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1 Einleitung 

1.1 Das kolorektale Karzinom  

Das kolorektale Karzinom ist die häufigste bösartige Tumorerkrankung des 

Gastrointestinaltrakts des Menschen (Torre et al., 2015; Sung et al., 2021). Jährlich 

werden weltweit ca. 2 Millionen neue Fälle diagnostiziert, während ca. 900 000 

Menschen im selben Zeitraum daran versterben (Brenner et al., 2014; Sung et al., 2021). 

 

Der Großteil der kolorektalen Karzinome entsteht über einen Zeitraum von mehreren 

Jahren in einer Abfolge, die als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet wird (Fearon, 

Vogelstein, 1990). Diese so genannten sporadischen kolorektalen Karzinome entwickeln 

sich aus normalem (nicht-transformiertem) Darmepithel durch klonal akkumulierende 

Zellen, die verschiedene Mutationen tragen und ein dysplastisches Darmepithel bilden, 

aus dem ein Adenom mit dysreguliertem und lokal verdrängendem Wachstum entsteht 

als Vorstufe zum invasiv wachsenden und metastasierungsfähigen Karzinom. Bei 70 % 

der sporadischen kolorektalen Karzinome liegt beim Übergang vom Adenom zum 

Karzinom eine Mutation in einem Gen vor, das als „Adenomatöse Polyposis Coli“ oder 

APC bezeichnet wird und für das Tumorsuppressorprotein APC kodiert (Fearon, 2011; 

Brenner et al., 2014). Mutiertes APC (-Protein) hat seine Fähigkeit verloren, das Protein 

β-Catenin zu hemmen, das im pro-proliferativen Signalweg Wnt1) als Mitglied eines 

Transkriptionsfaktor-Komplexes die Aktivierung proliferationsinduzierender Gene im 

Zellkern kontrolliert (Schneikert, Behrens, 2007). Weitere relevante Mutationen beim 

Übergang vom Adenom zum Karzinom stellen in aller Regel eine aktivierende Mutation 

im Onkogen KRAS2) und eine deaktivierende Mutation im Tumorsuppressorgen TP533) 

dar (Fearon, 2011). 

 
1 Der Wnt-Signalweg ist entscheidend an der regelmäßigen und koordinierten Erneuerung des Darmepithels beteiligt. Durch Wnt-
abhängige Wachstumsfaktoren wird eine Kaskade aktiviert, die die Expansion von epithelialen Stammzellen in den Krypten des 
Darms und das gezielte Absterben von Darmepithelzellen kontrolliert (Schneikert, Behrens, 2007).  
2 Die Ras-Familie ist eine Gruppe G-Protein-gekoppelter Kinasen, die als nachgelagerte („downstream“) Effektoren verschiedener 
Wachstumsfaktoren fungieren und pro-proliferativ wirken. Ein Mitglied dieser Gruppe, KRAS (Kirsten rat sarcoma virus), ist in ca. 
40 % der kolorektalen Karzinome des Menschen mutiert und überaktiv (Fearon, 2011).  
3 Das Gen TP53 kodiert für das Protein p53, ein Schlüsselprotein bei der transkriptionellen Regulation Zellzyklus-regulierender 
Faktoren. Im Fall von Zellstress aktiviert p53 Zellzyklusarrest oder Apoptose. Verliert p53 seine Funktion, kann die Zelle unkontrolliert 
proliferieren. Somit weist p53 Eigenschaften eines Tumorsuppressors auf (Fridman, Lowe, 2003).  
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Neben der chirurgischen Therapie als die Hauptsäule der lokalen Tumortherapie des 

kolorektalen Karzinoms wird die medikamentöse Tumortherapie spätestens ab dem 

Zeitpunkt einer Lymphknotenmetastasierung zum Teil des Therapieregimes (S3-Leitlinie 

Kolorektales Karzinom, Deutsche Krebsgesellschaft, 2019). Bei der medikamentösen 

Therapie wird zwischen der klassischen zytostatischen Therapie, vor allem mit Fluoro-

pyrimidinen und Platin-basierten Substanzen (Yee, 2018), und der gezielten Krebs-

therapie ("targeted therapy") unterschieden (Stintzing et al., 2009).  

 

Für die klassischen zytostatischen Therapeutika wurde lange Zeit angenommen, dass ihr 

Hauptmechanismus darin zu sehen ist, Schäden an der DNA – hierzu zählen z. B. Strang-

brüche – zu verursachen und damit entsprechende Signalwege zu aktivieren, die zur 

Behebung des Schadens DNA-reparierende Mechanismen in Gang setzen. Bleibt die 

Ursache ihrer Aktivierung unbeseitigt, wird die Tumorzelle in den programmierten 

Zelltod (Apoptose) überführt (Drygin et al., 2010).  

 

Erste Indizien, dass die Induktion von Apoptose durch DNA-reparierende Mechanismen 

nicht als der Hauptmechanismus klassischer Zytostatika gesehen werden kann, kamen 

aus dem Vergleich von Cisplatin, ein Platin-haltiges Zytostatikum, mit seinem Analogon 

Transplatin. Beide aktivieren DNA-reparierende Mechanismen, aber nur Cisplatin zeigt 

einen inhibierenden Effekt auf das Tumorwachstum. Der wesentliche Unterschied auf 

molekularer Ebene zwischen Cisplatin und Transplatin war die Fähigkeit zur Hemmung 

der Synthese ribosomaler RNA (Jordan, Carmo-Fonseca, 1998). Da Cisplatin hierzu in der 

Lage ist und damit auch die Ribosomenbiogenese (Kapitel 1.2) negativ beeinflusst, 

Transplatin aber nicht über diese Fähigkeit verfügt, konnte die Ursache für den 

zytostatischen Effekt von Cisplatin nicht (ausschließlich) in der Aktivierung DNA-

reparierender Mechanismen liegen, sondern musste in der Hemmung der 

Ribosomenbiogenese zu suchen sein. Auch für andere Vertreter klassischer 

Chemotherapeutika wie 5-Fluorouracil und Methotrexat wurde ein negativer Einfluss 

auf die Ribosomenbiogenese nachgewiesen (Burger et al., 2010; Brighenti et al., 2015).  
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Dass die Ribosomenbiogenese ein tumorspezifisches Target für einen generell neuen 

Ansatz zu einer gezielten Tumortherapie ("targeted therapy") sein könnte (Burger et al., 

2010; Brighenti et al., 2015; Ferreira et al., 2020; Schmidt et al., 2020), sollte in der 

vorliegenden Arbeit an Zellen des kolorektalen Karzinoms untersucht werden.  

 

1.2 Die Ribosomenbiogenese  

Die Ribosomenbiogenese findet in sämtlichen eukaryotischen Zellen in stark konser-

vierten Syntheseschritten im Nucleolus4) und zum Teil im Zytosol statt (Abbildung 1.1). 

Ribosomen, Orte der Proteinbiosynthese, bestehen aus ribosomaler RNA (rRNA) und 

ribosomalen Proteinen, abgekürzt als RPs bezeichnet (Kressler et al., 2010).  

 

Die für die rRNA kodierenden ribosomalen DNA-Abschnitte (rDNA) setzen sich aus 

repetitiven Genabschnitten zusammen, die im Tandem mit hohen Transkriptionsraten 

abgelesen werden (Kobayashi, 2014). Das erste durch die DNA-abhängige RNA-

Polymerase I (Pol I) gebildete (Präkursor-) Transkript wird als 47S-Prä-rRNA bezeichnet, 

das einer Prozessierung unterliegt, bei der bestimmte Abschnitte wie die am 5'- und 3'-

Ende gelegenen "external transcribed spacers" (ETS) entfernt werden und die 45S-Prä-

rRNA als stabileres Produkt entsteht (Popov et al., 2013). Die 45S-Prä-rRNA wird in 

weiteren Schritten zu den „funktionellen“ rRNAs 18S, 28S und 5,8S prozessiert, die zu 

den Bestandteilen der Ribosomen zählen.  

 

Ribosomen eukaryotischer Zellen bestehen aus einer 40S und 60S ribosomalen Unter-

einheit, die jeweils unterschiedliche rRNAs und unterschiedliche Anteile an RPs 5 ) 

 
4 Der Nucleolus ist ein funktionelles Subkompartiment des Nucleus und kann bereits mit einer Hämalaun/Eosin (H&E)-Färbung 

lichtmikroskopisch sichtbar gemacht werden und so vom Nucleus abgegrenzt werden. Grund für die Anfärbbarkeit ist der hohe 
Proteingehalt des Nucleolus, hauptsächlich durch aus dem Zytoplasma stammende ribosomale Proteine. Zusätzlich ist der Nucleolus 
der Ort der Synthese ribosomaler RNA (rRNA) durch die DNA-abhängige RNA Polymerase I (Pol I) und der Bildungsort der beiden 
ribosomalen Untereinheiten 40S und 60S (Prä-Ribosomen), die sich im Zytosol zu funktionellen Ribosomen zusammenlegen 
(Derenzini et al., 2009).  
5 Die 40S-Unterheit besteht aus 32 RPs und der 18S rRNA, die 60S-Untereinheit aus 47 RPs und der 28S, 5,8S und 5S rRNA (Brighenti 

et al., 2015). 



 

4 
 

aufweisen (Kressler et al., 2010). Die rRNAs 6 ) werden mit den aus dem Zytosol 

importierten RPs im Nucleolus zu den beiden ribosomalen Untereinheiten 40S und 60S 

(„Prä-Ribosomen“) zusammengefügt, die, exportiert ins Zytosol, dort funktionelle Ribo-

somen bilden (Abbildung 1.1). Die Messenger-RNA (mRNA) mit der genetischen 

Information für jeweils eine der zahlreichen RPs wird von der RNA-Polymerase II (Pol II) 

transkribiert und an Ribosomen im Zytosol translatiert.  

 

Die Ribosomenbiogenese beansprucht einen Großteil der zellulären Energiereserven 

(Warner, 1999). Die hohe Transkriptionsrate der rDNA führt bereits in nicht-

transformierten Zellen dazu, dass neu synthetisierte rRNAs den größten Anteil an der 

zellulären RNA ausmachen (Popov et al., 2013). In Tumorzellen muss die stark erhöhte 

Zellproliferation durch eine gesteigerte („hyperaktive“) Ribosomenbiogenese gewähr-

leistet werden (Penzo et al., 2019). Nur so können Tumorzellen ihre "replikative 

Immortalität" als tumorspezifisches Charakteristikum (ein „Hallmark of Cancer“) auf-

rechterhalten (Hanahan, Weinberg, 2011).  

 

Abbildung 1.1: Die Ribosomenbiogenese eukaryotischer Zellen. Eigener Entwurf erstellt nach Informa-
tionen von u. a. Kressler et al., 2010. Zur Erklärung siehe Text.  

 

 
6 Die drei rRNAs, die aus der 45S-Prä-rRNA prozessiert werden (5.8S, 18S, 28S) und die 5S rRNA, die von der DNA-abhängigen RNA 

Polymerase III transkribiert wird (Costanzo et al., 2001). 
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In der Literatur häufen sich Hinweise, dass neoplastische Zellen durch einen Verlust von 

Regulationsmechanismen nicht nur eine gesteigerte (hyperaktive), sondern auch eine 

fehlgesteuerte (dysregulierte) Ribosomenbiogenese zeigen (Diesch et al., 2014). 

Ursache hierfür sind u. a. Onkogene, die an der Dysregulation der Ribosomenbiogenese 

während der neoplastischen Transformation beteiligt sind. So bewirkt u. a. eine 

Mutation im MYC-Gen7), die auch im kolorektalen Karzinom häufig auftritt (Marmol et 

al., 2017), dass das mutierte Protein MYC die Aktivität der rDNA transkribierenden Pol I 

direkt positiv beeinflusst (Dai, Lu, 2008; Tsoi et al., 2017).  

 

Die Erkenntnis, dass Tumorzellen eine erhöhte und dysregulierte Ribosomenbiogenese 

aufweisen (Diesch et al., 2014), legt nahe, diese Besonderheit der Tumorzelle als 

Grundlage für eine Tumortherapie zu nutzen (Drygin et al., 2010). Diese Möglichkeit 

überrascht aufgrund der Universalität der Ribosomenbiogenese, doch scheinen tatsäch-

lich Ausmaß und „Qualität“ der Ribosomenbiogenese – hyperaktiv und dysreguliert in 

der Tumorzelle, „normal“ und reguliert in der nicht-transformierten Zelle – den 

entscheidenden Unterschied auszumachen, der für eine spezifische Hemmung der 

Ribosomenbiogenese in der Tumorzelle relevant ist (Brighenti et al., 2015).  

 

Dass eine hyperaktive, dysregulierte Ribosomenbiogenese auch von prognostischer 

Relevanz sein kann, wurde für das kolorektale Karzinom gezeigt. So haben Patienten mit 

einer Überexpression der 45S-Prä-rRNA (s. oben) im Tumorgewebe (als Zeichen einer 

gesteigerten Ribosomenbiogenese) ein deutlich schlechteres Überleben als Patienten, 

deren Tumorgewebe keine gesteigerte Expression der 45S-Prä-rRNA aufweist (Tsoi et 

al., 2017). 

 

 
7 Das MYC-Gen kodiert für c-MYC (oder MYC), ein Onkoprotein, das Zell-Wachstum, Proliferation und Apoptose reguliert. Es fördert 

Zellwachstum, indem es in die Transkription von Zellzyklus-regulierender Gene eingreift. Viele Zielstrukturen von MYC sind an der 
Proteinsynthese der Zelle beteiligt, unter anderem auch ribosomale Untereinheiten. Einen Gegenspieler von MYC stellt p21 dar 
(Arabi et al., 2005).  
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1.3 CX-5461 als ein Inhibitor der Ribosomenbiogenese 

Die Möglichkeit zu einer selektiven Hemmung der Ribosomenbiogenese in Tumorzellen 

hat die Suche nach geeigneten Kandidaten angestoßen. Mit CX-5461 wurde eine nieder-

molekulare Substanz, ein small molecule, identifiziert, die über diese Eigenschaft verfügt 

und für die orale Einnahme geeignet ist (Drygin et al., 2011; Haddach et al., 2012).  

 

Der antiproliferative Effekt von CX-5461 wurde bereits erfolgreich in vitro an Tumor-

zellen hämatologischen Ursprungs untersucht, aber auch an Tumorzelllinien solider 

Tumoren (Cornelison et al., 2017). Die Wirksamkeit von CX-5461 wurde an humanen 

Tumoren im Xenograft-Mausmodell bestätigt; hierzu erhielten immuninkompetente 

Mäuse Zellen etablierter Tumorzelllinien (Drygin et al., 2011). Aktuell wird CX-5461 in 

klinischen Studien getestet mit ersten Ergebnissen aus einer Phase-I-Studie, die eine 

gute Verträglichkeit zeigen bei geringen Nebenwirkungen aus dem dermatologischen 

Formkreis, die gut therapierbar waren (Khot et al., 2019).  

 

Der antiproliferative Effekt von CX-5461 hat seinen Auslöser in der spezifischen 

Hemmung der Pol I und ein damit einhergehender Mangel an rRNAs als wichtiger funk-

tioneller Bestandteil (neben RPs) von Ribosomen führt zu einer Akkumulation von RPs 

in den Nucleoli (Abbildung 1.2 und 1.3). 

 

Wird ein dynamischer Prozess wie die Ribosomenbiogenese, der auf eine kontinuierlich 

abgestimmte Zufuhr an rRNAs und RPs angewiesen ist, gestört, so führt dies in der Zelle 

zu Stress wie jede Abweichung vom physiologischen Normalzustand. Der durch CX-5461 

ausgelöste Stress hat seine Ursache im Nucleolus und wird daher als nucleolärer Stress 

bezeichnet (Brighenti et al., 2015; Nishimura et al., 2015). Die hieran beteiligten 

relevanten intrazellulären Signalwege werden über p53 und dem Retinoblastom (Rb)-

Protein8 vermittelt (Dick, Rubin, 2013). Beide Signalwege sind außerdem in der Lage, 

 
8 Das Retinoblastom (Rb)-Protein kontrolliert den Zellzyklus, indem es an E2F, eine Familie von Transkriptionsfaktoren, bindet und 

damit deren Funktion supprimiert. E2F ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt und vermittelt den Übergang aus der G1-Phase 
in die S-Phase. Aktives (dephosphoryliertes) Rb inaktiviert E2F und löst damit einen Zellzyklusarrest aus (Dick, Rubin, 2013). Rb wird 
unter anderem durch Cyclin-abhängige Kinasen phosphoryliert und damit inaktiviert (Lessard et al., 2018). 
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eine irreversible Form des Zellzyklusarrest, bekannt als zelluläre Seneszenz, auszulösen 

(Drygin et al., 2011; Nishimura et al., 2015; Lessard et al., 2018).  

 

Abbildung 1.2: Die Hemmung der Ribosomenbiogenese durch CX-5461. Eigener Entwurf erstellt nach 

Informationen von u. a. Nishimura et al. (2015). Zur Erläuterung siehe Text.  

 

Die nucleoläre Akkumulation von RPs, Konsequenz einer durch CX-5461 vermittelten 

Pol I-Inhibition, ist immunhistologisch in kolorektalen Karzinomzellen nachweisbar 

(Abbildung 1.3) und mit dem molekularen Bild einer gestörten Ribosomenbiogenese 

vereinbar (Abbildung 1.2).  

 

Abbildung 1.3: Akkumulation ribosomaler Pro-

teine im Zellkern CX-5461-behandelter Zellen. 

Die linke Teilabbildung zeigt unbehandelte und 

die rechte mit 0,5 µmol/L CX-5461 für 7 Tage 

inkubierte LS174t-Zellen. Blau: DAPI (Kern-

färbung). Grün: ribosomale RPL29-Proteine (Wild 

et al., 2010). Repräsentative Immunfluoreszenz-

Färbung bei 100-facher Vergrößerung. Konfokale 

Mikroskopie-Aufnahme (Otto et al., 2021).  
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Der durch CX-5461 ausgelöste nucleoläre Stress (Abbildung 1.2) aktiviert auch Signal-

wege, deren Gemeinsamkeit darin besteht, DNA-reparierende Mechanismen in Gang zu 

setzen (van Sluis, McStay, 2019). Solche Signalwege werden als „DNA-Damage-

Response“ (DDR) bezeichnet und sollen Manifestierungen von Mutationen in der DNA 

verhindern (Negi, Brown, 2015b; Quin et al., 2016). Das zur Aktivierung eines zum DDR 

führenden Schadensbild reicht von der Modifikation einer einzelnen Base bis zum DNA-

Doppelstrangbruch. Kann der Schaden nicht repariert werden, führen DDR-Signalwege 

zur Auslösung von Apoptose oder zu einer irreversiblen Zellzyklus-Arretierung mit 

Ausbildung eines seneszenten Zellphänotyps (Quin et al., 2016). 

 

Der Grund dafür, dass es bei nucleolärem Stress zu einer Aktivierung von DDR-

Signalwegen kommt, ist in der stark erhöhten transkriptionellen Aktivität im Nucleolus 

zu sehen. Bereiche der ribosomalen DNA werden häufiger transkribiert als andere 

Genabschnitte, was die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von DNA-Schäden im 

Nucleolus deutlich erhöht (van Sluis, McStay, 2019). Auch verfügt CX-5461 vermutlich 

über einen direkten DNA-schädigenden Effekt, indem es in Guanin-haltigen Bereichen 

der ribosomalen DNA die Ausbildung viersträngiger Strukturen (so genannte G-

Quadruplexe) auslöst mit aktivierender Wirkung auf DDR-Signalwege (Bruno et al., 

2020). DDR-vermittelnde Signalwege können somit auch bei nucleolärem Stress aktiv 

sein (Abbildung 1.4).  

 

 
Abbildung 1.4: Durch CX-5461 beeinflusste Signalwege bei nucleolärem Stress. Eigener Entwurf erstellt 

nach Literaturangaben. Zur Erläuterung siehe Text. 
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1.4 Zum antiproliferativen Effekt von CX-5461  

Der antiproliferative Effekt von CX-5461 zeigt sich bei hämatologischen Tumorzellen in 

der Induktion von Apoptose (Drygin et al., 2011) und bei Tumorzellen solider Tumor-

entitäten in der Induktion zellulärer Seneszenz (Drygin et al., 2011; Salama et al., 2014; 

Petrova et al., 2016). Der Grund dafür, dass CX-5461 in hämatologischen und 

epithelialen Tumorzellen unterschiedliche antiproliferative Signalwege akti-

viert – Apoptoseinduktion in hämatologischen Tumorzellen und Seneszenzinduktion in 

epithelialen Tumorzellen – ist gegenwärtig nicht verstanden.  

 

Die für seneszente Zellen charakteristische irreversible Zellteilungsinaktivität führt nicht 

zu ihrer physischen Eliminierung, sondern sie zeigen sich (nahezu) dauerhaft 

persistierend. Dies gilt auch für den durch CX-5461 induzierten seneszenten Zell-

phänotyp. Eine Kombination aus CX-5461 und solchen Substanzen, die seneszente 

Zellen selektiv in Apoptose überführen, erscheint somit sinnvoll (Abbildung 1.5). 

Substanzen mit dieser Eigenschaft werden als Senolytika bezeichnet (Zhu et al., 2014; 

Zhu et al., 2015). Da zu Beginn der Arbeit nicht abgeschätzt werden konnte, welches 

antiproliferative Phänomen, Apoptose oder Seneszenz, CX-5461 in kolorektalen 

Karzinomzelllinien auslöst, wurde die Möglichkeit, CX-5461 mit einem Senolytikum zu 

kombinieren, bereits in Betracht gezogen, um so dem Ziel einer selektiven 

Tumorzelleliminierung näher zu kommen. Hierbei wurde sich für Navitoclax, ein Bcl-

Inhibitor, entschieden, der in der Lage ist, in seneszenten Zellen anti-apoptotische 

Signale zu hemmen und Apoptose zu induzieren (Zhu et al., 2016). 

 

Proteine aus der Bcl-Familie sind als intrinsische9) Regulatoren der Apoptose bekannt, 

wobei einige Mitglieder anti-apoptotische Effekte auslösen (Baig et al., 2016). Die 

Apoptose-Resistenz von seneszenten Zellen wird auf eine Dominanz von anti-apoptoti-

schen Signalen zurückgeführt (Cheng et al., 2001; Zhu et al., 2016). Inhibitoren wie 

 
9 Beim programmierten Zelltod (Apoptose) wird zwischen einem extrinsischen und intrinsischen Aktivierungsweg unterschieden, 

der in beiden Fällen zur Aktivierung von Effektor-Caspasen führt. Im Mittelpunkt des intrinsischen Weges steht die Stabilisierung 
der Mitochondrienmembran, wobei Proteine der Bcl-Familie entscheidende Regulatorfunktionen übernehmen, die sich in pro- und 
anti-apoptotische Effekte unterscheiden lassen (Baig et al., 2016). 
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Navitoclax, die anti-apoptotisch wirkende Proteine hemmen, können eine Zelle in 

Apoptose überführen (Abbildung 1.5).  

 

 
Abbildung 1.5: Hypothese zum Wirkmechanismus der Kombination aus CX-5461 und Navitoclax. 

Tumorzellen zeigen sich resistent gegenüber pro-apoptotischen Signalen, da bei ihnen das anti-

apoptotische Potential stark ausgebildet ist (linke Waage). Unter dem Einfluss von CX-5461 geht die 

Tumorzelle in einen seneszenten Zustand über, bei dem sich ein Gleichgewicht zwischen Bcl-Proteinen 

mit pro- und anti-apoptotischen Eigenschaften einstellt (mittlere Waage). Durch Zugabe von Navitoclax 

werden Bcl-Proteine mit anti-apoptotischen Eigenschaft gehemmt (bildlich gesprochen wird ihr Anteil 

zurückgedrängt), wodurch Bcl-Proteine mit pro-apoptotischen Eigenschaften dominieren (rechte Waage) 

und seneszente Tumorzellen in Apoptose überführen. Eigener Entwurf erstellt nach Literaturangaben 

(Tchkonia et al., 2013; Baig et al., 2016; Timucin et al., 2019).  

 

Das Ansprechen von Zellen auf apoptotische Signale wird bereits klinisch bei 

Tumorentitäten wie Leukämien umgesetzt, die erhöhte Anteile des anti-apoptotischen 

Proteins Bcl-2 aufweisen. Bcl-2 Inhibitoren wie Navitoclax blockieren Bcl-2 und führen 

die Zelle in Apoptose. Dass Navitoclax auch die Eigenschaft eines Senolytikums zeigt, ist 

erst seit kurzem bekannt (Zhu et al., 2016). Ein Vorteil, der sich aus der Kombination 

zweier Substanzen wie CX-5461 und Navitoclax ergeben kann, ist u. a. in einer Reduktion 

der wirksamen Konzentration für beide Substanzen zu sehen (Sun et al., 2016). 
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1.5 Ziele der Arbeit  

Übergeordnetes Ziel der Arbeit war es, den antiproliferativen Effekt von CX-5461 in vitro 

an kolorektalen Karzinomzelllinien zu untersuchen. Dazu sollte  

1. der biologisch-relevante Konzentrationsbereich von CX-5461 ermittelt werden, 

um Off-Target-Effekte von CX-5461 ausschließen zu können;  

2. der molekulare Mechanismus hinter dem antiproliferativen Effekt von CX-5461 

aufgeklärt werden;  

3. überprüft werden, ob der antiproliferative Effekt von CX-5461 sich durch 

Kombination mit dem pro-apoptotischen Bcl-Inhibitor Navitoclax verstärken 

lässt. Das strategische Ziel hinter diesem therapeutischen Konzept basiert 

darauf, den starken pro-proliferativen Phänotyp von Tumorzellen mit CX-5461 

durch Induktion eines seneszenten Zellphänotyps unmittelbar stoppen zu 

können, um anschließend die seneszenten Zellen mit Navitoclax gezielt zu 

eliminieren.  

 

Fragen, die mit dieser Arbeit beantwortet werden sollten:  

I. Weist CX-5461 auch bei humanen kolorektalen Karzinomzellen antiproliferative 

Effekte auf?  

II. Auf welchem molekularen Mechanismus basiert der antiproliferative Effekt von 

CX-5461 und in welche molekulare Endstrecke (Seneszenz, Apoptose) führt 

dieser?  

III. Wird der antiproliferative Effekt von CX-5461 durch Kombination mit dem Bcl-

Inhibitor Navitoclax verstärkt durch Induktion zelltoxischer Effekte wie 

Apoptose? 
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2 Methoden 

2.1 Zelllinien, Zellkulturmedien 

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.  

 

Tabelle 2.1: Die in dieser Arbeit untersuchten kolorektalen Karzinomzelllinien und Fibroblasten. Alle 
Zelllinien sind aus dem Bestand der Experimentellen Viszeralchirurgie der Chirurgischen Klinik I des 
Universitätsklinikums Würzburg. Es handelt sich hierbei um adhärente Zellen mit bestätigter Authenti-
zität, die zum Zeitpunkt der Analysen frei von Mykoplasmen waren (Daten nicht gezeigt). *p53 deletierte 
Variante der Zelllinie. Verdopplungszeiten der Zelllinien in Tabelle 7.1 im Anhang.  

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Leibnitz-Institut Braunschweig; CLS: 

Cell Lines Service GmbH; ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures. Kat.-Nr.: Katalog- 

(bzw. Bestell-) Nummer 

 

Sämtliche Kulturmedien wurden mit folgenden Zusätzen von Gibco / ThermoFisher 

ergänzt (angegeben ist die jeweilige Endkonzentration): 100 Units/mL Penicillin, 100 

µg/mL Streptomycin (Kat.-Nr.: 15140122), 50 µmol/L 2-Mercaptoethanol (Kat.-Nr.:), 

1 mmol/L Natriumpyruvat, (Kat.-Nr.: 11360070), 100 µmol/L nicht-essentielle Amino-

säuren (Kat.-Nr.: 11140050), 10 % (v/v) hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum (FCS, Kat.-

Nr.: 10270-106).  

2.2 Zellkultur  

Die Zellen (Tabelle 2.1) wurden in Zellkulturflaschen der Firma Greiner Bio-One mit einer 

inneren Wachstumsoberfläche von 75 cm2 bzw. 175 cm2 bei Standardbedingungen 

Zelllinie Kulturmedium, Hersteller, Kat.-Nr. Herkunft  

CaCo2 RPMI 1640, ThermoFisher, 22409015 DSMZ 

DLD1 RPMI 1640, ThermoFisher, 22409015 ECACC  

HCT116 McCoy, ThermoFisher, 26600-023 DSMZ 

HCT116* McCoy, ThermoFisher, 26600-023 DSMZ 

HT29 McCoy, ThermoFisher, 26600-023 DSMZ 

LS174t RPMI 1640, ThermoFisher, 22409015 CLS 

SW480 DMEM, ThermoFisher, 31331028 CLS 

NHDF Fibroblast Growth Medium 2, PromoCell, C-23020 CLS 
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(37°C, 21 % Sauerstoff, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit) in einem Zellinkubator (ibs 

teconmara) kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle drei Tage. Bei ca. 80 % Konfluenz 

wurden die Zellen umgesetzt; hierzu wurden sie mit 0,05 % Trypsin (HyClone, GE 

Healthcare Life Sciences, Kat.-Nr.: SH30236.01) abgelöst. Es wurden keine Zellen über 

ihre 20. Passage hinaus verwendet. Die Zellzählung erfolgte mit einer Neubauer-

Zählkammer (Marienfeld GmbH, Kat.-Nr. 0640010) in Trypanblau-Lösung (Sigma-

Aldrich, Kat.-Nr.: T8154) unter dem Lichtmikroskop (hund WETZLAR). Trypanblau 

gefärbte (=tote) Zellen wurden nicht gezählt.  

 

2.3 Reagenzien  

CX5461 (Selleckchem.com, Kat.-Nr. S2684, 513,61 g x mol-1) wurde in Dimethylforma-

mid (DMF) in einer Endkonzentration von 1 mmol/L gelöst.  

Navitoclax (Selleckchem.com, Kat.-Nr. S1001, 974,61 g x mol-1) wurde in DMSO (Di-

methylsulfoxid) in einer Endkonzentration von 1 mmol/L gelöst. 

ATM (Selleckchem.com, Kat.-Nr. S2812, 578,61 g x mol-1) wurde in DMSO in einer End-

konzentration von 1 mmol/L gelöst. 

Die Lösemittelkonzentration im Versuch betrug maximal 0,1 %. 

 

2.4 Kristallviolett-Zellvitalitätsassay 

Der Kristallviolett (KV)-Assay dient zum Nachweis vitaler Zellen in vitro und basiert auf 

der Bindung von Kristallviolett an die DNA der Zellen in einem proportionalen Verhältnis 

zwischen der Menge an gebundenem Farbstoff und der Zellzahl. Adhärente Zellen 

wurden mit Methanol fixiert und mit Kristallviolett (0,25 % in PBS (g/L) mit 25 % (v/v) 

Methanol (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. C32675-500G) gefärbt. Nicht-gebundener Farbstoff 

wurde mit Aqua dest. ausgewaschen. Nach Trocknung der Zellen (im Abzug) wurde der 

Anteil an zellgebundenem Farbstoff mit Essigsäure (10 %, v/v) in Lösung gebracht und 

die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 570 nm bestimmt (ELISA-Reader 
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sunrise von TECAN). Zur Berechnung der halbmaximalen inhibitorische Konzentration 

(IC50) mit dem Statistik- und Grafik-Programm "Graphpad Prism" 

(https://www.graphpad.com) wurden die OD-Werte der KV-Assays in Relation zur 

Reagenz-Konzentration gesetzt.  

 

2.5 Kristallviolett-Zellvitalitäts-(Kolonie-) Assay 

Der Kolonie-Assay (Colony Forming Assay, CFA) ist ein einfaches Verfahren zum 

Nachweis der Zunahme einer Zellpopulation. Adhärente Zellen werden dazu mit 

Kristallviolett-Lösung gefärbt (Kapitel 2.4) und digital dokumentiert (EVOS, Invitrogen, 

Pathologisches Institut der Universität Würzburg).  

 

2.6 WST-8-Zellvitalitätsassay 

Der WST-8-Assay (PromoCell, Kat.-Nr. PK-CA705-CK04) basiert auf der Reduktion des 

wasserlöslichen Tetrazoliumsalzes WST-8 durch zelluläre Dehydrogenasen. Der 

kolorimetrische Nachweis des Reduktionsproduktes Formazan, das ebenfalls löslich in 

Zellkulturmedium ist, ist direkt proportional zur Anzahl vitaler Zellen. Die Inkubations-

zeit mit WST-8 betrug zwei Stunden und die optische Dichte wurde bei einer Wellen-

länge von 450 nm bestimmt.  

 

2.7 JC-1-Zellvitalitätsassay 

Der Farbstoff JC-1 (SigmaAldrich, Kat.-Nr. CS0390) ermöglicht die Funktion der 

mitochondrialen Atmungskette und damit die Zellvitalität zu überprüfen. Zellen mit 

einem polarisierten Membranpotential (und aktiver Atmungskette) färben sich rot, 

während Zellen mit einem depolarisierten Membranpotential (und inaktiver Atmungs-

kette) sich grün färben. Die Färbung wurde nach Herstellerangaben durchgeführt 

(Technical Bulletin, Mitochondria Staining Kit, SigmaAldrich, Version 02/08-1). Am 

Fluoreszenzmikroskop wurde ein Minimum an 10 repräsentativen Gesichtsfeldern bei 
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20-facher Vergrößerung aufgenommen und die Fluoreszenzintensität mit dem Bildana-

lyseprogram Image J (https://imagej.net) quantifiziert. 

 

2.8 BrdU-Zellproliferationsassay 

Der BrdU-Assay (Roche, Kat.-Nr. 11647229001, Version 16) ist ein ELISA-basierter 

kolorimetrischer Zellproliferationsassay, der darauf basiert, dass sich teilende Zellen das 

Thymidin-Analogon Bromdesoxyuridin (BrdU) während der DNA-Replikation in ihre DNA 

einbauen. Das Markierungsreagenz mit BrdU wurde zum Zellmedium gegeben und bei 

Standardbedingungen (Kapitel 2.2) für 2 Stunden inkubiert. Anschließend wurde das 

Medium abgesaugt, die Zellen mit FixDenat (ready-to-use-Lösung) fixiert, der HRP-

konjugierte anti-BrdU-Antikörper in einer Verdünnung von 1:100 zugegeben und 

weitere 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe der Substrat-Lösung 

wurde die Optische Dichte bei 370 nm bestimmt.  

 

2.9 EdU-Zellzyklusassay  

Als ein weiteres Thymidin-Analogon zum Nachweis proliferierender Zellen wurde EdU 

(5-Ethinyl-2'-Deoxyuridin) verwendet. Der Nachweis von in die DNA eingebautem EdU 

erfolgt im Ggs. zum BrdU-Assay ohne Zelllyse und DNA-Denaturierung. EdU ist damit für 

die Kombination mit DNA-interkalierenden Farbstoffen wie Sytox AAdvanced 

(ThermoFisher, Kat.-Nr. S10349) geeignet, um eine Zellzyklusanalyse durchzuführen 

(Darzynkiewicz et al., 2017). Zellen wurden mit 10 µmol/L EdU (Click-iT EdU Alexa Fluor 

488 Flow Cytometry Kit, SigmaAldrich, Kat.-Nr. C10419-20) für 1 Stunde im Zellinkubator 

bei Standardbedingungen (Kapitel 2.2) inkubiert, anschließend mit 4 % Formaldehyd für 

15 Minuten fixiert und für 15 Minuten mit Saponin permeabilisiert. Zur Detektion von 

in die DNA eingebautem EdU wurden 500 µL des Click-iT®-Reaktions-Gemisches zu den 

Zellen gegeben, für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, gewaschen 

und mit 50 µg/ml (Endkonzentration) RNase (Merck, Kat.-Nr. 10109142001) inkubiert. 



 

16 
 

Nach Zugabe von 1 µL Sytox AAdvanced folgte die durchflusszytometrische Unter-

suchung an einem CytoFLEX-Durchflusszytometer (Beckman Coulter). Die Daten wurden 

mit der CytExpert-Software (Beckman Coulter) ausgewertet. 

 

2.10 OPP-Proteinsynthese-Assay 

Der Nachweis neu synthetisierter Proteine mit dem Click-iT® Plus OPP Protein Synthesis 

Assay Kit (SigmaAldrich, Kat.-Nr. C10456-59) in der Zelle basiert auf der Unterbrechung 

des Peptidtransfers auf eine wachsende Aminosäure-Kette durch OPP (O-Propargyl-

Puromycin). Der Nachweis von OPP und damit zur Quantifizierung der neu synthetisier-

ten Proteinketten erfolgte durch Zugabe von Alexa Fluor® Picolylsäure. Die Fluoreszenz-

intensität wurde bei 20-facher Vergrößerung von mindestens 10 repräsentativen 

Gesichtsfeldern mit dem Bildanalyseprogram Image J (https://imagej.net) ausgewertet.  

 

2.11 Annexin V-Apoptose-Assay 

Der Annexin V-Assay (Thermo Fisher Scientific, Kat.-Nr. 88-8005) zum Nachweis von 

Apoptose (Meers, Mealy, 1994) basiert auf der Anfärbung apoptotischer Zellen mit FITC-

konjugiertem Annexin. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur 

wurden die Zellen gewaschen und nach Zugabe von Propidiumiodid-Lösung im 

CytoFLEX-Durchflusszytometer (Beckman Coulter) untersucht. Die Daten wurden mit 

der CytExpert-Software ausgewertet.  

 

2.12 SA--Galactosidasefärbung  

Seneszenz-assoziierte (SA) -Galactosidase (SA--Gal) stellt einen etablierten Senes-

zenz-Marker dar (Dimri et al., 1995). Die Zellen wurden bei Raumtemperatur für 15 

Minuten mit Paraformaldehyd (2 % (w/v) in PBS, CarlRoth, Kat.-Nr. 0335.1) und 

Glutaraldehyd (0,25 % (v/v) in PBS, SigmaAldrich, Kat.-Nr. G5882) fixiert. Die Zugabe von 

Glutaraldehyd erforderte eine Inkubation der Zellen mit der X-Gal-Färbelösung noch am 
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gleichen Tag. Die Zellen wurden anschließend dreimal mit PBS/MgCl2, pH 6,0 (1,0 mol/L 

MgCl2) gewaschen, danach folgte eine 17-stündige Inkubation in der X-Gal-Färbelösung 

bei 37°C in einem CO2-freien Inkubator (Firma Memmert). Die X-Gal-Färbelösung 

(Lagerung bei 4°C) wurde in PBS/MgCl2, pH 6,0 (1,0 mol/L MgCl2) angesetzt und bestand 

zu 2,5 % aus XGal (4 %-ige Stammlösung in Dimethylformamid; Roche, Kat.-Nr. 1168029 

3001113) und aus 1x KC-Lösung (Stammlösung 20-fach konzentriert: 3,28 % (w/v) 

K3Fe(CN)6, Roche, Kat.-Nr. 244023) und 4,2 % (w/v) C6FeK4N6x3H2O, Roche, Kat.-Nr. 

P3289). Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und nach Fixierung mit 70 % Ethanol 

mikroskopiert.  

 

2.13 Immunfluoreszenz-Färbung  

Die Immunfluoreszenz ermöglicht den optischen Nachweis von zellulären Strukturen 

durch spezifische Antikörper. Die Zellen wurden mit frisch verdünnter Formaldehyd-

Lösung (4 %, v/v) für 15 Minuten fixiert, mit 0,1 % (v/v) Triton® X-100-Lösung für 3 

Minuten permeabilisiert, dreimal mit PBS gewaschen und mit Immunofluorescence 

Blocking-Puffer (Cell Signaling Technology, Kat.-Nr. 1241) für 1 Stunde inkubiert. Die 

Inkubation mit dem Primärantikörper (Tabelle 2.2) erfolgte bei 4°C über Nacht und die 

des Sekundärantikörpers bei Raumtemperatur für 1 Stunde (Tabelle 2.2). Nach drei-

maligem Waschen der Zellen mit PBS wurden diese mit Pro Long Antifade-Reagenz (Cell 

Signaling Technology, Kat.-Nr. 9071) eingedeckt. Die digitale Dokumentation erfolgte 

am Fluoreszenzmikroskop (Keyence) oder Konfokalmikroskop (Zeiss LSM 780, 

(Serviceeinheit konfokale Mikroskopie und Zellsortierung am Lehrstuhl für Virologie der 

Universität Würzburg).  
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Tabelle 2.2: Primäre und sekundäre Antikörper für Immunfärbungen.  

Antikörper Hersteller Kat.-Nr. Verdünnung1) 

p.-Histon (Ser139) CST 9781 1:1000 

p53 Abcam  ab1101 1:1000 

RPL29 GeneTex GTX1833 1:1000 

Nucleolin CST 14574 1:1600 

Goat anti-Rabbit IgG, Cy3-konjugiert Jackson2) 111-165-003 1:800 

Goat anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 488-konjugiert CST 4412 1:2000 

1) In Immunofluorescence Antibody Dilution-Puffer (Cell Signaling Technology, Kat.-Nr. 12378); 
2) https://www.jacksonimmuno.com; CST: Cell Signaling Technology. Kat.-Nr.: Katalog- (bzw. Bestell-) Nr. 

 

2.14 RT-qPCR  

Die Reverse-Transkriptase (RT) quantitative (q) Polymerase-Kettenreaktion ist ein 

Nachweisverfahren für mRNA (Messenger-Ribonukleinsäure, engl. ribonucleic acid) als 

Maß der Genaktivität. Die RT-qPCR kombiniert die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, 

engl. polymerase chain reaction) – ein Amplifikationsverfahren von DNA (Desoxyribo-

nukleinsäure, engl. desoxyribonucleic acid) – mit einer davor geschalteten Reverse-

Transkriptase-Reaktion zur Synthese der Komplementär-(copy) DNA aus mRNA. Mit 

entsprechenden spezifischen Primer-Paaren werden die gesuchten cDNA-Sequenzen 

amplifiziert. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer-Paare sind in Tabelle 2.3 

aufgelistet.  
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Tabelle 2.3: Primer für die RT-qPCR. Die Annealing-Temperatur der Pimer-Paare lag bei 60°C. Siehe auch 
Text.  

Gen PubMed-ID Größe (bp) Primer (Sequenz 5' → 3') 

POLR1A NM_009088.3 99 
forward: GCCACGGTGCACAAGAAATC 
reverse: CCCTCGTTTCCCCATCTGAG 

POLR1B NM_009086.2 89 
forward: GGACTCCTTCAACTACGCGG 
reverse: TGCGCTCATCTTTGAAAGCAA 

UBTF NM_011551.7 100 
forward: CCCTCACTAGCACCCACTTG 
reverse: TCCGTTCATTCTCCAGCTGTC 

RRN3 NM_001039521.1 71 
forward: GAGGCGTGAAATTCTGGAGC 
reverse: TATCCTGCCGCGATACACTC 

45S-Prä-rRNA NR_046233.2 77 
forward: TCCTTGTGGATGTGTGAGGC 
reverse: GGGAACATGGTCAAGCGAGA 

CDKN1A NM_000389.4 80 
forward: GGA TTC GCC GAG GCA CCG AG 
reverse: GCC GCA TGG GTT CTG ACG GA  

PPIA NM_021130.3 82 
forward: GCT GGA CCC AAC ACA AAT GG  
reverse: CAA ACA CCA CAT GCT TGC CA 

ACTB NM_001101.3 70 
forward: CCT CGC CTT TGC CGA TCC  
reverse: CAC GAA AGC AAT GCT ATC AC  

Das Gen CDKN1A codiert für das Protein p21. Das Gen ACTB codiert für das Protein -Aktin. 

 

Eine Million Zellen wurden mit 1 mL Trizol (Invitrogen GmbH, Kat.-Nr. 15596026) lysiert, 

mit 100 µL Chloroform (Carl ROTH GmbH und Co. KG, Kat.-Nr. T901.1) gemischt und 

zentrifugiert. Die Gesamt-RNA wurde aus der wässerigen Phase mit 500 µL Isopropanol 

gefällt (SigmaAldrich, Kat.-Nr. 1096341000), pelletiert (16 000 xg, 15 min, 4°C), mit 

Ethanol (75 % (v/v), SigmaAldrich, Kat.-Nr. 1009800500) gewaschen und getrocknet. Die 

mit "RNA storage solution" (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Kat.-Nr. AM7000) 

resuspendierte RNA wurde bei -80°C gelagert. Die cDNA-Synthese mit 600 ng Gesamt-

RNA wurde mit dem iScript-Kit (BIO-RAD, Kat.-Nr. 170-8891), die qPCR (hierzu wurde die 

cDNA 1:5 vorverdünnt; Endkonzentration im PCR-Ansatz: 1:60) mit dem iTaq Universal 

SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Kat.-Nr. 1725120) nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Folgendes Temperaturzyklusprofil wurde im PCR-Cycler (CFX96, BIO-RAD) 

durchlaufen: 1x 30 Sekunden bei 95°C, jeweils 40 Zyklen zu 5 Sekunden bei 95°C, 30 

Sekunden bei 60°C und ein abschließender Zyklus für 5 Minuten bei 72°C. Die 

Transkription wurde auf die Referenzgene β-Aktin und Peptidyl-Prolyl-Isomerase A 

(PPIA) mit der Cq-Methode berechnet (Pfaffl, 2001). Die Effizienz der Enzymreaktion 

lag zwischen 95 % und 105 % (Daten nicht gezeigt).  
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2.15 Western Blot  

Der Western Blot ist eine Analysemethode zum spezifischen Nachweis von Proteinen 

auf einer Trägermembran. Mit einer vorgeschalteten Sodiumdodecylsulfat-Polyacryl-

amidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine nach Größe und Ladung aufge-

trennt und anschließend auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen („geblottet“). 

Durch Inkubation mit einem spezifischen Antikörper erfolgt der Nachweis eines 

gesuchten Proteins (Tabelle 2.4). Nach Zelllyse (HEPES-Puffer mit 1 % SDS, pH 7,6) und 

Degradation der DNA mit einem Ultraschallgerät wurde die Gesamtprotein-

konzentration mit dem Pierce BCA-Protein-Kit (ThermoFisher Scientific, Kat.-Nr.: 23227) 

bestimmt. Pro Geltasche eines SDS-Page wurden 15 µg Protein, vermischt mit Lämmli-

Puffer, pH 6,8, aufgetragen und bei 100 V für 1 Stunde aufgetrennt. Das SDS-PAGE mit 

den aufgetrennten Proteinen wurde auf eine Nitrozellulose-Membran 

(Schleicher&Schuell) in Towbin-Laufpuffer bei 170 mA innerhalb von 75 Minuten 

übertragen. Unspezifische Bindungen wurden mit 5% Milchpulver in 1x TBS-T (Tris-

gepufferte Kochsalzlösung (Tris-buffered-saline mit 1 % (v/v) Tween 20, pH 7,6) 

geblockt. Die Primärantikörper (Tabelle 2.4) wurden über Nacht inkubiert, der 

Sekundärantikörper (Tabelle 2.4) für eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Detektion 

der Proteine auf der mit Chemolumineszenz-Lösung (Cheluminate-HRP Pico Detect von 

PanReac AppliChem) bedeckten Nitrozellulose-Membran erfolgte mit dem ChemiDoc-

Imaging-System (BIO-RAD) in Kombination mit der ImageLab-Software von BIO-RAD.  
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Tabelle 2.4: Antikörper (Primäre, Sekundärer) für die Western Blot-Analysen.  

Antikörper Hersteller Kat.-Nr. Verdünnung Größe [kDa] 

p.-Histon (Ser139) CST 9781 1:1000 15 

GAPDH Sigma-Aldrich G9295 1:10 000 37 

p.-CHK2 (Thr68) CST 2197 1:1000 62 

p.-ATM (Ser1981) CST 13050 1:1000 350 

p.-p53 (Ser15) CST 9284 1:1000 53 

p53 Abcam ab1101 1:1000 55 

p21 Abcam ab7960 1:1000 18 

RPS14 Bethyl-Lab A304-031A-T 1:1000 18 

RPL29 GeneTex GTX1833 1:1000 18 

p.-Histon H3 (Ser10) Milipore 06-570 1:1000 17 

Tubulin Sigma-Aldrich T6074 1:1000 50 

p.-Rb (Ser975) CST 9301 1:1000 110 

Rb CST 9309 1:2000 110 

MCM6 Bethyl-Lab A300-194A-M 1:1000 110 

Goat anti-Rabbit, HRP-konjugiert Dako E0432 1:10 000 ----- 

CST: Cell Signaling Technology; HRP: Horseradish Peroxidase. Kat.-Nr.: Katalog- (bzw. Bestell-) Nummer 

 

2.16 Massensprektrometrie 

Die Massenspektrometrie (differential mobility analysis-mass spectrometry, DMA-MS) 

ist ein Verfahren zum spezifischen Nachweis einer Substanz in einem Lösemittel. Das 

Prinzip der Massenspektrometrie ist in Abbildung 2.2 (A) schematisch gezeigt. Das 

Trägermittel, in dem CX-5461 gelöst vorliegt, wurde nach dem Prinzip der Elektro-

mobilitätsdifferenzierung mobilisiert und in die Gasphase gebracht. Durch Anlegen einer 

Hochspannung wurden die Substanzen im Trägermittel nach ihren Massen aufgetrennt. 

Hierbei wurde anstatt Wasser Hexanol verwendet, da dies eine höhere Signalintensität 

ergab (Abbildung 2.1 (A)). Das entstehende Massen-Chromatogramm wurde über die 

Zeit aufsummiert. Hierbei konnte ein entsprechendes Isotopenmuster um das für CX-

5461 bekannte Molekulargewicht von 513,61 Dalton nachgewiesen werden (Abbildung 

2.1 (B)) relativ zu einer Referenzprobe ohne CX-5461 ("Referenz" in Abbildung 2.1 (A); 

dort war das Isotopenmuster nicht nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 2.1: Prinzip der Massenspektrometrie (DMA-MS) nach Elektromobilitätsdifferenzierung mit 

entstandenem Massen-Chromatogramm (A) und der Nachweis von CX-5461 durch ein spezifisches 

Isotopenmuster (B). Bei den verschiedenen Proben (kenntlich gemacht durch verschiedene Farben in 

Teilabbildung A unten rechts) handelte es sich um zellfreie Zellkulturüberstände von mit 1 µmol/L CX-

5461 inkubierten kolorektalen Karzinomzellen verschiedener Zelllinien für sieben Tage. Das Lösungsmittel 

Hexanol, das anstelle von Wasser aufgrund höherer Signalintensitäten verwendet wurde und in dem das 

nachzuweisende CX-5461 gelöst vorliegt, wurde in die Gasphase gebracht und durch Anlegen einer 

Hochspannung nach der elektrischen Mobilität aufgetrennt. Anschließend wurde mit Hilfe eines TOF 

(Time-Of-Flight)-Detektors das Massenspektrum bestimmt. Die Summation der Intensitäten über die Zeit 

erlaubte die Identifikation des Isotopenmusters von CX-5461 nur in den Proben (rot markiert), zu denen 

CX-5461 hinzugegeben wurde.  

 

2.17 Statistik 

Die statistischen Auswertungen (t-Test oder Varianzanalyse mit Post-hoc-Tests, jeweils 

in der Bildunterschrift genannt) wurden mit GraphPad PRISM (Version 9) durchgeführt. 

Gezeigt sind Mittelwert und das 95 % Konfidenzintervall bzw. die Standardabweichung. 

Das Signifikanzniveau wurde auf p=0,05 gesetzt.   
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3 Ergebnisse 

Der niedermolekulare (small molecule) DNA-abhängige RNA-Polymerase I (Pol I) 

Inhibitor CX-5461 wurde auf seine Fähigkeit, die Proliferation kolorektaler Karzinom-

zellen in vitro zu hemmen, getestet. Der durch CX-5461 induzierte antiproliferative 

Zellphänotyp wurde eingehend untersucht und die hieran beteiligten Signalwege 

identifiziert. Zusätzlich wurde CX-5461 mit Navitoclax, ein Inhibitor der Bcl-Protein-

familie, kombiniert, um den antiproliferativen Effekt von CX-5461 zu verstärken.  

 

3.1 Der antiproliferative Effekt von CX-5461: Zellzyklusarrest und 

seneszenter Zellphänotyp 

Zur Bestimmung eines die Zunahme an vitalen Zellen begrenzenden (=antiproli-

ferativen) Effekts von CX-5461 wurden kolorektale Karzinomzellen mit Konzentrationen 

von 10-5 bis 10-8 mol/L für 72 Stunden inkubiert und der Anteil vitaler Zellen mit 

Kristallviolett-Färbung bestimmt. Aus dem sigmoiden Kurvenverlauf, der aus der 

logarithmischen Darstellung der Konzentration an CX-5461 und dem Anteil an vitalen 

Zellen erhalten wird, wurde die halbmaximale inhibitorische Konzentration (half 

maximal inhibitory concentration), kurz IC50, für jede Zelllinie mit dem Statistikpro-

gramm GraphPad Prism, Version 5.0, berechnet (Tabelle 3.1).  

 

Tabelle 3.1: Der antiproliferative Effekt von CX-5461 für sieben humane kolorektale Karzinomzelllinien 

und Fibroblasten (NHDF). Der IC50 von CX-5461 in µmol/L ist als Mittelwert und 95 %-Konfidenzintervall 

[in Klammern] für 3 unabhängige Versuche (biologische Replikate) angegeben. * p53 deletierte Variante 

der Zelllinie. 

CaCo2 DLD1 HCT116 HCT116* HT29 LS174t SW480 NHDF 

1,37 0,80 0,70 1,07 1,24 0,71 3,08 8,14 

[0,90-2,09] [0,53-1,20] [0,54-0,90] [0,72-1,57] [1,02-1,51] [0,42-1,20] [2,24-4,23] [4,65-14,24] 

 

Von den untersuchten kolorektalen Karzinomzelllinien lag der IC50-Wert für drei 

Zelllinien unter 1,0 µmol/L CX-5461, für drei Zelllinien unter 1,5 µmol/L und für SW480 
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bei 3,08 µmol/L. Für nicht-transformierte Fibroblasten wurde ein IC50-Wert von 8,14 

µmol/L CX-5461 ermittelt (Tabelle 3.1). Damit war der antiproliferative Effekt von CX-

5461 bei kolorektalen Karzinomzellen um den Faktor 2,6 (SW480) bis 11,6 (HCT116) 

deutlich stärker als bei Fibroblasten.  

 

Der durch CX-5461 induzierte antiproliferative Effekt basiert auf einer Abnahme proli-

ferationsfähiger Zellen (Abbildung 3.1 und 3.2), die keine Anzeichen einer Apoptose-

induktion aufweisen (Abbildung 7.1 im Anhang).  

 

Der antiproliferative Effekt von CX-5461 scheint zudem unabhängig vom Ausmaß der für 

jede Tumorzelllinie charakteristischen Zellproliferation zu sein (Tabelle 7.1 in Kombi-

nation mit Abbildung 7.2 im Anhang).  

 

Auch eine gezielte Änderung der Zellkulturbedingungen von 10 % auf 1 % FCS und ein 

damit einhergehender Einfluss auf die Stärke der Zellproliferation ist ohne Einfluss auf 

die Stärke des antiproliferativen Effektes von CX-5461 (Abbildung 7.3 im Anhang).  

 

Um den antiproliferativen Effekt von CX-5461 quantifizieren zu können, wurde der 

Anteil der in Teilung befindlichen Zellen über den Einbau chemisch modifizierter 

Analoga des Nukleosids Thymidin wie BrdU (Abbildung 3.1) und EdU (Abbildung 3.2) 

bestimmt. 
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Abbildung 3.1: CX-5461 verringert den Anteil proliferierender (BrdU-positiver) Zellen. Der Anteil BrdU-

positiver Zellen wurde nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden auf die Null (0)-Kontrolle, d. h. mit CX-

5461 unbehandelte Zellen, normalisiert. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung zu einem 

repräsentativen Versuch mit sechs technischen Replikaten für Kontroll- und Versuchsansatz (1 µmol/L CX-

5461) angegeben. (A) CaCo2, (B) DLD1, (C) HCT116, (D) HCT116 p53-/-, (E) HT29, (F) LS174t und (G) SW480. 

***p< 0.001 zur unbehandelten Null-Kontrolle (ungepaarter t-Test). 

 

Mit einer durch CX-5461 vermittelten Abnahme proliferierender Zellen (Abbildung 3.1) 

ist ebenfalls eine Beeinflussung des Zellzyklus zu erwarten. Mit dem Begriff Zellzyklus 

werden die verschiedenen Aktivitätsphasen vor einer Zellteilung beschrieben wie z. B. 

die DNA-Replikation in der S-Phase (Zeman et al., 2014).  

 

Durchflusszytometrische Untersuchungen zum Zellzyklus CX-5461 behandelter Zellen 

zeigen zusätzlich zu einer Abnahme der sich teilenden Zellen in der S-Phase eine 

Anreicherung von Zellen in der G2-Phase (Abbildung 3.2). Dies bedeutet, dass durch CX-

5461 der Großteil an Zellen nicht in die Mitose wechseln kann.  
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Abbildung 3.2: CX-5461 verringert den Anteil proliferierender Zellen in der S-Phase und führt zum 

Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase. Gezeigt ist links eine repräsentative Zellzyklusanalyse mit dem Click-

iT EdU Flow Cytometry Assay. Zellen der Zelllinie HCT116 wurden mit 1 µmol/L CX-5461 für 24 Stunden 

inkubiert. Aufgetragen auf der X-Achse ist die Fluoreszenzintensität von SYTOX AADvanced, einem DNA-

Farbstoff, und auf der Y-Achse die Fluoreszenzintensität von EdU, einem Thymidinanalogon. Die Zell-

zyklusphasen sind: S-Phase (P3); G1-Phase (P2) und G2-Phase (P4). Durch die Inkubation mit CX-5461 

nimmt der Anteil an proliferierenden Zellen in der S-Phase ab und es kommt zu einer Anreicherung von 

Zellen in der G2-Phase, aus der sie nicht in die Mitose übergehen können. Diagramm: Prozentuale Anteile 

der Zellen für die drei Zellzyklusphasen. *p<0,05, **p<0,01 in einem korrigierenden Test nach Sidák nach 

Varianzanalyse; n.s. nicht signifikant.  

 

Als wesentliches Ergebnis zum antiproliferativen Effekt von CX-5461 bei kolorektalen 

Karzinomzellen bleibt festzuhalten, dass dieser zum Zellzyklus-Arrest führt und nicht wie 

z. B. bei hämatologischen Tumorzellen zu pro-apoptotischen Effekten (Negi, Brown, 

2015b; Hein et al., 2017). 

 

Die in den Abbildungen 3.1 und 3.2 gezeigten Kurzzeiteffekte (innerhalb von 72 Stunden) 

von CX-5461 führten zu einer Persistenz Zellzyklus-arretierter Zellen (Abbildung 3.3). So 

unterschieden sich Kulturen, deren Zellen bis Tag 7 mit CX-5461 (1 µmol/L oder weniger) 

oder bis Tag 14 mit CX-5461 (1 µmol/L oder weniger) inkubiert waren, kaum in der 

Anzahl vitaler Zellen (Abbildung 3.3).  
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Abbildung 3.3: Persistenz von CX-5461-induzierten Zellzyklus-arretierten Zellen. Gezeigt ist das 

repräsentative Ergebnis für fünf kolorektale Zelllinien bei 4-facher Vergrößerung. Pro Vertiefung einer 

Zellkulturschale mit 6 Vertiefungen wurden zwischen 2x103 und 8x103 Zellen ausgesät. Sechs Tage nach 

Aussaat wurden die Zellen mit 1 µmol/L CX-5461 für 7 bzw. 14 Tage inkubiert. Ein Mediumwechsel 

erfolgte alle drei Tage. 

 

Mit Hilfe der Massenspektrometrie (differential mobility analysis-mass spectrometry, 

DMA-MS) wurde in Zellen, die für 7 Tage in CX-5461-haltigem Medium inkubiert waren, 

CX-5461 in einer Größenordnung von ca. 1-10 nmol/L nachgewiesen. Dieses Ergebnis 

bestätigt einerseits die in der Literatur beschriebene zellgängige (membranpassierende) 

Eigenschaft von CX-5461. Andererseits stützt der Nachweis von CX-5461 in Zellzyklus-

arretierten Zellen die Annahme, dass CX-5461 an der Ausbildung dieses Zellphänotyps 

maßgeblich beteiligt ist. Auch die anschließende Kultur der Zellzyklus-arretierten Zellen 

in CX-5461 freiem Medium konnte den Zellzyklusarrest nicht aufheben (Daten nicht 

gezeigt). Die für eine Persistenz Zellzyklus-arretierter Zellen notwendige Konzentration 

an CX-5461 orientierte sich am Median (1,0 µmol/L) der für die sieben kolorektalen 

Zelllinien bestimmten IC50-Werte (Tabelle 3.1). Konzentrationen an CX-5461 von über 

ein 1 µmol/L für 7 Tage waren dagegen zelltoxisch (Daten nicht gezeigt).  

 

Dass die mit CX-5461 behandelten Zellen zwar teilungsinaktiv waren, aber dennoch 

stoffwechselaktiv, wurde mit dem JC1-Vitalitätsassays bestätigt (Abbildung 3.4). Mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff JC1 wurde die Funktion der Atmungskette und damit die 

Vitalität der mit CX-5461 behandelten Zellkulturen überprüft. Dabei zeigte sich, dass CX-

5461 die Zellvitalität nicht negativ beeinflusst; dies Ergebnis konnte mit einem weiteren 
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Vitalitätsassay (WST8) und auch Apoptoseassay (Annexin V) bestätigt werden (nicht 

gezeigt).  

 

Abbildung 3.4: Durch CX-5461 induzierte Zell-

zyklus-arretierte Zellen mit seneszentem Phäno-

typ weisen aktive Mitochondrien auf. Gezeigt ist 

ein repräsentatives Ergebnis mit dem Fluores-

zenzfarbstoff JC-1. DLD1-Zellen wurden mit 

1 µmol/L CX-5461 für eine Woche inkubiert. Ein 

Mediumwechsel erfolgte drei Tage nach Aussaat. 

Zellen mit einem polarisierten Membranpotential 

(und aktiver Atmungskette) sind rot gefärbt, 

während Zellen mit einem depolarisierten Mem-

branpotential (und inaktiver Atmungskette) sich 

grün färben. Mit dem Programm Image J wurde 

der relative Anteil grüner und roter Fluoreszenz 

für jeweils mindestens 10 Gesichtsfelder pro Ver-

suchsgruppe bei 20-facher Vergrößerung be-

stimmt. (): unbehandelte Kontrolle. ***p<0,001 

in einem korrigierenden Test nach Tukey nach 

Varianz-Analyse; n.s. nicht signifikant.  

 

Der Verlust an Zellteilungsaktivität (Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3) bei Persistenz 

vitaler und stoffwechselaktiver Zellen (Abbildung 3.4) deutet auf einen Zellphänotyp hin, 

der in der Literatur als seneszenter Phänotyp bekannt ist (Hayflick, Moorhead, 1961). 

Um zu überprüfen, dass das antiproliferative Potential von CX-5461 tatsächlich einen 

seneszenten Zellphänotyp induziert, wurden die Zellen auf die Reaktivität der 

Seneszenz-assoziierten -Galaktosidase (SA--Gal) hin untersucht, ein etablierter 

Marker zum Nachweis seneszenter Zellen (Dimri et al., 1995).  

 

Mit der Färbemethode zum Nachweis reaktiver SA--Gal konnte in dieser Arbeit gezeigt 

werden, dass bei kolorektalen Karzinomzellkulturen, die für 7 Tage mit einer 

Konzentration von 1 µmol/L CX-5461 inkubiert wurden, der SA--Gal-positive seneszen-

te Zellphänotyp die Kultur dominierte (Abbildung 3.5). Bereits nach einer dreitägigen 

Inkubation mit 1 µmol/L CX-5461 waren Zellen mit einem seneszenten Phänotyp nach-

weisbar (Abbildung 7.4 A im Anhang). 
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Abbildung 3.5: CX-5461 induziert einen seneszenten Zellphänotyp. Die Zellen wurden mit 1 µmol/L CX-

5461 für eine Woche inkubiert und auf die Reaktivität der Seneszenz-assoziierten -Galaktosidase (SA--

Gal) überprüft (tiefblaue Bereiche). Gezeigt sind repräsentative Färbungen bei 10-facher Vergrößerung. 

Drei Tage nach Beginn der Inkubation mit CX-5461 erfolgte ein Mediumwechsel. In Abbildung 7.4 (A) im 

Anhang ist der Nachweis einer SA--Gal-Reaktivität nach drei Tagen Inkubation mit CX-5461 gezeigt. Eine 

Quantifizierung erfolgte durchflusszytometrisch mit einer Spider--Galactosidase-Immunfluoreszenz-

Färbung (Abbildung 7.4 (B) und 7.4 (C) im Anhang).  

 

Zusätzlich zu einer reaktiven SA--Gal zeigen seneszente Zellen eine reduzierte Protein-

biosynthese (Frenk, Houseley, 2018). Um zu prüfen, ob auch der durch CX-5461 

induzierte seneszente Zellphänotyp eine reduzierte Proteinbiosynthese aufweist – als 

eine weitere Auswirkung der Pol I-Inhibition durch CX-5461 (s. Einleitung und 

Diskussion) –, wurde die Proteintranslation in CX-5461 behandelten Tumorzellen 

untersucht. Dabei ist deutlich geworden, dass durch CX-5461 induzierte seneszente 

Zellen eine reduzierte Proteintranslation zeigen, die, angepasst an die physiologischen 

Bedingungen in seneszenten Zellen, zum Erhalt der Zellvitalität beiträgt (Abbildung 3.6).  
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Abbildung 3.6: Der durch CX-5461-indu-

zierte seneszente Zellphänotyp weist eine 

verringerte Proteinsynthese auf. Darge-

stellt ist das repräsentative Ergebnis eines 

Click-it OPP-Assays an Zellen der kolo-

rektalen Zelllinie DLD1 nach Inkubation mit 

CX-5461 für 48 Stunden. Die Fluores-

zenzintensität von jeweils mindestens 10 

repräsentativen Gesichtsfeldern wurde bei 

20-facher Vergrößerung mit dem Programm 

Image-J ausgewertet. ***p< 0.001 zur 

unbehandelten Null-Kontrolle (ungepaarter 

t-Test). Repräsentative konfokalmikros-

kopische Aufnahmen bei 40-facher Ver-

größerung. Blau: DAPI (Kernfärbung); Grün: 

Bereiche der Proteinbiosynthese (Ribo-

somen). 

 

 

Für die Ribosomenbiogenese und die damit verbundene Translation ribosomaler 

Proteine muss die Zelle einen Großteil ihrer zellulären Energie (in Form von ATP) 

aufwenden. So kodieren 9 von 10 mRNAs, die von der Zelle posttranskriptionell 

modifiziert werden, für ribosomale Proteine (Warner, 1999). Daher muss die 

Ribosomenbiogenese äußerst exakt auf die Bedürfnisse der Zelle abgestimmt sein, um 

einen nicht notwendigen Überschuss an Ribosomen, deren Herstellung äußerst energie-

aufwendig ist, zu vermeiden. Somit erscheint es nachvollziehbar, dass die durch CX-5461 

ausgelöste verminderte Zellproliferation (Abbildung 3.1 und 3.2) auch Einfluss nimmt 

auf das Ausmaß der Ribosomenbiogenese. Als Indiz für ein solches Szenario spricht die 

in dieser Arbeit gezeigte und durch CX-5461 ausgelöste verminderte Proteintranslation 

(Abbildung 3.6).  

 

Zahlreiche nachgewiesene Eigenschaften von CX-5461-inkubierten Zellen, wie Erhalt der 

Zellvitalität (Abbildung 3.4) bei irreversiblem Zellzyklusarrest (Abbildung 3.2), der 

Nachweis einer reaktiven SA--Gal (Abbildung 3.5) und eine reduzierte Proteinbiosyn-

these (Abbildung 3.6), lassen sich als relevante Indizien anführen, dass CX-5461 in 

kolorektalen Karzinomzellen einen seneszenten Zellphänotyp induziert. 
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3.2 CX-5461-induzierte Seneszenz: Hemmung der Transkription 

ribosomaler Nukleinsäuren 

Hyperaktive Tumorzellproliferation erfordert eine gesteigerte Proteinbiosynthese, 

gekoppelt an eine angepasste Regulation der Ribosomenbiogenese. Ribosomen – Orte 

der Proteinbiosynthese – setzen sich aus Ribosomalen Proteinen (RPs) und ribosomalen 

RNAs (rRNAs) zusammen (Kapitel 1.2). Nahezu sämtliche zum Aufbau eines Ribosoms 

notwendigen rRNAs werden aus der 45S-Prä-rRNA, prozessiert (Kapitel 1.2), die von der 

Pol I synthetisiert wird (Moore, Steitz, 2002) – die Zielstruktur von CX-5461 (Drygin et 

al., 2011).  

 

Der Anteil an 45S-Prä-rRNA ist äußerst exakt an den aktuellen Bedarf der Zelle an neu-

synthetisierten Ribosomen abgestimmt (Tsoi et al., 2017). Somit sollte eine gesteigerte 

Tumorzellproliferation mit erhöhten Anteilen an 45S-Prä-rRNA einhergehen, die an den 

Bedarf an Ribosomen durch eine gesteigerte Tumorzellproliferation angepasst ist. Da 

die Synthesekapazität einer einzelnen Pol I begrenzt ist und sich vermutlich kaum 

erhöhen lässt, kann dies nur bedeuten, dass die Zelle mehr Pol I-Moleküle bilden muss. 

Dies ist dadurch zu erreichen, dass die Transkriptionsrate der Gene verstärkt wird, die 

für die Proteinuntereinheiten der Pol I kodieren. Der Pol I-Komplex besteht aus 

mehreren Untereinheiten, unter anderen dem Heterodimer POLR1 AC40-AC19, kurz 

POLR1A, und POLR1 RPB6, kurz POLR1B. Durch weitere an Pol I bindende Faktoren, wie 

unter anderen RRN3, das an die A43-Untereinheit der Pol I bindet, wird die Transkription 

von rRNA nach Bindung an die rDNA (vermittelt durch den UB(T)F/SL1-Komplex) initiiert 

(Russell, Zomerdijk, 2006). Ob es auch für kolorektale Karzinomzellen Hinweise auf eine 

gesteigerte Transkriptionsrate der Pol I-Gene POLR1A und POLR1B und weiterer, für die 

Transkription relevanter Faktoren (UBTF und RRN3) kommt, wurde mit Hilfe der 

quantitativen RT-PCR (RT-qPCR) überprüft, indem der Anteil der mRNA-Transkripte 

dieser Gene bestimmt wurde. Dabei stellte sich heraus, dass diese mRNA-Transkripte in 

kolorektalen Karzinomzellen deutlich erhöht waren im Vergleich zu nicht-trans-

formierten Zellen der Kolonschleimhaut (Abbildung 3.7).  
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Abbildung 3.7: Untereinheiten der Pol I und Transkriptionsfaktoren sind in kolorektalen Tumorzellen 

überexprimiert. Daten der quantitativen PCR (RT-qPCR) in logarithmischer Darstellung sind als Mittelwert 

mit Standardabweichung angegeben von drei bis vier biologischen Replikaten. (A) POLR1A, (B) POLR1B, 

(C) UBTF und (D) RRN3.  

 

Auch für das Produkt der Pol I, die 45S-Prä-rRNA (Kapitel 1.2), war eine Überexpression 

in kolorektalen Karzinomzellen nachzuweisen (Abbildung 3.8). 

 

Abbildung 3.8: Überexpression der 45S-

Prä-rRNA in kolorektalen Karzinomzellen. 

Dargestellt ist das Ergebnis von drei 

unabhängigen RT-qPCR-Analysen (biologi-

sche Replikate) als Mittelwert mit 

Standardabweichung normalisiert auf die 

Expression von 45S-Prä-rRNA in Kolon-

Normalgewebe. NHDF: Nicht-transformier-

te Fibroblasten. *p53 deletierte Variante 

der Zelllinie.  
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Die durch CX-5461 vermittelte Inhibition der Pol I, die zu einer Abnahme an 45S-Prä-

rRNA führt (Drygin et al., 2011), war auch in kolorektalen Karzinomzellen nachzuweisen. 

Bereits sechs Stunden nach Beginn der Inkubation mit CX-5461 zeigte sich eine 

Abnahme an 45S Prä-rRNA um bis zu 50 % (Abbildung 3.9), die auch für längere 

Inkubationszeiten (24 bis 168 Stunden) nachzuweisen war – und damit auch in 

seneszenten Zellen, die zum Zeitpunkt Tag 7 (168 Stunden) den dominanten Zellphäno-

typ darstellten (Abbildung 3.5).  

 

Bei der Ribosomenbiogenese handelt es sich um einen hoch dynamischen und exakt 

koordinierten Syntheseprozess zur Herstellung von RPs und rRNAs. Die hohe Turnover-

Rate von Ribosomen – so beträgt ihre Produktionsrate in proliferierenden eukaryoti-

schen Zellen bis zu 2 000 Ribosomen pro Minute (Warner, 1999) – macht die Ribo-

somenbiogenese anfällig für Störungen jeglicher Art. In Tumoren ist die Ribosomen-

biogenese zusätzlich noch erhöht und dysreguliert (Tsoi et al., 2017). Ein solcher 

Störfaktor der Ribosomenbiogenese stellt CX-5461 dar. Durch die CX-5461-vermittelte 

Pol-I-Inhibition und die damit einhergehende Hemmung der Translation der rDNA 

(Abbildung 3.9) kommt es zu einer Dysregulation der Ribosomenbiogenese. In dieser 

Stresssituation werden Signalwege aktiviert, die einen Zellzyklusarrest auslösen können 

(Kapitel 3.3 bis 3.5). 
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Abbildung 3.9: CX-5461 verringert den Anteil an 45S-Prä-rRNA. Die Daten der quantitativen PCR (RT-

qPCR) sind als Mittelwert mit Standardabweichung relativ zur unbehandelten Kontrolle beim Zeitpunkt 0 

Stunden (0h) von drei biologischen Replikaten angegeben. Die Zellen wurden mit 1 µmol/L CX-5461 für 

die angegebenen Zeiträume inkubiert. (A) DLD1, (B) HCT116, (C) HCT116 p53-/-, (D) LS174t und (E) SW480. 

*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Anova mit post-hoc Test 

(Test nach Dunnett).  

 

3.3 CX-5461-induzierte Seneszenz: DNA-Damage-Response (DDR)  

In Kapitel 3.1 wurde für kolorektale Tumorzellen gezeigt, dass CX-5461 die Persistenz 

vitaler, teilungsinaktiver, aber stoffwechselaktiver Zellen induziert, die sich im Zustand 

zellulärer Seneszenz befinden. In Kapitel 3.2 wurde gezeigt, dass CX-5461-behandelte 

Zellen sich in einem charakteristischen metabolischen Zustand befinden, in dem der 

Anteil an 45S-Prä-rRNA verringert ist (Abbildung 3.9), ebenso die Proteinbiosynthese 

(Abbildung 4.6). Zudem kommt es im Zellkern zu einer Anreicherung ribosomaler 

Proteine (Abbildung 1.3). In der Gesamtschau deuten diese Einzelphänomene auf eine 

gestörte Ribosomenbiogenese hin, die für die Zelle eine Stresssituation bedeutet und 

phänotypisch sich als Seneszenz darstellt (Abbildung 3.5). In seneszenten Zellen sind 

verschiedene Signalwege aktiv wie DDR-Signalwege (Bringold, Serrano, 2000), die 

ebenfalls in CX-5461 behandelten Zellen nachzuweisen sind (Kapitel 1.3).  

 

Ein aktiver DDR-Signalweg hat seinen Ursprung in der Aktivierung von Phosphoinositid-

3-Kinase (PI3K)-related Kinasen (PIKK), eine Familie von Serin/Threonin Proteinkinasen, 
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die über Zellstress aktiviert werden, wozu auch Schäden an der DNA wie Doppel-

strangbrüche gehören (Abraham, 1998; Blackford, Jackson, 2017). Ein frühes zur 

Aktivierung von DDR-Signalwegen führendes Ereignis stellt die Phosphorylierung von 

Histon H2A.X an Serin 139 dar. H2A.X wird durch die ATM-Kinase, ein Mitglied der PIKK 

Familie, phosphoryliert (Rogakou et al., 1998). DDR-Signalwege können aber auch ohne 

DNA-Doppelstrangbrüche aktiviert werden wie durch Modifizierungen am Chromatin 

oder an der DNA (Stichwort: G-Quadruplexe, Kapitel 1.3) (Kaidi, Jackson, 2013; Olcina et 

al., 2013).  

 

Die phosphorylierte Form von Histon H2A.X, die auch als H2A.X bezeichnet wird, war 

bei vier der sieben kolorektalen Zelllinien nach Inkubation mit CX-5461 eindeutig 

nachzuweisen (Abbildung 3.10).  

 

  

Abbildung 3.10: CX-5461 induziert den DDR-Signalweg durch Phosphorylierung von Histon H2A.X. 

Repräsentativer Nachweis von H2A.X im Western-Blot (links) und in der Immunfluoreszenz (IF, rechts) 

nach Inkubation für 72 Stunden (Blot) bzw. 7 Tage (IF) mit 1 µmol/L CX-5461. IF: Die türkis gefärbten 

Signale zeigen H2A.X innerhalb der Zellkerne (blau). () unbehandelte Kontrolle, Vergrößerung 20x. Zu 

den Antikörpern s. Tabelle 2.2 und 2.4.  

 

Die Chromatinstruktur, bestehend aus DNA und Histonen, verhält sich in Gegenwart von 

H2A.X-markierten Histonen transkriptionell inaktiv. Als Grund hierfür wird die 

Vermeidung möglicher Kollisionen zwischen der DNA-Reparatur und Transriptions-

Maschinerie gesehen, die zugunsten von DNA-Reparatur-Mechanismen präferiert wird 

(Polo, Jackson, 2011). Die durch H2A.X vermittelte transkriptionelle Inaktivierung 
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ribosomaler Gene ist mit dem durch CX-5461 induzierten Zellzyklus-arretierten Zell-

phänotyp vereinbar (Abbildung 3.2).  

 

Als nächstes wurden einige am DDR-Signalweg beteiligte Kinasen auf ihre Phosphory-

lierung (und damit Aktivierung) überprüft (Abbildung 3.11). Die ATM-Kinase, die früh 

innerhalb des DDR-Signalwegs aktiviert wird, konnte in ihrer phosphorylierten Form in 

drei (LS174T, SW480 und DLD1) der sieben Zelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 

3.11 und Abbildung 7.5 im Anhang). Um auch zeigen zu könnten, dass Targets der ATM 

durch eine aktive ATM phosphoryliert werden (Blackford, Jackson, 2017), wurde die 

Phosphorylierung der CHK2 Kinase als primäre Zielstruktur der ATM überprüft 

(Matsuoka et al., 1998).  

 

Abbildung 3.11: Hinweise auf einen aktiven DNA-Damage-Response-Signalweg nach Inkubation der 

Tumorzellen mit CX-5461. Gezeigt sind Western Blots zum Nachweis der Phospho-ATM (p.-ATM, Position 

Serin 1981) und der Phospho-CHK2 (p.-CHK2, Position Threonin 68), die jeweils aktiven Formen der 

Kinasen, in der Zelllinie LS174t. Weitere Zelllinien in Abbildung 7.5 im Anhang.  

 

In CX-5461 behandelten kolorektalen Tumorzellen wurde somit ein aktiver DDR-

Signalweg nachgewiesen.  

 

3.4 CX-5461-induzierte Seneszenz: Die p53-p21-Achse 

Durch CX-5461 wird der für eine funktionelle Ribosomenbiogenese notwendige Anteil 

an rRNA signifikant reduziert und damit zum begrenzenden Faktor der Ribosomen-

biogenese (Kapitel 3.2). Da die Synthese von RPs durch CX-5461 unbeeinflusst bleibt, 

akkumulieren diese im Zellkern (Abbildung 1.3). Es hat sich herausgestellt, dass RPs 

„biologisch“ aktiv sind und Regulatoren des Zellzyklus beeinflussen können. Sie hemmen 
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z. B. den negativen p53-Regulator HDM2 (Woods et al., 2015) und führen damit zu einer 

Akkumulation von nicht-phosphoryliertem p53 (Nishimura et al., 2015). Durch 

Phosphorylierung von p53 an Ser15 wird der MDM2-vermittelte Abbau von p53 

verhindert, was zusätzlich zu einer Stabilisierung von p53 führt (Shieh et al., 1997; Banin 

et al., 1998; Brooks, Gu, 2003). Da p53 ebenfalls in DDR-Signalwegen als eine Zielstruktur 

der ATM eingebunden ist und sich auch an der transkriptionellen Regulation des 

Zellzyklusregulators p21 beteiligt (Kim et al, 2017), wurde in CX-5461-behandelten 

Zellen die Akkumulation von p53 und Phospho-p53 untersucht (Abbildung 3.12). 

 

Der Nachweis von p53 und Phospho-p53 in CX-5461-behandelten Zellen war möglich 

(Abbildung 3.12 und Abbildung 7.6 Anhang).  

 

 

Abbildung 3.12: Akkumulation und Phosphorylierung von p53. Gezeigt sind repräsentative 

Western Blot-Analysen (links) und Immunfluoreszenz-Färbungen (IF, rechts bei 100-facher Vergrößerung) 

mit der kolorektalen Tumorzelllinie DLD1 zum Nachweis von Phospho-p53 (Ser15) und p53 nach 

Inkubation mit CX-5461 (1,0 µmol/L). Blau: DAPI. Grün: p53. Weitere Zelllinien in Abbildung 7.6 im 

Anhang.  

 

Protein p21, das über zahlreiche exogene Stimuli aktiviert wird, ist als Inhibitor Cyclin-

abhängiger Kinasen (cyclin-dependent kinases oder CDK) an der Kontrolle des Zellzyklus 

beteiligt (Jung et al., 2010). Somit war es naheliegend in CX-5461-induzierten Zellzyklus-

arretierten Zellen die Hochregulation von p21 mRNA (Gen: CDKN1A) zu untersuchen. 

Für beide p53 Wildtyp-Zelllinien HCT116 und LS145T war eine transkriptionelle und 

posttranslationale Hochregulation von p21 mRNA und p21-Protein nachzuweisen, die 

eindeutig auf die Inkubation der Zellen mit CX-5461 zurückzuführen war (Abbildung 

3.13).  
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Abbildung 3.13: CDKN1A-Genaktivität in CX-5461 behandelten kolorektalen LS174t-Karzinomzellen. 

Obere Reihe: Quantifizierung der p21 mRNA mit der RT-qPCR nach Inkubation mit CX-5461 für 24 Stunden 

(oben links) und die angegebenen Zeiten (oben rechts). Dargestellt ist der Mittelwert mit 

Standardabweichung von zwei bis drei biologischen Replikaten (mit jeweils zwei technischen Replikaten) 

relativ zur unbehandelten Kontrolle. Untere Reihe: Nachweis von p21 Protein (zum Antikörper s. Tabelle 

2.4) im Western Blot für die angegebenen Inkubationszeiten mit CX-5461. 

 

Die gezeigten Daten lassen eine Beteiligung der p53-p21-Achse an dem durch CX-5461 

ausgelösten Zellzyklusarrest vermuten.  

 

3.5 CX-5461-induzierte Seneszenz: nucleäre Akkumulation riboso-

maler Proteine und Aktivierung des Rb-Signalwegs 

Mit dem Pol I-Inhibitor CX-5461 steht ein effektiver Kandidat zur Verfügung, der bereits 

wenige Stunden nach Zugabe von CX-5461 den Anteil an rRNAs in der Zelle signifikant 

verringert, die damit zum begrenzenden Faktor der Ribosomenbiogenese werden 

(Kapitel 1.2). Als Folge der verringerten Bildung von rRNAs kommt es zu einer 

Akkumulation von RPs im Nucleolus, wie exemplarisch für RPL29 (Abbildung 1.3) und 

RPS14 (Abbildung 3.14) gezeigt. Diese Situation kann damit erklärt werden, dass die 

Bildung von rRNAs und RPs in einem exakt abgestimmten Verhältnis erfolgt, um die 

energieaufwendige Bildung funktioneller Ribosomen effektiv und zugleich ökonomisch 

sicherzustellen. Jede Abweichung bei der Synthese beider Faktoren, rRNAs und RPs vom 

ursprünglichen Verhältnis, löst Stress in der Zelle aus (Kapitel 1.3). 
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Abbildung 3.14: Anreicherung ribosomaler Proteine 

im Zellkern CX-5461-behandelter Zellen. Gezeigt ist 

ein repräsentativer Western Blot mit der Zelllinie 

LS174t nach Inkubation mit CX-5461 (2 µmol/L für 

24h). Zu den Antikörpern siehe Tabelle 2.4. Lamin A: 

Marker für das nucleären Kompartiment. Tubulin: 

Marker für das zytosolische Kompartiment. Zy: 

Zytosol, Nu: Nucleus. Ktr: Kontrolle. Die 

Zellkernisolierung erfolgte nach der Methode von 

Suzuki et al. (2010). Abbildung aus Otto et al. (2021). 

 

Lessard et al. konnten für im Zellkern akkumulierte RPS14-Proteine zeigen, dass diese 

über eine Funktion als CDK4-Inhibitor verfügen. Durch Bindung von RPS14 an den 

CDK4/CyclinD1-Komplex verliert dieser seine Funktion als Retinoblastom (Rb)-Inhibitor 

und eine Phosphorylierung von Rb bleibt aus (s. Diskussion). Dephosphoryliertes und 

damit aktives Rb kann unter anderem den Transkriptionsfaktor E2F inaktivieren, dessen 

Zielgene wie MCM6 entscheidend für den Zellzyklusprogress sind. Ein aktiver Rb-

Signalweg löst Zellzyklusarrest und Seneszenz aus (Lessard et al., 2018).  

 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass mit CX-5461 inkubierte kolorektale Zellen eine 

deutliche Abnahme an phosporyliertem Rb-Protein aufweisen (Abbildung 3.15). Dass 

der Rb-Signalweg tatsächlich aktiv ist, wurde mit dem negativen Einfluss von aktivem Rb 

auf die durch E2F-vermittelte Genexpression bestätigt (in Abbildung 3.15 durch die 

Abnahme an MCM6-Protein gezeigt). Die durch CX-5461 ausgelöste antiproliferative 

Situation mit einer verringerten mitotischen Aktivität zeigte ebenfalls die Abnahme des 

Mitosemarkers Phospho-Histon H3 (Abbildung 3.15). 
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Abbildung 3.15: Aktiver Rb-Signalweg in CX-5461-

behandelten Zellen. Dargestellt ist ein repräsentativer 

Western Blot mit der Zelllinie LS174t, die für 7 Tage (7d) 

mit CX-5461 inkubiert wurde. Zu den Antikörpern siehe 

Tabelle 2.4. Rb: Retinoblastom-Protein. Die phosphory-

lierte Form von Rb (p.-Rb) ist die inaktive Form. Aktives 

(dephosposphoryliertes) Rb ist ein Inhibitor der Zellrepli-

kation. MCM6: ein replikationsinitiierender Faktor im 

Zellkern. p.-H3: Die phosporylierte Form des Histons 3 (p.-

H3) ist ein Mitosemarker. Abbildung aus Otto et al. 

(2021). 

 

Lessard et al. konnten zeigen, dass eine Überexpression des ribosomalen Proteins RP14 

dazu führt, dass Rb nicht mehr phosphoryliert wird, der Zellzyklus arretiert und ein 

seneszenter Zellphänotyp sich ausbildet (Lessard et al., 2018). Mit CX-5461-behandelte 

Zellen zeigen ebenfalls eine Akkumulation ribosomaler Proteine im Zellkern (Abbildung 

1.3 und 3.14), eine Aktivierung des Rb-Signalwegs (Abbildung 3.15) und einen im 

Zellzyklus arretierten (Abbildung 3.2) seneszenten Phänotyp (Abbildung 3.5). Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass CX-5461 über den durch Hemmung der Pol I 

verursachten Mangel an rRNAs (Kapitel 3.2) eine Akkumulation ribosomaler Proteine im 

Zellkern auslöst, die – wie am Beispiel von RP14 gezeigt werden konnte (Lessard et al., 

2018) – Zellzyklus-regulierende Signalwege beeinflussen. Damit besteht ein mechanisti-

scher Zusammenhang zwischen nucleolärem Stress, verursacht durch eine defekte 

Ribosomenbiogenese, und Zellzyklusarrest und Seneszenz.  

 

3.6 Zytoreduktiver Effekt bei CX-5461-induzierten seneszenten 

Zellen durch Kombination mit Bcl-Inhibitoren 

CX-5461 induziert einen antiproliferativen Zellphänotyp, der bei einer Konzentration 

von 1 µmol/L CX-5461 und weniger in Form eines seneszenten Phänotyps persistiert 

(Kapitel 3.1). Aus diesem Grund sollte die Möglichkeit geprüft werden, den 

antiproliferativen Effekt von CX-5461 um eine zelltoxische Komponente zu ergänzen. 

Hierzu wurde CX-5461 mit Inhibitoren der Bcl-Proteinfamilie kombiniert (Kapitel 1.4). 
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Die Bcl-Proteinfamilie besteht aus pro- und anti-apoptotischen Proteinen. Anti-apop-

totische Bcl-Proteine verhindern die Induktion von Apoptose, indem sie pro-apop-

totische Signale hemmen und die Integrität der Mitochondrien-Membran stabilisieren 

(Cheng et al., 2001). Der für diese Arbeit ausgewählte Inhibitor Navitoclax hemmt gezielt 

anti-apoptotische Bcl-Proteine vom Typ Bcl-w (Zhu et al., 2016). Ein zusätzlicher 

getesteter Bcl-Inhibitor mit der Bezeichnung AT101 bindet am Bcl-Protein Mcl-1 

(Timucin et al., 2019). Die Expression beider Bcl-Proteine konnte in den untersuchten 

kolorektalen Karzinomzelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 7.7 im Anhang).  

 

Für jede kolorektale Zelllinie wurde der IC50-Wert von Navitoclax bestimmt (Tabelle 7.2 

im Anhang). Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zu CX-5461 (Tabelle 3.1) für Navitoclax 

bis zu 9-fach höhere Konzentrationen notwendig waren, um eine Abnahme vitaler Zellen 

um 50 Prozent zu erreichen. Die Zellvitalität nach Inkubation mit Navitoclax wurde im 

Kolonie-Assay überprüft und ist im Einklang mit den Ergebnissen der IC50-Bestimmung 

(Abbildung 3.16).  

 

Abbildung 3.16: Der antiproliferative Effekt von Navitoclax. Gezeigt ist der Anteil vitaler Zellen (gefärbte 

Areale) nach Inkubation mit 1 und 5 µmol/L Navitoclax. Pro Vertiefung einer Zellkulturschale mit 6 

Vertiefungen wurden 4x103 Zellen von jeder Zelllinie ausgesät. Navitoclax wurde 48 Stunden nach Aussaat 

zu den Zellkulturen gegeben und Zellen für weitere 5 Tage inkubiert. Kontrolle: unbehandelte Zellen. 

 

Die für CX-5461 und Navitoclax bestimmten IC50-Werte waren Grundlage dafür, um die 

Konzentrationen an CX-5461 und Navitoclax im Kombinationsansatz mit dem Ziel zu 
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optimieren, einen maximal zelltoxischen Effekt im Vergleich zu den einzelnen 

Inhibitoren zu erreichen (Abbildung 3.17).  

 

Abbildung 3.17: Der kombinierte antiproliferative Effekt von CX-5461 und Navitoclax. Gezeigt ist der 

Anteil vitaler Zellen (gefärbte Areale) für die optimierten Konzentrationen an CX-5461 und Navitoclax in 

Kombination: CaCo2: 0,5/2,5 µmol/L, DLD1: 0,25/1,0 µmol/L, HCT116: 0,05/5,0 µmol/L, HCT116 p53-/-: 

0,05/3,0 µmol/L, HT29: 0,25/5,0 µmol/L, LS174t: 0,25/1,0 µmol/L, SW480: 0,25/1,0 µmol/L CX-

5461/Navitoclax. Pro Vertiefung einer Zellkulturschale mit 6 Vertiefungen wurden 4x103 Zellen von jeder 

Zelllinie ausgesät. CX-5461, Navitoclax bzw. die Kombination beider Inhibitoren wurde 48 Stunden nach 

Aussaat zu den Zellkulturen gegeben und Zellen für weitere 5 Tage inkubiert. Kontrolle: unbehandelte 

Zellen. 

 

Eine Quantifizierung der vitalen Zellen bestätigte den stärkeren antiproliferativen Effekt 

von CX-5461 und Navitoclax in der Kombiniation (Abbildung 3.18). 
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Abbildung 3.18: Der kombinierte antipro-

liferative Effekt von CX-5461 und Navito-

clax. Pro Vertiefung einer Zellkulturschale 

mit 96 Vertiefungen wurden 2x105 Zellen 

(SW480) ausgesät. Nach Inkubation mit 

den Inhibitoren (CX: CX-5461, Nav: 

Navitoclax) für 72 Stunden wurde die 

Anzahl vitaler Zellen mit Kristallviolett 

photometrisch ermittelt. ** p<0,01 zur 

unbehandelten Kontrolle (). 

Varianzanalyse mit post-Hoc Test (Test 

nach Kruskal-Wallis). 

 

Während der antiproliferative Effekt von CX-5461 zu keiner Induktion von Apoptose bei 

kolorektalen Karzinomzellen führte (Kapitel 3.1), war dies für die Kombination aus CX-

5461 und Navitoclax eindeutig der Fall (Abbildung 3.19).  

 

Abbildung 3.19: Der kombinierte antiproliferative Effekt von CX-5461 und Navitoclax führt zu einer 

Anreicherung Annexin V-positiver Zellen. Gezeigt ist das repräsentative Ergebnis zum durchfluss-

zytometrischen Nachweis Annexin V-positiver, apoptotischer SW480-Zellen nach einer Inkubationszeit 

von 48 Stunden (Teilabbildung A). Auf der X-Achse in logarithmischer Darstellung aufgetragen die 

Fluoreszenzintensität von Annexin V (im unteren rechten Quadranten) und auf der Y-Achse die von 

Propidiumjodid zur Unterscheidung apoptotischer Zellen von nekrotischen bzw. spät apoptotischen 

Zellen im oberen rechten Quadranten. Teilabbildung B: Quantifizierung der durchflusszytometrischen 

Ergebnisse mit n=3 biologischen Replikaten. ***p<0,001 in Dunnetts Test nach Varianzanalyse.  
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Das Versuchsdesign, Zellen mit beiden Inhibitoren, CX-5461 und Navitoclax, gleichzeitig 

zu inkubieren (Abbildung 3.18) wurde, um dem Nachweis näher zu kommen, dass 

Navitoclax tatsächlich einen starken pro-apoptotischen Effekt in CX-5461-induzierten 

seneszenten Zellen auslöst, dahingehend modifiziert, dass die Zellen zuerst mit CX-5461 

für 72 Stunden inkubiert wurden, bevor Navitoclax zu den seneszenten Zellen gegeben 

wurde. Auch mit diesem geänderten Versuchsaufbau war es möglich zu zeigen, dass 

Navitoclax die Anzahl CX-5461-induzierter seneszenter Zellen durch Induktion von 

Apoptose deutlich effektiver verringerte als die Einzelsubstanzen (Abbildung 3.20).  

 

Abbildung 3.20: Der zellreduktive Effekt des 

Senolytikums Navitoclax auf den durch CX-5461 

induzierten seneszenten Zellphänotyp. Gezeigt 

ist ein repräsentatives Ergebnis mit SW480-Zellen, 

die zunächst für 72 Stunden mit 1 µmol/L CX-5461 

(CX) inkubiert wurden, bevor Navitoclax (Nav) für 

48 Stunden dazu gegeben wurde. Der Anteil 

vitaler Zellen wurde mit Kristallviolett bestimmt 

und als Mittelwert und Standardabweichung von 

sechs technischen Replikaten angegeben. 

Gepunktete Linie: Aussaat. ***p<0,001 zur 

unbehandelten Kontrolle () in Dunnetts Test 

nach Varianzanalyse.  

 

Auch ein weiterer Bcl-Inhibitor mit der Bezeichnung AT101, der ebenfalls Eigenschaften 

eines Senolytikums zeigt, war in der Kombination mit CX-5461 stärker zellreduktiv als 

beide Inhibitoren alleine (Abbildung 3.21).  
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Abbildung 3.21: Der zellreduktive Effekt des 
Senolytikums AT101 auf den durch CX-5461 
induzierten seneszenten Zellphänotyp. Gezeigt 
ist ein repräsentatives Ergebnis mit CaCo2-Zellen, 
die zunächst für 72 Stunden mit 1 µmol/L CX-5461 
(CX) inkubiert wurden, bevor 2,5 µmol/L AT101 
(AT) für 48 Stunden dazu gegeben wurde. Der 
Anteil vitaler Zellen wurde mit Kristallviolett 
bestimmt und als Mittelwert und Standardab-
weichung von sechs technischen Replikaten 
angegeben. Gepunktete Linie: Aussaat. *p<0,05 

zur unbehandelten Kontrolle (). 

 

 

Die Kombination aus CX-5461 und AT101 war bei weniger Zelllinien (drei von sieben 

Zelllinien: DLD1, CaCo2 und HT29) effektiv als die Kombination aus CX-5461 und 

Navitoclax (sechs von sieben Zelllinien). Die Gründe hierfür sind noch nicht verstanden, 

doch davon unberührt bleibt, dass das Prinzip, den durch CX-5461 induzierten 

seneszenten Zellphänotyp durch Senolytika eliminieren zu können, auch für kolorektale 

Zellen gezeigt werden konnte. 
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3.7 Beantwortung der Fragen (Kapitel 1.5) 

I. Weist CX-5461 auch bei humanen kolorektalen Karzinomzellen antiproliferative 

Effekte auf? 

Der durch CX-5461 in kolorektalen Karzinomzellen in vitro ausgelöste antiproliferative 

Effekt basiert auf einem Zellzyklusarrest (Abbildung 3.2) in Verbindung mit einem senes-

zenten Zellphänotyp (Abbildung 3.5). Die Bestimmung der halbmaximalen inhibitori-

schen Konzentration (IC50) ist von Bedeutung, um solche Konzentrationsbereiche von 

CX-5461 zu identifizieren, die mit großer Wahrscheinlichkeit keine Off-Target-Effekte 

auslösen. Konzentrationen an CX-5461 von 1 µmol/L und weniger haben sich als nicht 

akut toxisch gezeigt und induzieren einen Seneszenz-ähnlichen Zellphänotyp.   

 

II. Auf welchem molekularen Mechanismus basiert der antiproliferative Effekt von 

CX-5461 und in welche molekulare Endstrecke (Seneszenz, Apoptose) führt dies? 

Der in der Literatur beschriebene Hauptmechanismus von CX-5461, die Hemmung der 

RNA-Polymerase I (Pol I), war in dieser Arbeit indirekt über eine verminderte Translation 

ribosomaler RNA nachzuweisen (Kapitel 3.2). Charakteristisch für den durch CX-5461 

ausgelösten nucleolären Stress sind die Akkumulation ribosomaler Proteine im Zellkern 

(Abbildung 1.3 und Abbildung 3.14) und die Aktivierung zum Zellzykusarrest führender 

Signalwege vermittelt durch DNA-Damage-Response-Mechanismen, p53 und Retino-

blastom (Rb). 

 

III. Wird der antiproliferative Effekt von CX-5461 durch Kombination mit dem Bcl-

Inhibitor Navitoclax verstärkt durch Induktion zelltoxischer Effekte wie 

Apoptose? 

Der durch CX-5461 induzierte seneszente Zellphänotyp ließ sich effektiv durch das 

Senolytikum Navitoclax in Apoptose überführen – im Ggs. zu nicht-seneszenten Zellen 

(Abbildung 3.19). Damit scheint die Adressierung der beiden antiproliferativen 

Phänomene Seneszenz und Apoptose eine wirkungsvolle anti-Tumor-Strategie darzu-

stellen.  
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4 Diskussion  

Mit CX-5461 behandelte kolorektale Karzinomzellen zeigen auf Basis einer vom 

Nucleolus durch Hemmung der RNA-Polymerase I (Pol I) ausgehenden Stresssituation 

charakteristische Phänomene wie ein arretierter Zellzyklus mit Ausbildung eines 

seneszenten Phänotyps, reduzierte Proteinbiosynthese, verringerte Transkription von 

ribosomalen RNAs (rRNAs), nucleoläre Akkumulation ribosomaler Proteine (RPs) und 

Aktivierung verschiedener Zellzyklus-hemmender Signalwege.  

 

CX-5461 wurde über ein zellbasiertes Screening (Drygin et al., 2011) als potenter und 

spezifischer Pol I-Inhibitor identifiziert und seitdem in verschiedenen Tumorentitäten 

intensiv untersucht (Li et al., 2016; Makhale et al., 2021). CX-5461 befindet sich aktuell 

in klinischen Prüfungen mit bisher einer guten Verträglichkeit (Khot et al., 2019). In einer 

Expansionsstudie (Phase Ib) werden aktuell Patienten mit soliden Tumoren untersucht 

(Chen et al., 2021). 

 

Die Ribosomenbiogenese als potentielles Target für eine effektive Tumortherapie zu 

nutzen, mag aufgrund der Universalität der Ribosomenbiogenese überraschen, doch 

scheinen tatsächlich Ausmaß und „Qualität“ der Ribosomenbiogenese – hyperaktiv und 

dysreguliert in der Tumorzelle, „normal“ und reguliert in der nicht-transformierten 

Zelle – den entscheidenden Unterschied auszumachen für die Möglichkeit einer 

selektiven Hemmung der tumoralen Ribosomenbiogenese (Brighenti et al., 2015).  

 

4.1 Der antiproliferative Effekt von CX-5461  

In dieser Arbeit wurde der antiproliferative Effekt von CX-5461 an kolorektalen 

Tumorzellen gezeigt; in der Literatur sind Daten zu Tumorzellen anderer Tumorentitäten 

zu finden (Negi, Brown, 2015b; Li et al., 2016; Makhale et al., 2021). Doch besteht 

weiterhin Unklarheit darüber, in welcher Form CX-5461 seinen antiproliferativen Effekt 

vermittelt. So führt dieser bei hämatologischen Tumorzellen zur Induktion von Apoptose 

(Drygin et al., 2011; Negi, Brown, 2015b) und bei Tumorzellen solider Tumorentitäten 
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zur Induktion zellulärer Seneszenz (Drygin et al., 2011; Salama et al., 2014; Petrova et 

al., 2016). Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen an kolorektalen 

Karzinomzellen konnten einen durch CX-5461 ausgelösten seneszenten Zellphänotyp 

identifizieren. Hinweise in diesen Zellen auf pro-apoptotische Effekte wurden nicht 

gefunden. Ein Blick in die Literatur bestätigt, dass der antiproliferative Effekt von CX-

5461 bei Zellen solider Tumorentitäten eher zur Induktion von Seneszenz als von 

Apoptose führt; auch wurden Zeichen von Autophagie beschrieben (Tabelle 4.1).  

 

Tabelle 4.1: Überblick über die durch CX-5461 ausgelösten antiproliferativen Ereignisse. Eine in PubMed 

durchgeführte Recherche. Stand: Juli 2021. 

Ereignis Mechanismus Marker Zelllinie Publikation 

Autophagie Inhibition von mTOR, 
Beteiligung von p53 

LC3-II U2-OS  Li et al. (2016), 
OncoTargets Ther. 

Seneszenz / 
Autophagie 

p53-unabhängiger 
Effekt 

LC3-II, Acridin 
Orange, SA-β-
Gal 

A375, MIA, 
PaCa-2 u. a. 

Drygin et al. (2011), 
Cancer Research 

Apoptose ATM/ATR Aktivierung 
p53-unabhängig 

Cleaved Caspase ALL Negi, Brown (2015a), 
Oncotarget 

Apoptose p53-p21 Aktivierung Cleaved Caspase 
3, PARP 1 

MCF7 u. a. Makhale et al. (2021), 
Int. J. Mol. Sci. 

U2-OS: Osteosarkomzelllinie; MIA u. PaCa-2: Pankreaskarzinomzelllinien; A375: Melanomzelllinie; MCF7: 
Brustkrebszelllinie; ALL: Akute lymphoblastische Leukämie; LC3-II: Autophagiemarker. 

 

Autophagie ist ein kataboler Mechanismus, über den die Zelle eigene nicht lebens-

notwendige Zellbestandteile in so genannten Autophagolysosomen verdauen kann, um 

die Abbauprodukte anschließend wiederzuverwenden (Li et al., 2021). Autophagie wird 

im Zustand von Zellstress aktiv und kann zum Überleben der Zelle beitragen. Bei 

Tumorzellen führt Autophagie auch zur Zelldestruktion und kann damit tumorsuppressiv 

wirken (Chen, Debnath, 2010). Der spezifische Autophagie-Marker LC3 (microtubule-

associated protein1 light chain 3) spielt bei der Bildung von Autophagosomen eine 

zentrale Rolle (Barth et al., 2010). Hierzu wird die zytosolische Form von LC3, LC3-I 

(18kDa), in LC3-II (16kDa) konvertiert, der in die Autophagosom-Membran integrierten 

Form (Mizushima, 2007). 
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Autophagische Vorgänge, die bei CX-5461-inkubierten Zellen solider Tumoren beo-

bachtet wurden (Drygin et al., 2011), lassen sich mit dem in dieser Arbeit beschriebenen, 

durch CX-5461 induzierten seneszenten Zellphänotyp vereinbaren. Durch CX-5461 

befinden sich diese Zellen in einer vom Nucleolus ausgehenden Stresssituation mit einer 

stark reduzierten Proteinbiosynthese (Abbildung 3.6). Eine Beteiligung autophagischer 

Vorgänge bei CX-5461 induzierter Seneszenz wäre somit nicht ungewöhnlich (wäre aber 

noch zu zeigen). Zudem handelt es sich bei der Bezeichnung Seneszenz um Zustandsbe-

schreibungen zahlreicher, zum Teil sehr heterogener Mechanismen (Bojko et al., 2019).  

 

Der Wirkmechanismus von CX-5461 kann möglicherweise erklären, warum dessen anti-

proliferativer Effekt bevorzugt zu Seneszenz (und Autophagie) führt. Durch die CX-5461 

vermittelte Inhibition der Pol I (Abbildung 4.1) kommt die Zelle in einen Zustand der 

Unterversorgung, da Ausgangsprodukte für den anabolen Stoffwechsel fehlen, weshalb 

es zu einer Aktivierung des Überlebensmodus Autophagie kommen kann (White, 

DiPaola, 2009). Im Vergleich dazu der Pol I-Inhibitor Actinomycin D, der erst in der Phase 

der Elongation wirksam wird. Die dabei entstehenden verkürzten (trunkierten) Prä-

rRNA-Transkripte werden von den DNA-reparierenden Mechanismen der Zelle (Kapitel 

1.3) als ein nicht-reparabler Schaden erkannt und diese daraufhin in Apoptose überführt 

(Fetherston et al., 1984; Muscarella, 1998; Mischo et al., 2005).  

 

Zunächst war man davon ausgegangen, dass CX-5461 die Bindung des Transkriptions-

faktors SL1 an den rDNA-Promotor verhindert und damit die Initiierung der rRNA 

Synthese durch Pol I ausbleibt (Drygin et al., 2011). Diese Sicht wurde durch Mars et al. 

(2020) erweitert. Danach verhindert CX-5461, dass der Pol I-Komplex sich vom Prä-

Initiationskomplex wieder lösen kann. In diesem Prä-Initiationskomplex liegt Pol I 

gebunden am Faktor Rrn3 vor, wobei diese Bindung normalerweise in der frühen 

Transkription (Elongation) aufgelöst wird (Mars et al., 2020). CX-5461 sorgt dafür, dass 

Pol I über Rrn3 an SL1 und Ubf gebunden bleibt und dadurch die Transkription der rDNA 

durch Pol I nicht starten kann (Abbildung 4.1). 
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Abbildung 4.1: Der Wirkmechanismus von CX-5461. CX-5461 verhindert die Auflösung der Bindung der 

Pol I an RRN3, dadurch kann die Transkription der rDNA nicht starten. Eigener Entwurf erstellt nach 

Informationen von Mars et al., 2020. Zur Erläuterung siehe Text. 

 

Der Effekt der Pol I-Inhibition durch CX-5461 ist zudem irreversibel. Bereits eine 5-

minütige Inkubation mit CX-5461 reicht aus, um die rRNA-Synthese irreversibel zu 

inhibieren – auch nach einem Wechsel in CX-5461-freies Medium (Mars et al., 2020). 

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in CX-5461 behandelten Zellen der 

Anteil an 45S-Prä-rRNA innerhalb kürzester Zeit abnahm (Abbildung 3.9) und dieser 

Effekt zudem nicht reversibel war (Daten nicht gezeigt). Dies scheint an einem Arrest 

der Pol I in einem Transkriptions-Initiations-Komplex durch CX-5461 zu liegen (Mars et 

al., 2020); komplett verstanden ist diese irreversible Hemmung der Pol I jedoch nicht.  

 

4.2 Durch CX-5461 beeinflusste Signalwege  

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass gleich mehrere zum Zellzyklusarrest-

führende Signalwege in CX-5461 behandelten Tumorzellen aktiv sind. Hierzu gehören 

der DNA-Damage-Response-Signalweg, der p53- und der Retinoblastom (Rb)-Signalweg. 

Dass CX-5461 diese Signalwege beeinflusst, ist bekannt (Tabelle 4.2). Aus Tabelle 4.2 

wird deutlich, dass in CX-5461-behandelten Zellen in erster Linie DNA-Damage (DDR)-

Signalwege aktiv sind (Kapitel 1.3). Dies ist damit zu erklären, dass durch die extrem 

hohe transkriptionelle Aktivität der rDNA jede Störung der Transkription von rRNAs die 

Aktivierung von DDR-Signalwegen auslöst (van Sluis, McStay, 2019). Dazu passt, dass die 
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Transkriptionsaktivität im Nucleolus (Kapitel 1.3) mit dem Ansprechen der Zelle auf CX-

5461 positiv korreliert (Son et al., 2020).  

 

Tabelle 4.2: Überblick über die durch CX-5461 beeinflussten Signalwege. Eine in PubMed durchgeführte 

Recherche. Stand: Juli 2021. 

Signalweg Mechanismus Marker Zelllinie Publikation 

DDR Inhibition Topoisomerase 
II10) 

H2A.X multiple Bruno et al. (2020), 
Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 

DDR DNA G-Quadruplex 
Stabilisierung 

H2A.X, 53BP1, 
RPA, Rad 51 

HCT116, 
DLD1, U2OS 

Xu et al. (2017), Nat.  
Commun. 

DDR Relaxierte rDNA aktiviert 
ATM-Kinase 

CHKs, ATM, 
ATR u. a. 

BJ-T  Quin et al. (2016), 
Oncotarget 

DDR Destabilisierung von 
Replikationsgabeln 

ATR, H2A.X multiple  
Ovarialzell-
Karzinome 

Sanij et al. (2020), Nat.  
Commun. 

DDR Irreversible Hemmung von 
Pol I 

H2A.X, 53BP1 NIH3T3  Mars et al. (2020), NAR 
Cancer 

DDR Mutagene Eigenschaften 
von CX-5461 

atm-1 (ATM-
Homologon) 

C. elegans  Ye et al. (2020), 
Genetics 

DDR DDR-assoziierter 
Ubiquitin-Signalweg 

RNF168 u. a. HCT116,  
U2OS u. a. 

Masud et al. (2021), 
Sci. Rep.  

p53 Nucleolärer Stress, 
Interaktion ribosomaler 
Proteine mit MDM2 

p53, p21 B-Zell 
Lymphom  

Bywater et al. (2012), 
Cancer cell  

p53 Interaktion eines 
Ribonucleoprotein-Partikel 
Komplex (RNP) mit p53 

RPL11, RPL5, 
5S rRNA, p53  

MEF Nishimura et al. (2015), 
Cell Reports 

Rb Ribosomale Proteine 
verhindern Phosphory-
lierung von Rb  

RPL29, RPS14, 
Rb 

IMR90  Lessard et al. (2018), 
Nat. Cell Biol. 

MYC Suppression bei 
Überexpression von MYC 

MYC, MYCN Neuro-
blastom 

Taylor et al. (2019),  
J. Pediatr. Surg.  

MYC RNA-induced Silencing-
Complex (RISC) 

MYC, RPL5 Myelom Lee et al. (2017), Br. J. 
Haematol. 

Wnt/β-
Catenin 

Aktivierung von Wnt/β-
Catenin durch nucleolären 
Stress 

PPAN, AXIN2 
u. a. 

HeLa, U2OS Dannheisig et al. 
(2021), J. Mol. Biol.  

HeLa: Zervixkarzinom-Zelllinie; U2OS: Osteosarkom-Zelllinie; IMR90, NIH3T3, BJ-T: Fibroblastenzelllinien. 

C. elegans: Fadenwurm; MEF: embryonale Maus-Fibroblasten. 

  

 
10  Topoisomerasen sind Enzyme, die DNA-Doppelstrangbrüche und ihre Re-Ligation katalysieren, um Entwindungen der DNA 
während des Replikations- und Transkriptionsvorgangs zu ermöglichen. Einige Topoisomerasen sind währendes des Prozesses der 
RNA Polymerase I abhängigen rRNA-Synthese an der Formation des Prä-Initiationskomplexes beteiligt (Ray et al., 2013).  
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Der DDR-Signalweg ist eine molekulare Antwort auf Veränderungen und Schäden an der 

DNA, die durch Aktivierung von Reparaturmechanismen beseitigt werden sollen (Kapitel 

1.3). Ausgelöst werden DDR-Signalwege durch aktivierte Proteinkinasen, die Verände-

rungen und Schäden an der DNA registrieren. Aktuell sind drei Phosphoinositid-3-Kinase 

(PI3K)-related Kinasen (PIKK) bekannt, die über diese Eigenschaft verfügen: ATM (ataxia 

telangiectasia mutated), ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related) und DNA-

Proteinkinase (Abraham, 1998; Blackford, Jackson, 2017).  

 

In CX-5461 behandelten Zellen kommt in erster Linie zur Aktivierung der ATM und ATR 

und dies bei Abwesenheit von einem nachweisbaren Schaden an der DNA (Quin et al., 

2016). Ein aktiver DDR-Signalweg kann zu einem Zellzyklusarrest führen (Jazayeri et al., 

2006), aber auch unabhängig von p53 Apoptose induzieren (Negi, Brown, 2015b). Ein 

klassisches zur Aktivierung von DDR-Signalwegen führendes Ereignis stellen Strang-

brüche in der DNA dar. Die Rekrutierung der ATM an Doppelstrangbrüche wird durch 

den MRN 11 )-Komplex vermittelt (Carney et al., 1998). ATM kann auch bereits bei 

Veränderungen am Chromatin, wie für CX-5461 nachgewiesen (Bruno et al., 2020), aktiv 

werden (Kaidi, Jackson, 2013; Olcina et al., 2013). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

Elemente aktiver DDR-Signalwege nachgewiesen (Kapitel 3.3).  

 

Abhängig vom zelltypspezifischen Kontext kann der p53-Signalweg zu einem 

Proliferations-Arrest der Zellen oder einem Absterben der Zellen durch Apoptose 

führen. Für einen Zellzyklusarrest ist innerhalb des p53-Signalwegs die p53-Zielstruktur 

p21 verantwortlich, ein CDK12)-Inhibitor (Harper et al., 1993). Ob eine Aktivierung des 

p53-Signalwegs zum Zellzyklusarrest oder programmierten Zelltod (Apoptose) führt, 

hängt von zahlreichen Faktoren ab. Untersuchungen haben gezeigt, dass es eine 

eindeutige Korrelation zwischen der Höhe der Expression von p21 und dem induzierten 

 
11 Der MRE11-RAD50-NBS1-(MRN)-Komplex wurde im Rahmen einer seltenen, autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung, dem 

Nijmegen-Bruch-Syndrom (NBS) identifiziert. Mit molekularen Untersuchungen zu diesem Krankheitsbild wurde deutlich, dass der 
MRN-Komplex im Falle von Doppelstrangbrüchen die Rekrutierung von ATM an die DNA vermittelt und außerdem Zellzyklus-
regulierend wirkt (Carney et al., 1998). Beim NBS sind sämtliche DNA-Reparaturmechanismen gestört. 
12 Cyclin-abhängige Kinasen (cyclin-dependent-kinases, CDKs) kontrollieren den Zellzyklus an sog. Checkpoints. Entscheidende 

Checkpoints befinden sich am G1/S- und G2/M-Übergang. Durch Checkpoints wird sichergestellt, dass keine Mitose bei 
unvollständiger DNA-Replikation oder Nährstoffmangel stattfindet (Hartwell, Weinert, 1989).  



 

53 
 

Zellprogramm (z. B. Seneszenz, Apoptose) gibt (Paris et al., 2008), was ebenso für p53 

bestätigt wurde (Scala et al., 2016). In hämatologischen Tumoren wurde nach 

Inkubation mit CX-5461 eine Akkumulation von p53 festgestellt, die zur Induktion von 

Apoptose führt (Negi, Brown, 2015b; Derenzini et al., 2018). p53 ist ebenfalls in DDR-

Signalwege eingebunden und kann über ATM aktiviert werden (Shieh et al., 1997; Banin 

et al., 1998).  

 

Weitere durch CX-5461 beeinflusste Signalwege sind beschrieben, wurden in der 

vorliegenden Arbeit aber nicht untersucht. Hierzu gehört der mTOR13)-Signalweg, der 

u. a. an der Regulation der rRNA- und Proteinsynthese sowie der Induktion von 

Autophagie beteiligt ist (Mahajan, 1994; Sudarsanam, Johnson, 2010). Auch beeinflusst 

CX-5461 negativ den MYC-Signalweg durch nucleolären Stress, auch unabhängig vom 

p53 und Rb (Kim et al., 2016), was plausibel erscheint, da MYC an der Expression 

verschiedener Faktoren des Pol I-Komplexes beteiligt ist. 

 

4.3 CX-5461 und nucleolärer Stress  

Die durch CX-5461-vermittelte Pol I-Inhibition führt zu einem Mangel an rRNAs und zu 

einer Anreicherung ribosomaler Proteine im Nucleolus (Abbildungen 1.2, 1.3 und 3.14). 

In dieser unphysiologischen Situation14), auch als nucleolärer Stress bezeichnet, zeigen 

ribosomale Proteine die Eigenschaft, mit verschiedenen Bindungspartnern zu inter-

agieren und so Zellzyklus-aktivierende Signalwege negativ zu beeinflussen (Abbildung 

4.3).  

 

 
13  Das mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) Protein koordiniert Zellwachstum und Metabolismus und ist in vielseitige 

intrazelluläre involviert. Es spielt auch in der Induktion von Autophagie eine Schlüsselrolle (Saxton, Sabatini, 2017).  
14  In der physiologischen Situation liegen rRNAs und RPs in einem bestimmten Verhältnis im Nucleolus vor und bilden Prä-

Ribosomen (Kapitel 1.2) 
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Abbildung 4.3: Nucleolärer Stress in CX-5461 behandelten Zellen: Die durch ribosomale Proteine RPL5 

und RPS14 beeinflussten Signalwege. Eigener Entwurf erstellt nach Literaturangaben (z. B. Lessard et al., 

2018). Zur Erläuterung siehe Text.  

 

Der p53-Signalweg wird durch verschiedene Stimuli wie eine gestörte Ribosomen-

biogenese aktiv (Bywater et al., 2012). Woods et al. (2015) sprechen in diesem Kontext 

von einem nucleolären Überwachungs-Signalweg (Woods et al., 2015). Unter normalen 

Umständen ist der Anteil an p53 in der Zelle sehr gering, da die durch MDM2 15 ) 

vermittelte Ubiquitylierung von p53 zu einem ständigen proteasomalen Abbau führt. 

Bei einer Störung der Ribosomenbiogenese wird u. a. das ribosomale Protein RPL11 

durch Bindung an NEDD816), was als NEDDylierung bezeichnet wird, nicht länger im 

Nucleolus gehalten. Im Zytoplasma trägt RPL11 zu einer Akkumulation von p53 bei 

(Nishimura et al., 2015; Woods et al., 2015), indem es an den p53-negativen Regulator 

 
15 Mdm2 (mouse double minute 2) ist ein dominanter negativer Regulator von p53. Es ist eine Ligase, die p53 ubiquitiniert, was zu 

dessen Abbau führt. Posttranslationale Veränderungen an p53 können die Bindung für Ubiquitin erschweren, was einen 
Regulationsmechanismus für p53 darstellt (Brooks, Gu, 2003).  
16 NEDD8 ist ein Ubiquitin-ähnliches Protein, das ribosomale Proteine stabilisiert und deren Lokalisation im Nucleolus vermittelt. 

Bei der Aktivierung von p53 spielt NEDD8 eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen RPL11 und p53 (Sundqvist et al., 2009).  
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MDM2 bindet. Dadurch kann MDM2 nicht mehr mit p53 interagieren und für den 

proteosomalen Abbau ubiquitylieren. 

 

Der Rb-Signalweg wird ebenfalls durch nucleolären Stress aktiviert und zwar, ähnlich wie 

der p53-Signalweg, durch eine Interaktion mit ribosomalen Proteinen. Durch Bindung 

des ribosomalen Proteins RPS14 an CDK4 bzw. CDK4/CyclinD1 Komplex wird dessen 

Kinase-Aktivität gehemmt, daraufhin kann Rb nicht mehr phosphoryliert und inaktiviert 

werden. Aktives (nicht-phosphoryliertes) Rb hemmt den Transkriptionsfaktor E2F, 

dessen Zielgene wie MCM6 und CENPA die Zellzyklusprogression antreiben. Eine 

Reduktion des Transkriptionsfaktors E2F kann zu Zellzyklusarrest und Seneszenz führen 

(Dick, Rubin, 2013; Lessard et al., 2018). Einen Überblick über die molekularen 

Mechanismen, die auf den nucleolären Stress nach Inkubation mit CX-5461 zurückzu-

führen sind, gibt Abbildung 4.3. 

 

Es ist bekannt, dass nucleolärer Stress morphologisch zu einer Größenzunahme der Zelle 

führt (Myrianthopoulos et al., 2019) und zu einem Integritätsverlust der Nucleoli, das 

als nucleolar swelling bezeichnet wird (Drygin et al., 2009). Solche veränderten Nucleoli 

sind auch nach Hemmung der Ribosomenbiogenese beschrieben (Derenzini et al., 2009). 

Auch nach Inkubation mit CX-5461 kommt es zu einer strukturellen Auflösung der 

Nucleoli in kolorektalen Karzinomzellen (Abbildung 4.4) und zu einer ungewöhnlich 

starken Größenzunahme der Zellen (Abbildung 7.8 im Anhang). 
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Abbildung 4.4: Verlust der strukturellen 

Integrität der Nucleoli durch CX-5461. 

Immunfluoreszenzfärbung von Zellen der 

Zelllinie LS174t nach 6 Tagen Inkubation mit 

0,5 µmol/L CX-5461. 40x Vergrößerung. 

Rot: Nucleolin-Färbung. Gut strukturierte 

Nucleoli in der unbehandelten Kontrolle, 

die durch CX-5461 ihre strukturelle 

Integrität verlieren. Nucleolin, ein 

nucleoläres Phosphoprotein, ist ein 

Hauptbestandteil des Nucleolus (Tajrishi et 

al. (2011).  

 

4.4 CX-5461 in Kombination mit Bcl-Inhibitoren  

In Tumorzellen solider Tumorentitäten, wie dem kolorektalen Karzinom, induziert der 

antiproliferative Effekt von CX-5461 einen seneszenten Zellphänotyp (Kapitel 3.1). 

Durch Induktion von Seneszenz verlieren Tumorzellen ihren pro-proliferativen 

Phänotyp. Mit dem Bcl-Inhibitor Navitoclax, der auch senolytische Eigenschaften 

aufweist, lassen sich seneszente Zellen gezielt eliminieren (Zhu et al., 2016). Dass dieses 

Prinzip auch für durch CX-5461 induzierte seneszente Zellen gilt, wurde in dieser Arbeit 

an kolorektalen Karzinomzellen erfolgreich gezeigt.  

 

Zelluläre Seneszenz ist ein Zustand, der durch verschiedene Einflüsse zu einem 

irreversiblen Zellzyklusarrest führt. Auch eine Tumortherapie kann Seneszenz in 

Tumorzellen auslösen (Bojko et al., 2019). Ein Vorteil, der sich aus dem antiproliferativen 

Ansatz der Seneszeninduktion mit CX-5461 und der Apoptoseinduktion durch Navitoclax 

ergeben kann, ist u. a. eine mögliche Reduktion der Konzentration beider Substanzen 

(Sun et al., 2016). Dies wird zum einen dadurch deutlich, dass die antiproliferativ 

wirksame Konzentration von CX-5461 in Tumorzellen vielfach niedriger liegt als in nicht-

transformierten Vergleichszellen (Tabelle 3.1), was auf den Umstand einer dysregu-

lierten Ribosomenbiogenese in Tumorzellen zurückzuführen ist (Tsoi et al., 2017). Zum 

anderen wird dies an den Konzentrationen von Navitoclax deutlich, die in der 

Kombination mit CX-5461 und im Monoansatz notwendig waren. So betrug die 
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Konzentration an Navitoclax für SW480 in der Kombination 1 µmol/L und einzeln 2,8 

µmol/L (Abbildung 3.17 und Tabelle 7.2 im Anhang). Der durch CX-5461 ausgelöste 

seneszente Zellphänotyp zeigt sich somit sensitiver gegenüber dem Apoptose-auslösen-

den Effekt von Navitoclax als nicht-seneszente Zellen. Dieses Ergebnis bestätigt das in 

Abbildung 1.5 dargestellte Konzept auf zellulärer Ebene; die molekularen Mechanismen 

sind aber teilweise noch ungeklärt. Ein Vorteil der Kombination aus CX-5461 und 

Navitoclax, die reduzierten Konzentrationen, könnten – übertragen auf die klinische 

Situation – geringere Nebenwirkungen bei gleicher Wirksamkeit bedeuten.  

 

Pro-apoptotische Proteine wie BAX, die über p53 oder einem DDR-Signalweg aktiviert 

werden, formen Poren in die äußere Mitochondrienmembran (Kim et al., 2009) und 

aktivieren den intrinsischen Apoptoseweg (Zhu et al., 2016). Cytochrom c wird über 

diese Poren in das Zytosol freigesetzt und führt zur Aktivierung von Effektorcaspasen 

und damit zum Zelltod (Baig et al., 2016). Demgegenüber können anti-apoptotische 

Signale der (BH3)-only Proteinfamilie, wie z.B. BCL-xL, Mcl-1 und Bcl-w, durch pro-

apoptotische Proteine wie PUMA und NOXA gehemmt werden (Youle, Strasser, 2008). 

In diese zur Aktivierung von Effektor-Caspasen führende Signalkaskade greift Navitoclax 

ein und hemmt die Interaktion zwischen anti-apoptotischen Bcl-Proteinen und pro-

apoptotischen Bcl-Proteinen wie BAX.  

 

Zusätzlich zu Navitoclax wurde als weiterer Bcl-Inhibitor AT101 untersucht (Kapitel 3.6). 

Die Kombination aus CX-5461 und AT101 war bei weniger Zelllinien (drei von sieben 

Zelllinien: DLD1, CaCo2 und HT29) effektiv als die Kombination aus CX-5461 und 

Navitoclax (sechs von sieben Zelllinien). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, 

dass nicht alle Zelllinien funktionelles pro-apoptotisches BAX exprimieren (Violette et 

al., 2002). Diese Vermutung muss aber erst noch durch weitere Untersuchungen eine 

Bestätigung finden.  
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Neben Bcl-Inhibitoren wurden weitere Kombinationen mit CX-5461 bereits untersucht, 

die sich ebenfalls als wirksam erwiesen (Tabelle 4.3). Den Umstand, dass CX-5461 einen 

Zellzyklusarrest in der G2-Phase auslöst (Kapitel 3.1), machten sich Negi und Brown 

zunutze und kombinierten CX-5461 mit dem G2-Inhibitor UCN-01 und erreichten 

dadurch einen ausgeprägten zytoreduktiven Effekt (Negi, Brown, 2015a).  

 

Tabelle 4.3: Überblick über die in der Literatur beschriebenen Kombinationsmöglichkeiten von CX-5461. 

Eine in PubMed durchgeführte Recherche. Stand: Juli 2021.  

HL-60: Leukämiezelllinie; ALL: Akute lymphatische Leukämie; HeLa: Zervixkarzinom-Zelllinie. 

  

 
17 BRCA1 und BRCA2 sind Tumorsuppressorgene, deren Produkte für Genomstabilität sorgen. Bei DNA-Doppelstrangbrüchen sorgen 
sie durch Aktivierung eines Programms zur homologen Rekombination für eine Reparatur der DNA. Außerdem regulieren sie 
Zellwachstum und -teilung (Stoppa-Lyonnet, 2016).  
18 HERCs gehören zu den Genen, die für Ubiquitin-Ligasen kodieren. HERC2 ist wichtig für DNA-Damage-Reparatur-Mechanismen 
(Garcia-Cano et al., 2019).  

Kombination mit Mechanismus Zelllinie Publikation 

Chloroquin Autophagie-
Inhibition 

HL-60 u. a.  Okamoto et al. (2020),   
Biosci. Biotechnol. Biochem. 

Single-Dose  
Röntgen-Strahlen 

Bestrahlung bei 
BRCA17)-Mutation 

Ovarialzell- 
karzinom 

Ismael et al. (2019),  
Cancers 

UCN-01 G2-Inhibition ALL Negi, Brown (2015b),  
Oncotarget 

sh-Knockdown HERC218)-
Inaktivierung 

HeLa  Zhu et al. (2021),  
Sci. Rep.  

Everolimus mTOR-Inhibition Lymphom-Zellen  Kusnadi et al. (2020),  
EMBO J.  

INK128 mTORC1/2 Orales Platten- 
epithelkarzinom 

Shi et al. (2021), Biomed. 
Pharmacother. 

NSC Hemmung der 
Ubiquitylierung 

HCT116 u. a. Masud et al. (2021),  
Sci. Rep. 

2’-C-MeA Hemmung der 
mitochondrialen 
RNA-Synthese 

Ovarialzell- 
karzinom 

Rossetti et al. (2017),  
Oncotarget 
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4.5 Ausblick  

Die tumorale Ribosomenbiogenese scheint sich als ein neues (emerging) potentielles 

Target für eine zielgerichtete (targeted) Krebstherapie zu etablieren (Burger et al., 2010; 

Penzo et al., 2019). Der RNA-Polymerase I-Inhibitor CX-5461 (Drygin et al., 2011), der 

auf die erhöhte Transkription ribosomaler RNAs in Tumoren (Drygin et al., 2010; Tsoi et 

al., 2017) abzielt, führt über eine vom Nucleolus ausgehende Störung der Ribosomen-

biogenese zu antiproliferativen Effekten. 

 

Zu folgenden ungeklärten Punkten sollten weitere Untersuchungen durchgeführt 

werden: 

 

(1) Die Stärke der Ansprechrate von Tumorzellen auf den antiproliferativen Effekt von 

CX-5461 wird in der Literatur in Zusammenhang mit Wildtyp-p53 gesehen (Chiu et al., 

2019). Dieser Aspekt, der in der vorliegenden Arbeit so nicht bestätigt werden konnte, 

könnte möglicherweise eine Erklärung liefern für das unterschiedliche Ansprechen 

hämatologischer und solider Tumorzellen auf CX-5461. Eine mögliche Relevanz p53-

unabhängiger Mechanismen (Hein et al., 2017) könnte mit der p53-positiven HCT116-

Zelllinie und ihrer p53-negativen Schwesterlinie (HCT116p53-/-) untersucht werden. 

 

(2) Der durch CX-5461 ausgelöste nucleoläre Stress (Abbildung 1.2) aktiviert DNA-

Damage-Response (DDR)-Signalwege. Die zur Aktivierung von DDR-Signalwegen 

führenden molekularen Ursachen CX-5461-behandelter Zellen (Einzel- oder Doppel-

strangbrüche oder eine andere Ursache) sind nicht bekannt. Auch die Irreversibilität der 

CX-5461-vermittelten Pol I-Inhibition ist noch nicht verstanden. 

 

(3) Die Kombination von CX-5461 mit dem Bcl-Inhibitor Navitoclax war prinzipiell erfolg-

reich – ebenso für den zweiten getesteten Bcl-Inhibitor A101 –, doch war das An-

sprechen der getesteten kolorektalen Zelllinien auf beide Kombination nicht gleich 

effektiv. Ein besseres Verständnis für die molekularen Mechanismen von Navitoclax und 

A101 in CX-behandelten Zellen ist daher erforderlich.   



 

60 
 

5 Zusammenfassung  

Die halbmaximale (Proliferations-) inhibitorische Konzentration (IC50) vom RNA-

Polymerase I-Inhibitor CX-5461 liegt für die getesteten sieben humanen kolorektalen 

Karzinomzelllinien zwischen 0,7 und 3,1 µmol/L, für nicht-transformierte Fibroblasten 

bei 8,1 µmol/L. Der deutlich stärkere antiproliferative Effekt von CX-5461 auf 

Tumorzellen lässt somit ein mögliches therapeutisches Fenster erkennen.  

 

CX-5461 (1 µmol/L und weniger) induziert einen persistierenden Zellzyklus-arretierten 

Zellphänotyp mit Seneszenz-assoziierter (SA) -Galaktosidase-Aktivität (SA-β-Gal). Die 

durch CX-5461 ausgelöste verringerte Synthese ribosomaler RNA (rRNA)-Transkripte im 

Nucleolus, ein Subkompartiment des Nucleus, in dem die Transkription der ribosomalen 

DNA und Bildung von Prä-Ribosomen stattfinden, hat eine Störung der Ribosomen-

biogenese zur Folge. Diese als nucleolärer Stress bezeichnete Situation ist mit 

zahlreichen Einzelphänomen assoziiert wie der Akkumulation ribosomaler Proteine 

aufgrund eines durch CX-5461 verursachten Missverhältnisses bei der Synthese 

ribosomaler Proteine und rRNAs. Auch kommt es bei nucleolärem Stress zur Aktivierung 

Zellzykusarrest-führender Signalwege vermittelt durch DNA-Damage-Response, p53 

und Retinoblastom (Rb). Die durch CX-5461 induzieren seneszenten Zellen lassen sich 

durch Kombination mit dem Bcl-Inhibitor und Senotlytikum Navitoclax in Apoptose 

überführen. Das kombinierte Strategiekonzept demonstriert, dass der pro-proliferative 

Phänotyp von Tumorzellen mit CX-5461 durch Induktion von Seneszenz effektiv 

gestoppt werden kann, um anschließend diese Zellen mit dem Bcl-Inhibitor Navitoclax 

gezielt in Apoptose zu überführen.  

 

Der durch CX-5461 ausgelöste seneszente Zellphänotyp zeigt sich sensitiv gegenüber 

dem Apoptose-auslösenden Effekt von Navitoclax – im Ggs. zu nicht-seneszenten Zellen. 

Basierend auf diesem Konzept deutet sich eine potentielle neue Strategie für eine 

Tumortherapie an, deren Grundlage die kombinierte Adressierung der beiden 

antiproliferativen Phänomene Seneszenz und Apoptose in soliden Tumorzellen wie dem 

kolorektalen Karzinom darstellt.  
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Summary  

The antiproliferative effects of CX-5461, a RNA Polymerase I (Pol I) inhibitor, measured 

as half maximal inhibitory concentration (IC50-value) in seven human colorectal cancer 

cell lines, ranged between IC50=0.7 µmol/L and IC50=3.1 µmol/L CX-5461. In contrast, 

non-transformed fibroblast control cells demonstrated an IC50-value of 8.1 µmol/L. This 

difference in IC50 values between tumor cells and normal cells that demonstrate a 

stronger antiproliferative effect of CX-5461 in tumor cells may open a relevant 

therapeutic window.  

 

CX-5461 induced a persistent state of cell-cycle-arrested cells with senescence-

associated (SA) -Galactosidase positivity. CX-5461 negatively influences the ribosome 

biogenesis that takes place in the nucleolus, a nuclear sub-compartment and the cellular 

site of transcription of ribosomal DNA and pre-ribosome formation. CX-5461 mediated 

deficient ribosome biogenesis due to a mismatch of reduced ribosomal RNA (rRNA) 

synthesis and ribosomal protein synthesis caused nucleolar stress. A nucleolar stress 

response led to different molecular phenomena within the cell. For CX-5461 induced 

nucleolar stress, main sequences were the accumulation of ribosomal proteins within 

the nucleolus and activation of different signal pathways involved in the induction of cell 

cycle arrest mediated by DNA Damage Response (DDR) signals as well as p53 and 

retinoblastoma (Rb) dependent pathways. The antiproliferative effects of CX-5461 were 

enhanced using the pro-apoptotic Bcl-inhibitor and senolytic Navitoclax, inducing 

apoptosis in the tumor cells.  

 

The cellular senescent phenotype as consequence of RNA Pol I inhibition by CX-5461 

was sensitive to the pro-apoptotic Navitoclax in contrast to non-senescent cells. The 

results of this thesis confirm a perspective for an anti-tumor-specific therapeutic 

strategy addressing the two antiproliferative phenomena senescence and apoptosis in 

solid tumor cells like the colorectal carcinoma.  
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7 Anhang  

 
Tabelle 7.1: Verdopplungszeiten (VZ) der untersuchten Zelllinien in Stunden. Errechnet nach 

T(h)=Log(2)x∂t/(Log(ODt2)-Log(ODt1)), mit T als Verdopplungszeit, t in Stunden (72h, ∂ für "Differenz") 

und OD, Optische Dichte, der Färbungen mit Kristallviolett zur Bestimmung der Zellzahl (Kapitel 2.4). *p53 

deletierte Variante der Zelllinie. SD für Standardabweichung. 

Zelllinie CaCo2 DLD1 HCT116 HCT116* HT29 LS174t SW480 NHDF 

VZ 31,6 28,9 43,2 52,0 33,2 40,4 32,8 134,9 

SD 2,6 2,6 8,5 8,5 5,0 1,4 1,2 27,5 

 

 

Abbildung 7.1: CX-5461 löst keine 

Apoptose aus. Annexin-Färbung in der 

FACS-Untersuchung von Zellen der 

Zelllinie HCT116 nach 72 Stunden. 

Aufgetragen auf der X-Achse in 

logarithmischer Darstellung ist die 

Fluoreszenzintensität von Annexin V 

und auf der Y-Achse von 

Propidiumjodid. Diese Darstellung 

erlaubt die Unterscheidung zwischen 

apoptotischen Zellen im unteren 

rechten Quadranten und nekrotischen 

bzw. spät apoptotischen Zellen im 

oberen rechten Quadranten.   
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Abbildung 7.2: Der antiproliferative Effekt 

(IC50) von CX-5461 ist unabhängig von der 

individuellen Stärke der Zellproliferation 

(Verdopplungszeit). Aufgetragen sind die 

Daten der Tabellen 3.1 und 7.1. Grafische 

Darstellung und statistische Auswertung mit 

GraphPad Prism 5.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7.3: Der antiproliferative Effekt von CX-5461 bei starker und schwacher Tumorzell-

proliferation. Dargestellt ist die Proliferation der kolorektalen Zelllinien DLD1 (links) und HT29 (rechts) 

nach 72 Stunden bei verschiedenen Konzentrationen an CX-5461 bei 1 % Serum (A) und 10 % Serum (B) 

relativ zur Aussaat (= 100 %, nicht gezeigt). Der Anteil vitaler Zellen wurde mit dem Kristallviolett-Assay 

bestimmt. Angegeben sind Mittelwert mit Standardabweichung von einem repräsentativen Versuch mit 

sechs technischen Replikaten. **p< 0,01, *p<005 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle () im nicht-

gepaarten t-Test.  
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Abbildung 7.4: CX-5461 löst Seneszenz in kolorektalen Karzinomzellen aus. (A) Nachweis der -

Galactosidase-Reaktivität nach 72 Stunden Inkubation mit 1 µmol/L CX-5461 und (B) mit Spider--

Galactosidase-Immunfluoreszenz-Färbung (www.tebu-bio.com; Kat.-Nr.: SG03-10). Blau: Kernfärbung mit 

Hoechst-Farbstoff. Vergrößerung: 20x. (C) Durchflusszytometrische Analyse von LS174t-Zellen, die mit 

1 µmol/L CX-5461 für 9 Tage inkubiert wurden.  

  

 



 

73 
 

  

Abbildung 7.5: Hinweis auf einen aktiven DDR-Signalweg nach Inkubation mit CX-5461. Gezeigt sind 

repräsentative Western Blots zum Nachweis von Phospho-ATM (p.-ATM, Serin-Phosphorylierung an 

Position 1981) und Phospho-CHK2 (p.-CHK2, Threonin-Phosphorylierung an Position 68). Der Anteil an 

nicht-phosphoryliertem CHK2 und ATM war durch CX-5461 unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt). 

Antikörper in Tabelle 2.4. (A): DLD1; (B): HCT116 p53-/- und (C): SW480. "CX": CX-5461.  

 

 

  

Abbildung 7.6: Akkumulation und Phosphorylierung von p53 nach Inkubation mit CX-5461. 
Repräsentative Western Blots mit Antikörpern gegen p53 und p.-p53 (Ser15). Antikkörper in Tabelle 2.4. 
A: HCT116; B: LS174T; C: HT29; D: SW480. "CX": CX-5461.  
 

 

Abbildung 7.7: Nachweis der Ex-

pression der Bcl-Proteine Mcl-1 

und Bcl-w in kolorektalen Karzi-

nomzellen. *p53-negative Variante 

der Zelllinie.  
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Tabelle 7.2: Der antiproliferative Effekt von Navitoclax. Die halbmaximale inhibitorische Konzentration 
(IC50) von Navitoclax in µmol/L ist als Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall [in Klammern] für 
mindestens 3 unabhängige Versuche angegeben. Hierzu wurden die Zellen für 3 Tage mit Navitoclax (von 
10-5 bis 10-8 mol/L) inkubiert und der Anteil vitaler Zellen mit Kristallviolett-Färbung bestimmt. HCT116*: 
p53 deletierte Variante der Zelllinie. 

CaCo2 DLD1 HCT116 HCT116* HT29 LS174t SW480 

6,83 2,45 5,16 4,76 6,56 3,19 2,83 

[5,69-8,22] [2,08-2,89] [3,92-6,79] [4,03-5,63] [4,69-9,18] [2,19-4,67] [2,23-3,58] 

 

 

Abbildung 7.8: Veränderte Zellmorpho-

logie nach Inkubation mit CX-5461. 

Kristallviolett-Färbungen von Zellen der 

Zelllinie HT29 nach 12 Tagen Inkubation 

mit 0,5 µmol/L CX-5461. 10x Ver-

größerung.  
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