultiviert und mit DMSO oder NVP-BEZ235 vor der 

Bestrahlung mit 8 Gy behandelt. Die Proteinbanden wurden auf die Intensität von β-Aktin normalisiert 

und das Verhältnis Protein zur entsprechenden Aktinbande ist durch die Zahlen angegeben; n.d. bedeutet 

nicht detektierbar. Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Emre Cörek bei (siehe Ab-

schlussarbeit E. Cörek). Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

Weiterhin wurde die Expression und der Abbau des DNS-Reparaturprotein PARP und 

die Expression der Autophagie Marker LC3-I und LC3-II untersucht. In Abbildung 4-22 

sind repräsentative Ergebnisse für normoxische, reoxygenierte und hypoxische MCF-7 

(linkes Panel) und MDA-MB-231 Zellen (rechtes Panel) 48 h nach Bestrahlung darge-

stellt. Eine Behandlung mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor führte in MCF-7 Zellen 

zu einer verminderten Expression von PARP in allen untersuchten Sauerstoffbedingun-

gen. Die Verminderung der PARP Expression korrelierte mit erhöhten Niveaus von 

gespaltenem PARP, was auf einen enzymatischen Abbau von PARP hindeutet. In Über-
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Normoxie Reoxygenierung Hypoxie Normoxie Reoxygenierung Hypoxie 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 
Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 Kontr. BEZ235 

PARP 
 
 

cl. PARP       
 1,30 0,78 0,96 0,52 1,07 0,76 1,05 0,43 1,16 0,55 0,62 0,23 1,87 2,19 1,94 2,04 2,16 1,96 1,76 1,93 1,91 2,00 2,00 2,09 

 n.d. 0,87 0,14 1,13 0,10 0,79 0,17 1,32 0,11 0,75 0,18 1,36 <0,1 0,13 0,15 0,17 <0,1 0,10 0,15 0,16 <0,1 <0,1 0,16 0,18 

LC3-I 
LC3-II       

 0,68 0,11 0,55 0,20 0,57 0,13 0,47 0,13 0,46 0,16 0,36 <0,1. 0,34 <0,1 0,24 <0,1 0,26 0,09 0,41 <0,1 0,22 <0,1 0,10 <0,1 

 0,45 0,30 0,42 0,47 0,47 0,52 0,51 0,48 0,55 0,60 0,46 0,40 0,38 0,22 0,46 0,26 0,46 0,34 0,49 0,27 0,47 0,29 0,34 0,12 

 

A B
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einstimmung mit den vorherigen Daten für den Anteil hypodiploider MCF-7 Zellen, 

resultierte eine Kombination von NVP-BEZ235 und Bestrahlung in den höchsten Wer-

ten für gespaltenes PARP. Wie auch bei dem Anteil hypodiploider Zellen fiel die zellu-

läre Antwort von MDA-MB-231 Zellen hinsichtlich der PARP Expression und dessen 

Spaltung anders aus. Eine Behandlung mit NVP-BEZ235 hatte in dieser Zelllinie ledig-

lich geringe Auswirkungen auf die Expressionsniveaus von PARP und gespaltenem 

PARP, was mit den Daten für die hypodiploide Fraktion korreliert. 

Um den Einfluss von NVP-BEZ235 auf die Induktion von Autophagie zu untersuchen, 

wurde die Expression von LC3 analysiert, welche während der Autophagie von der 

zytosolisch gelösten LC3-I in die membranständige LC3-II Form umgewandelt wird. 

Wie in Abbildung 4-22 dargestellt, verursachte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 in 

normoxischen, reoxygenierten und hypoxischen MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen ei-

nen starken Rückgang von LC3-I 48 h nach Bestrahlung, obwohl keine Erhöhung der 

membranständigen LC3-II Form gemessen wurde. 

4.2.5 EINFLUSS DES OXYGENIERUNGSSTATUS, DUALER PI3K/MTOR INHIBITION 

UND BESTRAHLUNG AUF DEN ZELLZYKLUS, DIE INDUKTION VON ROS UND DIE 

INDUKTION UND REPARATUR VON DNS-SCHÄDEN 

4.2.5.1 ZELLZYKLUSALTERATIONEN DURCH NVP-BEZ235, BESTRAHLUNG UND 

DEN OXYGENIERUNGSSTATUS 

Um weitere mögliche Ursachen für die NVP-BEZ235 induzierte Radiosensibilisierung 

zu finden, wurde untersucht, ob die verschiedenen Sauerstoffkultivierungsbedingungen 

sowie die Bestrahlung mit 8 Gy und eine Inkubation mit NVP-BEZ235 Auswirkungen 

auf den Zellzyklus der beiden Brustkrebszelllinien haben. Hierzu wurden die Zellen 

gemäß dem Behandlungsschema (vgl. Abbildung 3-2) kultiviert, mit NVP-BEZ235 be-

handelt und bestrahlt und 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung fixiert, permeabilisiert, 

mit RNase behandelt und mit einem DNS-Fluoreszenzfarbstoff sowie einem FITC kon-

jugierten anti-γH2AX Antikörper angefärbt. Durchflusszytometrisch wurde dann die 

FITC Fluoreszenz sowie der DNS-Gehalt bestimmt und Rückschlüsse auf DNS-

Schäden und die Verteilung der einzelnen Zellzyklusphasen gezogen. In Abbildung 

4-23 sind repräsentative Ergebnisse von MDA-MB-231 (oberes Panel) und MCF-7 Zel-

len (unteres Panel) 30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach Bestrahlung dargestellt, wo-
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hingegen in Abbildung 4-24 die Mittelwerte (± eine SD) aus mindestens drei unabhän-

gigen Versuchen der beiden Zelllinien dargestellt sind. 
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Abbildung 4-23 Zweidimensionale repräsentative Verteilungen des Zellzyklus und der Phosphory-

lierung von H2AX in Brustkrebszelllinien 

Repräsentative zweidimensionale Darstellung des Histons γH2AX gegen den DNS-Gehalt in 

MDA-MB-231 (oberes Panel) und MCF-7 Zellen (unteres Panel), welche 30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) 

nach Bestrahlung mit 8 Gy fixiert wurden. Normoxische, reoxygenierte und hypoxische Zellen wurden 

mit NVP-BEZ235 behandelt. Unbestrahlte und mit DMSO behandelte Zellen dienten als Kontrollen. Die 

Proben wurden mit einem FITC konjugierten anti-γH2AX Antikörper und DAPI gefärbt und durchfluss-

zytometrisch analysiert (für Details vgl. Kapitel 3.2.6.1). Die Zahlen repräsentieren den Anteil der Zellen 

in den vier Quadranten. Weiterhin ist die mittlere γH2AX Fluoreszenz (MFI), der Anteil der Zellen in den 
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einzelnen Zellzyklusphasen (bestimmt durch Dekonvolution der Daten mittels ModFit) sowie das Ver-

hältnis der Zellen in der G2/M-Phase zu den Zellen in der G1-Phase angegeben. 

 

Abbildung 4-24 Mittelwerte der Zellzyklusverteilung in Brustkrebszelllinien 

Aus mindestens drei unabhängigen Versuchen gemittelte Verteilung (± eine SD) der G1- (dunkelgraue 

Balken), S- (weiße Balken) und G2/M-Phase (hellgraue Balken) in MDA-MB-231 (A) und MCF-7 Tu-

morzellen (B), welche mit NVP-BEZ235 behandelt, mit 8 Gy bestrahlt und unter verschiedenen Oxyge-

nierungsbedingungen kultiviert wurden. Mit DMSO behandelte und unbestrahlte Zellen dienten als Kon-

trolle. Die Proben wurden 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung fixiert, permeabilisiert, mit RNase be-

handelt, mit DAPI angefärbt und durchflusszytometrisch auf ihren DNS-Gehalt untersucht (für Details 

vgl. Kapitel 3.2.6.1). Zu den dargestellten Daten trugen auch Experimente von Emre Cörek bei (siehe 

Abschlussarbeit E. Cörek). Modifiziert nach Kuger et al. 2014. 

Wie in Abbildung 4-23 A und Abbildung 4-24 dargestellt, hatte weder eine Behandlung 

mit NVP-BEZ235 noch eine Bestrahlung mit 8 Gy einen Effekt auf die Zellzykluspha-

senverteilung 30 min nach Bestrahlung. Eine Behandlung der Zellen mit NVP-BEZ235 

führte in beiden Zelllinien nach 24 und 48 h zu einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase 

(vgl. Abbildung 4-23 B und C sowie Abbildung 4-24). Wurden die Zellen mit DMSO 

behandelt und mit 8 Gy bestrahlt, so wurden nach 24 h zelllinienspezifische Unterschie-

de beobachtet. In MDA-MB-231 Zellen wurde ein erhöhter Anteil an Zellen in der 

G2/M-Phase gemessen, wohingegen in der MCF-7 Zelllinie eine Akkumulation in der 

G1-Phase beobachtet wurde. In beiden Zelllinien wurde allerdings in den mit DMSO 

behandelten und bestrahlten Proben nach 48 h eine Normalisierung der Zellzyklusver-

teilung festgestellt. 
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Wurden die Zellen zusätzlich zur Bestrahlung mit NVP-BEZ235 behandelt, so wurde 

24 h nach IR in der MCF-7 Zelllinie eine Erhöhung des Anteils an Zellen in der G2/M-

Phase beobachtet, wohingegen in MDA-MB-231 Zellen kein Unterschied zu den 8 Gy 

DMSO Proben erkennbar war (vgl. Abbildung 4-24). Allerdings wurden nach 48 h so-

wohl in MDA-MB-231 als auch in MCF-7 Zellen ein erhöhter Anteil an Zellen in der 

G2/M-Phase gemessen, wenn diese mit NVP-BEZ235 behandelt und bestrahlt wurden. 

Die zuvor genannten Effekte in Bezug auf die NVP-BEZ235 induzierten Zellzyklusab-

errationen wurden in allen untersuchten Oxygenierungszuständen beobachtet. 

4.2.5.2 INDUKTION VON ROS UND DIE INDUKTION UND REPARATUR VON DNS-

SCHÄDEN NACH NVP-BEZ235 BEHANDLUNG UND BESTRAHLUNG IN VER-

SCHIEDENEN OXYGENIERUNGSZUSTÄNDEN 

Um zu untersuchen, ob eine Inkubation mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor einen 

Effekt auf die Induktion von ROS und das Auftreten von DNS-Schäden hat, wurden 

Analysen mit dem ROS-Indikator H2DCFDA und dem DSB Marker γH2AX durchge-

führt (vgl. Abbildung 4-25). Da die Messung des ROS Gehalts in lebenden Zellen direkt 

nach der Bestrahlung erfolgte, gibt es keinen Unterschied zwischen reoxygenierten und 

hypoxischen Proben, weshalb diese für die ROS-Messung zusammen dargestellt wer-

den. 

Wie Abbildung 4-25 A und B gezeigt, resultierte eine Bestrahlung mit 8 Gy in beiden 

Zelllinien in einer erhöhten ROS Konzentration sowohl in den normoxischen als auch in 

den reoxygenierten/hypoxischen Proben. Eine Inkubation mit NVP-BEZ235 hingegen 

hatte in keiner der beiden Zelllinien in den untersuchten Sauerstoffbedingungen einen 

Einfluss auf die ROS-Induktion. Erwähnenswert ist allerdings, dass sowohl in der 

MDA-MB-231 als auch in der MCF-7 Zelllinie bei den reoxygenierten/hypoxischen 

Zellen ein deutlicher Anstieg des ROS Gehaltes im Vergleich zu den normoxischen 

Proben zu beobachten war. 
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Abbildung 4-25 ROS Gehalt und DNS-Schäden in Brustkrebszelllinien 

ROS Gehalt in MDA-MB-231 (A) und MCF-7 (B) Zellen direkt nach Bestrahlung durch Färbung mit 

H2DCFDA gemessen. Die Zellen wurden mit NVP-BEZ235 (graue Balken) behandelt und mit 8 Gy (ge-

streifte Balken) bestrahlt. Da die Zellen direkt nach Bestrahlung gemessen wurden, gibt es keine Unter-

schiede zwischen den reoxygenierten und hypoxischen Proben. Für die Analyse der DNS-Schäden wur-

den normoxische, reoxygenierte und hypoxische MDA-MB-231 (C) und MCF-7 (D) Zellen 30 min, 24 

und 48 h nach Bestrahlung fixiert, permeabilisiert, mit einem anti-γH2AX-FITC gekoppelten Antikörper 

gefärbt und durchflusszytometrisch die FITC Fluoreszenz analysiert. Dargestellt sind jeweils die Mittel-

werte (± SD) aus mindestens drei unabhängigen Versuchen, wobei die einzelnen Verteilungen jeweils auf 

den Wert der normoxischen, unbestrahlten Kontrolle nach 30 min normiert wurden. Statistisch signifikan-

te Unterschiede sind wie folgt angegeben: # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001. Zu den dargestellten 

Daten trugen auch Experimente von Emre Cörek bei (siehe Abschlussarbeit E. Cörek). Modifiziert nach 

Kuger et al. 2014. 

Weiterhin wurden die Induktion und der Abbau von DNS-Doppelstrangbrüchen durch 

eine Immunfluoreszenzanalyse von γH2AX im Durchflusszytometer gemessen. Hierzu 

wurden Zellen unter den entsprechenden Sauerstoffbedingungen kultiviert, mit 

NVP-BEZ235 behandelt und bestrahlt, bevor sie 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung 
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fixiert wurden (für Details siehe Kapitel 3.2.6.1). Obwohl kein Effekt von 

NVP-BEZ235 auf die ROS-Induktion gemessen wurde, konnte, wie anhand der reprä-

sentativen Primärdaten in Abbildung 4-23 A und den gemittelten Werten aus mindes-

tens drei unabhängigen Versuchen in Abbildung 4-25 C und D dargestellt, eine vermin-

derte Induktion von DNS-Schäden in den mit NVP-BEZ235 behandelten Proben 30 min 

nach Bestrahlung in sämtlichen untersuchten Oxygenierungszuständen beobachtet wer-

den. 

In beiden Zelllinien wurden allerdings bereits 24 h nach Bestrahlung signifikant höhere 

DNS-Schäden in normoxischen und reoxygenierten Proben gemessen, wenn diese be-

strahlt und mit NVP-BEZ235 behandelt wurden (vgl. Abbildung 4-23 B und Abbildung 

4-25 C und D). Diese signifikanten Unterschiede in den DNS-Schäden konnten 48 h 

nach Bestrahlung in sämtlichen Oxygenierungszuständen gemessen werden (vgl. Abbil-

dung 4-23 C und Abbildung 4-25 C und D), was auf eine verminderte Reparaturfähig-

keit von DNS-Schäden hinweist. Bemerkenswerterweise und in Übereinstimmung mit 

den vorherigen Ergebnissen für die Apoptose wurde nach einer längeren Inkubation mit 

dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor eine Erhöhung des γH2AX Niveaus in unbestrahlten 

und bestrahlten MCF-7 Zellen in allen getesteten Sauerstoffbedingungen gemessen (vgl. 

Abbildung 4-23 und Abbildung 4-25). 
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4.3 EINFLUSS DER SIMULTANEN INHIBITION DER PI3K/MTOR UND 

MAPK SIGNALKASKADEN AUF DIE STRAHLENANTWORT HUMANER 

KREBSZELLEN 

4.3.1 EINFLUSS VON AZD6244 UND NVP-BEZ235 AUF DIE ZELLPROLIFERATION 

Um zu untersuchen, welchen Einfluss eine Inhibition der onkogenen PI3K/Akt/mTOR 

und MAPK Signalkaskade auf die Proliferation der humanen Lungenkarzinomzelllinie 

A549 und der humanen Glioblastomzelllinie SNB19 hat, wurden beide Zelllinien mit 

verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren AZD6244 (31,25-4000 nM) und 

NVP-BEZ235 (3,125-400 nM) alleine und in Kombination behandelt. Die Proliferation 

wurde hierbei durch Messung des ATP Gehalts gemessen und quantifiziert (vgl. Kapitel 

3.2.3.1). In Abbildung 4-26 ist der relative, mittlere ATP Gehalt aus zwei Versuchen, 

die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden, dargestellt. 
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Die beiden humanen Krebszelllinien SNB19 (links) und A549 (rechts) wurden für 24 h mit AZD6244 

(oberes Panel) und NVP-BEZ235 (unteres Panel) in einem Konzentrationsbereich von 31,25-4000 nM 

oder 3,125-400 nM behandelt. Weiterhin wurden beide Zelllinien mit einer Kombination aus AZD6244 

und NVP-BEZ235 behandelt. Hierzu wurden eine AZD6244-Konzentration von 500 nM oder eine 

NVP-BEZ235-Konzentration von 50 nM und variable Konzentrationen von NVP-BEZ235 oder 

AZD6244 angewandt. Die Datenpunkte repräsentieren Mittelwerte (± Standardabweichung) aus zwei 

Versuchen die jeweils in Triplikaten durchgeführt wurden, sowie die beste Anpassung an das 4PLM-

Modell. 

Wie in Abbildung 4-26 zu erkennen, verringert eine Inkubation mit AZD6244 für 24 h 

die Proliferation in beiden Zelllinien in Abhängigkeit von der Dosis, wobei der halbma-

ximale Effekt in beiden Zelllinien in einem Konzentrationsbereich von 300-400 nM 

beobachtet wurde. Weiterhin reagierten beide Zelllinien auf eine Inkubation mit 

NVP-BEZ235 mit einer deutlich verringerten Proliferation. Eine Inkubation von SNB19 

Zellen mit bis zu 10 nM NVP-BEZ235 hatte keinen nennenswerten Effekt auf die Proli-

ferationsrate. Wurden die Zellen mit einer Konzentration größer als 10 nM 

NVP-BEZ235 behandelt, so konnte eine deutliche Abnahme des ATP Gehaltes beo-

bachtet werden. Ab einer Konzentration von ca. 100 nM erreichte die gemessene ATP-

Konzentration ein Plateau. Im Gegensatz hierzu reagierte die A549 Zelllinie bereits auf 

niedrigste Konzentrationen von NVP-BEZ235 mit verringerter Proliferation, was sich in 

einem erniedrigten ATP Gehalt widerspiegelte. Ab einer Konzentration von 50 nM 

NVP-BEZ235 konnte keine weitere Abnahme des ATP Gehaltes in A549 Zellen beo-

bachtet werden. 

Bei einer Kombination von verschiedenen AZD6244 Konzentrationen mit 50 nM 

NVP-BEZ235 (vgl. Abbildung 4-26 oberes Panel, ungefüllte Dreiecke) wurde in der 

SNB19 Zelllinie ein relativer ATP Gehalt von ca. 0,8 ermittelt. Dies entspricht ungefähr 

dem ATP Gehalt, welcher auch für eine alleinige Inkubation mit 50 nM NVP-BEZ235 

gemessen wurde. Bei A549 Zellen wurde für die Kombination von 50 nM 

NVP-BEZ235 mit verschiedenen AZD6244 Konzentrationen ein relativer ATP Gehalt 

von 0,5 bestimmt, was ebenfalls ungefähr dem ATP Gehalt nach alleiniger Inkubation 

mit 50 nM NVP-BEZ235 entspricht und was auf eine hohe Zytotoxizität von 

NVP-BEZ235 in dieser Zelllinie hindeutet. Wurden die A549 Zellen zusätzlich mit hö-

heren Konzentrationen von AZD6244 (größer 1000 nM) behandelt, so konnte eine Re-

duktion des ATP Gehaltes auf bis zu ca. 10 % beobachtet werden. 

Eine Kombination von 500 nM AZD6244 mit steigenden Konzentrationen von 

NVP-BEZ235 (vgl. Abbildung 4-26 unteres Panel, ungefüllte Rauten) hatte in SNB19 

Zellen keinerlei nennenswerte Auswirkungen auf den relativen ATP Gehalt im Ver-
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gleich zur alleinigen Inkubation mit NVP-BEZ235. In der A549 Zelllinie hingegen 

konnte bei niedrigen NVP-BEZ235 Konzentrationen eine leichte Erniedrigung des ATP 

Gehaltes beobachtet werden. Ab einer NVP-BEZ235 Konzentration von 10 nM war 

dieser Effekt allerdings nicht mehr nachzuweisen und es konnten keine Unterschiede 

zwischen einer Behandlung mit NVP-BEZ235 alleine oder in Kombination mit 

AZD6244 nachgewiesen werden. 

Die für weitere Versuche gewählten Konzentrationen von 500 nM für AZD6244 und 

50 nM für NVP-BEZ235 sind gemäß den vorhandenen Literaturdaten in einem Bereich, 

in dem die Aktivität der MAPK und der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade durch 

AZD6244 und NVP-BEZ235 unterdrückt ist (Chung u. a., 2009; Maira u. a., 2008; 

Shannon u. a., 2009; Yeh u. a., 2007). 

4.3.2 EFFEKTE DER MEK- UND DER DUALEN PI3K/MTOR-INHIBITION AUF DIE KO-

LONIEBILDUNGSFÄHIGKEIT NACH BESTRAHLUNG 

Um zu untersuchen, ob die beiden in dieser Studie untersuchten Inhibitoren AZD6244 

und NVP-BEZ235 einen Einfluss auf das klonogene Überleben der Glioblastomzelllinie 

SNB19 und der Lungenkarzinomzelllinie A549 nach Bestrahlung haben, wurden Kolo-

niebildungstests t gemäß dem in Kapitel 3.2.4 beschriebenen Protokoll durchgeführt. In 

Abbildung 4-27 und in Tabelle 4-5 sind die Ergebnisse aus mindestens vier unabhängi-

gen Koloniebildungstests dargestellt. 

 

Abbildung 4-27 Koloniebildungsfähigkeit von SNB19 und A549 Zellen nach Inhibition der MAPK- 

und/oder der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade 
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Ergebnisse der untersuchten SNB19 (A) und A549 (B) Zellen, welche mit 500 nM des MEK Inhibitors 

AZD6244 (2), mit 50 nM des dualen PI3K/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235 (3) oder mit einer Kombina-

tion von beiden Inhibitoren (4) behandelt wurden. Mit DMSO behandelte Zellen (1) dienten als Kontrolle. 

Die genauen Schemata, der Versuchsablauf, sowie die Auswertung sind in Abbildung 3-2 und Kapitel 

3.2.4 detailliert erklärt. Zwei Wochen nach der Aussaat der Zellen wurden diese fixiert und die Anzahl 

von Kolonien mit mindestens 50 Zellen wurde ermittelt. Die Datenpunkte repräsentieren die Mittelwerte 

aus mindestens vier unabhängigen Versuchen und die Linien zeigen die besten Anpassungen mit dem 

linearquadratischen Modell. 

Wie in Tabelle 4-5 dargestellt, hatte eine Inkubation mit einem oder beiden der unter-

suchten Inhibitoren keinen nennenswerten Einfluss auf die Plattiereffizienz der Zellen, 

was darauf schließen lässt, dass bei den verwendeten Konzentrationen von 500 nM für 

AZD6244 und 50 nM für NVP-BEZ235 keine zytotoxischen Effekte auftraten. 

Tabelle 4-5 Mittelwerte der PE, SF2, D10 und I10 in SNB19 und A549 Zellen 

Mittelwerte (± SD) der PE, SF2, D10 und I10 aus mindestens vier unabhängig durchgeführten Versuchen 

nach Behandlung der untersuchten SNB19 und A549 Zellen mit 500 nM AZD6244 und/oder 50 nM 

NVP-BEZ235. 

Zelllinie Behandlung PE SF2 D10 I10 

SNB19 Kontrolle 53 ± 9 0,81 ± 0,10 9,84 ± 0,89  

 AZD6244 57 ± 11 0,64 ± 0,06 8,24 ± 0,48 1,19 ± 0,08 

 BEZ235 53 ± 10 0,62 ± 0,07 7,38 ± 0,39 1,33 ± 0,07 

 AZD6244+BEZ235 52 ± 5 0,63 ± 0,07 7,86 ± 0,88 1,28 ± 0,12 

A549 Kontrolle 73 ± 7 0,80 ± 0,05 9,81 ± 0,68  

 AZD6244 79 ± 12 0,66 ± 0,05 8,86 ± 0,58 1,11 ± 0,07 

 BEZ235 72 ± 9 0,66 ± 0,07 7,15 ± 0,87 1,39 ± 0,09 

 AZD6244+BEZ235 74 ± 10 0,65 ± 0,07 7,06 ± 0,60 1,38 ± 0,05 

Die unterschiedlichen Kurvenverläufe (siehe Abbildung 4-27) sowie die Änderungen 

der mittleren SF2 und D10 Werte (vgl. Tabelle 4-5) weisen darauf hin, dass eine Inhibi-

tion des onkogenen MAPK Signalweges durch AZD6244 eine moderate Radiosensibili-

sierung in SNB19 und A549 Zellen bewirkt. Eine Inkubation mit 50 nM des dualen 

PI3K/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235 hingegen resultierte in beiden Zelllinien in einer 

deutlich stärkeren Radiosensibilisierung, wobei die Lungenkarzinomzelllinie A549 

hierbei die größeren Effekte zeigte. So wurden in A549 Zellen für den dualen 

PI3K/mTOR Inhibitor ein I10 Wert von ungefähr 1,4 und in SNB19 Zellen von ungefähr 

1,3 gemessen. Eine Kombination der beiden Inhibitoren resultierte in beiden Zelllinien 

in ähnlichen I10 Werten wie nach einer alleinigen Behandlung mit NVP-BEZ235. 
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4.3.3 AZD6244- UND NVP-BEZ235-INDUZIERTE ÄNDERUNGEN IN DER EXPRESSION 

VON PROTEINEN ONKOGENER SIGNALKASKADEN 

4.3.3.1 ÄNDERUNGEN IN DER MAPK SIGNALKASKADE 

Um eine mögliche molekularbiologische Ursache für die Radiosensibilisierung durch 

die beiden Inhibitoren zu finden, wurde die Expression ausgesuchter wichtiger Proteine 

des MAPK und des PI3K/Akt/mTOR Signalweges untersucht. Hierfür wurden SNB19 

und A549 Zellen mit den Inhibitoren behandelt und Zelllysate zu verschiedenen Zeit-

punkten nach Bestrahlung angefertigt. In Abbildung 4-28 sind repräsentative Proteinex-

pressionen wichtiger Komponenten der MAPK/Erk Signalkaskade (Raf-1, MEK2, 

p-MEK1/2, Erk2, total p-Erk1/2) 30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach Bestrahlung mit 

8 Gy in SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel) dargestellt. 

 

 

 SNB19 A549 

 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Raf-1 

    
 1,91 1,73 1,66 1,56 1,66 2,18 2,34 1,76 1,61 1,64 1,70 1,56 1,53 1,50 1,57 1,58 

MEK2 

  
  

p-MEK1/2 
    

0,59 2,33 0,33 2,11 0,68 2,14 0,41 2,05 0,64 1,52 0,64 1,60 0,64 1,41 0,85 1,49 

ERK2 
    

Total p-
ERK1/2     

1,41 1,13 1,12 0,96 1,24 0,94 0,98 0,74 2,41 1,18 2,08 1,42 2,32 1,86 2,75 1,85 

 

A  30 min post IR

 SNB19 A549 

 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Raf-1 

    
 1,63 1,51 1,34 1,26 1,51 1,43 1,28 1,27 1,50 1,46 1,14 1,11 1,51 1,40 1,13 1,01 

MEK2 

    

p-MEK1/2 
    

0,76 1,91 0,75 1,72 0,92 1,93 0,55 1,60 0,86 1,75 1,27 1,79 0,85 1,83 0,98 1,71 

ERK2 
    

Total p-
ERK1/2     

1,35 0,37 1,35 0,34 1,40 0,58 1,00 0,48 1,83 0,54 1,98 1,15 2,05 1,12 2,21 1,46 

 

B  24 h post IR
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Abbildung 4-28 Western blot Ergebnisse wichtiger Proteine der MAPK Signalkaskade in SNB19 

und A549 Zellen 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel) 

30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach Bestrahlung mit 8 Gy. Die Zellen wurden mit 500 nM AZD6244 

und/oder 50 nM NVP-BEZ235 behandelt (vgl. Abbildung 3-2). Mit DMSO behandelte und unbestrahlte 

Zellen dienten als Kontrolle. Die Zahlen unter den Banden geben das Verhältnis zur entsprechenden 

-Aktinbande an, welche als Beladungskontrolle diente. 

Eine Inkubation für 16 h mit dem allosterischen MEK Inhibitor AZD6244 hatte, wie in 

Abbildung 4-28 A dargestellt, keine Auswirkungen auf die Expressionsniveaus von 

Raf-1, MEK2 oder Erk2 in den beiden untersuchten Zelllinien 30 min nach IR. Interes-

santerweise konnte eine deutliche Erhöhung der Phosphorylierung von MEK nach In-

kubation mit AZD6244 beobachtet werden (vgl. blaue Hervorhebung 0,592,33 rel. 

Einheiten in SNB19 und von 0,641,41 rel. Einheiten in A549 Zellen). Diese Effekte 

wurden in beiden Zelllinien ebenso bei einer Kombination von AZD6244 und 

NVP-2315 und unabhängig von der Bestrahlung mit 8 Gy beobachtet. Ebenfalls in bei-

den Zelllinien und ebenfalls unabhängig von der Bestrahlung konnte, wie in Abbildung 

4-28 A gezeigt, eine Reduktion der Phosphorylierung von Erk1/2 nach Inkubation mit 

dem MEK Inhibitor beobachtet werden (vgl. grüne Hervorhebung), obgleich diese in 

den KRAS mutierten A549 Zellen prominenter ausfiel (von 2,411,18 rel. Einheiten) 

als in der Glioblastomzelllinie SNB19 (von 1,411,13 rel. Einheiten). 

Eine Inkubation mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 hatte keinen nen-

nenswerten Einfluss auf die Proteinexpression von Raf-1, MEK, p-MEK, Erk2 oder 

p-Erk1/2 30 min nach Bestrahlung. Ebenso resultierte die simultane Behandlung mit 

AZD6244 und NVP-BEZ235 in keinen weiteren als die bereits für eine alleinige Inku-

bation mit AZD6244 beschriebenen Effekte. Auch hatte die Bestrahlung in beiden hier 

 SNB19 A549 

 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Raf-1 

    
 1,56 1,47 1,15 1,12 1,59 1,45 1,07 1,08 0,98 0,91 0,57 0,51 0,91 0,87 0,63 0,53 

MEK2 

    

p-MEK1/2 
    

0,97 1,84 0,61 1,94 0,94 2,04 0,79 2,10 1,17 2,05 0,94 1,40 1,12 1,89 0,75 1,39 

ERK2 
    

Total p-
ERK1/2     

1,82 0,35 1,78 0,96 1,67 0,84 1,76 1,25 2,78 1,91 2,76 1,98 2,81 1,70 2,69 2,26 

 

C  48 h post IR
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untersuchten Zelllinien keinen weiteren nennenswerten Einfluss auf die untersuchten 

Proteine. 

Wie bereits nach 30 min konnte auch 24 und 48 h nach der Bestrahlung in beiden Zell-

linien in den mit AZD6244 behandelten Zellen weiterhin eine erhöhte Phosphorylierung 

von MEK sowie eine erniedrigte Phosphorylierung von ERK1/2 unabhängig von der 

Bestrahlung beobachtet werden (vgl. rote und grüne Hervorhebung in Abbildung 4-28 B 

und C). Interessanterweise resultierte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 in beiden 

Zelllinien 24 und 48 h nach Bestrahlung in einer verminderten Expression von Raf-1 

(vgl. blaue Hervorhebung in Abbildung 4-28 B und C), welche in den Lungenkarzi-

nomzellen stärker ausgeprägt war. So verringerte sich der relative Raf-1 Gehalt 24 h 

nach Bestrahlung in der SNB19 Zelllinie in den NVP-BEZ235 behandelten Proben von 

1,63 (Kontrolle) auf 1,34 (BEZ235) und in der A549 Zelllinie von 1,50 (Kontrolle) auf 

1,14 (BEZ235) relative Einheiten. Diese Reduzierung der Raf-1 Expression zum Zeit-

punkt 24 und 48 h nach Bestrahlung wurde in beiden untersuchten Zelllinien ebenfalls 

in der Kombination von NVP-BEZ235 mit AZD6244 und unabhängig von der Bestrah-

lung gemessen. 

4.3.3.2 ÄNDERUNGEN IN DER PI3K/AKT/MTOR SIGNALKASKADE 

Um weitere molekularbiologische Gründe für die Radiosensibilisierung zu finden, wur-

de die Expression verschiedener Schlüsselproteine des PI3K/Akt/mTOR Signalweges 

zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. In Abbildung 4-29 sind repräsentative Prote-

inexpressionen der beiden PI3K Untereinheiten p110 und p85 sowie von PTEN, Akt, 

p-Akt, mTOR, p-mTOR, S6, p-S6 und p-4E-BP1 30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach 

Bestrahlung dargestellt. 
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A)  30 min post IR
 SNB19 A549 

 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

PI3K p110 

    

PI3K p85 

    

PTEN 
    

Akt 

  
  

p-Akt     

0,98 1,03 0,33 0,55 0,90 0,98 0,26 0,56 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

mTOR 

    

p-mTOR 
    

S6 

  
  

p-S6 
  

  

0,63 0,57 0,40 0,53 0,86 0,72 0,51 0,50 1,60 1,78 0,28 0,24 1,63 1,52 0,29 0,07 

p-4E-BP1 

    

2,21 2,01 0,85 0,82 1,92 1,92 0,62 0,77 3,06 2,70 0,89 0,77 3,16 2,98 1,15 0,97 

 

B)  24 h post IR
 SNB19 A549 

 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

PI3K p110 

    

PI3K p85 

    

PTEN 
    

Akt 

    

p-Akt     

0,46 0,73 0,97 1,02 0,34 0,53 0,71 0,82 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

mTOR 

    

p-mTOR 

  
  

S6 

    

p-S6 
    

1,35 1,00 0,08 0,03 0,67 0,71 0,07 0,03 1,53 1,51 0,26 0,15 1,69 1,36 0,11 0,08 

p-4E-BP1 
    

1,29 1,13 0,58 0,76 1,52 1,19 0,66 0,67 1,09 1,36 0,36 0,42 2,55 2,31 0,51 0,29 
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Abbildung 4-29 Western blot Ergebnisse wichtiger Proteine der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade in 

SNB19 und A549 Zellen 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel) 

30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach Bestrahlung mit 8 Gy. Die Zellen wurden mit 500 nM AZD6244 

und/oder 50 nM NVP-BEZ235 behandelt (vgl. Abbildung 3-2). Mit DMSO behandelte Zellen dienten als 

Kontrolle. Die Zahlen unter den Banden geben das Verhältnis zur entsprechenden -Aktinbande an, wel-

che als Beladungskontrolle diente. 

Es ist deutlich sichtbar, dass das Tumorsuppressorprotein PTEN in der Glioblastomzell-

linie SNB19 zu keinem Zeitpunkt nachweisbar war, wohingegen das PTEN in der Lun-

genkarzinomzelllinie A549 zu allen drei untersuchten Zeitpunkten stabil und unabhän-

gig von der Behandlung mit AZD6244 oder NVP-BEZ235 sowie von der Bestrahlung 

exprimiert wurde (vgl. Abbildung 4-29 A, B und C). Die Abwesenheit von PTEN, wel-

cher ein negativer Regulator des PI3K/Akt/mTOR Signalweges ist (Cully u. a., 2006; 

Downward, 2008; Phin u. a., 2013), korrelierte zudem mit p-Akt, welches nur in der 

PTEN mutierten SNB19 Zelllinie nachweisbar war (vgl. blaue Hervorhebung in Abbil-

dung 4-29 A, B und C). 

Eine Inkubation mit dem allosterischen MEK Inhibitor AZD6244 hatte zu keinem der 

drei untersuchten Zeitpunkte einen nennenswerten Einfluss auf die Proteinexpression 

der für den PI3K/Akt/mTOR Signalweg relevanten Proteine (vgl. Abbildung 4-29 A, B 

und C). Nach einer Inkubation mit 50 nM NVP-BEZ235 wurden ebenfalls 30 min nach 

Bestrahlung keine Unterschiede in der Expression der beiden PI3K Untereinheiten p110 

C)  48 h post IR
 SNB19 A549 

 

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
AZD6244 + 

BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 

AZD6244 + 
BEZ235 

PI3K p110 

    

PI3K p85 
    

PTEN 
    

Akt 
  

  

p-Akt     
0,49 0,62 1,16 1,11 0,55 0,67 1,01 1,09 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

mTOR 

  
  

p-mTOR 
    

S6 

  
  

p-S6 
    

0,74 0,67 0,04 0,03 0,76 0,68 0,11 0,02 1,35 0,99 0,21 0,15 0,98 0,67 0,13 0,05 

p-4E-BP1 

  
  

1,87 1,68 1,18 1,29 1,94 1,70 1,20 0,93 4,31 3,24 1,15 0,95 3,88 3,53 1,15 1,40 
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und p85 in den beiden untersuchten Zelllinien beobachtet. Wie in Abbildung 4-29 A 

(linkes Panel) gezeigt, war die Phosphorylierung von Akt hingegen in SNB19 Zellen, 

welche mit NVP-BEZ235 behandelt wurden, bereits 1,5 h nach Zugabe des Inhibitors 

deutlich verringert (vgl. blaue Hervorhebung in Abbildung 4-29 A). Dieser Effekt in 

SNB19 war unabhängig von der simultanen Inkubation mit AZD6244 oder der Bestrah-

lung und konnte in A549 Zellen nicht beobachtet werden, da p-Akt in diesen Zellen 

nicht detektierbar war. 

Weiterhin wurde die Proteinexpression von mTOR, p-mTOR, S6, p-S6 und p-4E-BP1 

untersucht, welche in der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade allesamt Akt nachgeschaltet 

sind (Holmes, 2011). Weder eine Inkubation mit AZD6244 oder NVP-BEZ235 noch 

eine Bestrahlung mit 8 Gy hatten 30 min nach Bestrahlung in beiden untersuchten Zell-

linien einen Effekt auf die Expression von mTOR, p-mTOR und S6. Die Phosphorylie-

rung von 4E-BP1 und S6 hingegen wurde unabhängig von der Bestrahlung oder der 

Behandlung mit AZD6244 in beiden Zelllinien durch den dualen PI3K/mTOR Inhibitor 

negativ reguliert (vgl. rote und grüne Hervorhebungen in Abbildung 4-29 A). 

Auch 24 und 48 h nach Bestrahlung wurde diese NVP-BEZ235 induzierte Dephospho-

rylierung von 4E-BP1 und S6 in beiden Zelllinien unabhängig von der Bestrahlung be-

obachtet (vgl. rote und grüne Hervorhebungen in Abbildung 4-29 B und C). Allerdings 

wurde im Gegensatz zur Inaktivierung von Akt in SNB19 Zellen 30 min nach Bestrah-

lung (vgl. Abbildung 4-29 A), 24 und 48 h nach IR eine erhöhte Akt Phosphorylierung 

nachgewiesen (vgl. blaue Hervorhebung in Abbildung 4-29 B und C). Diese zeitlich 

verzögerte Aktivierung von Akt nach Inhibition des PI3K/Akt/mTOR Signalweges 

durch NVP-BEZ235 in der Glioblastomzelllinie SNB19 wurde analog ebenso in den 

anderen untersuchten Glioblastomzelllinien beobachtet (vgl. Kapitel 4.1.3). 

4.3.4 EINFLUSS DER MEK-, PI3K/MTOR-INHIBITION UND BESTRAHLUNG AUF DEN 

ZELLZYKLUS 

4.3.4.1 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN DES ZELLZYKLUS 

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die beiden Inhibitoren und die Bestrahlung auf 

den Zellzyklus haben, wurden SNB19 und A549 Zellen 30 min, 24 und 48 h nach Be-

strahlung mit 8 Gy mit eiskaltem Ethanol fixiert, rehydratisiert, mit RNase behandelt 

und anschließend mit einem DNS-Farbstoff angefärbt (vgl. Kapitel 3.2.6.1). In Abbil-

dung 4-30 sind die repräsentative Zellzyklusverteilung der untersuchten Glioblastom-



Ergebnisse 

 

- 98 - 

 

zelllinie SNB19 (A) und der Lungenkarzinomzelllinie A549 (B) abgebildet, wohinge-

gen in Abbildung 4-31 die Mittelwerte (± eine SD) aus mindestens drei unabhängigen 

Wiederholungen dargestellt sind. Um die durch alleinige Behandlung mit AZD6244 

oder NVP-BEZ235 sowie durch die simultane Applikation beider Inhibitoren induzier-

ten Effekte auf den Zellzyklus zu verdeutlichen, sind diese in Tabelle 4-6 dargestellt. 
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Abbildung 4-30 Repräsentative Zellzyklusverteilung in SNB19 und A549 Zellen 

Repräsentative Darstellung der Effekte von AZD6244 (rot gestreifte Histogramme), NVP-BEZ235 (blaue 

Histogramme), deren Kombination (rot-blau gestreifte Histogramme) sowie einer Bestrahlung mit 8 Gy 

auf den Zellzyklus in SNB19 (A) und A549 (B) Zellen. Die Proben wurden 30 min, 24 und 48 h nach 

Bestrahlung mit Ethanol fixiert, permeabilisiert, mit RNase behandelt, mit einem DNS-Farbstoff gefärbt 
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und durchflusszytometrisch auf ihren DNS-Gehalt analysiert. Aus den DNS-Histogrammen wurde mittels 

der ModFit Software der Anteil an Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen zugeordnet und in den je-

weiligen Histogrammen angegeben. 

 

Abbildung 4-31 Mittelwerte der Verteilungen der Zellzyklusphasen nach Behandlung mit AZD6244 

und/oder NVP-BEZ235 

Aus mindestens drei unabhängigen Versuchen gemittelte Verteilung (± eine SD) der G1- (hellgraue Bal-

ken), S- (weiße Balken) und G2/M-Phase (dunkelgraue Balken) in SNB19 (A) und A549 (B) Tumorzel-

len, welche mit AZD6244 und/oder NVP-BEZ235 behandelt und mit 8 Gy bestrahlt wurden. Mit DMSO 

behandelte und unbestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Die Proben wurden 30 min, 24 und 48 h nach 

Bestrahlung fixiert, permeabilisiert, mit einem DNS-Farbstoff angefärbt und durchflusszytometrisch auf 

ihren DNS-Gehalt untersucht. 
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Der hohe Anteil an Zellen in der S- und G2/M-Phase 30 min nach Bestrahlung belegt, 

dass die Zellen zu Beginn der Experimente im exponentiellen Wachstum waren (vgl. 

Abbildung 4-30 und Abbildung 4-31). Eine Inkubation mit 500 nM des MEK Inhibitors 

AZD6244 (rot gestreifte Histogramme) führte in SNB19 Zellen zu einer leichten Erhö-

hung des Anteils von Zellen in der G1-Phase 30 min nach Bestrahlung, wohingegen 

eine Inkubation mit 50 nM NVP-BEZ235 (blaue Histogramme) und/oder eine Bestrah-

lung mit 8 Gy keinerlei nennenswerten Einfluss auf die Verteilung der Zellzyklusphasen 

30 min nach Bestrahlung hatten (vgl. Abbildung 4-30 A und Abbildung 4-31). 

In den mit AZD6244 behandelten SNB19 Zellen (Abbildung 4-30 A rot gestreifte His-

togramme) wurde 24 h nach Bestrahlung, wie auch schon bei 30 min nach Bestrahlung, 

ein höherer Anteil an Zellen in der G1-Phase als in der Kontrolle (61 % zu 45 %) ge-

messen (vgl. Abbildung 4-30 A). Wurden die Zellen mit NVP-BEZ235 behandelt (blaue 

Histogramme), so wurde ebenfalls eine erhöhte Proportion an Zellen in der G1-Phase 

detektiert (65 %). Eine Kombination beider Inhibitoren (rot-blau gestreifte Histogram-

me) resultierte in einer weiteren Zunahme des Anteils der Zellen in der G1-Phase 

(73 %) im Vergleich zu beiden Inhibitoren alleine (vgl. Tabelle 4-6). 

Tabelle 4-6 Effekte der Behandlung mit AZD6244, NVP-BEZ235 und Bestrahlung auf den Zellzyk-

lus 

Effekte der Behandlung mit AZD6244, NVP-BEZ235, einer Kombination aus beiden Inhibitoren und 

Bestrahlung in SNB19 und A549 Zellen 24 und 48 h nach Bestrahlung. Die Tabelle stellt eine Zusam-

menfassung der Ergebnisse aus Abbildung 4-30 und Abbildung 4-31 dar. Die angegebenen Effekte sind 

bei beiden Zelllinien auf die jeweiligen Kontrollen bezogen (wobei die bestrahlten auf die unbestrahlten 

Kontrollzellen bezogen sind) und die Effektstärke ist wie folgt dargestellt: ‚Effekt‘ beschreibt einen star-

ken Effekt, ‚Effekt‘ beschreibt einen mittelmäßigen Effekt und ‚Effekt‘ beschreibt einen moderaten Ef-

fekt. 

Zelllinie Behandlung 0 Gy 8 Gy 

SNB19 Kontrolle - G2/M-Arrest 

 AZD6244 G1-Arrest G1- und G2/M-Arrest 

 BEZ235 G1-Arrest G2/M-Arrest 

 AZD6244+BEZ235 G1-Arrest G1- und G2/M-Arrest 

A549 Kontrolle - G1- und G2/M-Arrest 

 AZD6244 G1-Arrest G1-Arrest 

 BEZ235 G1-Arrest G2/M-Arrest 

 AZD6244+BEZ235 G1-Arrest G1- und G2/M-Arrest 

 

Eine Bestrahlung von SNB19 Zellen mit 8 Gy resultierte, wie in Abbildung 4-30 A und 

Abbildung 4-31 dargestellt, 24 h nach Bestrahlung in einer Akkumulation von Zellen in 
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der G2/M-Phase (37 % bei Kontrolle 8 Gy vs. 16 % bei Kontrolle 0 Gy) sowie in einer 

Depletion der S-Phase (17 % bei Kontrolle 8 Gy vs. 39 % bei Kontrolle 0 Gy). Wurden 

die SNB19 Zellen mit AZD6244 behandelt, so war der zuvor erwähnte G2/M Zellzyk-

lusarrest schwächer ausgeprägt als nach alleiniger Bestrahlung, wobei zusätzlich ein 

erhöhter Anteil an Zellen in der G1-Phase (59 % bei AZD6244 8 Gy vs. 47 % bei Kon-

trolle 8 Gy) gemessen wurde. Eine Inkubation mit NVP-BEZ235 (Abbildung 4-30 A 

blaue Histogramme) bedingte 24 h nach einer Bestrahlung mit 8 Gy eine Depletion der 

S-Phase (5 %) und eine starke Akkumulation von SNB19 Zellen in der G2/M-Phase 

(53 %). Eine Kombination beider Inhibitoren (Abbildung 4-30 A rot-blau gestreifte His-

togramme) und Bestrahlung mit 8 Gy resultierte in einer Mischform aus den Erschei-

nungsbildern für die einzelnen Inhibitoren: Es wurde ein schwächerer G1-Arrest als bei 

Behandlung mit AZD6244 und ein schwächerer G2/M-Arrest als bei Behandlung mit 

NVP-BEZ235 gefunden (vgl. Abbildung 4-31 und Tabelle 4-6). 

Achtundvierzig Stunden nach Bestrahlung wurde in den unbestrahlten SNB19 Kontroll-

zellen eine Erniedrigung an Zellen in der S- und G2/M-Phase beobachtet (im Vgl. zu 

30 min und 24 h nach Bestrahlung), was sich dadurch erklären lässt, dass die Zellen 

konfluent wurden und somit ihr Wachstum einschränkten (vgl. Abbildung 4-30 A und 

Abbildung 4-31). Im Großen und Ganzen konnten 48 h nach IR in den SNB19 Zellen 

die gleichen Effekte der Inhibitoren wie auch schon 24 h nach IR beobachtet werden: 

eine erhöhte Fraktion an Zellen in der G1-Phase für beide Inhibitoren, sowie eine Ver-

stärkung dieses G1-Arrestes bei simultaner Inkubation mit AZD6244 und NVP-BEZ235 

(vgl. Abbildung 4-30 A und Abbildung 4-31). 

Wurden die SNB19 Zellen mit 8 Gy bestrahlt, so war 48 h nach der Bestrahlung der 

Anteil an Zellen in der G2/M-Phase niedriger als 24 h nach Bestrahlung. Weiterhin 

konnte eine deutliche Erhöhung der Zellen in der S-Phase gemessen werden (im Vgl. 

zur Kontrolle 8 Gy 24 h nach IR), was auf eine Aufhebung der Zellzyklusblockade und 

eine Normalisierung des Zellzyklus hindeutet (vgl. Abbildung 4-30 A und Abbildung 

4-31). In den mit AZD6244 behandelten und bestrahlten Zellen (rot gestreifte Histog-

ramme) konnte kein nennenswerter Unterschied in der Zellzyklusverteilung zwischen 

48 und 24 h nach Bestrahlung festgestellt werden. Wurden die Zellen mit NVP-BEZ235 

behandelt (blaue Histogramme) und bestrahlt, so konnte auch 48 h nach Bestrahlung 

eine erhöhte Fraktion an Zellen in der G2/M-Phase gemessen werden, auch wenn dieser 

Unterschied nicht mehr so prominent ausfiel wie 24 h nach Bestrahlung (vgl. Abbildung 
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4-30 A und Abbildung 4-31). Auch nach einer Kombination beider Inhibitoren (rot-blau 

gestreifte Histogramme) und Bestrahlung mit 8 Gy glich die Verteilung der Zellzyklus-

phasen in SNB19 Zellen nach 48 h weitestgehend der Verteilung 24 h nach Bestrahlung 

(vgl. Abbildung 4-30 A und Abbildung 4-31). 

Analog zur SNB19 Zelllinie wurden in der A549 Zelllinie zu Beginn der Experimente 

hohe Anteile an Zellen in der S- und G2/M-Phase detektiert (vgl. Abbildung 4-30 B und 

Abbildung 4-31). Hierbei ist allerdings zu beachten, dass zelllinienspezifische Unter-

schiede zwischen den beiden untersuchten Zelllinien auftraten. So wurden in A549 Zel-

len ein deutlich geringerer Anteil an G2/M-Phase Zellen gemessen als in SNB19 Zellen. 

Weiterhin wurde auch in der A549 Zelllinie 30 min nach Bestrahlung eine erhöhte Frak-

tion der G1-Phase Zellen nach Inkubation mit dem MEK-Inhibitor alleine (rot gestreifte 

Histogramme) oder nach Kombination von AZD6244 mit NVP-BEZ235 (rot-blau ge-

streifte Histogramme) beobachtet. Wie auch in den Glioblastomzellen wurde in den 

A549 Zellen kein nennenswerter Einfluss einer Bestrahlung mit 8 Gy oder einer Be-

handlung mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor alleine (blaue Histogramme) 30 min 

nach IR nachgewiesen (vgl. Abbildung 4-31). 

Wie in Abbildung 4-30 B und Abbildung 4-31 gezeigt, wurde 24 h nach Bestrahlung 

analog zu 30 min nach Bestrahlung ein erhöhter Anteil an Zellen in der G1-Phase nach 

einer Behandlung mit AZD6244 beobachtet (65 % bei AZD6244 0 Gy vs. 55 % bei 

Kontrolle 0 Gy). Eine noch stärkere Erhöhung des Anteils der G1-Phase auf ca. 90 % 

wurde 24 h nach Bestrahlung in NVP-BEZ235 behandelten A549 Zellen (blaue Histog-

ramme) gemessen (vgl. Abbildung 4-30 B und Abbildung 4-31). Nach einer Behand-

lung mit beiden Inhibitoren gleichzeitig (Abbildung 4-30 B rot-blau gestreifte Histog-

ramme) wurden 24 h nach IR keine nennenswerten Unterschiede zur alleinigen Inkuba-

tion mit NVP-BEZ235 festgestellt. 

Im Gegensatz zur TP53 mutierten SNB19 Zelllinie resultierte eine Bestrahlung mit 

8 Gy in der TP53 wildtypischen A549 Zelllinie 24 h nach IR nicht in einem G2/M- son-

dern hauptsächlich in einem G1-Arrest (vgl. Abbildung 4-30 B 24 h; 72 % bei Kontrolle 

8 Gy vs. 55 % bei Kontrolle 0 Gy), obgleich auch ein leichter G2/M Arrest beobachtet 

wurde (vgl. Abbildung 4-31). Wurden die Zellen zusätzlich zur Bestrahlung mit 

AZD6244 behandelt (rot gestreifte Histogramme), so erhöhte dies den Anteil an Zellen 

in der G1-Phase 24 h nach Bestrahlung nochmals von ca. 70 % (Kontrolle 8 Gy) auf ca. 

80 % (AZD6244 8 Gy) der Zellen (vgl. Abbildung 4-30 B und Abbildung 4-31). Wur-
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den die A549 Zellen hingegen vor der Bestrahlung mit NVP-BEZ235 behandelt (blaue 

Histogramme), so resultierte dies analog zur Glioblastomzelllinie in einer deutlich er-

höhten Proportion an G2/M-Phase Zellen 24 h nach Bestrahlung (vgl. Abbildung 4-30 B 

und Abbildung 4-31). Ebenfalls analog zur SNB19 Zelllinie wurde 24 h nach IR in be-

strahlten und simultan mit AZD6244 und NVP-BEZ235 behandelten A549 Zellen (rot-

blau gestreifte Histogramme) eine Zellzyklusverteilung detektiert, die zwischen denen 

von bestrahlten und mit AZD6244 oder NVP-BEZ235 behandelten Zellen lag. So wur-

de ein niedrigerer Anteil von G1-Phase Zellen als in den mit AZD6244 behandelten 

Proben und ein niedrigerer Anteil von G2/M-Phase Zellen als in den mit NVP-BEZ235 

behandelten Proben gemessen. 

Auch in unbehandelten Lungenkarzinomzellen wurde 48 h nach Bestrahlung eine Erhö-

hung des Anteils an unbestrahlten Zellen in der G1-Phase beobachtet, obwohl diese im 

Vergleich zur Glioblastomzelllinie aufgrund des höheren Anteils an A549 G1-Phase 

Zellen im exponentiellen Wachstumszustand (ca. 55 %; vgl. Abbildung 4-30 B und Ab-

bildung 4-31) nicht so prominent war. Wurden die Zellen mit AZD6244 (rot gestreifte 

Histogramme), NVP-BEZ235 (blaue Histogramme) oder einer Kombination aus beiden 

Inhibitoren (rot-blau gestreifte Histogramme) behandelt, so wurden 48 h nach Bestrah-

lung in den unbestrahlten und in den bestrahlten Zellen keine nennenswerten Unter-

schiede zu den Daten nach 24 h nach IR festgestellt (vgl. Abbildung 4-30 B und Abbil-

dung 4-31).  

4.3.4.2 UNTERSUCHUNGEN ZELLZYKLUSREGULATORISCHER PROTEINE MITTELS 

WESTERN BLOT 

Um die durchflusszytometrischen Daten für die Zellzyklusverteilung zu überprüfen und 

zu validieren, wurden Western blots zellzyklusregulatorischer Proteine angefertigt. 

Hierfür wurden SNB19 und A549 Zellen gemäß dem Schema (vgl. Abbildung 3-2 C) 

mit den Inhibitoren behandelt und Zelllysate zu verschiedenen Zeitpunkten nach Be-

strahlung angefertigt. In Abbildung 4-32 sind repräsentative Proteinexpressionen von 

CDK1, CDK4 und p-Rb 30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach Bestrahlung mit 8 Gy in 

SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel) dargestellt. 
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Abbildung 4-32 Western blot Ergebnisse zellzyklusrelevanter Proteine in SNB19 und A549 Zellen 

nach Behandlung mit AZD6244 und/oder NVP-BEZ235 und Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Ergebnisse von SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel) 

30 min (A), 24 (B) und 48 h (C) nach Bestrahlung. Die Zellen wurden mit 500 nM AZD6244 und/oder 

50 nM NVP-BEZ235 behandelt und mit 8 Gy bestrahlt (für weitere Details siehe Abbildung 3-2). Mit 

DMSO behandelte und unbestrahlte Zellen dienten als Kontrolle. Die Zahlen unter den Banden geben das 

Verhältnis zur entsprechenden β-Aktin Beladungskontrolle an; n.d. bedeutet nicht detektierbar. 

Wie in Abbildung 4-32 A dargestellt, wurden in SNB19 (linkes Panel) Zellen 30 min 

nach Bestrahlung keine nennenswerten Unterschiede in der Expression von CDK1, 

CDK4 und p-Rb in Abhängigkeit von einem der beiden untersuchten Inhibitoren oder 

von der Bestrahlung mit 8 Gy festgestellt. Ebenso wurde in den A549 Zellen zu diesem 

Zeitpunkt des Experiments keine nennenswerte Änderung in der Expression der drei 

untersuchten Zellzyklusregulatoren gemessen. 

Wurden SNB19 Zellen mit dem MEK Inhibitor AZD6244 behandelt, so war 24 h nach 

Bestrahlung (vgl. Abbildung 4-32 B) eine leichte Reduktion der Expression von CDK1 
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CDK4     

0,67 0,67 0,68 0,59 0,67 0,62 0,56 0,58 0,51 0,55 0,37 0,33 0,85 0,65 0,40 0,35 

p-Rb 
    

1,12 0,45 0,96 0,12 1,30 0,87 1,44 0,39 0,81 0,45 0,16 0,17 0,13 0,07 n.d. n.d. 
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nachweisbar. Dieser Effekt wurde ebenfalls nach einer kombinierten Behandlung mit 

AZD6244 und NVP-BEZ235 detektiert. Eine Inkubation mit dem dualen PI3K/mTOR 

Inhibitor alleine hingegen hatte keinen nennenswerten Effekt auf die Expression von 

CDK1. In den bestrahlten SNB19 Zellen wurden 24 h nach IR qualitativ die gleichen 

Ergebnisse in Bezug auf die CDK1 Expression gemessen, nämlich eine leichte Redukti-

on in Abhängigkeit von der Behandlung mit AZD6244. Wie auch schon 30 min nach 

IR, war die Expression von CDK4 weder durch einen der beiden Inhibitoren, noch 

durch beide Inhibitoren zusammen und auch nicht durch die Bestrahlung mit 8 Gy be-

einflusst. 

Die Expression des G1-‚checkpoint‘ Kontrollproteins p-Rb 24 h nach IR wurde in 

SNB19 Zellen durch eine Behandlung mit AZD6244 oder NVP-BEZ235 alleine nur 

marginal beeinflusst (vgl. Abbildung 4-32 B). Nach einer simultanen Inkubation mit 

AZD6244 und NVP-BEZ235 hingegen wurde eine deutliche Reduktion von p-Rb von 

ca. 1 relativen Einheit (Kontrolle oder nur mit einem Inhibitor behandelten Zellen) auf 

0,37 relative Einheiten in den mit beiden Inhibitoren behandelten SNB19 Zellen beo-

bachtet. Diese Reduktion von p-Rb korrelierte mit den durchflusszytometrisch bestimm-

ten Zellzyklusdaten, da auch hier in SNB19 Zellen, die mit beiden Inhibitoren behandelt 

wurden, 24 h nach IR die höchste Fraktion von Zellen in der G1-Phase gemessen wurde 

(vgl. Abbildung 4-31). 

Eine Bestrahlung von SNB19 Zellen resultierte 24 h nach IR in einem leichten Anstieg 

von p-Rb, was wiederum mit der erhöhten Anzahl an Zellen in der G2/M-Phase korre-

lierte (vgl. Abbildung 4-31 und Abbildung 4-32 B). Im Vergleich zu den bestrahlten 

Kontrollzellen wurde in den mit AZD6244 behandelten SNB19 Zellen eine leichte Re-

duktion von p-Rb von 1,40 auf 1,11 rel. Einheiten detektiert, was ebenfalls durch einen 

erhöhten Anteil an Zellen in der G1-Phase (im Vergleich zu bestrahlten Kontrollzellen) 

widergespiegelt wurde. Eine Behandlung mit NVP-BEZ235 und Bestrahlung hatte le-

diglich geringe Effekte auf das Expressionsniveau von p-Rb 24 h nach IR, wohingegen 

in bestrahlten und mit beiden Inhibitoren behandelten SNB19 Zellen wiederum eine 

leichte Reduktion von p-Rb messbar war. 

Achtundvierzig Stunden nach der Bestrahlung (vgl. Abbildung 4-32 C) wurde in 

SNB19 Zellen eine deutliche Reduktion der CDK1 Expression in Abhängigkeit von der 

Behandlung mit AZD6244, wie sie bereits 24 h nach IR ansatzweise sichtbar war, beo-

bachtet. Diese AZD6244-induzierte CDK1 Reduktion in den SNB19 Zellen war unab-
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hängig von der Bestrahlung und wurde auch nach einer simultanen Behandlung mit 

NVP-BEZ235 gemessen. Eine Inkubation mit NVP-BEZ235 oder eine Bestrahlung der 

SNB19 Zellen hatte auch nach 48 h keinen Einfluss auf die Höhe der CDK4 Expression. 

Im Gegensatz hierzu war das Expressionsniveau von p-Rb in der SNB19 Zelllinie 48 h 

nach IR deutlich durch AZD6244 reduziert (vgl. Abbildung 4-32 C). Auch nach einer 

Inkubation mit NVP-BEZ235 war die Expression von p-Rb in den Glioblastomzellen 

erniedrigt, wie in Abbildung 4-32 C dargestellt, wenn auch in einem geringeren Maße 

als nach Behandlung mit AZD6244. Wie auch schon nach 24 h nach IR, hatte auch 48 h 

nach IR eine simultane Behandlung mit beiden Inhibitoren den stärksten Effekt auf das 

p-Rb Expressionsniveau in der SNB19 Zelllinie. Diese massive Reduktion von p-Rb 

korrelierte auch 48 h nach IR mit der stärksten Erhöhung des Anteils an SNB19 Zellen 

in der G1-Phase (vgl. Abbildung 4-31). 

Der Effekt des erhöhten p-Rb Niveaus in bestrahlten Kontrollzellen nach 24 h (vgl. Ab-

bildung 4-32 B) wurde nach 48 h nur noch in deutlich schwächerer Form beobachtet 

(vgl. Abbildung 4-32 C). Diese Normalisierung des p-Rb Proteinlevels ging mit einer 

Normalisierung der Zellzyklusverteilung einher, wie in Abbildung 4-31 dargestellt. In 

SNB19 Zellen, welche mit AZD6244 behandelt und bestrahlt wurden, wurde 48 h nach 

IR ein niedrigeres p-Rb Proteinlevel gemessen als in den bestrahlten Kontrollzellen, 

was sich auch in einem erhöhten Anteil von G1-Phase Zellen widerspiegelte (vgl. Ab-

bildung 4-31). Wurden die SNB19 Zellen mit NVP-BEZ235 behandelt und bestrahlt, so 

resultierte dies, wie in Abbildung 4-32 C dargestellt, lediglich in geringen Auswirkun-

gen auf das Expressionsniveau von p-Rb 48 h nach IR. Im Gegensatz hierzu wurden in 

SNB19 Zellen, welche mit beiden Inhibitoren behandelt und bestrahlt wurden, 48 h 

nach IR eine deutliche Reduktion von p-Rb detektiert. Auch diese verminderte Expres-

sion von p-Rb korrelierte mit den durchflusszytometrischen Zellzyklusdaten, da 48 h 

nach IR in den entsprechenden Zellen eine deutlich erhöhte Proportion von SNB19 Zel-

len in der G1- und ein deutlich verringerter Anteil von Zellen in der S-Phase gemessen 

wurde (vgl. Abbildung 4-31). 

Wie in Abbildung 4-32 B gezeigt, wurden in den Lungenkarzinomzellen 24 h nach IR 

lediglich marginale Änderungen der CDK1 Expression in Abhängigkeit von der Be-

handlung mit AZD6244 oder NVP-BEZ235 beobachtet. Ebenso hatte eine simultane 

Behandlung mit beiden Inhibitoren keine nennenswerten Effekte auf das CDK1 Expres-

sionsniveau. Wurden die Inhibitoren alleine oder zusammen mit einer Bestrahlung mit 
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8 Gy kombiniert, so hatte dies ebenfalls wenig Einfluss auf die Expression von CDK1 

24 h nach IR in A549 Zellen. Ebenso hatte eine Inkubation von A549 Zellen mit 

AZD6244 24 h nach IR keinen Einfluss auf die Expression von CDK4, weder in unbe-

strahlten noch in bestrahlten Zellen. Eine Inkubation mit dem dualen PI3K/mTOR Inhi-

bitor hingegen resultierte 24 h nach IR in einer leichten Reduktion des CDK4 Expressi-

onsniveaus, wie in Abbildung 4-32 B gezeigt. Dieser NVP-BEZ235-induzierte Effekt 

war sowohl bei Kombination mit AZD6244 als auch nach Bestrahlung nachweisbar. 

Die drastischsten Änderungen wurden allerdings wie auch in der SNB19 Zelllinie in der 

Expression von p-Rb beobachtet. So resultierte eine Inkubation mit AZD6244 24 h nach 

IR in einer leichten Erniedrigung des p-Rb Gehaltes, wohingegen eine Inkubation mit 

NVP-BEZ235 das Expressionsniveau von p-Rb nochmals deutlich stärker reduzierte 

(vgl. Abbildung 4-32 B). Diese Effekte spiegeln sich ebenfalls in den Zellzyklusvertei-

lungsdaten wider, da hier eine Inkubation mit AZD6244 eine leichte Verstärkung und 

eine Inkubation mit NVP-BEZ235 eine massive Verstärkung der G1-Phase bewirkte 

(vgl. Abbildung 4-31). Eine Kombination beider Inhibitoren hatte 24 h nach Bestrah-

lung keine weiteren nennenswerten Effekte auf die Expression von p-Rb als die alleini-

ge Inkubation mit NVP-BEZ235 (vgl. Abbildung 4-32 B), was mit den Zellzyklusdaten 

korreliert, da auch hier die Effekte von NVP-BEZ235 weitestgehend dominierten. 

In den bestrahlten Kontrollproben wurde 24 h nach IR eine leichte Erniedrigung des 

p-Rb Niveaus gemessen, welche mit einer leichten Erhöhung des Anteils von A549 Zel-

len in der G1-Phase des Zellzyklus einher ging (vgl. Abbildung 4-31 und Abbildung 

4-32 B). Weiterhin wurde auch bei den bestrahlten A549 Zellen eine reduzierte Phos-

phorylierung von Rb nach Inkubation mit AZD6244 beobachtet, wobei diese ebenfalls 

mit einer erhöhten G1-Fraktion korrelierte (vgl. Abbildung 4-31). Der stärkste Effekt in 

den bestrahlten A549 Zellen 24 h nach IR wurde allerdings wie auch in den unbestrahl-

ten Zellen in den mit NVP-BEZ235 behandelten Proben beobachtet, da die Behandlung 

mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor (alleine oder in Kombination mit AZD6244) die 

Phosphorylierung von Rb vollständig unterdrückte. 

Im Gegensatz zu 24 h nach IR wurden 48 h nach IR Unterschiede in der Expression von 

CDK1 gemessen. So resultierte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 (alleine oder in 

Kombination mit AZD6244) in unbestrahlten und bestrahlten A549 Zellen in einer 

leichten Reduktion der CDK1 Expression (vgl. Abbildung 4-32 C), wohingegen eine 

Inkubation mit AZD6244 alleine oder eine Bestrahlung mit 8 Gy nach wie vor keinen 
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Effekt auf die CDK1 Expression hatten. Qualitativ gleiche Daten, nämlich eine leichte 

NVP-BEZ235-induzierte Reduktion, wurde 48 h nach IR ebenfalls für das CDK4 Prote-

in nachgewiesen. 

Wie bereits 24 h nach IR wurden auch 48 h nach IR große Unterschiede in der Protein-

expression von p-Rb in A549 Zellen in Abhängigkeit von der Behandlung mit den Inhi-

bitoren festgestellt, wobei im Großen und Ganzen die Effekte nach 24 h validiert wur-

den. So war, wie in Abbildung 4-32 C dargestellt, die Phosphorylierung von Rb in den 

mit AZD6244 behandelten A549 Zellen verringert und in den mit NVP-BEZ235 behan-

delten Zellen nahezu komplett unterdrückt. Wie auch schon 24 h nach IR bewirkte die 

Inkubation mit beiden Inhibitoren gleichzeitig auch 48 h nach IR keine Änderung der 

NVP-BEZ235-induzierten Reduktion von p-Rb. Wie auch schon 24 h nach Bestrahlung 

spiegelten sich diese niedrigen p-RB Niveaus in Abhängigkeit von der Behandlung mit 

AZD6244 und NVP-BEZ235 sehr gut in den durchflusszytometrisch gemessenen Zell-

zyklusdaten wider (vgl. Abbildung 4-31 und Abbildung 4-32 C), da auch 48 h nach Be-

strahlung eine leichte Erhöhung an G1-Phase Zellen nach Behandlung mit AZD6244 

und eine massive Erhöhung nach Behandlung mit NVP-BEZ235 gemessen wurde. 

In den bestrahlten, unbehandelten A549 Zellen wurde, wie in Abbildung 4-32 C darge-

stellt, 48 h nach IR ein deutlich reduziertes Expressionsniveau von p-Rb detektiert. 

Wurden die Zellen zusätzlich zur Bestrahlung noch mit AZD6244, NVP-BEZ235 oder 

einer Kombination beider Inhibitoren behandelt, so wurde die Unterdrückung der Rb 

Phosphorylierung nochmals verstärkt, so dass in diesen A549 Zellen 48 h nach IR kaum 

(Behandlung mit AZD6244) bzw. überhaupt kein (Behandlung mit NVP-BEZ235 oder 

einer Kombination beider Inhibitoren) p-Rb mehr detektiert wurde. 

4.3.5 EFFEKT VON AZD6244, NVP-BEZ235 UND BESTRAHLUNG AUF DNS-

SCHÄDEN UND APOPTOSE 

4.3.5.1 INDUKTION UND REPARATUR VON DNS-DOPPELSTRANGBRÜCHEN 

Um zu untersuchen, ob die Induktion und der Abbau von DNS-Schäden durch die Be-

handlung mit AZD6244 und/oder NVP-BEZ235 beeinflusst wurden, wurde die Expres-

sion des Histonproteins γH2AX durch eine Immunfluoreszenzfärbung durchflusszyto-

metrisch untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit den entsprechenden Inhibitoren be-

handelt, bestrahlt, 30 min, 24 oder 48 h nach Bestrahlung fixiert und im Anschluss mit 

einem FITC-gekoppelten Antikörper gegen γH2AX angefärbt (vgl. Kapitel 3.2.6.1). In 
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Abbildung 4-33 sind repräsentative Verteilungen des Proteins γH2AX in Abhängigkeit 

von der Inkubation mit AZD6244 und NVP-BEZ235 sowie Bestrahlung mit 8 Gy 

(30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung) für SNB19 (A) und A549 Zellen (B) darge-

stellt, wohingegen in Abbildung 4-34 die gemittelten Werte aus mindestens drei unab-

hängigen Versuchen abgebildet sind. 
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Abbildung 4-33 Repräsentative Verteilung des Histons γH2AX in SNB19 und A549 Zellen 
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Durchflusszytometrisch über Immunfluoreszenzfärbung gemessene repräsentative Verteilung des Histons 

γH2AX in SNB19 (A) und A549 Zellen (B), welche 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung fixiert wur-

den. Die Zellen wurden mit AZD6244 und/oder NVP-BEZ235 behandelt (vgl. Abbildung 3-2 C). Graue 

und schwarze Histogramme stellen unbestrahlte und mit 8 Gy bestrahlte Proben dar. Die Zahlen beschrei-

ben die mittlere γH2AX Expression in jeder Probe und zur besseren Visualisierung der Reparatur von 

DNS-Schäden wurde die mittlere Expression von γH2AX bei 8 Gy 30 min durch eine gestrichelte Linie 

längs über die verschiedenen Messzeitpunkte eingezeichnet. 

Wie in Abbildung 4-33 A (obere Reihe, graue Histogramme) und Abbildung 4-34 A 

gezeigt, hatte eine Behandlung mit AZD6244 und NVP-BEZ235 30 min nach Bestrah-

lung in unbestrahlten SNB19 Zellen lediglich geringe Auswirkungen auf die Expression 

von γH2AX. Nach einer Bestrahlung mit 8 Gy hingegen wurde 30 min nach IR eine 

Erhöhung des γH2AX Gehaltes in SNB19 Zellen von 1551 auf 3674 rel. Einheiten beo-

bachtet (vgl. Abbildung 4-33 A, obere Reihe). Dies entspricht einer Erhöhung der DNS-

Schäden durch die Bestrahlung um einen Faktor von ca. 2,4 (vgl. Abbildung 4-34 A). 

Wurden die SNB19 Zellen vor der Bestrahlung mit 500 nM AZD6244 behandelt, so 

wurden, wie in Abbildung 4-33 A obere Reihe und Abbildung 4-34 A dargestellt, 

30 min nach der Bestrahlung ähnliche Ergebnisse, nämlich eine Änderung um einen 

Faktor von ca. 2,3, beobachtet. 

Im Gegensatz hierzu wurde in den mit NVP-BEZ235 behandelten und bestrahlten 

SNB19 Zellen 30 min nach Bestrahlung eine niedrigere Induktion von DNS-Schäden 

gemessen (vgl. Abbildung 4-33 A). So wurde im Mittel in den mit dem dualen 

PI3K/mTOR Inhibitor behandelten Zellen 30 min nach Bestrahlung lediglich eine Er-

höhung der γH2AX Expression um den Faktor 1,9 gemessen (Abbildung 4-34 A). Eine 

kombinierte Behandlung mit beiden Inhibitoren resultierte ebenfalls in einer verminder-

ten Induktion der Phosphorylierung von H2AX 30 min nach Bestrahlung und zwar in 

ähnlichem Maße wie nach alleiniger Inkubation mit NVP-BEZ235 (vgl. Abbildung 

4-33 A obere Reihe und Abbildung 4-34 A). 

Vierundzwanzig Stunden nach der Bestrahlung (vgl. Abbildung 4-33 A, mittlere Reihe 

und Abbildung 4-34 A) wurde in sämtlichen unbestrahlten SNB19 Zellen unabhängig 

von der Behandlung mit einem der Inhibitoren ein niedrigerer γH2AX Gehalt gemessen 

als 30 min nach der Bestrahlung. Diese Abnahme an γH2AX im Vergleich zur 0 Gy 

Kontrolle nach 30 min (vgl. Abbildung 4-33 A, obere Reihe und Abbildung 4-34 A) 

ging einher mit der Zunahme an G1-Phase Zellen (vgl. Abbildung 4-31). So korrelierte 

das wachstumsinhibierende Potential der Inhibitoren (gemessen an dem Anteil an 

G1-Phase SNB19 Zellen 24 h nach Bestrahlung in unbestrahlten Zellen: DMSO < 



Ergebnisse 

 

- 114 - 

 

AZD6244 < NVP-BEZ235 < AZD6244 + NVP-BEZ235) exakt mit der Expression von 

γH2AX (DMSO > AZD6244 > NVP-BEZ235 > AZD6244 + NVP-BEZ235). 

Wurden die SNB19 Zellen mit 8 Gy bestrahlt, so wurde, wie in Abbildung 4-33 A mitt-

lere Reihe und Abbildung 4-34 A dargestellt, 24 h nach IR in allen Proben ein deutli-

cher Rückgang der strahleninduzierten DNS-Schäden im Vergleich zu 30 min nach IR 

beobachtet. In Zellen, die vor der Bestrahlung mit AZD6244 behandelt wurden, waren 

24 h nach Bestrahlung weniger DNS-Schäden detektierbar als in den bestrahlten Kont-

rollproben, wohingegen in den mit NVP-BEZ235 behandelten Proben in etwa gleich 

viele DNS-Schäden messbar waren (vgl. Abbildung 4-33 A mittlere Reihe und Abbil-

dung 4-34 A). In Zellen, die vor der Bestrahlung mit 8 Gy mit einer Kombination von 

AZD6244 und NVP-BEZ235 behandelt wurden, war der γH2AX Gehalt 24 h nach IR in 

etwa vergleichbar mit dem nach alleiniger Behandlung mit AZD6244 und Bestrahlung. 

Achtundvierzig Stunden nach der Bestrahlung unterschied sich der relative γH2AX Ge-

halt in den verschiedenen unbestrahlten SNB19 Proben nur marginal voneinander (vgl. 

in Abbildung 4-33 A untere Reihe und Abbildung 4-34 A). Auch die Werte für die be-

strahlten Proben unterschieden sich nur noch leicht voneinander, so wurde für die be-

strahlten Kontrollzellen ein rel. Wert von 1,2, für die mit AZD6244 behandelten Zellen 

ein rel. Wert von 1,1, für die mit NVP-BEZ235 behandelten Zellen ein rel. Wert von 1,1 

und für die mit AZD-6244 und NVP-BEZ235 behandelten Zellen ein rel. Wert von 1,0 

(jeweils normiert auf den Wert der Kontrolle 0 Gy 30 min) gemessen (vgl. in Abbildung 

4-33 A untere Reihe und Abbildung 4-34 A). 

Die Ergebnisse der Lungenkarzinomzelllinie A549 zeigten weitgehend ähnliche Resul-

tate wie die der Glioblastomzelllinie SNB19. Auch bei A549 Zellen wurden, wie in Ab-

bildung 4-33 B obere Reihe und Abbildung 4-34 B gezeigt, 30 min nach Bestrahlung 

lediglich geringe Unterschiede in der γH2AX Expression in den unbestrahlten Proben 

gemessen. Ebenso wurde nach Bestrahlung mit 8 Gy auch in dieser Zelllinie in den mit 

AZD6244 behandelten Proben ein ähnlicher Anstieg der strahlungsinduzierten DNS-

Doppelstrangbrüche wie in den mit DMSO behandelten und bestrahlten Zellen gemes-

sen. Weiterhin bedingte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 auch in dieser Zelllinie 

eine verringerte Phosphorylierung von H2AX nach Bestrahlung mit 8 Gy sowohl bei 

alleiniger Inkubation mit NVP-BEZ235 als auch bei Kombination mit AZD6244. 
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Vierundzwanzig Stunden nach Bestrahlung wurde in den unbestrahlten Kontrollzellen 

wie auch schon in der SNB19 Zelllinie ein leicht verminderter γH2AX Gehalt gemessen 

(im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollzellen 30 min nach IR). Eine Inkubation mit 

AZD6244 zeigte in A549 Zellen 24 h nach IR keinen relevanten Unterschied zur unbe-

strahlten Kontrollprobe (vgl. Abbildung 4-33 B mittlere Reihe und Abbildung 4-34 B). 

Wurden die Zellen hingegen mit NVP-BEZ235 behandelt (sowohl bei alleiniger Be-

handlung, als auch in Kombination mit AZD6244), so konnte eine deutlich verminderte 

Expression von γH2AX in den unbestrahlten Zellen gemessen werden, die, wie für die 

SNB19 Zelllinie bereits gezeigt, mit einer deutlichen Erhöhung des Anteils an Zellen in 

der G1-Phase des Zellzyklus korrelierte. Wurden die A549 Zellen mit 8 Gy bestrahlt, so 

waren 24 h nach Bestrahlung keine nennenswerten Unterschiede in der γH2AX Expres-

sion zwischen den einzelnen Behandlungen und der Kontrolle messbar (vgl. Abbildung 

4-33 B mittlere Reihe und Abbildung 4-34 B). 

Achtundvierzig Stunden nach Bestrahlung wurden zwischen den unbestrahlten Kont-

rollzellen und den mit AZD6244, NVP-BEZ235 oder einer Kombination beider Inhibi-

toren behandelten Zellen keine relevanten Unterschiede in der γH2AX Expression mehr 

festgestellt. Ebenso hatte 48 h nach Bestrahlung analog zu den Ergebnissen der SNB19 

Zelllinie eine Inkubation der A549 Zellen mit einem oder mit beiden Inhibitoren keinen 

Einfluss auf die DNS-Schäden im Vergleich zur Kontrolle (vgl. Abbildung 4-33 B unte-

re Reihe und Abbildung 4-34 B). 
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Abbildung 4-34 Mittlere Verteilung des Histons γH2AX in SNB19 und A549 Zellen 

Dargestellt sind die auf 0 Gy 30 min DMSO normierten Mittelwerte (± SD) aus mindestens drei unab-

hängigen durchflusszytometrischen Messungen der Immunfluoreszenz des Histons γH2AX in SNB19 (A) 
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und A549 Zellen (B), welche 30 min, 24 und 48 h nach Bestrahlung fixiert wurden. Die Zellen wurden 

mit 500 nM AZD6244 (rot gestreifte Säulen), 50 nM NVP-BEZ235 (blaue Säulen) oder einer Kombinati-

on beider Inhibitoren (rot-blau gestreifte Säulen) behandelt und mit einer Dosis von 8 Gy bestrahlt. Mit 

DMSO behandelte und unbestrahlte Zellen (ungefärbte Säulen) dienten als Kontrollen. 

4.3.5.2 EFFEKTE VON AZD6244, NVP-BEZ235 UND BESTRAHLUNG AUF DIE 

APOPTOSE 

Um weitere molekularbiologische Ursachen für die Radiosensibilisierung von 

AZD6244 und NVP-BEZ235 zu finden, wurde untersucht, ob die beiden Inhibitoren 

einen Einfluss auf die Apoptose und Autophagie haben. Hierzu wurden SNB19 und 

A549 Zellen mit den Inhibitoren behandelt und bestrahlt, um anschließend den Anteil 

der hypodiploiden Zellen als Marker für das Spätstadium der Apoptose sowie die Ex-

pression der Apoptosemarker PARP und gespaltenem PARP sowie des Autophagiemar-

kers LC3 zu messen. Abbildung 4-35 zeigt die durchflusszytometrisch bestimmte Frak-

tion an hypodiploiden SNB19 (A) und A549 Zellen (B). Weiterhin sind in Abbildung 

4-36 repräsentative Western blot Ergebnisse für die Expression von PARP, gespaltenem 

PARP und LC3 in SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel) 24 (A) und 

48 h (B) nach Bestrahlung dargestellt. 

 

Abbildung 4-35 Anteil hypodiploider Zellen in SNB19 und A549 Zellen nach Behandlung mit 

AZD6244 und NVP BEZ235 sowie Bestrahlung 

Hypodiploide Zellen und Debris in mit AZD6244 (rot gestreifte Säulen), NVP-BEZ235 (blaue Säulen) 

oder einer Kombination beider Inhibitoren (rot-blau gestreifte Säulen) behandelten und bestrahlten 

SNB19 (A) und A549 Zellen (B) 24 und 48 h nach Bestrahlung. Mit DMSO behandelte (weiße Säulen) 

und unbestrahlte Zellen dienten als Kontrollen. Die Zellen wurden 24 und 48 h nach Bestrahlung enzyma-

tisch abgelöst, fixiert, permeabilisiert, mit RNase behandelt, mit einem DNS-Fluoreszenzfarbstoff ange-

färbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die Balken repräsentieren den Mittelwert (± ein SE) aus 

mindestens drei unabhängigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb der bestrahl-

ten und unbestrahlten Proben zwischen den jeweiligen Kontrollen und Behandlungen wurden durch mul-

tiple t-Tests mit einer Bonferroni-Holm Fehlerkorrektur durchgeführt und sind wie folgt dargestellt: 

# p < 0,05, ## p < 0,01. 
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Wie in Abbildung 4-35 A gezeigt, hatte eine Inkubation mit AZD6244, NVP-BEZ235 

oder einer Kombination beider Inhibitoren weder 24 noch 48 h nach Bestrahlung einen 

signifikanten Einfluss auf den Anteil hypodiploider SNB19 Zellen. Lediglich die Be-

strahlung mit 8 Gy resultierte in einer erhöhten hypodiploiden Fraktion, allerdings bei 

sämtlichen Behandlungen gleichermaßen. Die Western blot Daten für die Expression 

des DNS-Reparaturproteins PARP (Abbildung 4-36 A und B jeweils linkes Panel) so-

wie dessen gespaltener Form (‚cleaved PARP‘) korrelierten mit den durchflusszytomet-

rischen Ergebnissen. So konnte kein relevanter Unterschied in der Expression von ge-

spaltenem PARP innerhalb der unbestrahlten und bestrahlten SNB19 Zelllysate 24 und 

48 h nach Bestrahlung erkannt werden. Allerdings wurde wie auch bei den durchfluss-

zytometrisch erhobenen Daten für die hypodiploide Fraktion eine deutlich erhöhte 

Apoptose 24 und vor allem 48 h nach Bestrahlung beobachtet. 

In A549 Zellen hingegen wurde 24 h nach Bestrahlung eine leichte, aber signifikante 

Erniedrigung des Anteils an hypodiploiden Zellen nach Inkubation mit NVP-BEZ235 

von 5,4 auf 3,2 % gemessen (vgl. Abbildung 4-35 B). Wurden die Zellen mit 8 Gy be-

strahlt, so wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Bedingun-

gen festgestellt. Achtundvierzig Stunden nach Bestrahlung resultierte eine Behandlung 

von unbestrahlten A549 Zellen mit AZD6244 alleine und in Kombination mit 

NVP-BEZ235 in einer signifikanten Erhöhung der hypodiploiden Fraktion, wobei eine 

Kombination mit beiden Inhibitoren die deutlichste Erhöhung von 7,4 (Kontrolle) auf 

11,9 %bewirkte. Eine Behandlung mit NVP-BEZ235 hingegen zeigte keinen signifikan-

ten Effekt (vgl. Abbildung 4-35 B). 

Wie in Abbildung 4-35 B dargestellt, wurden 48 h nach IR signifikante Unterschiede in 

der hypodiploiden Fraktion zwischen den mit DMSO, den mit den einzelnen Inhibitoren 

sowie den mit AZD6244 und NVP-BEZ235 behandelten und bestrahlten A549 Zellen 

festgestellt. Eine Inkubation mit AZD6244 oder NVP-BEZ235 bewirkte hierbei eine 

Erhöhung der hypodiploiden Fraktion von 9,6 (Kontrolle) auf 15,0 (AZD6244) bezie-

hungsweise 16,3 % (NVP-BEZ235). Eine Kombination beider Inhibitoren resultierte in 

der stärksten Erhöhung der hypodiploiden Fraktion auf 20,7 %. 

Eine Inkubation mit einem der beiden Inhibitoren alleine hatte, wie in Abbildung 

4-36 A dargestellt, 24 h nach Bestrahlung keinen Einfluss auf die Expression oder die 

Spaltung von PARP in unbestrahlten A549 Zellen. Lediglich eine Inkubation mit beiden 

Inhibitoren simultan resultierte in einer Erhöhung von gespaltenem PARP. Wurden die 
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Zellen mit 8 Gy bestrahlt, so konnte eine erhöhte Spaltung von PARP in den mit 

NVP-BEZ235 behandelten Proben beobachtet werden, wobei eine simultane Behand-

lung mit AZD6244 die Degradierung von PARP noch verstärkte. 

Achtundvierzig Stunden nach Bestrahlung wurde sowohl nach Inkubation mit 

AZD6244, als auch nach Inkubation mit NVP-BEZ235 ein im Vergleich zur Kontrolle 

leicht erhöhtes gespaltenes PARP Level in den unbestrahlten A549 Zellen detektiert 

(vgl. Abbildung 4-36 B). Wie bereits nach 24 h nach IR wurde nach simultaner Inkuba-

tion mit beiden Inhibitoren die höchste Expression von gespaltenem PARP detektiert. 

Wurden die A549 Zellen mit 8 Gy bestrahlt, so wurde 48 h nach IR in den mit 

NVP-BEZ235 behandelten Proben ein erhöhtes Niveau von gespaltenem PARP gemes-

sen (vgl. Abbildung 4-36 B). Im Gegensatz zu den Zellen, welche 24 h nach IR lysiert 

wurden (vgl. Abbildung 4-36 A), resultierte eine simultane Behandlung der bestrahlten 

A549 Zellen mit AZD6244 und NVP-BEZ235 nach 48 h allerdings in einer niedrigeren 

Expression von gespaltenem PARP als bei alleiniger Behandlung mit NVP-BEZ235 

und Bestrahlung. 

 

Abbildung 4-36 Western blot relevanter Proteine der Apoptose und Autophagie in SNB19 und 

A549 Zellen nach Behandlung mit AZD6244 und NVP-BEZ235 sowie Bestrahlung 

Repräsentative Western blot Analysen der Apoptose und Autophagie relevanten Proteine PARP, cleaved 

PARP und LC3 in SNB19 (linkes Panel) und A549 Zellen (rechtes Panel), welche 24 (A) und 48 h nach 

A  24 h post IR 
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BEZ235 
Kontrolle AZD6244 BEZ235 
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BEZ235 

Kontrolle AZD6244 BEZ235 
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Kontrolle AZD6244 BEZ235 
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PARP 
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 1,50 1,75 1,44 1,54 1,54 1,42 1,40 1,73 0,94 0,79 0,75 0,71 0,68 0,61 0,67 0,58 

 0,08 0,11 0,08 0,08 0,17 0,19 0,16 0,23 n.d. n.d. n.d. 0,18 n.d. n.d. 0,14 0,27 

LC3-I 
LC3-II 

    
 0,50 0,48 0,46 0,43 0,48 0,40 0,38 0,34 0,37 0,45 0,06 0,05 0,19 0,22 0,02 0,02 

 0,18 0,15 0,51 0,39 0,16 0,12 0,46 0,33 0,31 0,42 0,48 0,43 0,40 0,35 0,36 0,33 
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 1,10 0,88 1,41 1,44 0,89 0,71 1,11 1,22 0,98 1,06 1,11 1,01 1,14 1,06 0,86 0,93 

 n.d. 0,05 0,11 0,20 0,34 0,36 0,38 0,51 0,12 0,19 0,31 0,44 0,10 0,12 0,51 0,34 

LC3-I 
LC3-II 

    

 0,36 0,51 0,31 0,30 0,54 0,48 0,25 0,26 0,19 0,35 0,07 0,09 0,22 0,20 0,06 0,05 

 0,37 0,48 0,50 0,39 0,40 0,40 0,42 0,37 0,23 0,30 0,38 0,38 0,22 0,15 0,32 0,25 
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Bestrahlung (B) lysiert wurden. Die Zellen wurden mit AZD6244, NVP-BEZ235 oder einer Kombination 

beider Inhibitoren behandelt und mit 8 Gy bestrahlt. Mit DMSO behandelte und unbestrahlte Zellen dien-

ten als Kontrollen. Die Proteinbanden wurden durch die Intensität von β-Aktin normalisiert und das Ver-

hältnis Protein zur entsprechenden Aktinbande ist durch die Zahlen angegeben. 

Um zu untersuchen, ob die beiden Inhibitoren einen Einfluss auf den Autophagiepro-

zess hatten, wurde die Expression des Autophagiemarkers LC3, welcher im Rahmen der 

Autophagie vom zytosolischen LC3-I in die membranständige LC3-II Form umgewan-

delt wird (Mizushima & Yoshimori, 2007), untersucht. Wie in Abbildung 4-36 A darge-

stellt, hatte eine Inkubation mit dem MEK Inhibitor AZD6244 24 h nach Bestrahlung 

keinerlei nennenswerte Auswirkungen auf die Expression von LC3-I und LC3-II in 

SNB19 Zellen (linkes Panel). Eine Inkubation mit NVP-BEZ235 hingegen, resultierte 

sowohl in unbestrahlten als auch bestrahlten SNB19 Zellen 24 h nach Bestrahlung in 

einer leicht erhöhten Expression des membranständigen LC3-II. Eine parallele Inkuba-

tion mit AZD6244 hatte keine nennenswerten Effekte auf die Expression von LC3-I und 

–II. Ebenso konnte 48 h nach Bestrahlung weder ein Effekt für AZD6244 noch für 

NVP-BEZ235 auf die Proteinexpression von LC3 in SNB19 Zellen nachgewiesen wer-

den (vgl. Abbildung 4-36 B). 

Auch in den A549 Zellen hatte eine Inkubation mit AZD6244 weder 24 noch 48 h nach 

Bestrahlung einen Effekt auf die Expression von LC3 (vgl. Abbildung 4-36 A und B). 

Allerdings konnte sowohl 24 als auch 48 h nach Bestrahlung in der Lungenkarzinom-

zelllinie deutlich eine strahlungsunabhängige, durch NVP-BEZ235 induzierte Depletion 

des zytosolischen LC3-I Proteins nachgewiesen werden, wobei die Expression des 

membranständigen LC3-II Proteins nicht nennenswert beeinflusst wurde. Diese Deple-

tion von LC3-I 24 und 48 h nach IR in den mit NVP-BEZ235 behandelten A549 Zellen 

wurde ebenso nach Kombination mit AZD6244 detektiert. 
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5 DISKUSSION 

5.1 EINFLUSS DES BEHANDLUNGSSCHEMAS AUF DIE NVP-BEZ235 INDU-

ZIERTE RADIOSENSIBILISIERUNG IN HUMANEN GLIOBLASTOMZELLLI-

NIEN 

Die Kombination von Chemo- und Strahlentherapie wird bereits seit den 80er Jahren im 

klinischen Alltag eingesetzt (Nyati u. a., 2006; Weischedel & Wieland, 1989). In den 

letzten Jahren wurde für verschiedene Tumorentitäten weiterhin belegt, dass die Sub-

stanzklasse der kleinmolekularen Inhibitoren, welche gezielt onkologische Signalkaska-

den angreifen, auch wirkungsvoll mit Strahlentherapie kombiniert werden kann (Chun 

u. a., 2006). Neben verschiedenen anderen Faktoren, spielt das Behandlungsschema 

eine wichtige Rolle bei der Effektivität der kombinierten Radiochemotherapie (Chun u. 

a., 2006). Insbesondere die Kombination von Gemcitabine gefolgt von einer Behand-

lung mit dem EGFR-Inhibitor Gefitinib zeigte bessere Resultate in Bezug auf die Tu-

morkontrolle, als wenn Gefitinib vor Gemcitabine verabreicht wurde (Chun u. a., 2006). 

Weiterhin konnte die Effektivität der Strahlentherapie erhöht werden, wenn parallel 

Inhibitoren der Angiogenese verabreicht wurden (Kleibeuker u. a., 2012). Allerdings 

war auch bei dieser Kombination zu beobachten, dass das Behandlungsschema einen 

enormen Einfluss auf den Erfolg der Kombinationsbehandlung hatte (Kleibeuker u. a., 

2012). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Effektivität der Kombination des 

dualen PI3K/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235 mit Bestrahlung in Bezug auf eine Radio-

sensibilisierung vom Behandlungsschema abhängig ist. Ein Hauptergebnis dieser Arbeit 

war, dass in Abhängigkeit des Inhibitor-Bestrahlungs-Schemas NVP-BEZ235 entweder 

einen zytostatischen oder einen radiosensibilisierenden Effekt auf die vier untersuchten 

Glioblastomzelllinien hatte. Der radiosensibilisierende Effekt wurde nur beobachtet, 

wenn die Zellen kurz vor der Bestrahlung und für 24 h im Anschluss (vgl. Abbildung 

3-2, A, Schema II) mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor behandelt wurden (vgl. Ab-

bildung 4-2 und Tabelle 4-1), wobei weder der PTEN noch der TP53 Status einen Ein-

fluss hatte. Dieses Resultat ist im Einklang mit bereits publizierten Ergebnissen, die von 

einer radiosensibilisierenden Wirkung von NVP-BEZ235, wenn es kurz vor Bestrah-

lung appliziert wird, in verschiedenen Tumorzelllinien berichten (Azad u. a., 2011; 

Fokas u. a., 2012a, 2012b; Konstantinidou u. a., 2009; Mukherjee u. a., 2012). Im Ge-
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gensatz hierzu konnte nach längerer Behandlung mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor 

für 24 h vor der Bestrahlung (vgl. Abbildung 3-2, A, Schema I) keine Radiosensibilisie-

rung in sämtlichen getesteten Glioblastomzelllinien beobachtet werden. 

Um die molekularbiologischen Hintergründe für die Radiosensibilisierung durch 

NVP-BEZ235 in Abhängigkeit vom Behandlungsschema zu untersuchen, wurden die 

Expressionsniveaus bestimmter wichtiger Proteine der PI3K/Akt/PI3K Signalkaskade, 

das Auftreten von Apoptosemarkern, die Induktion und Reparatur von DNS-Schäden 

und die Zellzyklusverteilung untersucht. Die beobachteten Unterschiede der zellulären 

Antwort zwischen den beiden Behandlungsmodalitäten sind in Abbildung 5-1 darge-

stellt (da kaum relevante Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien beobachtet 

wurden, wurden diese zusammengefasst). 

 

Abbildung 5-1 Zelluläre Antwort der Glioblastomzelllinien auf die beiden Behandlungsschemata 

Zusammenfassung der Effekte der beiden untersuchten Behandlungsmodalitäten (für Details siehe Abbil-

dung 3-2) in den untersuchten Glioblastomzelllinien (da kaum relevante Unterschiede zwischen den Zell-

linien auftraten, wurden diese zusammengefasst) auf die Radiosensibilisierung (errechnet durch I10 Wer-

te), die Proteinexpression, die DNS-Schäden Reparatur und den Zellzyklus durch NVP-BEZ235 und 

Bestrahlung mit 8 Gy. Die Effekte der Behandlungsmodalität auf die Phosphorylierung von Akt, mTOR, 

S6 und 4EBP1 sowie auf die G1 Phase des Zellzyklus beruhen auf Proben, welche 30 min nach Bestrah-

lung fixiert wurden. Die Expression von Rad51, γH2AX, der Effekt auf die G2/M Phase des Zellzyklus 

sowie das Auftreten hypodiploider Zellen hingegen beruhen auf Proben, welche 48 h nach Bestrahlung 

fixiert wurden. 
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Ein möglicher vereinfachter Mechanismus, der auf den in dieser Arbeit gezeigten Er-

gebnissen beruht und die unterschiedliche zelluläre Antwort erläutert, ist in Abbildung 

5-2 schematisch dargestellt. Das Modell berücksichtigt die durch die beiden Behand-

lungsschemata verursachten Unterschiede in der Koloniebildungsfähigkeit (vgl. Abbil-

dung 4-2 und Tabelle 4-1), der Expression wichtiger Proteine des PI3K/Akt/mTOR 

Signalweges (vgl. Abbildung 4-3, Abbildung 4-4, Abbildung 4-5 und Abbildung 4-6), 

der Apoptose (vgl. Abbildung 4-7, Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9), der Induktion 

sowie deren Reparatur von DNS-Schäden (vgl. Abbildung 4-10, Abbildung 4-11 und 

Abbildung 4-12) und im Zellzyklus (vgl. Tabelle 4-2, Tabelle 4-3 und Tabelle 4-4) der 

untersuchten Glioblastomzelllinien. 

 

Abbildung 5-2 Signalkaskaden in den Glioblastomzelllinien nach NVP-BEZ235 Behandlung 

Ein vereinfachtes Modell, welches die unterschiedlichen Antworten der Glioblastomzelllinien in Abhän-

gigkeit vom NVP-BEZ235-Bestrahlungs-Behandlungsschema erläutert. Inkubation der Tumorzellen mit 

NVPBEZ235 für 24 h vor der Bestrahlung (A) führt, wahrscheinlich durch Inhibierung einer negativen 

Rückkopplung von S6 (vgl. Abbildung 4-3 und Abbildung 4-5), zu einer Aktivierung der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade zum Zeitpunkt der Bestrahlung. In Folge dessen unterdrückt die antia-

poptotische Kinase Akt die strahlungsinduzierte Apoptose. Im Gegensatz dazu sind bei Behandlung nach 

Schema II (B) die Kinasen Akt und mTOR zum Zeitpunkt der Bestrahlung herunterreguliert. Weiterhin 

verursacht eine Inkubation mit NVP-BEZ235 über 24 h einen Zellzyklusarrest in der G1 Phase des Zell-

zyklus (vgl. Abbildung 4-13, Tabelle 4-2, Tabelle 4-3 und Tabelle 4-4). Der hohe Anteil an Zellen in der 

radioresistenten G1 Phase zum Zeitpunkt der Bestrahlung bei Behandlungsschema I resultiert nach Be-

strahlung in einer verminderten Induktion von γH2AX, im Vergleich zu den Kontroll- und den nach 
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Schema II behandelten Zellen (vgl. Abbildung 4-10 ). Weiterhin zeigen die gemäß Schema I behandelten 

Zellen eine verringerte Expression des DNS-Reparaturproteins Rad51 zum Zeitpunkt der Bestrahlung, 

wobei sich das Rad51 Expressionslevel nach Ausspülung des Inhibitors wieder normalisierte (vgl. Abbil-

dung 4-12), was in einer normalen DNS-Reparatur resultierte. Zellen, die hingegen gemäß Schema II 

behandelt wurden, zeigten eine verringerte Rad51-Expression 24 und 48 h nach Bestrahlung, welche mit 

einer erhöhten Fraktion an Sub G1 Zellen und persistenten DNS-Schäden korreliert (vgl. Abbildung 4-7, 

Abbildung 4-8, Abbildung 4-10 und Abbildung 4-12). Weiterhin wurde bei Zellen, die gemäß Schema II 

behandelt wurden, ein starker G2/M Arrest nach kombinierter Inhibitorbehandlung und Bestrahlung beo-

bachtet. Zusammenfassend verursachte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 gemäß Schema I hauptsäch-

lich zytostatische Effekte, wohingegen eine Behandlung nach Schema II zu einer starken Radiosensibili-

sierung der Zelllinien führte. Modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Neoplasia Press nach Kuger 

et al. 2013. 

Interessanterweise zeigen unsere Immunoblot Analysen, dass eine längere Behandlung 

mit NVP-BEZ235 in drei der vier hier untersuchten Zelllinien eine Aktivierung der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade bewirkt, wie durch erhöhte Expressionsniveaus von 

p-Akt und p-mTOR belegt (vgl. Abbildung 5-2 A). Dieser Effekt wurde sogar verstärkt 

beobachtet, wenn der PI3K/mTOR Inhibitor mit Bestrahlung kombiniert wurde (vgl. 

Abbildung 4-3 und Abbildung 4-5). Eine erhöhte Aktivität des Signalweges nach Inhi-

bition wurde bereits für Derivate des mTOR Inhibitors Rapamycin beobachtet (Gulati u. 

a., 2009; Julien u. a., 2010; Rodrik-Outmezguine u. a., 2011) und lässt sich durch Inak-

tivierung einer negativen Rückkopplung von S6 zu PI3K erklären, wodurch in den Zel-

len der PI3K/Akt/mTOR Signalweg letztendlich verstärkt wird. So wird paradoxerweise 

trotz eines Inhibitors letztendlich das Zellüberleben gefördert. Dieser Mechanismus 

kann somit auch erklären, weshalb bei Behandlungsschema I keine Radiosensibilisie-

rung durch NVP-BEZ235 beobachtet wurde. 

Wurden die Zellen hingegen gemäß Schema II mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor 

behandelt (vgl. Abbildung 5-2 B), so konnte eine reduzierte Expression von p-Akt und 

p-mTOR kurz nach Bestrahlung beobachtet werden. Im Einklang mit dieser Beobach-

tung wurde bei kurzzeitiger NVP-BEZ235 Inkubation vor der Bestrahlung ein erhöhter 

Anteil von hypodiploiden Zellen und Apoptose in den DK-MG, U87-MG und GaMG 

Zelllinien nach der Bestrahlung beobachtet (vgl. Abbildung 4-7, Abbildung 4-8 und 

Abbildung 4-9). Eine zelltypspezifische Antwort auf NVP-BEZ235 wurde auch bereits 

von anderen Wissenschaftlern beobachtet: Laut Fokas et al. induziert NVP-BEZ235 

Apoptose und Nekrose in SQ20B Zellen, wohingegen in der FaDu Zelllinie keine 

Apoptose beobachtet wurde (Fokas u. a., 2012b). Weitere Studien belegen, dass 

NVP-BEZ235 in Lungenkarzinom-, Sarkom- und Leukämiezelllinien Apoptose indu-

ziert (Chiarini u. a., 2010; Konstantinidou u. a., 2009). Dies wurde bis dato allerdings 

nicht in Glioblastomzelllinien nachgewiesen (Liu u. a., 2009b; Marone u. a., 2009). 
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Ein wichtiger Schritt bei der strahleninduzierten Apoptose ist die Induktion und Repara-

tur von DNS-Schäden, welche in dieser Arbeit durch die Expression des Histons 

γH2AX untersucht wurde. Im Rahmen der Versuche wurde herausgefunden, dass in den 

Zellen, welche für 24 h vor der Bestrahlung mit NVP-BEZ235 behandelt wurden, kaum 

Effekte von NVP-BEZ235 auf die strahleninduzierten DNS-Doppelstrangbrüche nach-

weisbar waren (vgl. Abbildung 4-10). Weiterhin wurden diese Strahlenschäden von den 

Zellen nahezu vollständig repariert. Wurden die Zellen hingegen erst kurz vor der Be-

strahlung mit dem Inhibitor gemäß Schema II behandelt, so wurden 30 min nach Be-

strahlung paradoxerweise weniger Strahlenschäden gemessen als in den bestrahlten mit 

DMSO behandelten Zellen (vgl. Abbildung 4-11). 

Weiterhin konnten in den mit NVP-BEZ235 gemäß Schema II behandelten und be-

strahlten Proben deutlich erhöhte residuale DNS-Schäden bis zu 48 h nach IR beobach-

tet werden, was auf eine verringerte Reparaturkapazität schließen lässt. Ein möglicher 

Grund hierfür kann in der verminderten Expression des DNS-Reparaturproteins Rad51 

liegen (vgl. Abbildung 4-12), welches ein wichtiger Bestandteil der homologen Rekom-

binationsreparatur ist (Sak u. a., 2005). Eine weitere mögliche Erklärung für die ver-

minderten DNS-Schäden direkt nach Bestrahlung sowie für die verzögerte Reparatur in 

NVP-BEZ235 behandelten Zellen ist die Inhibition der DNA-PK, ATM und ATR Kina-

sen als Nebenwirkung des dualen PI3K/mTOR Inhibitors (Mukherjee u. a., 2012; Shortt 

u. a., 2013; Toledo u. a., 2011). Die Aktivierung dieser Kinasen ist Teil der zellulären 

Antwort auf DNS-Schäden und ist in beiden Prozessen involviert, der Ausbildung und 

dem Abbau von γH2AX Foci (Kinner u. a., 2008; Shiloh & Ziv, 2013). Somit kann die 

Inhibition dieser Kinasen durch NVP-BEZ235 gleichermaßen die reduzierte Induktion 

sowie die verringerte Reparatur von DNS-Schäden erklären. 

Abgesehen von den Effekten auf die DNS-Reparatur führte eine längere Inkubation zu 

einer Erhöhung des Anteiles an Zellen in der G1 Phase des Zellzyklus (vgl. Abbildung 

4-13 und Tabelle 4-2). Dieser G1 Arrest ist vor der Bestrahlung unvorteilhaft, da diese 

Zellzyklusphase relativ radioresistent ist (Pawlik & Keyomarsi, 2004), was im Einklang 

mit der verminderten Spaltung von PARP beim Schema I ist (vgl. Abbildung 4-9). Die 

Kombination von NVP-BEZ235 und Bestrahlung gemäß Schema II hingegen führte zu 

keinen Aberrationen der Verteilung der Zellzyklusphasen zum Zeitpunkt der Bestrah-

lung. Ferner resultierte eine Behandlung mit NVP-BEZ235 und Bestrahlung gemäß 

Schema II in einer Akkumulation von Zellen in der G2/M Phase, welche bis zu 48 h 
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nach der Bestrahlung beobachtet wurde (vgl. Abbildung 4-13 und Tabelle 4-4). Dies 

deutet auf einen stabilen Arrest des Zellzyklus hin. 

Abschließend lässt sich sagen, dass dieser Teil der vorgelegten Arbeit die Wichtigkeit 

der Abfolge bei der Kombination verschiedener Therapieansätze verdeutlicht, wie sie 

auch schon von anderen Wissenschaftlern beschrieben wurde (Chun u. a., 2006). Wei-

terhin sind die hier vorgelegten Ergebnisse die ersten Hinweise, dass eine längere Be-

handlung mit dem dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 Glioblastomzelllinien 

nicht radiosensibilisiert, was möglicherweise durch die NVP-BEZ235-induzierte Akti-

vierung der Akt und mTOR Kinasen erklärt werden kann. Trotz der fehlenden radiosen-

sibilisierenden Eigenschaften bei Langzeitbehandlung rechtfertigen die starken zytosta-

tischen Effekte weitere Experimente, um das vollständige Potential von NVP-BEZ235, 

welches momentan in klinischen Studien getestet wird (Internetseite: „Search of: 

BEZ235 - List Results - ClinicalTrials.gov“), auszuschöpfen. Die hier gezeigten in vitro 

Daten verdeutlichen die Wichtigkeit des Behandlungs-Bestrahlungs-Setups bei der Ra-

diosensibilisierung von Tumorzellen und ebnen den Weg, um die neu gewonnenen Er-

kenntnisse im Mausxenograft Modell zu validieren. 
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5.2 RADIOSENSIBILISIERUNG HUMANER BRUSTKREBSZELLLINIEN DURCH 

NVP-BEZ235 IN PATHOPHYSIOLOGISCH RELEVANTEN SAUERSTOFF-

KONZENTRATIONEN 

Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurde die antiapoptotische PI3K/Akt/mTOR Signal-

kaskade als ein vielversprechendes Ziel für die Tumorkontrolle validiert (Courtney u. a., 

2010; Paez & Sellers, 2003). Allerdings zeigten die ersten Inhibitoren dieses Signalwe-

ges, wie z.B. Wortmann, LY294002 oder Rapamycin und dessen Derivate, unerwünsch-

te Nebenwirkungen und geringe Spezifität in einigen Experimenten (Markman u. a., 

2010; Prevo u. a., 2008; Wan u. a., 2006). Aus diesem Grund wurden neue Inhibitoren 

dieser Signalkaskade mit verbesserter Spezifität und pharmakologischen Eigenschaften 

entwickelt, welche derzeit in klinischen Studien getestet werden (Fan u. a., 2006; Kurtz 

& Ray-Coquard, 2012; Maira u. a., 2008). Einer dieser neuen Inhibitoren ist der oral 

verfügbare duale PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235. Dieses Imidazo-[4,5-c]-

quinolinderivat hat bereits in mehreren in vitro und in vivo Studien antiproliferative und 

radiosensibilisierende Effekte gezeigt (Cho u. a., 2010; Fokas u. a., 2012a, 2012b; Kong 

u. a., 2010; Konstantinidou u. a., 2009; Liu u. a., 2009b; Manara u. a., 2010; Mukherjee 

u. a., 2012; Santiskulvong u. a., 2011; Zhu u. a., 2013). Obwohl es bereits Belege dafür 

gibt, dass NVP-BEZ235 Fibrosarkom sowie Pharynx- und Prostatakarzinomzellen unter 

normoxischen und stark hypoxischen Bedingungen radiosensibilisiert (Fokas u. a., 

2012a; Potiron u. a., 2013), gibt es bis heute keine Daten über das radiosensibilisierende 

Potential des dualen PI3K/mTOR Inhibitors in hypoxischen Brustkrebszellen. 

Die Experimente dieser Arbeit wurden durchgeführt, um zu untersuchen, ob eine Be-

handlung mit NVP-BEZ235 TN MDA-MB-231 und ER positive MCF-7 Brustkrebszel-

len unter den drei klinisch relevanten Oxygenierungsbedingungen normoxisch, reoxy-

geniert und hypoxisch radiosensibilisiert. Die wichtigsten Ergebnisse der Studie sind in 

Abbildung 5-3 dargestellt, wohingegen Abbildung 5-4 ein vereinfachtes Schema zeigt, 

wie die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse letztendlich eine Radiosensibilisierung 

bewirken können. Da die Daten für die reoxygenierten Proben zu Beginn des Experi-

mentes (0 und 30 min nach Bestrahlung) weitestgehend den Daten der hypoxischen Zel-

len und im weiteren Verlauf der Versuche (24 und 48 h nach Bestrahlung) den Daten 

für normoxische Zellen entsprachen, wurde in Abbildung 5-3 auf eine gesonderte Dar-

stellung der Resultate für reoxygenierte Zellen verzichtet. 
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Abbildung 5-3 Effekte von NVP-BEZ235 in MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen unter normoxischen 

und hypoxischen Bedingungen 

Zusammenfassung der Effekte von NVP-BEZ235 auf die Radiosensibilisierung, die Expression von Pro-

teinen des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, der Apoptose und der Autophagie, die Reparatur von DNS-

Schäden und den Zellzyklus humaner Brustkrebszelllinien in pathophysiologisch relevanten Sauerstoff-

konzentrationen im Vergleich zur entsprechenden DMSO Kontrolle. MDA-MB-231 (rote Balken) oder 

MCF-7 Zellen (blaue Balken) wurden unter normoxischen (vollständig eingefärbte Balken) oder hypoxi-

schen Bedingungen (gestrichelt Balken) mit NVP-BEZ235 behandelt und mit 8 Gy bestrahlt. Die angege-

benen Effekte für die HIF1-α Expression beziehen sich auf 30 min nach der Bestrahlung, die der anderen 

Proteinexpressionen, der Reparatur von DNS-Schäden sowie des Zellzyklus beziehen sich hingegen auf 

48 h nach Bestrahlung. 
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Abbildung 5-4 Schematische Darstellung der radiosensibilisierenden Effekte von NVP-BEZ235 in 

Brustkrebszellen 

Vereinfachtes Diagramm, welches die radiosensibilisierenden Effekte von NVP-BEZ235 in normoxi-

schen und hypoxischen MDA-MB-231 (A) und MCF-7 Zellen (B) darstellt. Eine Inkubation von Tumor-

zellen mit NVP-BEZ235 für eine Stunde vor und bis zu 48 h nach Bestrahlung reduzierte die Expression 

von HIF-1α in hypoxischen Zellen (Abbildung 4-16) und verhinderte so die negativen Effekte der Hypo-

xie auf die Strahlensensitivität (Abbildung 4-15). Darüber hinaus inaktivierte NVP-BEZ235 die 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade, wie durch Dephosphorylierung von Akt, mTOR, S6 und 4E-BP1 vali-

diert (Abbildung 4-19, Abbildung 4-20 und Abbildung 4-21), was im Falle des Translationsrepressorpro-

teins 4E-BP1 eine Aktivierung bewirkt. Die Inaktivierung von mTOR induziert anschließend indirekt 

Autophagie (Abbildung 4-22) und verringert die Proliferationsrate. Abgesehen von diesen Effekten, ra-

diosensibilisiert NVP-BEZ235 beide Zelllinien unter normoxischen, reoxygenierten und hypoxischen 

Bedingungen (Abbildung 4-17 und Abbildung 4-18). Diese Radiosensibilisierung geht einher mit einer 

Reduktion von HIF-1α und einer Inaktivierung der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade. Weiterhin verursacht 

eine Behandlung mit NVP-BEZ235 durch bis jetzt nicht vollständig geklärte Mechanismen eine Erhö-

hung der residualen DNS-Schäden (gemessen durch γH2AX Immunfluoreszenz) nach Bestrahlung 

(Abbildung 4-23 und Abbildung 4-25). Diese unreparierten DNS-Schäden verursachen wahrscheinlich 

nachfolgend einen Arrest des Zellzyklus (Abbildung 4-23 und Abbildung 4-24), welcher ebenfalls die 

Proliferationsrate reduziert. Neben den bereits erwähnten Effekten induziert NVP-BEZ235 in MCF-7 

Zellen bei längerer Inkubationsdauer DNS-Schäden und erhöht die strahlungsinduzierte Apoptose 

(Abbildung 4-22, Abbildung 4-23 und Abbildung 4-25). 

Wie in Abbildung 4-16 und bereits anderweitig gezeigt (Karar u. a., 2012), reduziert 

eine Behandlung mit NVP-BEZ235 die Expression von HIF-1α in hypoxischen Zellen. 

Dies ist von sehr großem Interesse, da HIF-1α ein vielversprechendes Protein für die 

Radiosensibilisierung von Tumoren darstellt (Meijer u. a., 2012). Fokas et al. haben 

kürzlich gezeigt, dass duale PI3K/mTOR Inhibition das anomale Gefäßsystem in Xeno-

grafttumoren normalisiert und somit das Resultat einer Radiotherapie verbessern kann 

(Fokas u. a., 2012a). Abgesehen von der Normalisierung des vaskulären Systems ist der 

exakte molekulare Mechanismus, durch den der PI3K/Akt/mTOR Signalweg die 
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HIF-1α Expression reguliert, nicht vollständig identifiziert. Da unsere in vitro Versuche 

zeigen, dass die Inhibition von HIF-1α auch ein wichtiger Bestandteil der NVP-BEZ235 

induzierten Radiosensibilisierung sein kann, sollte dieser Effekt in weiteren Studien 

näher untersucht werden. 

Eine weitere wichtige Zielstruktur für eine Radiosensibilisierung ist die 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade, welche in der Mehrheit von Krebsgeschwüren überak-

tiviert ist (Bartholomeusz & Gonzalez-Angulo, 2012; Courtney u. a., 2010). Wie in Ab-

bildung 4-19, Abbildung 4-20 und Abbildung 4-21 gezeigt, reduziert eine Behandlung 

mit NVP-BEZ235 die Phosphorylierung von Akt, mTOR, S6 und 4E-BP1, was in Falle 

von 4E-BP1 eine Aktivierung des Translationsrepressors bewirkt. Es wurde insbesonde-

re für die beiden Kinasen Akt und mTOR in verschiedenen Versuchen gezeigt, dass 

diese das Zellüberleben und die Radioresistenz fördern (Chautard u. a., 2010; Gupta u. 

a., 2003). Nennenswert ist ebenfalls, dass die Inaktivierung von Akt in der MCF-7 Zell-

linie stabil war. Dies ist interessant, da in mehreren Versuchen eine erhöhte Phosphory-

lierung von Akt bei längerer Inkubationsdauer mit NVP-BEZ235 beobachtet wurde 

(Kuger u. a., 2014; Liu u. a., 2009b; Manara u. a., 2010; Masuda u. a., 2011; Roper u. 

a., 2011), was in diesen Experimenten das Potential des dualen Inhibitors schwächen 

kann. Zusätzlich zur stabilen Akt Inaktivierung ist der Umstand, dass aktivierende Mu-

tationen im PIK3CA Gen der katalytischen Untereinheit von PI3K mit 40 % die häufigs-

te genetische Aberration in Brustkrebszellen darstellen (Campbell u. a., 2004), eine wei-

tere Begründung den PI3K/Akt/mTOR Signalweg mit molekularen Inhibitoren anzu-

greifen. Eine Kombination von NVP-BEZ235 mit Bestrahlung hat daher das Potential 

das Therapieergebnis von vielen Brustkrebspatienten zu verbessern. 

In der MCF-7 Zelllinie wurde in allen untersuchten Oxygenierungsbedingungen Apop-

tose nach Behandlung mit NVP-BEZ235 beobachtet, wohingegen dies in 

MDA-MB-231 Zellen nicht festgestellt wurde. Dies ist sehr wahrscheinlich durch die 

bereits erwähnte Inhibition von Akt bedingt, welche nur in MCF-7 Zellen beobachtet 

wurde und für die bereits in verschiedenen Experimenten gezeigt wurde, dass sie den 

Zelltod auslöst (Bjornsti & Houghton, 2004; Nakashio u. a., 2000; Vivanco & Sawyers, 

2002) in Verbindung mit einer wildtypischen Version des TP53 Gens in der MCF-7 

Zelllinie. Der Umstand, dass im Gegensatz zu vielen anderen soliden Krebsarten Muta-

tionen im TP53 Gen nur mit geringerer Frequenz in Brustkrebs auftreten (Gasco u. a., 
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2002), untermauert weiterhin das Potential von NVP-BEZ235 in der Behandlung von 

Brustkrebs. 

Neben der Apoptoseinduktion, welche wahrscheinlich vom TP53 Mutationsstatus ab-

hing, beobachteten wir die Induktion von Autophagie in beiden Zelllinien nach Behand-

lung mit NVP-BEZ235 in allen getesteten Oxygenierungsbedingungen. Im Gegensatz 

zum gegenwärtigen Paradigma von Autophagie, wonach eine Akkumulation des LC3-II 

Proteins auftritt (Barth u. a., 2010; Tanida u. a., 2008), beobachteten wir nach Inkubati-

on mit NVP-BEZ235 eine starke Reduktion der LC3-I, aber keine Erhöhung der LC3-II 

Niveaus. Allerdings haben Mizushima und Yoshimori berichtet, dass das initial erhöhte 

LC3-II Niveau innerhalb weniger Stunden nach Induktion der Autophagie durch die 

Verschmelzung der Autophagosomen mit Lysosomen degradiert wird (Mizushima & 

Yoshimori, 2007). Die Autophagieinduktion durch NVP-BEZ235 ist von enormem Inte-

resse, da die Rolle von Autophagie in Krebserkrankungen bis heute nicht vollständig 

verstanden ist und dieser zelluläre Prozess momentan kontrovers in der Literatur disku-

tiert wird (Hippert u. a., 2006; Roy & Debnath, 2010). So versuchen z.B. mehrere For-

schungsgruppen den Autophagieprozess zur Krebstherapie zu nutzen, indem der Abbau 

von Autophagosomen oder Autolysosomen mit Chloroquine oder Bafilomycin A1 ver-

hindert wird, wofür bereits eine radiosensibilisierende Wirkung berichtet wurde (Apel u. 

a., 2008; Krakstad & Chekenya, 2010). Ob eine simultane Blockade des 

Autophagieprozesses die von NVP-BEZ235 induzierte Radiosensibilisierung in Brust-

krebszelllinien synergistisch verstärkt, sollte in weiteren Experimenten untersucht wer-

den, um das radiosensibilisierende Potential von NVP-BEZ235 voll auszuschöpfen. 

Obwohl keine Unterschiede in der Induktion von ROS in den mit DMSO und 

NVP-BEZ235 behandelten Zellen gemessen wurden, beobachteten wir, wie auch schon 

bei den zuvor untersuchten Glioblastomzelllinien (vgl. Abbildung 4-11), eine verringer-

te Phosphorylierung von H2AX sowie eine verringerte Reparatur von DNS-Schäden 

nach kombinierter Bestrahlung und Behandlung mit NVP-BEZ235. Wie bereits zuvor 

erwähnt, ist eine möglich Erklärung, dass der duale PI3K/mTOR Inhibitor als Neben-

wirkung ebenfalls die DNA-PK, ATM und ATR Kinasen inhibiert (Mukherjee u. a., 

2012; Shortt u. a., 2013; Toledo u. a., 2011), welche Bestandteil der DDR sind (Kinner 

u. a., 2008; Shiloh & Ziv, 2013). 

Der Umstand, dass 24 h nach Bestrahlung in hypoxischen Zellen im Gegensatz zu den 

normoxischen und den reoxygenierten Zellen keine Unterschiede zwischen den DMSO 
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und NVP-BEZ235 behandelten Proben erkennbar waren, ist wahrscheinlich durch die 

verringerte Reparaturfähigkeit von hypoxischen Zellen bedingt (Bindra u. a., 2007; 

Kumareswaran u. a., 2012). Nach 48 h wurde allerdings in allen untersuchten Oxygenie-

rungsbedingungen eine verzögerte Reparatur von DNS-Schäden durch NVP-BEZ235 

beobachtet, was von besonderem Interesse ist, da bereits mehrere Forschergruppen be-

richteten, dass eine Inhibition der Reparatur von DNS-Schäden Krebszellen gegenüber 

zytotoxischen Agenzien, wie z.B. Bestrahlung, sensibilisieren kann (Dumont u. a., 

2009; Fuhrman u. a., 2008; Senra u. a., 2011). Daraus lässt sich folgern, dass die Verzö-

gerung der Reparatur von DNS-Schäden, welche bei sämtlichen untersuchten Oxygenie-

rungsbedingungen beobachtet wurde, ein weiterer Grundstein der hier beschriebenen 

Radiosensibilisierung der Brustkrebszelllinien ist. 

Die Unterschiede bezüglich des Zellzyklusarrestes zwischen bestrahlten MDA-MB-231 

und MCF-7 Zellen, nämlich ein G2/M Arrest 24 h nach IR bei der TN und ein G1 Ar-

rest 24 h nach IR bei der ER positiven Zelllinie, beruhen wahrscheinlich ebenfalls auf 

dem unterschiedlichen TP53 Status der beiden Zelllinien, da bereits gezeigt wurde, dass 

der G1 Kontrollpunkt von funktionsfähigem p53 abhängig ist (Bouwman & Jonkers, 

2012; Samuel u. a., 2002). Wurden die Zellen hingegen mit NVP-BEZ235 behandelt 

und bestrahlt, so wurde in beiden Zelllinien 48 h nach Bestrahlung unabhängig vom 

Oxygenierungszustand eine erhöhte Fraktion an Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyk-

lus gemessen. Dies kann wie auch schon bei den Glioblastomzelllinien als ein stabiler 

Zellzyklusarrest interpretiert werden, der ebenfalls einen Beitrag an der antiproliferati-

ven und radiosensibilisierenden Wirkung von NVP-BEZ235 hat. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der duale PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 

die TN MDA-MB-231 und die ER positive MCF-7 Brustkrebszelllinie in den verschie-

denen physiologisch relevanten Oxygenierungszuständen normoxisch, nach Bestrahlung 

reoxygeniert und hypoxisch radiosensibilisierte. Diese sauerstoffunabhängige Radiosen-

sibilisierung ist höchstwahrscheinlich durch Inhibition von HIF-1α und des 

PI3K/Akt/mTOR Signalweges, durch Reduzierung der DNS-Doppelstrangbruch-

Reparaturfähigkeit sowie durch Autophagie und zu gewissem Teil durch Apoptose be-

dingt. Weiterhin reduzierte eine Kombination von Bestrahlung mit NVP-BEZ235 die 

Proliferation in beiden Zelllinien zu einem höheren Maß als Bestrahlung oder eine Be-

handlung mit NVP-BEZ235 für sich alleine, was weitere additive oder synergistische 

Effekte impliziert. NVP-BEZ235 wird momentan in klinischen Studien der Phase I und 
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II getestet und insbesondere die vielversprechenden Ergebnisse in der ER positiven 

MCF-7 Zelllinie zusammen mit den Fakten, dass die Mehrheit der humanen Brusttumo-

re ER positiv sind sowie PI3K-aktivierende Mutationen aber einen wildtypischen TP53 

Status haben (Campbell u. a., 2004; Castoria u. a., 2010; Gasco u. a., 2002), weisen auf 

eine klinisch relevante Anwendung von NVP-BEZ235 in der Strahlentherapie von 

Brustkrebs hin. 
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5.3 EINFLUSS DER SIMULTANEN INHIBITION DER PI3K/MTOR UND 

MAPK SIGNALKASKADEN AUF DIE STRAHLENANTWORT HUMANER 

KREBSZELLEN 

Onkogene Signalkaskaden sind bereits seit Jahrzehnten als molekulares therapeutisches 

Ziel anerkannt und in den letzten Jahren belegten mehrere Studien beeindruckende Er-

folge in verschiedenen Tumorentitäten (Akinleye u. a., 2013; Courtney u. a., 2010; 

Dhillon u. a., 2007; Engelman, 2009; Hernandez-Aya & Gonzalez-Angulo, 2011; Kong 

& Yamori, 2008; Sebolt-Leopold & Herrera, 2004). Weiterhin wurde von mehreren 

Forschern gezeigt, dass eine kombinierte Inhibition mehrerer Signalkaskaden synergis-

tische Effekte induziert, wobei insbesondere die Inhibition der MAPK/Erk und der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade vielversprechende Resultate zeigte, da diese in einer 

Vielzahl humaner Tumorerkrankungen aktiviert sind (Aksamitiene u. a., 2012; Down-

ward, 2008; Grant, 2008; Mendoza u. a., 2011; Rexer u. a., 2009; Valentino u. a., 2014). 

Auch in der Strahlentherapie wird bereits seit den 80er Jahren eine kombinierte Thera-

pie eingesetzt (Nyati u. a., 2006; Weischedel & Wieland, 1989), wobei gezeigt wurde, 

dass die Inhibition des MAPK/Erk oder des PI3K/Akt/mTOR Signalweges ein radio-

sensibilisierendes Potential in Tumorzellen hat (Chung u. a., 2009, 2013; Dumont u. a., 

2009; Konstantinidou u. a., 2009; Ruan u. a., 2010). So wurde auch für den dualen 

PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 und den MEK Inhibitor AZD6244, welche mo-

mentan beide in klinischen Studien getestet werden (Internetseite: „Search of: BEZ235 - 

List Results - ClinicalTrials.gov“, Internetseite: „Search of: Selumetinib - List Results - 

ClinicalTrials.gov“), eine Radiosensibilisierung in verschiedenen Experimenten nach-

gewiesen (Chung u. a., 2009, 2013; Fokas u. a., 2012b; Konstantinidou u. a., 2009; 

Shannon u. a., 2009). Weiterhin wurden die beiden Inhibitoren bereits in in vitro und in 

vivo Studien in Kombination eingesetzt, wobei vielversprechende Synergismen entdeckt 

wurden (Migliardi u. a., 2012; Qu u. a., 2014; Roberts u. a., 2012). Allerdings gibt es 

bis heute keine publizierte Studie, welche die Kombination von AZD6244 und 

NVP-BEZ235 gemeinsam mit ionisierender Strahlung untersucht. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die Auswirkung der Behandlung mit den einzel-

nen und den kombinierten Inhibitoren auf die klonogene Fähigkeit von SNB19 Gliob-

lastom- und A549 Lungenkarzinomzellen nach Bestrahlung mittels Koloniebildungstest 

untersucht. Ferner wurden die molekularbiologischen Effekte von AZD6244 und 
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NVP-BEZ235 sowie von einer Bestrahlung mit 8 Gy auf den Zellzyklus, die Apoptose 

die Autophagie sowie auf die Expression wichtiger Proteine der MAPK/Erk und der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade mittels Durchflusszytometrie und Western blot be-

stimmt. In Abbildung 5-5 sind die wichtigsten Ergebnisse für eine Behandlung mit 

AZD6244 (rot gestreifte Balken), NVP-BEZ235 (blaue Balken) und der Kombinations-

behandlung mit AZD6244 und NVP-BEZ235 (rot-blau gestreifte Balken) für die unter-

suchten SNB19 (linke Seite) und A549 Zellen (rechte Seite) in Relation zur entspre-

chenden Kontrolle dargestellt. 

 

Abbildung 5-5 Effekte von AZD6244, NVP BEZ235 sowie einer Kombination beider Inhibitoren in 

SNB19 und A549 Zellen 

Zusammenfassung der Effekte von AZD6244 (rot gestreifte Balken), NVP-BEZ235 (blaue Balken) und 

einer Kombination beider Inhibitoren (rot-blau gestreifte Balken) auf die Proliferation, die Radiosensibili-

sierung, die Expression von Proteinen der MAPK/Erk und PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade, den Zellzyk-

lus, die Apoptose und die Autophagie in SNB19 (linke Seite) und A549 Zellen (rechte Seite) im Ver-

gleich zur entsprechenden DMSO Kontrolle. Die angegebenen Effekte für p-Akt beziehen sich auf 

30 min, die der anderen Signalweg-relevanten Proteine auf 24 h und die Effekte in Bezug auf den Zell-

zyklus, die Apoptose und die Autophagie auf 48 h nach der Bestrahlung mit 8 Gy. 

Wie in Abbildung 4-26 gezeigt, resultierte eine alleinige Inkubation mit AZD6244 in 

beiden Zelllinien in einer dosisabhängigen Reduktion des ATP Gehalts zu ähnlichem 

Ausmaß, obgleich die Zellen einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund haben 

(vgl. Tabelle 3-1). So sind KRAS mutierte Zelllinien im Allgemeinen zwar sensibler 

gegenüber einer Inhibition des MAPK/Erk Signalweges (Davies u. a., 2007), allerdings 
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trifft dies nicht auf die Lungenkarzinomzelllinie A549 zu (Yang u. a., 2013), was die 

ähnliche Sensibilität der beiden Zelllinien gegenüber AZD6244 erklären kann. Wurden 

die Zellen mit steigenden NVP-BEZ235 Konzentrationen behandelt, so wurde in beiden 

Zelllinien eine Reduktion des ATP Levels beobachtet, obgleich die Wirkung von 

NVP-BEZ235 in den Lungenkarzinomzellen deutlich stärker war. Wie in Tabelle 3-1 

dargestellt, gibt es in A549 Zellen keine offensichtlichen genetischen Merkmale, wie 

z.B. Mutationen des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, die diese starke Inhibition durch 

NVP-BEZ235 erklären könnte (Yang u. a., 2013). Es ist daher wahrscheinlich, dass die 

unterschiedliche Entität der beiden Zelllinien der ausschlaggebende Faktor für die un-

terschiedliche Sensitivität gegenüber NVP-BEZ235 ist. Bei einer Kombination von 

AZD6244 und NVP-BEZ235 wurde im Allgemeinen in beiden Zelllinien die gleiche 

Wirkung wie nach alleiniger Behandlung mit NVP-BEZ235 gemessen, was dafür 

spricht, dass zum einen NVP-BEZ235 (in den getesteten Konzentrationen) der effekti-

vere Inhibitor ist und zum anderen die Wirkung von NVP-BEZ235 nicht durch 

AZD6244 beeinflusst wird. Da die PE bei den durchgeführten Koloniebildungstests 

weder durch AZD6244 noch durch NVP-BEZ235 signifikant beeinflusst wurde, kann 

gefolgert werden, dass beide Substanzen in den getesteten Konzentrationen von 500 nM 

für AZD6244 und 50 nM für NVP-BEZ235, zumindest bei einer Inkubationsdauer von 

24 h, eher zytostatisch als zytotoxisch wirken, da bei einer zytotoxischen Wirkung die 

PE sinken würde. 

Wie in Abbildung 4-27, Tabelle 4-5 und bereits in anderen Studien belegt (Chung u. a., 

2009, 2013; Shannon u. a., 2009), hatte eine Inhibition des MAPK/Erk Signalweges 

eine radiosensibilisierende Wirkung, obgleich die Wirkung von AZD6244 lediglich von 

moderater Natur war. Dies lässt sich möglicherweise durch die allosterische Inhibition 

von MEK erklären (Akinleye u. a., 2013), da hierdurch eine Überphosphorylierung von 

MEK1/2 induziert wurde (vgl. Abbildung 4-28). Weiterhin konnte auch nach Inkubati-

on mit AZD6244 p-ERK gemessen werden (vgl. Abbildung 4-28), was dafür spricht, 

dass die Aktivität von MEK nicht vollständig inhibiert wurde, was ebenfalls die radio-

sensibilisierende Wirkung schwächen könnte. 

Auch für den dualen PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 wurde in den beiden anderen 

in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsteilen eine stärkere Radiosensibilisierung in 

verschiedenen Zelllinien gemessen (vgl. Kapitel 4.1.2 und 4.2.2) und ist ebenso in der 

Literatur beschrieben (Fokas u. a., 2012b; Potiron u. a., 2013; Zhu u. a., 2013). Dies ist 
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wahrscheinlich durch die relativ niedrige NVP-BEZ235 Konzentration bedingt, welche 

in diesem Versuchsteil lediglich 50 nM betrug (vgl. 100 nM in den beiden anderen Ver-

suchsteilen). Es wurden für diesen Versuchsteil bewusst relativ niedrige Konzentratio-

nen für AZD6244 und NVP-BEZ235 gewählt, da durch zu hohe Einzelkonzentrationen 

der Inhibitoren eine mögliche synergetische Wirkung der Kombination beider Inhibito-

ren maskiert werden könnte. 

Die Tatsache, dass in beiden untersuchten Zelllinien sowohl für eine Behandlung mit 

NVP-BEZ235 als auch für eine Behandlung mit beiden Inhibitoren ähnliche I10 Werte 

gemessen wurde, belegt, dass keine synergistischen oder additiven Effekte durch die 

simultane Inkubation mit beiden Inhibitoren in Bezug auf die Radiosensibilität auftra-

ten. Da allerdings Williams et al. eine synergistische radiosensibilisierende Wirkung 

nach Kombination eines MEK und eines Akt Inhibitors in Pankreaskarzinomzellen 

nachgewiesen haben (Williams u. a., 2012), sollte in weiteren Experimenten getestet 

werden, ob die Inkubation des dualen PI3K/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235 mit ande-

ren Inhibitoren der MAPK/Erk Signalkaskade zu einer synergistischen Radiosensibili-

sierung führt. Ebenso könnten die Versuche mit anderen Zelllinien und/oder anderen 

Konzentrationen der beiden hier getesteten Inhibitoren wiederholt werden. 

Als mögliche Ursache für die beobachtete Radiosensibilisierung wurde die Inhibition 

der onkogenen MAPK/Erk und PI3K/Akt/mTOR Signalkaskaden (vgl. Abbildung 4-28, 

Abbildung 4-29 und Abbildung 5-5) untersucht, da bereits mehrere Forschungsgruppen 

zeigten, dass diese die zelluläre Strahlensensitivität modulieren können (Ding u. a., 

2013; Munshi & Ramesh, 2013; Schuurbiers u. a., 2009). Wie erwartet und im Einklang 

mit publizierten Daten für verschiedene Tumorentitäten (Davies u. a., 2007; Huynh u. 

a., 2007; Yeh u. a., 2007), inhibierte eine Behandlung mit AZD6244 den MAPK/Erk 

Signalweg, validiert durch eine verringerte Expression von p-Erk, obgleich die Phos-

phorylierung von Erk nicht vollständig unterbunden wurde (vgl. Abbildung 4-28). Die 

Inhibition der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade durch NVP-BEZ235 wurde durch ver-

minderte Phosphorylierung von Akt, S6 und 4E-BP1 belegt (vgl. Abbildung 4-29) und 

ist ebenfalls in Übereinstimmung mit bereits publizierten Daten für verschiedene Tu-

morentitäten (Kong u. a., 2010; Liu u. a., 2009b; Maira u. a., 2008; Manara u. a., 2010; 

Serra u. a., 2008). Erwähnenswert ist, dass eine längere Inkubation mit NVP-BEZ235 

zu einer Reduktion von Raf-1 führte (vgl. Abbildung 4-28). Dies impliziert eine Ver-

knüpfung der PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade, dem eigentlichen Ziel von 
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NVP-BEZ235, mit dem MAPK/Erk Signalweg, wie sie bereits auch mehrfach in der 

Literatur beschrieben wurde (Aksamitiene u. a., 2012; Grant, 2008; Mendoza u. a., 

2011). 

Um die Antwort der beiden getesteten Zelllinien auf eine Behandlung mit einem oder 

beiden der Inhibitoren sowie mit Bestrahlung genauer zu untersuchen, wurden Zellzyk-

lusanalysen durchgeführt. Eine Bestrahlung mit 8 Gy resultierte in beiden untersuchten 

Zelllinien in Änderungen der Zellzyklusverteilung, wobei zelllinienspezifische Unter-

schiede auftraten. So wurde in den bestrahlten SNB19 Zellen hauptsächlich ein G2/M-

Arrest gemessen, wohingegen in den A549 Zellen vor allem ein erhöhter Anteil an Zel-

len in der G1-Phase detektiert wurde (vgl. Abbildung 4-30 und Abbildung 4-31). Eine 

mögliche Ursache hierfür ist der unterschiedliche genetische Mutationsstatus des TP53 

Gens (Internetseite: „IARC TP53 Database“). So verursacht das wildtypische und somit 

funktionale p53 Tumorsuppressorprotein in den A549 Zellen einen Zellzyklusarrest in 

der G1-Phase, wohingegen diese Blockade am G1/S-Phase Kontrollpunkt in den TP53 

mutierten SNB19 Zellen nicht auftritt, weshalb diese nach Bestrahlung vermehrt in der 

G2/M-Phase akkumulieren. Die Western blot Ergebnisse untermauern die durchflusszy-

tometrisch erhaltenen Daten (vgl. Abbildung 4-32). So wurde in TP53 mutierten SNB19 

Zellen auch nach Bestrahlung p-Rb detektiert, was einen inaktiven G1/S Kontrollpunkt 

validiert, wohingegen in der TP53 wildtypischen A549 Zelllinie nach Bestrahlung eine 

deutliche Reduktion der Rb Phosphorylierung detektiert wurde, was für einen Blockade 

des G1/S Kontrollpunkts spricht (Kastan & Bartek, 2004; Massagué, 2004; Vermeulen 

u. a., 2003). 

Die Tatsache, dass eine Behandlung mit AZD6244 in beiden untersuchten Zelllinien 

eine Erhöhung des Anteils an Zellen in der G1-Phase in gleichem Maße in unbestrahlten 

als auch in bestrahlten Zellen bewirkte (vgl. Abbildung 4-31), lässt darauf schließen, 

dass es keine additiven oder synergistischen Effekte zwischen dem MEK-Inhibitor und 

der Bestrahlung in Bezug auf den Zellzyklus gab. Analog zu den bereits in den anderen 

Versuchsteilen gezeigten Daten (vgl. Kapitel 4.1.6 und 4.2.5.1) wurde nach Behandlung 

mit NVP-BEZ235 auch in den SNB19 und in den A549 Zellen eine erhöhte Fraktion an 

G1-Phase Zellen in unbestrahlten und ein erhöhter Anteil an G2/M-Phase Zellen in be-

strahlten Zellen beobachtet (vgl. Abbildung 4-31). Da diese Zellzyklusveränderungen in 

den mit NVP-BEZ235 behandelten Zellen auch 48 h nach Bestrahlung messbar waren, 

deutet dies auf einen stabilen Zellzyklusarrest hin. 
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Eine Kombination beider Inhibitoren hatte in unbestrahlten A549 Zellen keine weiteren 

Effekte auf den Zellzyklus, als die Inkubation mit NVP-BEZ235 alleine (vgl. Abbildung 

4-31). Dies lässt sich durch den starken Effekt von NVP-BEZ235 erklären, welcher eine 

synergistische Wirkung vollständig maskieren könnte. Die Hypothese, dass eine Kom-

bination von AZD6244 und NVP-BEZ235 auch in der Lungenkarzinomzelllinie A549 

synergistisch als Zytostatikum wirkt, sollte daher durch weitere Experimente mit ver-

ringerten NVP-BEZ235 Konzentrationen untersucht werden. In SNB19 Zellen hingegen 

korrelierte die Inhibition beider onkogener Signalwege mit einer deutlich erhöhten Pro-

portion an SNB19 Zellen in der G1-Phase (vgl. Abbildung 4-31) und einer deutlichen 

Reduktion von p-Rb (vgl. Abbildung 4-32). Dies lässt auf eine additive oder synergisti-

sche antiproliferative Wirkung von AZD6244 und NVP-BEZ235 in der Glioblastom-

zelllinie schließen, wie sie bereits für AZD6244 und NVP-BEZ235 in anderen Tumor-

entitäten nachgewiesen wurde (Grazia u. a., 2014; Migliardi u. a., 2012; Qu u. a., 2014). 

Die hier vorliegenden Ergebnisse sind allerdings die ersten, welche eine synergistische 

zytostatische Wirkung beider Inhibitoren in Glioblastomzellen validieren. 

Wie bereits in den untersuchten Glioblastomzelllinien DK-MG, GaMG, U87-MG und 

U373 (vgl. Kapitel 4.1.5) als auch in den beiden untersuchten Brustkarzinomzelllinien 

MDA-MB-231 und MCF-7 (vgl. Kapitel 4.2.5.2) hatte auch in SNB19 und A549 Zellen 

eine Behandlung mit NVP-BEZ235 zur Folge, dass 30 min nach einer Bestrahlung mit 

8 Gy weniger H2AX phosphoryliert wurde (vgl. Abbildung 4-34) als in den entspre-

chenden Kontrollen. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, wie bereits in den beiden an-

deren Projekten dieser Arbeit erwähnt, die Inhibition der DNA-PK, ATM und ATR Ki-

nasen als Nebenwirkung der Behandlung mit NVP-BEZ235 (Mukherjee u. a., 2012; 

Shortt u. a., 2013; Toledo u. a., 2011). Im Gegensatz zu den zuvor gezeigten Experi-

menten für die Glioblastom- und die Brustkrebszelllinien wurden sowohl in bestrahlten 

SNB19 als auch in bestrahlten A549 Zellen allerdings 48 h nach IR keine Unterschiede 

in der γH2AX Expression nach einer Behandlung mit einem oder beiden Inhibitoren 

gemessen (vgl. Abbildung 4-34 A und B). Dies lässt darauf schließen, dass die Repara-

tur der strahleninduzierten DNS-Schäden weder durch AZD6244, noch durch 

NVP-BEZ235, noch durch die Kombination beider Inhibitoren beeinflusst wurde. Der 

Unterschied in der Wirkung von NVP-BEZ235 im Vergleich zu den anderen Versuchs-

teilen ist wahrscheinlich durch die Tatsache bedingt, dass mit 50 nM eine deutlich nied-

rigere Konzentration des dualen PI3K/mTOR Inhibitors eingesetzt wurde, obgleich eine 
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zelllinienspezifische Reaktion ebenfalls möglich ist und in weiteren Experimenten un-

tersucht werden sollte. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die durch NVP-BEZ235 induzierte Radio-

sensibilisierung von SNB19 Glioblastom- und A549 Lungenkarzinomzellen durch Zu-

gabe des MEK-Inhibitors Selumetinib nicht erhöht wurde. Da allerdings mittlerweile 

über 36 verschiedene Inhibitoren der MAPK/Erk und über 92 Inhibitoren der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade kommerziell verfügbar sind (Internetseite: „MAPK 

Inhibitors“, Internetseite: „PI3K/Akt/mTOR Inhibitors“), sollte der hier dargestellte 

Versuchsaufbau der synergistischen Radiosensibilisierung durch kombinierte Inhibition 

der MAPK/Erk und PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade mit anderen Substanzen wieder-

holt werden, um das radiosensibilisierende Potential der Inhibition beider Signalwege 

voll auszuschöpfen. Obwohl keine synergistischen Effekte in Bezug auf die Strahlen-

sensitivität gemessen wurden, sind die Ergebnisse in Bezug auf eine synergetische zy-

tostatische Wirkung sehr vielversprechend, da nach kombinierter Zugabe beider Inhibi-

toren sowohl der MAPK/Erk als auch der PI3K/Akt/mTOR Signalweg inhibiert wurde 

(vgl. Abbildung 4-28 und Abbildung 4-29). Insbesondere die Daten für die SNB19 Zel-

len weisen auf ein therapeutisch relevantes Potential der Kombination von AZD6244 

und NVP-BEZ235 als Zytostatika bei der Behandlung von Glioblastoma hin, welches 

durch weitere in vitro und in vivo Versuche untersucht werden sollte. 
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6 SYNOPSIS 

6.1 ZUSAMMENFASSUNG 

Eine wichtige Standardtherapie in der modernen Behandlung von Krebserkrankungen 

ist die Strahlentherapie, in welcher Tumorzellen mittels ionisierender Strahlung geschä-

digt und abgetötet werden. Dabei soll die Schädigung des umgebenden Normalgewebes 

möglichst gering gehalten und trotzdem eine maximale Schädigung des Tumorgewebes 

erreicht werden. Deshalb sind neue Strategien zur Steigerung der Radiosensitivität des 

Tumorgewebes sehr wichtig, die es erlauben, bei gleicher Dosis eine verstärkte Strah-

lenantwort im Tumorgewebe zu erreichen.  Hier kommen zunehmend sog. Radiosensi-

bilisatoren zum Einsatz, die unter anderem onkogene Signalwege in den Tumorzellen 

inhibieren. Der PI3K/Akt/mTOR Signalweg stellt hierbei einen wichtigen Ansatzpunkt 

dar, da er in vielen Tumorentitäten dereguliert vorliegt und diese Signalkaskade bekann-

termaßen einen Einfluss auf die zelluläre Strahlensensitivität hat. Obwohl es für diesen 

Signalweg schon eine Reihe von Inhibitoren gibt, für die bereits neben einer anti-

proliferativen Wirkung auch ein radiosensibilisierender Effekt nachgewiesen wurde 

(z.B. Wortmannin und Rapamycin), machten eine geringe Spezifität, starke Nebenwir-

kungen und negative Rückkopplungsmechanismen im Signalweg, die die Wirkung des 

Inhibitors kompensieren, die Entwicklung neuer Inhibitoren notwendig. Das Imidazo-

quinolinderivat NVP-BEZ235 inhibiert den PI3K/Akt/mTOR Signalweg an mehreren 

Stellen gleichzeitig, indem es kompetitiv zu ATP das katalytische Zentrum von PI3K 

und mTOR blockiert. Für diesen kleinmolekularen, dualen Inhibitor gibt es bereits erste 

vielversprechende Forschungsergebnisse hinsichtlich einer radiosensibilisierenden Wir-

kung, allerdings sind die zugrunde liegenden molekularbiologischen Mechanismen noch 

nicht vollständig geklärt. Deshalb war das Ziel der vorliegenden Dissertation, in drei 

Teilprojekten mehrere Aspekte der NVP-BEZ235-induzierten Radiosensibilisierung 

aufzuklären: a) Einfluss des Behandlungsschemas für NVP-BEZ235 in vier Glioblas-

tomzelllinien mit unterschiedlichem PTEN und TP53 Mutationsstatus, b) Einfluss der 

Sauerstoffversorgung (Hypoxie, Normoxie, reoxygeniert nach Bestrahlung) auf die 

strahlensensibilisierende Wirkung von NVP-BEZ235 in zwei Mammakarzinomzellli-

nien, c) gleichzeitige Inhibierung des MAPK Signalwegs durch AZD6244 und der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade durch NVP-BEZ235 in zwei Zelllinien mit unter-

schiedlichem Mutationsstatus aus verschiedenen Tumorentitäten, um synergistische 

Effekte zu untersuchen. Um diese Fragestellungen zu beantworten, wurde im Rahmen 
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der Dissertation eine Auswahl an humanen Tumorzelllinien mit unterschiedlich deregu-

lierten Signalwegen bearbeitet. Dabei wurde die Expression von Schlüsselproteinen der 

MAPK/Erk und der PI3K/Akt/mTOR Signalwege analysiert und mit zellbiologischen 

Daten verschiedener phänotypischer Endpunkte nach Inhibitor Behandlung und Be-

strahlung integriert (Proliferationsrate, klonogenes Überleben, Zellzyklusaberrationen, 

DNS-Schäden und -Reparatur, Zelltod und Autophagie).  

Im Teilprojekt zum Behandlungsschema der NVP-BEZ235 Inhibierung und Bestrah-

lung konnte in vier Glioblastomzelllinien mit Behandlungsschema I (NVP-BEZ235 

Behandlung 24 Stunden vor Bestrahlung) kein radiosensibilisierender Effekt hinsicht-

lich klonogenem Überleben nachgewiesen werden, wohingegen Behandlungsschema II 

(NVP-BEZ235 Behandlung 1 h vor und im Anschluss an die Bestrahlung) unabhängig 

vom Mutationsstatus in allen vier Zelllinien eine starke Radiosensibilisierung bewirkte. 

Auf molekularer Ebene war zwischen beiden Behandlungsschemata für das anti-

apoptotische Protein Akt ein großer Unterschied zu beobachten, welches bei Behand-

lung nach Schema I zum Zeitpunkt der Bestrahlung überaktiviert, nach Behandlung mit 

Schema II hingegen inhibiert war. Weiterhin resultierte Behandlungsschema I in einem 

erhöhten Anteil der Zellen in der radioresistenteren G1-Phase des Zellzyklus zum Zeit-

punkt der Bestrahlung. Behandlungsschema II führte hingegen nach Bestrahlung zu 

einer verminderten Expression des Reparaturproteins Rad51 und damit zu verminderter 

DNS-Schadensreparatur und schließlich zu einem stabilen Arrest in der G2/M-Phase 

des Zellzyklus sowie zu verstärkter Apoptose (erhöhte Spaltung von PARP, erhöhter 

Anteil hypodiploider Zellen). Somit zeigen diese Ergebnisse, dass unabhängig vom 

PTEN und TP53 Mutationsstatus eine Radiosensibilisierung nur durch das Behand-

lungsschema II erreicht werden konnte. Ferner deuten die Ergebnisse der Proteinexpres-

sion darauf hin, dass durch NVP-BEZ235 ein negativer Rückkopplungsmechanismus 

ausgelöst wird, wodurch die PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade 24h nach Zugabe des In-

hibitors aktiviert und synergistische Effekte mit ionisierender Bestrahlung aufgehoben 

wurden. 

Im Teilprojekt zur Abhängigkeit der NVP-BEZ235 Inhibition vom Sauerstoffgehalt 

wurden in den beiden Brustkrebszelllinien MCF-7 (ER-positiv) und TN MDA-MB-231 

(TP53 mutiert) normoxische, hypoxische und nach Bestrahlung reoxygenierte Kultur-

bedingungen im Hinblick auf die Koloniebildungsfähigkeit nach NVP-BEZ235 Be-

handlung und Bestrahlung untersucht. Die beobachtete Radiosensibilisierung war unter 
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allen getesteten Bedingungen auf gleichem Niveau. In beiden Zelllinien bewirkte NVP-

BEZ235 eine Inhibition des anti-apoptotischen HIF-1α Proteins, eine stabile Inaktivie-

rung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges und eine Aktivierung der Autophagie. Nach 

Bestrahlung waren zudem erhöhte residuale DNS-Schäden und ein stabiler Arrest in der 

G2/M-Phase des Zellzyklus unter allen Oxygenierungsbedingungen in beiden Zelllinien 

zu beobachten. Eine Apoptose Induktion (Spaltung von PARP, hypodiploide Zellen) 

trat nur in der TP53 wildtypischen MCF-7 Zelllinie nach NVP-BEZ235 Behandlung 

auf. Somit konnte in beiden Zelllinien in allen pathophysiologisch relevanten Oxygenie-

rungszuständen eine sauerstoffunabhängige Radiosensibilisierung durch NVP-BEZ235 

gezeigt werden. 

Der bisher nicht erforschte Aspekt zur synergistischen Wirkung des MEK Inhibitors 

AZD6244 und des dualen PI3K/Akt/mTOR Inhibitors NVP-BEZ235 nach Bestrahlung 

wurde an der Glioblastomzelllinie SNB19 und der Lungenkarzinomzelllinie A549 an-

hand der Koloniebildungsfähigkeit der behandelten Zellen untersucht. Eine Behandlung 

mit dem MEK Inhibitor bewirkte lediglich eine moderate Radiosensibilisierung, wohin-

gegen der duale PI3K/Akt/mTOR Inhibitor beide Zelllinien in stärkerem Maße sensibi-

lisierte. Eine Kombination beider Inhibitoren resultierte bei keiner Zelllinie in einer 

Verstärkung der durch NVP-BEZ235 induzierten Radiosensibilisierung. Eine mögliche 

Erklärung für die fehlende Synergie im Bezug auf die Radiosensibilisierung können die 

gegensätzlichen Effekte der beiden Inhibitoren auf den Zellzyklus sein. Auf Proteinebe-

ne führte eine simultane Behandlung mit beiden Substanzen zur Inhibition beider Sig-

nalwege. Darüber hinaus war in SNB19 Zellen eine verstärkte Dephosphorylierung von 

Rb und ein erhöhter Anteil an G1-Phase Zellen bei kombinierter Gabe der Inhibitoren 

zu beobachten. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit die radiosensibilisierende Wirkung von 

NVP-BEZ235 in Abhängigkeit vom Behandlungsschema gezeigt werden. Ferner wurde 

nachgewiesen, dass die Radiosensibilisierung unabhängig von der Sauerstoffversorgung 

sowie von den PTEN und TP53 Mutationsstatus der Tumorzellen ist. Die kombinierte 

Inhibition der MAPK und PI3K/Akt/mTOR Signalwege resultierte zwar in einem ver-

stärkten zytostatischen, aber nicht in einem verstärkten radiosensibilisierenden Effekt. 

Da allerdings eine große Anzahl verschiedener Inhibitoren der MAPK/Erk und der 

PI3K/Akt/mTOR Signalkaskade verfügbar sind, sollte die kombinatorische Inhibition 

dieser Signalwege systematisch weiter verfolgt werden. Die vorliegende Arbeit liefert 
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auch weitere grundlegende Erkenntnisse zu den molekularen Mechanismen der Radio-

sensibilisierung durch NVP-BEZ235, die auch auf Verknüpfungen und Wechselwir-

kungen mit anderen als den bisher bekannten Proteinen hindeuten, die für jeden Inhibi-

tor aufgeklärt werden müssen, um eine effektive radiosensibilisierende Wirkung vorher-

sagen zu können. 

6.2 SUMMARY 

One important treatment option in modern cancer treatment is the radiotherapy, in 

which tumor cells are killed using the effects of ionizing radiation. A major clinical 

challenge is the minimization of toxicity to normal tissue with an optimized efficacy in 

tumor tissue at the same time. In order to meet this requirement, novel strategies are 

necessary to increase the radiosensitivity of tumor tissue aiming at an enhanced radia-

tion response in tumor cells at unchanged doses. For this purpose radiosensitizers are 

increasingly used, which often also inhibit oncogenic pathways in tumor cells. The 

PI3K/Akt/mTOR signaling cascade represents a key target since it is deregulated in 

many tumor types and since it is known that this pathway influences the cellular 

radiosensitivity. Even though a number of inhibitors with proven anti-proliferative and 

radiosensitizing properties are already available for the PI3K/Akt/mTOR pathway (e.g. 

Wortmannin and Rapamycin), some substantial drawbacks such as low specificity, 

strong side effects and negative feedback loops within the pathway causing failure of 

pathway inhibition, necessitate the development of novel inhibitors. NVP-BEZ235 is an 

imidazoquinoline derivate, which acts as a dual inhibitor of the PI3K/Akt/mTOR path-

way by inhibiting the catalytic domain of PI3K and mTOR in an ATP competitive man-

ner. There are already promising results published about a radiosensitizing effect of this 

small molecule inhibitor, however, the underlying molecular mechanisms are still not 

sufficiently clarified. For this reason, the aim of this doctoral thesis was to clarify sever-

al aspects of NVP-BEZ235-induced radiosensitization: a) impact of the treatment 

scheme of NVP-BEZ235 on four glioblastoma cell lines with different PTEN and TP53 

mutational status, b) impact of oxygen supply (hypoxia, normoxia, reoxygenation after 

irradiation) on the radiosensitizing effect of NVP-BEZ235 in two breast cancer cell 

lines, c) simultaneous inhibition of the MAPK/Erk pathway with AZD6244 and the 

PI3K/Akt/mTOR pathway with NVP-BEZ235 in two cell lines differing in their muta-

tional background and their origin in order to investigate synergistic effects on 

radiosensitization. In order to meet these aims, a selection of human tumor cell lines 
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with differentially deregulated pathways was used in this thesis. The expression of key 

proteins of the PI3K/mTOR and MAPK/Erk pathways were analyzed and integrated 

with phenotypic data (proliferation rate, clonogenic survival, cell cycle alterations, 

DNA damage and repair, cell death, autophagy) after inhibitor treatment and irradiation 

of cells. For this purpose, proliferation and colony forming assays as well as flow 

cytometry and Western blot analyses have been performed. 

The subproject investigating the treatment schemes of NVP-BEZ235 inhibition in com-

bination with irradiation demonstrated in four glioblastoma cell lines that treatment 

scheme I (NVP-BEZ235 treatment 24 h before irradiation) could not generate a 

radiosensitizing effect considering clonogenic survival. However, treatment scheme II 

(NVP-BEZ235 treatment 1 h before and after irradiation) resulted in a strong 

radiosensitization in each cell line independently of the mutation status. At protein lev-

el, a remarkable difference between the two treatment schemes was observed for the 

expression of the anti-apoptotic protein Akt, which was overexpressed at the time of 

irradiation under scheme I, whilst it was inhibited under treatment of scheme II. 

Scheme I also resulted in an elevated proportion of cells in the more resistent G1-phase 

of the cell cycle at the time of irradiation. On the other hand, scheme II caused a re-

duced expression of the repair protein Rad51 and a diminished DNA repair after irradia-

tion. Also, a stable arrest in the G2/M-phase of the cell cycle and increased apoptosis 

(increased cleavage of PARP and elevated proportions of hypodiploid cells) were no-

ticed under scheme II conditions. Thus, these findings demonstrate a radiosensitization 

only under conditions of treatment scheme II and that this radiosensitization was inde-

pendent of PTEN and TP53 mutations. Moreover, the data on protein expression indi-

cate a negative feedback loop that was induced by NVP-BEZ235 resulting in an activa-

tion of the PI3K/Akt/mTOR pathway 24 h after inhibitor treatment and leading to abro-

gation of the synergistic effects with irradiation. 

The impact of the oxygen supply on NVP-BEZ235 inhibition was studied within the 

second subproject, using the breast cancer cell lines MCF-7 (ER-positive) and TN 

MDA-MB-231 (TP53 mutated) under normoxia, hypoxia and reoxygenation after irra-

diation with respect to colony formation after NVP-BEZ235 treatment and irradiation. 

A radiosensitization was observed for each condition at the same level. NVP-BEZ235 

caused in each cell line an inhibition of the anti-apoptotic HIF-1α protein, a stable inac-

tivation of the PI3K/Akt/mTOR pathway and an activation of autophagy. An increase of 
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residual DNA damage and a stable arrest in the G2/M-phase of the cell cycle were also 

noticed for all oxygen conditions after irradiation in both cell lines. An induction of 

apoptosis (cleavage of PARP, hypodiploid cells) was only seen after NVP-BEZ235 

treatment in the wildtype TP53 MCF-7 cell line. Thus, a radiosensitization independent 

of the oxygen supply became apparent for all oxygen conditions tested. 

The aspect of the synergistic effect after irradiation of the MEK inhibitor AZD6244 and 

of the dual PI3K/mTOR inhibitor NVP-BEZ235 was examined for the first time within 

the third subproject. For this purpose, the colony formation ability was analyzed for the 

glioblastoma cell line SNB19 and for the lung carcinoma cell line A549. The MEK in-

hibitor AZD6244 only caused a moderate radiosensitization whereas the dual 

PI3K/Akt/mTOR inhibitor NVP-BEZ235 resulted in a stronger radiosensitization com-

pared to AZD6244. A combinatorial treatment with both inhibitors did not show a gain 

of the radiosensitizing effect of NVP-BEZ235 in any cell line. One possible explanation 

for the missing synergy in terms of radiosensitization could be the adverse effects on the 

cell cycle observed after combined inhibition. At the protein level the simultaneous 

treatment with both inhibitors caused an inhibition of both pathways. An increased 

dephosphorylation of Rb and an elevated proportion of G1-phase cells were observed in 

SNB19 cells after combinatorial treatment. 

Within the scope of this doctoral thesis a radiosensitizing effect of NVP-BEZ235 was 

clearly demonstrated depending on the treatment scheme. It was shown that the 

radiosensitization was independent of the oxygen supply and the PTEN and TP53 muta-

tional status of the tumor cells. The simultaneous inhibition of the MAPK/Erk and 

PI3K/Akt/mTOR pathways caused an increased cytostatic effect on tumor cells, but did 

not result in an elevated radiosensitization. However, a large number of different inhibi-

tors of the MAPK/Erk and the PI3K/Akt/mTOR signaling cascades are available so far 

and therefore the specific examination of a combinatorial inhibition of these pathways 

should be continued. This doctoral thesis also provides basic research findings of the 

molecular mechanisms of radiosensitization induced by NVP-BEZ235 pointing to links 

and interactions with so far unknown proteins. These protein and network interactions 

should be clarified for each inhibitor in order to predict a specific effect on 

radiosensitization. 
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7 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

4E-BP1 Translation initiation factor 4E binding protein 

a. u. Arbitrary units, relative Einheiten 

AKT Proteinkinase B, Proteinkinase im PI3K/AKT/mTOR Signalweg 

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated  

ATP Adenosintriphosphat 

ATR Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein 

AZD6244 6-(4-bromo-2-chloroanilino)-7-fluoro-N-(2-hydroxyethoxy)-3-

methylbenzimidazole-5-carboxamide, Selumetinib 

BRCA1 Breast Cancer 1, Brustkrebsgen 1 

BRCA2 Breast Cancer 2, Brustkrebsgen 2 

BSA Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin 

CA9 Carbonic anhydrase 9 

Caspase Cysteinyl-Aspartate-spezifische Proteasen 

CDC2 Cell division cycle protein 2 = CDK1 

CDK1 Cyclin dependent kinase1, cyclinabhängige zellzyklusregulierende 

Kinase 

CDK4 Cyclin dependent kinase4, cyclinabhängige zellzyklusregulierende 

Kinase 

CGM Complete growth medium, Zellkulturmedium inkl. Zusätze 

D10 Bestrahlungsdosis, bei der 10 % der Zellen überleben 

Da Dalton, Einheit für Proteinmasse 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol, DNS-Fluoreszenzfarbstoff 

DDR DNA damage response, Antwort auf DNS-Schäden 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA-PK DNA dependent protein kinase 

DNase Desoxyribonuklease 

DNS Desoxyribonukleinsäure 

DSB Double strand break 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamidtetraacetat 

EGFR Epidermal growth factor receptor 
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ER Estrogen receptor, Östrogenrezeptor 

Erk Extracellular regulated kinase 

FACS Fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie 

FCS Fetal calf serum, fötales Kalberserum 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

GTP Guanosintriphosphat 

H2DCFDA 2',7'-dichlorodihydrofluorescein-diazetat 

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2, Humaner epidermaler 

Wachstumsfaktorrezeptor 2 

HR Homologe Rekombination 

I10 Growth inhibition factor, berechnet sich aus D10 Kontrolle/D10 Inhibi-

tor 

IR Irradiation, Bestrahlung 

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MEK Mitogen activated ERK kinase 

MEM Modified Eagle Medium 

mRNA Messenger RNA 

MW Mittelwert 

n. d. Nicht detektierbar 

NHEJ Non homologous end joining 

NVP-BEZ235 2-Methyl-2-{4-[3-methyl-2-oxo-8-(quinolin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-

imidazo[4,5-c]quinolin-1-yl]phenyl}propanenitrile, Dactolisib 

OER Oxygen enhancement ratio, Sauerstoffeffekt 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PARP Poly ADP ribose polymerase, DNS-Reparaturprotein 

PBS Phosphate buffer saline, phosphatgepufferte Salzlösung 

PE Plattiereffizienz 

PgR Progestrone receptor, Progesteronrezeptor 

PI Propidiumiodid, DNS-Fluoreszenzfarbstoff 

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PIP1 Phosphatidylinositol-3-phosphat 

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat 
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PTEN Phosphatase and Tensin homolog, Tumorsuppressorprotein im 

PI3K/AKT/mTOR Signalweg 

RAF-1 Rapidly accelerated fibrosarcoma 

RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer 

RNase Ribonuklease 

Rpm Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 

RT Raumtemperatur 

SD Standard deviation, Standardabweichung 

SDS Sodiumdodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat 

SE Standard error, Standardfehler 

SF2 Surviving fraction at 2 Gy, Zellanteil der eine Bestrahlung mit 2 Gy 

überlebt 

TN Triple negative, Zellen die keine Expression von ER und PgR, sowie 

keine Überexpression von HER2 zeigen 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

γH2AX Histonvariante H2AX an Serin 139 phosphoryliert, Marker für DNS-

Doppelstrangbrüche  
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8 ABSCHLUSSARBEITEN 

Rico Brendke: „Einfluss des neuartigen dualen mTOR- und PI3K-Inhibitors NVP-

BEZ235 auf die Strahlenempfindlichkeit humaner Glioblastomzelllinien“ betreut von 

Prof. Dr. Djuzenova, August 2011 

Emre Cörek: „Modulation der Strahlenempfindlichkeit humaner Mammakarzinom-

Zelllinien mittels des neuartigen dualen PI3K- und mTOR-Inhibitors NVP-BEZ235. 

Einfluss von Hypoxie“ betreut von Prof. Dr. Djuzenova, Juli 2012 

Dorothea Graus (geb. Englisch): „Modulation der Strahlenempfindlichkeit humaner 

Glioblastomzelllinien unterschiedlichen PTEN-Status mittels des neuartigen dualen 

mTOR- und PI3K-Inhibitors NVP-BEZ235“ betreut von PD Dr. Sukhorukov, Novem-

ber 2011 

Weiterhin wurden Daten von Paul Lutyj verwendet, welche im Rahmen seiner medizi-

nischen Doktorarbeit, betreut von Prof. Dr. Djuzenova, entstanden sind. Diese ist zum 

Zeitpunkt der Einreichung dieser Dissertation noch nicht fertiggestellt, weshalb kein 

finaler Titel und Abgabedatum der Arbeit von Paul Lutyj angegeben werden können. 
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