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1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

1.1 Einfluss organischer Schwefelverbindungen auf die Requlation von

Zellzyklus und Apoptose in Tumorzellen

Fur Pflanzen der Gattung Allium konnten bereits neben antibakteriellen,
lipidsenkenden und antithrombotischen Fahigkeiten auch zytotoxische und Anti-
Tumor-Wirkungen nachgewiesen werden. Diese Effekte werden organischen
Schwefelverbindungen zugeschrieben. Zu den in Knoblauch vorkommenden
organischen Schwefelverbindungen gehéren verschiedene Diallylsulfide wie
Diallylmono-, Diallyldi-, Diallyltri- und Diallyltetrasulfid. In kultivierten Zellen aus
unterschiedlichen Tumoren konnte fir verschiedene Diallylsulfide die Induktion von
Zellzyklusarrest und / oder Apoptose nachgewiesen werden. Ziel dieser Arbeit war zu
zeigen, ob synthetische Diallylsulfide das Wachstum von HCT116-Kolonkarzinom-
Zellen inhibieren kdnnen, inwiefern die Struktur der Verbindungen dabei eine Rolle
spielt, welche Signalwege durch Diallylsulfide in Gang gesetzt werden und ob eine
Spezifitat der Substanzen fur Tumorzellen besteht. Es konnte nachgewiesen werden,
dass die Lebensfahigkeit von HCT116p53wt-Zellen in Abhéngigkeit von der
Schwefelkettenlange der Diallylsulfide reduziert wird und dass die Schwefelatome
essentiell fur diese Effekte sind, wahrend die Doppelbindungen nicht notwendig zu
sein scheinen. Das bisher kaum untersuchte Diallyltetrasulfid zeigte bereits in
geringen Dosen einen inhibitorischen Effekt, wobei eine dosisabhangige Zunahme
seiner Wirkung nicht zu beobachten war. Nachdem die FACS-Analyse sowohl eine
Zunahme der SubG;-Zellpopulation als auch der Zellen in der G,/M-Phase nach
Diallyltetrasulfid-Behandlung aufwies, wurden sowohl apoptotische als auch
zellzyklusabhangige Mechanismen untersucht. Dabei konnten fir Apoptose
charakteristische Veranderungen der Zellmorphologie sowie die typische Spaltung von
Proteinen wie Caspase-3 und Poly-ADP-Ribosepolymerase nachgewiesen werden.
Eine Vermittlung dieser Apoptose durch die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
scheint ebenfalls wahrscheinlich. Die Untersuchung der p53-negativen HCT116p53"'-
Zellen zeigte, dass deren Lebensfahigkeit von Diallylsulfiden ebenso gehemmt wurde
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1 Zusammenfassung 2

wie die Viabilitdt von HCT116p53wt-Zellen und die Diallylsulfid-Effekte somit
unabhangig vom Wachstumssuppressorprotein p53 zu sein scheinen. HCT116p53wt-
Zellen wiesen jedoch eine erhéhte p53-Proteinmenge nach Diallylsulfid-Behandlung
auf, was auf die Existenz alternativer Signalwege zur Induktion von Apoptose durch
Diallylsulfide hinweist. Eine Beteiligung der Proteinkinase CK2 an der Induktion der
Apoptose konnte nicht gezeigt werden. Da die Proteinmenge der Proteinphosphatase
cdc25C durch Diallylsulfide abnahm, scheint die Induktion eines G,/M-Arrestes durch
Diallylsulfide wahrscheinlich, auch wenn keine Inhibition der cdc25C-Aktivitat
nachgewiesen werden konnte und eine Uberexpression von cdc25C in Saostsp53
138-8-Zellen keinen Rickgang der Effekte von Diallyltetrasulfid bewirken konnte. Eine
Beschrankung der wachstumsinhibierenden Wirkung der Diallylsulfide auf HCT116-
Zellen scheint nicht der Fall zu sein, da auch HT29-Kolonkarzinom-Zellen und OvBH1-
Ovarialkarzinom-Zellen gehemmt werden konnten. Die Lebensfahigkeit der priméren
Prostata-Zellen EPN und primérer Maus-Embryo-Fibroblasten wurde ebenfalls
reduziert, allerdings in geringerem Ausmald als die Viabilitdt der Tumorzellen. Die
Induktion von Zellzyklusarrest und Apoptose macht Diallylsulfide, vor allem

Diallyltetrasulfid, zu méglichen zukinftigen Therapeutika gegen Tumorkrankheiten.
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1 Zusammenfassung 3

1.2 Influence of organosulfur compounds on cell cycle and apoptosis

requlation in tumor cells

It has been shown that plants of the genus Allium provide anti-bacterial, lipid-lowering,
and antithrombotic abilities as well as cytotoxic and anti-tumor effects. These effects
are supposed to be due to organosulfur compounds. Among the garlic-derived
organosulfur compounds there are different diallyl sulfides, as diallyl monosulfide,
diallyl disulfide, diallyl trisulfide, and diallyl tetrasulfide. In cultured cells derived from
different tumors, the induction of cell cycle arrest and / or apoptosis by different diallyl
sulfides has been proven. The purpose of this work was to analyse whether synthetic
diallyl sulfides can inhibit the growth of HCT116 colon carcinoma cells, how the
structure of the compounds influences their effects, which pathways are induced by
diallyl sulfides, and if a specifity of the substances for tumor cells exists. It could be
shown that the viability of HCT116p53wt cells was reduced depending on the length of
the sulfur chains and that the sulfur atoms were essential to induce these effects,
while the double bonds did not seem to be necessary. Diallyl tetrasulfide, which has
scarcely been examinated until now, showed an inhibitory effect even in low doses. A
dose dependent increase of this effect could not be overseen. Since FACS analysis
showed an increase of subG; cell population as well as an increased amount of cells
in G,/M phase after diallyl tetrasulfide treatment, both apoptotic and cell cycle
dependent mechanisms were investigated. Characteristic features of apoptotic cells as
changes in cell morphology or the typical cleavage of proteins as caspase-3 and poly-
ADP-ribosepolymerase could be demonstrated. It also seems likely that this apoptosis
was mediated by the formation of reactive oxygen species. Investigation of p53
negative HCT116p53™ cells gave the same results on the inhibition of viability as the
examination of HCT116p53wt cells. Therefore, the diallyl sulfide effects might be
independent of the growth suppressor protein p53. HCT116p53wt cells showed an
increase in p53 protein amount after diallyl sulfide treatment, suggesting the existence
of alternative pathways for the induction of apoptosis by diallyl sulfides. There was no
evidence for an involvement of protein kinase CK2. Because of the reduction of the
protein amount of protein phosphatase cdc25C, an induction of G,/M arrest seems
likely, although there was no inhibition of cdc25C activity and an overexpression of
cdc25C in Saostsp53 138-8 cells could not reduce the effects of diallyl tetrasulfide.
The growth inhibition by diallyl sulfides was not restricted to HCT116 cells, since the
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1 Zusammenfassung 4

viability of HT29 colon carcinoma cells and OvBH1 ovarian carcinoma cells was also
inhibited. The viability of the primary prostate cell line EPN and primary mouse embryo
fibroblasts was als reduced, although to a lesser extend than the viability of tumor
cells. The induction of cell cycle arrest and apoptosis makes diallyl sulfides, especially

diallyl tetrasulfide, putative future treatments of tumor diseases.
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2 Einleitung 5

2 Einleitung

Die Entstehung von Organismen und Geweben aus sich teilenden Zellen wurde
bereits Mitte des 19. Jahrhunderts von Schwann und Schleiden entdeckt, worauf die
von Virchow spater entwickelte Zelltheorie basiert (Darnell et al., 1993). Diese
Zellteilung unterliegt einem strengen Regulationsmechanismus, dem so genannten
Zellzyklus. Gerat dieser Mechanismus aus den Fugen und es kommt zur Neubildung
von Gewebe durch unkontrolliertes Zellwachstum, so spricht man von ,Krebs®. Dabei
kann es zum einen zu einer Fehlregulation der Zellproliferation, zum andern aber auch
zu einer verringerten Apoptose (,programmierter Zelltod”) kommen. Es existieren
zahlreiche Proteine, die in die hochkomplexe Regulation der Zellteilung eingebunden
sind und deren Fehlregulation zur Entstehung von Tumoren fuhren kann. Diese
Zellzyklus-regulierenden Proteine kann man grundsatzlich in Wachstumssuppressor-
proteine und Proto-Onkogene unterteilen. Wachstumssuppressorproteine hemmen in
gesunden Zellen das Wachstum. Wenn es zum Ausfall ihrer Funktion kommt, kann
dies zur Entstehung von Tumoren fihren. Proto-Onkogene dagegen férdern das
Zellwachstum und weisen in Krebszellen oft eine verstarkte Funktion auf. Da es sich
bei der Regulation des Zellzyklus um einen hochkomplizierten Prozess handelt, sind
auch die molekularen Veranderungen, die zur Entstehung von Krebs flhren, sehr
zahlreich. Deshalb ist das Verstandnis der zellularen Vorgange in einem Tumor
Grundvoraussetzung flr die Entwicklung geeigneter Zytostatika. Solche Therapeutika
sollten im Idealfall spezifisch Tumorzellen angreifen, ihr Wachstum inhibieren und sie
in die Apoptose treiben, wahrend gesunde Zellen unbeeinflusst bleiben. Ein weiterer
Vorteil ware eine einfache Aufnahme der Medikamente wie z. B. Uber die Nahrung.
Deshalb ist die Untersuchung naturlicher Lebensmittel, nach deren Aufnahme ein
Ruckgang der Tumorsterblichkeit gezeigt werden konnte, von besonderem Interesse.
So konnte z. B. fur Knoblauch nachgewiesen werden, dass er neben antibakteriellen,
lipidsenkenden und antithrombotischen Fahigkeiten auch eine zytotoxische und Anti-
Tumor-Wirkung zeigt (Agarwal, 1996; Dausch und Nixon, 1990). Eine Isolierung der
fur diese Effekte verantwortlichen Wirkstoffe und das Verstandnis ihrer Wirkweise

konnten zur Entwicklung von Zytostatika fur die Behandlung von Tumoren flhren.
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2 Einleitung 6

2.1 Zellzyklus und Zellzyklusrequlation

Die Entstehung jedes mehrzelligen Organismus beruht auf dem Prinzip der Zellteilung.
Dabei entwickeln sich alle Zellen ausgehend von einer einzelnen Zelle, der
befruchteten Eizelle, in einem sich standig wiederholenden Kreislauf, dem Zellzyklus
(Murray und Hunt, 1993; Nurse et al., 1998). Um den korrekten Ablauf dieses Zyklus
zu gewabhrleisten, existiert ein hochkomplexes Kontrollsystem, das die einzelnen
Prozesse des Zellzyklus steuert. Dieser lasst sich grundsatzlich in vier Phasen
unterteilen: G¢-, S-, Go- und M-Phase. Eine schematische Darstellung der Ablaufe des

Zellzyklus ist in Abbildung 1 dargestellt.

G,/M-Checkpoint:
- Grole der Zelle

- Vollstandigkeit der
DNA-Replikation

G1/S-Checkpoint:
\ - Umweltbedingungen
-> Signale fir Wachstum
und Zellteilung

- DNA-Replikation

Abbildung 1. Schematische Darstellung der einzelnen Zellzyklusphasen mit den wichtigsten
Kontrollpunkten (rot-weiRe Balken). Die in schwarz dargestellten Phasen gehdren zur Interphase, die
Mitose ist rot dargestellt.

Die Gq-Phase (G fur gap = engl. Lucke) beinhaltet das Wachstum der Zelle bis zu

einer gewissen Groflke sowie die Synthese von Proteinen, Lipiden, RNA und anderen
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2 Einleitung 7

Bausteinen. Besonders solche Molekile, die fur die Replikation der DNA bendtigt
werden, mussen in der Gi-Phase verstarkt synthetisiert werden. In der S-Phase (S fur
Synthese) erfolgt dann die DNA-Replikation. Die zweite Gap-Phase, G, dient zum
einen der Uberpriifung der DNA-Replikation auf ihre Vollstandigkeit und zum anderen
der Vorbereitung auf die eigentliche Zellteilung, die dann in der M-Phase (M fir Mitose)
stattfindet, welche neben der Teilung der DNA auch die als Cytokinese bezeichnete
Teilung des Cytoplasmas beinhaltet. Der Mitose als Phase der eigentlichen Zellteilung
stehen Gi-, S-, Gy-Phase gegenuber, die sich zur so genannten Interphase
zusammenfassen lassen. Nach der M-Phase treten die Tochterzellen entweder sofort
wieder in die G1-Phase und damit in einen erneuten Zellzyklus ein, oder verbleiben in
der so genannten Gy-Phase. Bei dieser Ruhephase handelt es sich um eine Variante
der Gi-Phase, die unter restriktiven Wachstumsbedingungen erreicht wird. Durch
Stimulation kdnnen diese Zellen wieder in den Zellzyklus zurlickkehren. Die einzelnen
Zellzyklusphasen mussen exakten Regulationsmechanismen unterliegen, um eine
Entartung der Zellen und somit die Entstehung von Tumoren zu verhindern. Da eine
Zelle, die einmal in den Zellzyklus eingetreten ist, unwiderruflich darauf programmiert
ist, ihn zu durchlaufen, existieren verschiedene Restriktionspunkte innerhalb des
Zellzyklus. An diesen ,Checkpoints“ (Cortez und Elledge, 2000; Donzelli und Draetta,
2003; Johnson und Walker, 1999) wagt die Zelle ab, ob die entsprechenden
Bedingungen fur eine Fortfuhrung des Zellzyklus gegeben sind. Wichtige Checkpoints

liegen am Ubergang von G;- in die S-Phase (G4/S) sowie am Ubergang von G- in die
M-Phase (G2/M). Am G;/S-Ubergang kontrolliert die Zelle, ob die Umweltbedingungen
fur einen erneuten Zellzyklus gunstig sind (Vorhandensein von Nahrstoffen etc.), ob es
Signale fur Wachstum und Teilung gibt und ob die Aufteilung der DNA aus den
Tochterzellen korrekt abgelaufen ist. Sind alle Voraussetzungen fur eine DNA-
Replikation gegeben, tritt die Zelle in die S-Phase ein und beginnt mit der Duplikation
des gesamten Erbmaterials. Nach Durchlaufen der G,-Phase wird vor dem Eintritt in
die Mitose am Gy/M-Ubergang erneut eine wichtige Kontrolle der abgelaufenen
Prozesse durchgeflhrt. Neben einer ausreichenden Grolie der sich teilenden Zellen
und entsprechenden Umweltbedingungen ist vor allem die korrekte und vollstandige
Replikation der DNA Grundvoraussetzung fur den Eintritt der Zelle in die M-Phase.
Liegt geschadigte oder unvollstandige DNA vor, so verbleibt die Zelle im G,/M-Arrest,
bis der Schaden repariert ist oder wird der Apoptose zugeflhrt, um so die Weitergabe

falscher Informationen an die Tochterzellen zu verhindern und die genetische Stabilitat
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2 Einleitung 8

des Gesamtorganismus zu sichern. Hat eine Zelle diesen Ubergang einmal
Uberschritten, so wird die Mitose irreversibel durchgefiihrt. Diese Ubergange im
Zellzyklus werden von einer Familie von Proteinkinasen, den Cyclin-abhangigen
Kinasen oder CDKs (cyclin dependent kinases) reguliert (Pines, 1995). CDKs stellen
dabei die katalytische Untereinheit der CDK/Cyclin-Komplexe dar, die erst nach
Bindung an ihre regulatorischen Untereinheiten, die Cycline, aktiv sind. Die Komplexe
phosphorylieren eine Vielzahl von Proteinen und beeinflussen so deren Aktivitat,
Funktion, subzellulare Lokalisation oder Stabilitdt. Bisher wurden in Saugern 11
verschiedene CDKs (CDK1 — CDK11) und 29 Cycline gefunden (Malumbres und
Barbacid, 2005). Diese Komplexe und damit die Zellzyklusregulation sind einem
Zusammenspiel komplexer Mechanismen unterworfen. Dabei spielen neben
zellzyklusabhangiger Synthese und Abbau der Cycline, subzellularer Lokalisation und
Inaktivierung durch Inhibitoren vor allem aktivierende bzw. inhibierende
Phosphorylierung und Dephosphorylierung eine wichtige Rolle. Der G,/M-Ubergang
wird beispielsweise von Typ B-Cyclinen im Komplex mit CDK1 reguliert. CDK1/Cyclin
B wird auch als ,maturation-promoting factor oder ,M-phase promoting factor” (MPF)
bezeichnet (Dunphy et al.,, 1988; Masui und Markert, 1971; Murray und Kirschner,
1989). Dieser Komplex beeinflusst u. a. die Chromosomenkondensation, die Bildung
der Mitosespindel, die Zerlegung der Kernmembran, die Inhibition des Transports
zwischen den Golgi-Zisternenstapeln und die Membranfusion. CDK1 besitzt 3
bekannte Phosphorylierungsstellen, deren Phosphorylierungszustand die Aktivitat des
Komplexes direkt beeinflusst. Dabei wirkt eine Phosphorylierung an Threonin 161
durch die ,cdk activating kinase® (CAK) aktivierend (Morgan, 1995), wahrend Threonin
14 und Tyrosin 15 in der inaktiven CDK1 in phosphorylierter Form vorliegen. Diese
inaktivierenden Phosphorylierungen werden von der Wee1- sowie der Myt1-Kinase
vorgenommen (Li et al., 1995; Lundgren et al., 1991; Parker und Piwnica-Worms,
1992). Zum Ende der G,-Phase werden Threonin 14 und Tyrosin 15 dephosphoryliert
und somit aktiviert. Diese Dephosphorylierungen, die der Zelle den Eintritt in die

Mitose ermdglichen, werden von der Proteinphosphatase cdc25C katalysiert.
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2 Einleitung 9

2.2 Die Proteinphosphatase cdc25C

Die Proteinphosphatase cdc25C (cell division cycle 25C) hat ein Molekulargewicht von
56 kDa und ist eine dualspezifische Phosphatase, die also sowohl Serin-/Threonin- als
auch Tyrosin-Reste dephosphorylieren kann (Dunphy und Kumagai, 1991). In
Saugern existieren drei Phosphatasen, die die Proteinfamilie der cdc25-Phosphatasen
bilden (Nagata et al., 1991; Sadhu et al., 1990). Alle cdc25-Phosphatasen bestehen
aus einer C-terminalen Domane, welche die katalytische Aktivitat der Phosphatase
beinhaltet und in allen cdc25-Phosphatasen eine ahnliche Aminosauresequenz
aufweist, und einer regulatorischen N-terminalen Domane, deren Sequenzhomologie
unter 25% liegt (Draetta und Eckstein, 1997). Aufgrund dieser Differenzen im N-
Terminus weisen die cdc25-Varianten eine unterschiedliche Regulation innerhalb des
Zellzyklus auf. Cdc25A ist hauptséchlich am G4/S-Ubergang aktiv und phosphoryliert
dort den CDK2/Cyclin A- sowie den CDK2/Cyclin E-Komplex (Hoffmann et al., 1994;
Jinno et al., 1994). Cdc25B ist dagegen am G,/M-Ubergang aktiv und phosphoryliert
den CDK1/Cyclin B-Komplex. Dies trifft auch auf cdc25C zu, welches jedoch zu einem
spateren Zeitpunkt aktiv ist (Karlsson et al., 1999). Wahrend cdc25A im Zellkern
lokalisiert ist (Hoffmann et al., 1994; Molinari et al., 2000), konnte flr cdc25B eine
cytoplasmatische Lokalisation nachgewiesen werden (Gabrielli et al., 1996). Fur
cdc25C konnten sowohl cytoplasmatische als auch nukleare Lokalisation gezeigt
werden (Graves et al., 2001; Heald et al.,, 1993; Millar et al., 1991). Die cdc25C-
Lokalisation wird beeinflusst von Kernlokalisations- (NLS) und Kernexportsequenzen
(NES), Protein-Protein-Wechselwirkungen, dem Phosphorylierungsstatus und der
Zellzyklusphase. So fuhrt eine Phosphorylierung von Serin 216 dazu, dass es zur
Bindung von 14-3-3-Proteinen kommt, wodurch ¢dc25C im Cytoplasma
zuruckgehalten wird (Kumagai et al., 1998; Dalal et al., 1999). Diese Phosphorylierung
kann unter anderem von den ,Checkpoint‘-Kinasen chk1 und chk2 katalysiert werden
(Matsuoka et al., 1998; Peng et al., 1997; Sanchez et al., 1997), die nach DNA-
Schadigung aktiviert werden. Serin 216 liegt wahrend der Interphase dauerhaft
phosphoryliert vor. Da das gebundene 14-3-3-Protein die NLS maskiert, kann es nicht
zum Kernimport kommen. Obwohl cdc25C Uber den gesamten Zellzyklusverlauf in der
Zelle zu finden ist (Gabrielli et al., 1997; Girard et al., 1992; Villa-Moruzzi, 1993), kann
eine Phosphataseaktivitat nur am Ende der G,- und am Anfang der M-Phase

gemessen werden (Gabrielli et al., 1997; Jessus und Beach, 1992; Villa-Moruzzi,
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1993), d. h. nach Dephosphorylierung von S216 und Kernimport. Auf diese Weise wird
die Aktivitat von cdc25C uber die Lokalisation des Enzyms reguliert. Das bislang
einzige bekannte Substrat von cdc25C, CDK1/Cyclin B, wird nicht nur selbst von
cdc25C dephosphoryliert, sondern kann cdc25C durch Phosphorylierung z. B. an
Serin 214 aktivieren. Somit aktivieren sich CDK1/Cyclin B und cdc25C gegenseitig in
einem positiven Ruckkopplungsmechanismus (Hoffmann et al., 1993; |zumi und Maller,
1993; Strausfeld et al., 1994), der in Abbildung 2 schematisch dargestellt ist.

Weel, Mytl

!

EOe——— T

aktiv I inaktiv

aktiv

1

Abbildung 2: Schematische Darstellung des positiven Rickkopplungsmechanismus zwischen
CDK1/Cyclin B und cdc25C. Prozesse, die in der Interphase ablaufen bzw. zum G,/M-Arrest flhren,
sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet; Reaktionen, die zum Eintritt der Zelle in die Mitose fiihren, sind
mit grinen Pfeilen dargestellt.

Die Phosphorylierung von cdc25C an Serin 216 und somit die Inaktivierung von
cdc25C und CDK1/Cyclin B bleibt erhalten, wenn es zu einer Schadigung der DNA
kommt oder Bedingungen gegeben sind, unter denen die Mitose nicht korrekt ablaufen
kann (s.o.). Dieser G,/M-Arrest ist eine Moglichkeit, um die Weitergabe fehlerhafter
genetischer Information zu verhindern. Eine weitere Alternative, mit der die Zelle auf
Schadigung oder Stress reagieren kann, ist die Initiation von Apoptose oder dem

programmierten Zelltod.
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2.3 Einfuhrung in die Apoptose

Unter Apoptose versteht man den regulierten oder programmierten Zelltod, der es der
Zelle ermdglicht, auf den Einfluss bestimmter Faktoren wie DNA-Schaden, Entzug von
Wachstumsfaktoren oder Stress ihren Tod herbeizufihren. Auf diese Weise kénnen
zum einen Zellen mit fehlerhaftem Genom eliminiert werden, bevor sich der Schaden
auf den Organismus auswirkt, zum andern kann der Korper die Anzahl der Zellen und
die GroRe der Gewebe regulieren (Hengartner, 2000). Apoptose wurde 1972 erstmals
von Kerr und Mitarbeitern beschrieben (Kerr et al., 1972) und kann in zwei
grundsatzliche Wege unterteilt werden: den rezeptorvermittelten oder extrinsischen
Weg und den mitochondrialen oder intrinsischen Weg (Igney und Krammer 2002).

Eine Ubersicht Uber beide Wege ist in Abbildung 3 dargestellt.

Survival signal
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Abbildung 3: Die Wege der Apoptoseinduktion: extrinsischer Weg (links) und intrinsischer Weg
(rechts) der Apoptoseinduktion (Igney und Krammer, 2002)

</

SchlUsselproteine in beiden Wegen sind die Cystein-Aspartat-Proteasen oder
Caspasen, die ihre zellularen Substrate spalten und somit die fur die Apoptose
charakteristischen morphologischen und biochemischen Schaden verursachen. Man

unterscheidet Initiations- und Exekutionscaspasen, wobei die Initiationscaspasen die
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proteolytische Spaltung der Exekutions-Procaspasen durchflihren, wodurch diese in
ihre aktive Form dberflUhrt werden und als Exekutionscaspasen ihre zellularen
Substrate spalten. Der extrinsische Apoptoseweg wird Uber so genannte
Todesrezeptoren vermittelt, die zur Superfamilie der Tumor-Nekrosefaktoren (TNF)
gehoren und eine intrazellulare Todesdomane besitzen (Krammer, 1999; Schmitz et
al., 2000). Nach Aktivierung der Rezeptoren durch spezifische Liganden wird das
intrazellulare Adapterprotein FADD (Fas-associated death domain protein) rekrutiert,
welches seinerseits die inaktiven Procaspasen-8 und -10 rekrutiert. Durch diesen
,death-inducing signaling complex” (DISC) kommt es zur Spaltung und Aktivierung der
Initiationscaspasen-8 und -10 (Kischkel et al., 1995; Sprick et al., 2000). Auf dem
intrinsischen Apoptoseweg setzen die Mitochondrien durch den Einfluss pro-
apoptotischer Stimuli Cytochrom C und andere apoptotische Faktoren frei (Martinou
und Green, 2001; Zamzami und Kroemer, 2001). Dies wird unter anderem durch
Mitglieder der bcl2-Familie reguliert. Im Cytoplasma bilden Cytochrom C, APAF1
(apoptotic protease activating factor-1), ATP und Procaspase-9 das so genannte
Apoptosom. In diesem Komplex wird Caspase-9 aktiviert, so dass die aktivierten
Initiationscaspasen nun die Exekutionscaspasen-3, -6 und -7 spalten kdnnen. Diese
werden sowohl auf dem extrinsischen als auch auf dem intrinsischen Weg aktiviert
und amplifizieren ihre Aktivitat gegenseitig. Die so in Gang gesetzte Caspase-
Kaskade sorgt fur die Spaltung der zellularen Substrate, was dann zum Tod der Zelle
fuhrt (Rathmell und Thompson, 1999). Ein solches zellulares Substrat ist die Poly-
ADP-Ribosepolymerase oder PARP (Lazebnik et al., 1994). Neben der Spaltung der
DNA wird auch z. B. Aktin gespalten. Dies fuhrt zum Abbau des Cytoskeletts, was sich

durch morphologische Veranderungen der Zelle wie dem ,Blebbing“ erkennbar macht.

2.4 Das Wachstumssuppressorprotein p53

Das Wachstumssuppressorprotein p53 wurde vor Uber 25 Jahren entdeckt und
zunachst fur ein Onkogen gehalten, bis Levine und Mitarbeiter seine wirkliche
physiologische Funktion als Tumorsuppressor beschrieben (Finlay et al., 1989).
Mutierte Formen von p53 zeigen oft onkogene Aktivitat und wurden mittlerweile in

vielen verschiedenen Tumoren gefunden. Heute ist bekannt, dass inaktive Mutanten
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und / oder Deletionen von p53 in vielen Tumoren vorkommen und diese mutanten
Formen die Funktion von p53 als Transkriptionsfaktor oft nicht mehr ausiben kénnen
(Gomez-Lazaro et al.,, 2004). Als Transkriptionsfaktor aktiviert und reprimiert p53
Zielgene, die seine Wachstumssuppressorfunktion vermitteln und in Wachstumsarrest,
Apoptose, Signaltransduktion, Proteindegradation und die Reaktion auf oxidativen
Stress involviert sind (Gomez-Lazaro et al., 2004). Aufgrund dieser Funktionen, die bei
der Antwort auf zellulare Schaden und Genommutationen essentiell sind, wird p53 als
~Wachter des Genoms* bezeichnet (Lane, 1992). Das Protein setzt sich zusammen
aus einer N-terminalen Transaktivierungsdomane, einer DNA-bindenden Kerndomane
und einer C-terminalen Domane, die unter anderem fir die Oligomerisierung zu
aktiven p53-Tetrameren und posttranslationale Modifikationen zustandig ist. p53 wird
stark Uber seinen Proteingehalt reguliert, in dem die normalerweise niedrige
Halbwertszeit von 5 — 20 min durch Stresssignale wie Strahlung, Carcinogene und
cytotoxische Medikamente, Hypoxie und onkogene Aktivierung von Signalkaskaden
drastisch erhoht werden kann. Diese Stabilisierung findet hauptsachlich auf
posttranslationaler Ebene statt, z. B. durch Phosphorylierung, Dephosphorylierung,
Acetylierung oder indirekt durch eine Anderung des Redoxstatus. Phosphorylierungen
konnen dabei z. B. von den Kinasen chk1, chk2, ATM und ATR durchgeflihrt werden
(Gomez-Lazaro et al., 2004). Ein solcher Anstieg resultiert entweder in einem
Zellzyklusarrest oder in Apoptose (Abb. 4). Bei einem G4-Arrest werden Gene wie p21,
Retinoblastom oder E2F induziert, wodurch die Zelle arretiert und einen eventuellen
DNA-Schaden reparieren kann. Ist dies nicht mdglich, so wird Apoptose Uber p53-
Zielgene wie Mitglieder der bcl2-Familie (PUMA, NOXA, bax), p53-induzierte Gene
(PIG) oder Todesrezeptoren (CD95, DRS5, PIDD) eingeleitet. Jedoch ist p53 nicht nur
als Transkriptionsfaktor, sondern auch mittels Interaktion und Modifikation der
Funktionen anderer Proteine an der Apoptose beteiligt (Gomez-Lazaro et al., 2004).
Das p53-induzierte Gen PIG3 ist zudem in die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) eingebunden, welche wichtige Mediatoren der p53-induzierten Apoptose sind
(Polyak et al., 1997).
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SIGMNALS
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Abbildung 4: Funktionen von p53 in Folge von Stresssignalen. A. Zellzyklusarrest B. Apoptose
(Gomez-Lazaro et al., 2004)

2.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies ist ein Sammelbegriff fur reaktive Formen des Sauerstoffs,
die mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht werden. Dazu gehdren zum einen
freie Radikale wie das Hydroxylradikal (OH'), das Perhydroxylradikal (OOH) und das
Superoxidanion (O,”), aber auch stabile molekulare Oxidantien wie
Wasserstoffperoxid (H202) und Peroxynitrit (NO3™). Im Organismus kénnen solche
Verbindungen in der Atmungskette oder durch Einfluss von Cytochrom P450,
Lipoxygenasen, Cyclooxygenasen und weiteren entstehen. Umweltbedingte Ursachen
fur die Entstehung von ROS sind z. B. Zigarettenrauch, unausgewogene Ernahrung
oder radioaktive und UV-Strahlung. Reaktiven Sauerstoffspezies muss im Korper

entgegengewirkt werden, da sie das Redoxgleichgewicht storen, welches bei der
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Regulation von z. B. Kinase- und Phosphataseaktivitat sowie Genexpression von
Bedeutung ist. Deshalb existieren enzymatische Systeme, die ROS abbauen und das
Redoxgleichgewicht aufrechterhalten. So wandelt die Superoxiddismutase (SOD) O™ -
Radikale in H,O, um, aus welchem dann unter Mitwirkung der Katalase H,O entsteht
(Fruehauf und Meyskens, 2007). Kénnen die ROS nicht ausreichend beseitigt werden,
so kommt es zu Schadigungen durch Lipidperoxidation und Oxidation von DNA und
Proteinen (Droge und Schipper, 2007). Da reaktive Sauerstoffspezies Vermittler der
Apoptose sind (Buttke und Sandstrom, 1994), konnten Substanzen, die die
Entstehung von ROS fordern, eventuell als Medikamente dienen, welche Apoptose in

Tumorzellen induzieren.

2.6 Organische Schwefelverbindungen aus Naturprodukten

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Einnahme von Knoblauch und
verwandten Gemusearten (Allium spec.) das Risiko fur die Entwicklung verschiedener
Tumorkrankheiten senkt (Challier et al., 1998; Gao et al., 1999; Hsing et al., 2002; You
et al, 1989). Diese anticarcinogene Wirkung wird hauptsachlich organischen
Schwefelverbindungen zugeschrieben, die nach Prozessierung (Schneiden oder
Kauen) dieser Gemusearten gebildet werden (Block, 1992; Milner, 2001). Zu diesen
Substanzen gehdren Diallylmonosulfid (D,S), Diallyldisulfid (D.S;), Diallyltrisulfid
(D2S3) und Diallyltetrasulfid (D2S4). In verschiedenen Tiermodellen haben Diallylsulfide
einen signifikanten Schutz gegen verschiedene Carcinogene wie Benzo[a]pyren
(Sparnins et al., 1988), N-Nitrosomethylbenzylamin (Wargovich et al., 1988) und 1,2-
Dimethylhydrazin (Sumiyoshi and Wargovich, 1990) gezeigt. Neuere Studien konnten
nachweisen, dass organische Schwefelverbindungen die Proliferation kultivierter
Zellen durch Zellzyklusarrest und / oder Apoptose inhibieren konnen (Knowles und
Milner, 1998/2000; Sundaram und Milner, 1996; Kwon et al., 2002; Xiao et al.,
2004/2005).
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2.7 Fragestellung der Arbeit

Verschiedenen Pflanzen der Gattung Allium konnte eine anticancerogene Wirkung
nachgewiesen werden, welche hauptsachlich den organischen Schwefelverbindungen
zugeschrieben wird. Zu diesen Verbindungen gehoren die im Knoblauch
vorkommenden Diallylsulfide. Besonders fur Diallyldi- und Diallyltrisulfid konnte
gezeigt werden, dass sie in Zellkulturen Zellzyklusarrest und / oder Apoptose bewirken
konnen. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob synthetische Diallylsulfide das
Wachstum von HCT116-Kolonkarzinom-Zellen inhibieren konnen, inwiefern die
Struktur der Verbindungen dabei eine Rolle spielt, welche Signalwege durch
Diallylsulfide in Gang gesetzt werden und ob eine Spezifitdt der Substanzen fur
Tumorzellen besteht. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem bisher wenig
untersuchten Diallyltetrasulfid. Aufgrund des hoheren Reinheitsgrades wurden
synthetische Substanzen eingesetzt. Des Weiteren soll mittels der schwefelfreien
Kohlenstoffanaloga bzw. der gesattigten Dipropylanaloga die Rolle der
Diallylsulfidstruktur betrachtet werden, da sowohl die Schwefelkette als auch die
beiden Doppelbindungen theoretisch als reaktive Gruppen wirken kdénnten. Eine
mogliche Induktion von Apoptose soll mittels charakteristischer morphologischer
Veranderungen und der Spaltung spezifischer zellularer Substrate nachgewiesen
werden, wahrend die Frage, ob es zu einem Zellzyklusarrest kommt, durch
Untersuchung der Proteinphosphatase cdc25C geklart werden soll. Des Weiteren
werden eine Beteiligung des Wachstumssuppressorproteins p53 und der
Proteinkinase CK2 naher betrachtet. Als moglicher Mediator Diallylsulfid-induzierter
Effekte kdmen reaktive Sauerstoffspezies in Frage, weshalb eine Entstehung solcher
Molekule ebenfalls untersucht werden soll. Zum Abschluss stellt sich die Frage,
inwiefern die in HCT116-Zellen untersuchten Effekte auch in andere Zellen auftreten,
wobei zum einen andere Tumorzellen, zum andern aber auch primare Zellen
untersucht werden sollen, da eine eventuelle Resistenz von gesunden Zellen und
damit eine spezifische Wirkung von Diallylsulfiden auf Tumorzellen von besonderer

Bedeutung fir den Einsatz dieser Substanzen als Tumortherapeutika ware.
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3 Material und Chemikalien

3.1 Materialien und Geréate

15 ml / 50 ml Réhrchen mit Schraubverschluss
96-Loch-Platten

96-Loch-Platten fur Phosphatase-Assay
Kulturschalen 100 mm / 60 mm
24-Loch-Platten

6-Loch-Platten

Brutschrank

Durchflusszytometer FACScan
Elektrophoresekammer Mighty Small™ SE250
Eppendorf Zentrifuge 5415C
Filterpapier 3 mm
Fluoreszenzmikroskop Axioskop
GENios Spectra Fluor Plus
Kuhlzentrifuge Sigma 4K10

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter: pH537

PVDF-Membran

Rontgenfilme AGFA Cronex5
Rontgenfilmentwicklermaschine
Sterilbank

Ultraschallbad Transonic 460
Umkehrmikroskop Axiovert 100

UV-Vis-Spektralphotometer Ultrospec® 2100 pro

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Heraeus, Hanau

BD Biosciences, Heidelberg
Serva (Hoefer)

Eppendorf Geratebau, Hamburg
Whatman, Maidstone, England
Carl Zeiss, Jena

Tecan Deutschland, Crailsheim
Sigma, Munchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
WTW, Weilheim

Roche, Mannheim
Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien
Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien
Heraeus, Hanau

Elma, Singen/Htw.

Carl Zeiss, Jena

Amersham Biosciences,
Cambridge (UK)
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3.2 Chemikalien und Zusammensetzungen verwendeter Losungen

Acrylamid-Stammldsung: rotiphorese® Gel30

Amphotericin B
APS
Bromphenolblau
BSA

Complete™, Proteaseinhibitor Cocktail

DAPI
DMAT

DMEM

DMEM/Ham’s F12

DMSO
DTT
EDTA
EGF

FCS
FDP

G418 (Geneticin)
H,DCFDA

Hydrocortison
Hygromycin-B
Glycerin

Glycin

ImmunoPure® Immobilized Protein A

Insulin

~Lumi-Light“-Detektionslésung

MTT

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom KG, Berlin

Pharmacia Biotech, Freiburg
Merck, Darmstadt

PAA laboratories GmbH,

Pasching

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Calbiochem® Merck Biosciences
GmbH, Schwalbach

GIBCO BRL, life technologies
PromoCell, Heidelberg

Fluka, Neu-UIm

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Calbiochem® Merck Biosciences
GmbH, Schwalbach

GIBCO BRL, life technologies
Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

PAA Laboratorien, Linz, Osterreich
Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

Sigma, Minchen

Clontech, Palo Alto, USA

Fluka, Neu-Ulm

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Pierce, Rockford, IL

Sigma, Minchen

Roche, Mannheim

Sigma, Minchen
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McCoy’s 5A

Penicillin/Streptomycin

Polyvinylalkohol MW 72 000

Prestained SDS-Molekulargewichtstandard
Propidiumiodid

Protein Assay (Bradford-Assay)

RNaseA

Sepharose™ CL4B

TEMED

Trypanblau

TritonX-100

Tween20

Acrylamid-Stammldsung (gebrauchsfertig)
30% (w/v) Acrylamid
0.8% (w/v) Bisacrylamid

DAPI-Stammldsung
5 pg/ml in PBS

Elektrophoresepuffer
25 mM Tris-HCI, pH 8.8
0.2 M Glycin
0,5% (w/v) SDS

FDP-L6sung
20 uM FDP
in Waschpuffer (Phosphatase-Assay)

PromoCell, Heidelberg
Biochrom KG, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot
Sigma, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg

Serva Feinbiochemica,
Heidelberg

Fluka, Neu-UIm

Fluka, Neu-Ulm
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Gellésungen fur SDS-Gelelektrophorese
Pufferlosung B (Trenngelpuffer)
375 mM Tris-HCI, pH 8.8
Pufferlosung C (Sammelgelpuffer)
125 mM Tris-HCI, pH 6.8

Mounting Medium
5% (v/v) Polyvinylalkohol MW 72 000
10% Glycerin (v/v)
in PBS

MTT-L6sung
5 mg/ml in PBS

PBS
137 mM NaCl
2.7 mM KCI
8 mM NayHPO4
1.5 mM KH2POy4, pH 7.4

Propidiumiodidlésung
400 pg Propidiumiodid / ml H20 geion.

RIPA-Puffer
50 mM Tris-HCI, pH 8.0
150 mM NacCl
0.5% Natriumdesoxycholat
1% Triton X-100
0.1% SDS

Complete™ 1:25 nach Angaben des Herstellers
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SDS-Probenpuffer
4% (w/v) SDS
200 mM DTT
120 mM Tris-HCI, pH 6.8
10 mM [-Mercaptoethanol
20% (v/v) Glycerin
0.02% Bromphenolblau

Solubilisierungslésung (MTT-Assay)
10% SDS
0.01 M HCI

Transferpuffer (Western Blot)
20 mM Tris-HCI, pH 8.3
150 mM Glycin

Trypsin/EDTA-Ldsung
0.25% (w/v) Trypsin
0.1% (w/v) EDTA

Waschpuffer (Phosphatase-Assay)
50 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 mMDTT

Waschpuffer (Western Blot)
0.1% (v/v) Tween20

1% bzw. 5% (w/v) Trockenmilch in PBS, pH 7.4

Corinna Busch



3 Material und Chemikalien 22

3.3 Verwendete Antikdrper

cdc25C-Antikorper
Zum Nachweis von cdc25C werden verschiedene Antikérper verwendet.
Cdc25C H6 (Santa Cruz) ist ein monoklonaler Maus-Antikorper, der durch
Immunisierung mit den Aminosauren 1-150 des menschlichen c¢dc25C
entstanden ist. Des Weiteren wird das polyklonale Kaninchen-AntikGrperserum
NT eingesetzt, welches gegen eine Peptidsequenz aus den Aminosauren 134-

210 am N-Terminus von cdc25C von Dr. W. Nastainczyk hergestellt wurde.

GAPDH-Antikorper
Bei der Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) handelt es sich
um ein Enzym der Glycolyse, welches in der Zelle konstitutiv exprimiert wird.
Daher kann das etwa 36 kDa grof3e Protein im Western Blot zur Kontrolle der im
SDS-Polyacrylamid-Gel  aufgetragenen  Proteinkonzentrationen verwendet
werden. Dazu wird der polyklonale Kaninchen-Antikorper FL-335 (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.) eingesetzt.

p53-Antikorper
Zur Detektion von p53 wird das polyklonale Serum a-p53 eingesetzt, das durch
Immunisierung eines Kaninchens mit einem in der Arbeitsgruppe Uber His-Tag

gereinigten p53-Protein hergestellt wurde.

PARP-Antikorper
Bei dem PARP-Antikérper von Cell Signaling Technology handelt es sich um
einen polyklonalen Kaninchen-Antikorper, zu dessen Herstellung mit einem der
Caspase-Cleavage-Site entsprechenden synthetischen Peptid immunisiert
wurde. Der Antikorper erkennt sowohl das Volllangenprotein als auch die

apoptotischen Spaltprodukte der PARP.

Peptidseren gegen CK2
Die Untereinheiten der Proteinkinase CK2 werden mittels spezifischer
polyklonaler Kaninchenseren nachgewiesen, die jeweils Epitope im C-

terminalen Bereich der jeweiligen Untereinheiten erkennen: Serum #212 ist
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gegen die Aminosauren 360 - 371 der a-Untereinheit der CK2 gerichtet, Serum
#30 gegen die Aminosauren 330 - 349 der a'-Untereinheit und Serum #269
gegen die Aminosauren 206 - 215 der B-Untereinheit (Faust et al., 1999).

Procaspase-3-Antikorper
Die Detektion von Procaspase-3 erfolgt mit dem monoklonalen
Kaninchenantikorper 8G10 der Firma Cell Signaling.

a-Tubulin-Antikorper
a-Tubulin  wird mit dem monoklonalen Mausantikérper DM 1A (Sigma)

nachgewiesen und dient wie GAPDH als Ladekontrolle.

Sekundarantikdrper
Zur Bindung an die Primarantikérper im Western Blot wird je nach Spezies ein
Ziege-anti-Kaninchen-Ig-Meerrettich-Peroxidase-Antikorper bzw. ein Ziege-anti-
Maus-lg-Meerrettich-Peroxidase-Antikorper (beide dianova, Hamburg)
eingesetzt. Die Konjugate lagen in einer Konzentration von 0.8 mg/ml vor. Der
Ziege-anti-Kaninchen-Ig-Antikorper wurde 1:30000 verdunnt und somit in einer
Endkonzentration von 0.026 ng/ul eingesetzt, wahrend der Ziege-anti-Maus-Ig-
Antikdrper durch 1:10000-Verdinnung in der Konzentration 0.08 ng/ul

verwendet wurde.
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Verwendete Zelllinien

Zur Durchfuhrung der verschiedenen Versuche wurden die im Folgenden

beschriebenen Zelllinien eingesetzt.

EPN
Diese differenzierten und nicht transformierten epithelialen Prostata-Zellen

wurden uns von Prof. Tramontano (Benevento, Italien) zur Verflgung gestellt
(Sinisi et al., 2002).

HCT116p53wt und HCT116p53™
HCT116 sind epitheliale Colonkarzinom-Zellen, die in der Arbeitsgruppe von B.
Vogelstein hergestellt wurden (Bunz et al., 1998). Es existieren verschiedene
Zelllinien, die sich lediglich in der Expression einzelner Proteine unterscheiden.
Hier wurden zum einen die Wildtyp-Form (HCT116p53wt) und zum andern die
p53-knockout-Zelllinie (HCT116p53™) eingesetzt.

HT29
Auch HT29 sind adherente epitheliale Zellen, die aus einem colorectalen
Adenokarzinom entstammen. ATCC-Nr.: HTB-38

MEF
Diese epithelialen Maus-Fibroblasten, die als Beispiel flir eine primare Zelllinie

eingesetzt wurden, wurden von Deng et al. (1995) beschrieben.
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OvBH1
OvBH1 sind temperatur-sensitive Ovarialkarzinom-Zellen, die Wildtyp-p53

exprimieren (Bar et al., 2002).

Saos-2
Es handelt sich hierbei um eine menschliche Osteosarkom-Zelllinie ohne
endogenes p53. Die epithelialen Zellen wachsen als Monolayer. ATCC-Nr.: HTB-
85

Saostsp53 138-8+pcDNA und Saostsp53 138-8+cdc25Cwt
Saostsp53 138-8 sind durch stabile Transfektion eines mutanten p53 (Austausch
von Alanin 138 zu Valin unter Kontrolle eines CMV-Promotors) in Saos-2
entstanden. Das mutante p53 besitzt bei einer Temperatur von 31°C Wildtyp-
Eigenschaften und I6st einen Wachstumsarrest aus. Die Zellen wurden der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus Rémer (Homburg) zur Verfigung gestellt. Aus
diesen Zellen wurden von Dr. Sandra Schwindling Saostsp53 138-8+pcDNA und
Saostsp53 138-8+cdc25Cwt durch stabile Transfektion des Eukaryonten-
Expressionsvektors pcDNA3.1/Hygro(-) unter Kontrolle eines CMV-Promotors

ohne bzw. mit cdc25Cwt hergestellt.

4.1.2 Kultivierung von Saugerzellen

Die hier eingesetzten Zelllinien werden in 100 mm-Kulturschalen (Greiner) ausgesat
und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in einer feuchten Atmosphare kultiviert. Als
Kulturmedium fir die HCT116-Zelllinien dient McCoy’s 5A (PromoCell, Heidelberg) mit
10% FCS. HT29, MEF, OvBH1 und Saos-2 werden unter DMEM (GIBCO) mit 10%
FCS gehalten. Dies trifft auch auf die Saostsp53 138-8-Zelllinien zu, denen jedoch
zusatzlich 200 pg/ml G418 und 50 pg/ml Hygromycin-B zugegeben werden. Das
Kulturmedium fur EPN besteht aus DMEM/HAM'’s F12 (PromoCell, Heidelberg) mit 3%
FCS, 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml Insulin und 10 pg/ml Hydrocortison.
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4.1.3 Passagieren von Saugerzellen

Zur Uberfiihrung adherenter Zellen auf neue Kulturschalen wird nach Absaugen des
Zellkulturmediums 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung (0.25% (w/v) Trypsin, 0.1% (w/v)
EDTA) zugegeben. Das Trypsin wird kurz danach wieder abgesaugt. Sobald sich die
Zellen vom Plattenboden gelost haben, werden diese in frischem Medium
aufgenommen. Je 1 ml der Zellsuspension wird auf einer neuen Kulturschale verteilt,
in die bereits 4 ml Kulturmedium mit den entsprechenden Zusatzen und Antibiotika

vorgelegt worden sind.

4.1.4 Einfrieren von Saugerzellen

Zur Lagerung von Saugerzellen Uber langere Zeitrdume koénnen diese in flissigem
Stickstoff eingefroren werden. Dazu werden die Zellen, wie unter 4.1.3 beschrieben,
abtrypsiniert, in Kulturmedium aufgenommen und in einem sterilen Réhrchen 7 min
bei 4°C und 250xg zentrifugiert. Nach Resuspendierung des Zellsedimentes in 0.5 ml
Kulturmedium mit 40% FCS werden unter standigem Schutteln tropfenweise 0.5 ml
Kulturmedium mit 20% DMSO zugegeben. Die Zellsuspension wird in Kryorohrchen
uberfuhrt und 2 Stunden in der Gasphase von flussigem Stickstoff inkubiert, bevor sie

in flissigem Stickstoff gelagert wird.

4.1.5 Tauen von Saugerzellen

Die gefrorene Zellsuspension wird moglichst schnell in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut, in ein steriles Rohrchen uberfuhrt und durch langsame Zugabe
des zehnfachen Volumens an Zellkulturmedium verdunnt. Nach Zentrifugation far 7
min bei 4°C und 250xg wird das Sediment in frischem Kulturmedium mit 10% FCS
sowie den fur die entsprechende Zelllinie bendtigten Zusatzen resuspendiert und in

eine frische Kulturschale tUberfihrt.
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4.1.6 Beseitigung von Kontaminationen

Bei bakteriellen Kontaminationen werden nach Wechsel des Mediums 10 pl
Penicillin/Streptomycin (10000 U Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin, Biochrom, Berlin)
pro ml Zellkulturmedium zugegeben. Zur Beseitigung starkerer Kontaminationen
werden die Zellen wie beschrieben trypsiniert, bei 4°C und 250xg fur 7 min
zentrifugiert und das Sediment wird in frischem, mit Antibiotika versetzten Medium
aufgenommen und auf eine neue Kulturschale ausgesat.

Hefe- und Pilzkontaminationen werden mit 10 pl Amphotericin B (250 ug/ml;

Biochrom, Berlin) pro ml Zellkulturmedium behandelt.

4.1.7 Behandlung der Zellen mit Diallylsulfiden und ihren Analoga

Die hier eingesetzten Diallylsulfide, also Diallylmono-, -di-, -tri- und -tetrasulfid, die
dem Mono- und Tetrasulfid entsprechenden Propyl-Analoga sowie die schwefelfreien
Kohlenstoff-Analoga Heptadien und Decadien wurden uns von der Arbeitsgruppe von
Dr. Jacob fur Bioorganische Chemie an der Universitdit des Saarlandes in
Saarbricken zur Verfiugung gestellt. Die Verbindungen liegen in reiner Form vor und
werden in Dimethylsulfoxid (DMSQO) gelost. Es wird eine Stockldsung mit einer
Konzentration von 80 mM hergestellt, welche im Verhaltnis 1:2000 in das jeweilige
Kulturmedium der zu behandelnden Zellen gegeben wird, so dass eine
Endkonzentration von 40 uM erreicht wird. Diese Suspension wird nach Absaugen des
alten Mediums zu subkonfluenten Zellen gegeben, die am Vortag ausgesat wurden
und am Boden der Kulturschale angewachsen sind. Als Lésemittelkontrolle werden die
Zellen mit der entsprechenden Konzentration an DMSO (0.05%) in gleicher Weise
behandelt. Zur Untersuchung hoherer Diallylsulfidkonzentrationen werden
entsprechend  konzentriertere =~ Stammldsungen  verwendet, fur  geringere
Konzentrationen wird die Stammldsung entsprechend verdinnt. Um die Stabilitat der
Diallylsulfide zu sichern, wurden die Stammldsungen héchstens 2 — 3 Tage bei -20°C

aufbewahrt.
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4.1.8 Ermittlung der Lebendzellzahl

Um die Anzahl der lebenden Zellen in einer Suspension zu bestimmen, wird eine
Neubauer-Zahlkammer eingesetzt. Dazu werden die Zellen wie beschrieben durch
Trypsinieren vom Schalenboden abgeldst und in Medium resuspendiert. Von dieser
Losung werden 10 — 20 pl mit dem gleichen Volumen Trypanblau zur Anfarbung toter
Zellen vermischt. Diese Suspension wird bis zum Rand in die beiden Kammern der
Neubauer-Zahlkammer gefullt. Betragt nach Auszahlen der 4 auReren GroRquadrate
des Rasters die Abweichung zwischen den beiden Kammern weniger als 15%, wird
der Durchschnittswert der insgesamt acht Quadrate ermittelt, wobei die 1:1-
Verdinnung durch Trypanblau berucksichtigt werden muss. Da das Volumen jedes
Grol3quadrates 0.1 pl betragt, kann durch Multiplikation des errechneten Mittelwertes

mit 10* die Zahl der Zellen pro ml ermittelt werden.

4.1.9 Ermittlung des Anteils metabolisch aktiver Zellen

Zur Bestimmung des Anteils metabolisch aktiver Zellen wird ein MTT-Assay
durchgefuhrt. Dieser beruht auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid; Sigma) in ein violettes
Formazan unter Oxidation von NADH und NADPH (Abbildung 5), wozu nur lebende
Zellen in der Lage sind. Die Reaktion lauft zellzyklusunabhangig in den Mitochondrien
ab und wird von der Succinatdehydrogenase katalysiert. Nach Solubilisierung der
entstandenen Formazankristalle kann die Absorption der Losung im ELISA-Reader
(BioRad) bestimmt werden. Die Intensitat der Farbung kann somit als relatives Mal}

fur den Anteil metabolisch aktiver Zellen herangezogen werden.
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Abbildung 5: Reduktion von MTT zu Formazan durch die Succinat-Dehydrogenase [Roche molecular
biochemicals: Apoptosis and cell proliferation, 2nd edition].

Nach Bestimmung der Lebendzellzahl wie unter 4.1.8 beschrieben werden pro
Vertiefung einer 24-Loch-Platte 1x10° Zellen in 500 pl Medium ausgesit und am
nachsten Tag wie unter 4.1.7 beschrieben mit den jeweiligen Substanzen behandelt.
Vier Stunden vor Ablauf der jeweiligen Inkubationszeiten werden 50 yl MTT (5 mg/ml)
zugegeben. Die Inkubation wird durch Zugabe von 500 pl Solubilisierungslosung (10%
SDS, 0.01 M HCI) beendet, welche die Zellen bei 37°C uber Nacht lysiert. Am
nachsten Tag werden 3 x 200 ul pro Vertiefung entnommen und in 96-Loch-Platten
uberfuhrt. Der Mittelwert der 3 Messungen fir jede Probe bildet die Grundlage zur
Berechnung der relativen Lebensfahigkeit der Zellen. Die Absorption wird im ELISA-
Reader bei 595 nm bestimmt. Zur Ermittlung des Anteils metabolisierender Zellen wird
die Absorption der mit DMSO als Lésemittel behandelten Zellen gleich 100% lebende

Zellen gesetzt.

4.1.10 Ernten von Zellen

Die hier verwendeten Zellen werden mit dem Medium geerntet, da auch apoptotische
Zellen, die sich vom Schalenboden gel6st haben, aufgenommen werden sollen. Dazu
wird das Medium in ein 15 mI-Réhrchen uberfuhrt und auf Eis gehalten. Nach Zugabe
von 1 — 2 ml kaltem PBS (pH 7.4) werden die Zellen mit einem Schaber abgeldst und
die Zellsuspension wird zu dem abgenommenen Medium gegeben. Dieser Schritt wird
wiederholt. Alternativ kdnnen die Zellen auch abtrypsiniert werden, wobei diese Zellen
ebenfalls durch zweimalige Zugabe von PBS aufgefangen und in das 15 mI-Réhrchen

uberfuhrt werden. Nach Zentrifugation der Zellen flr 7 min bei 4°C und 250xg wird der
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Uberstand verworfen und die Zellen durch erneute Resuspendierung des Sedimentes
in PBS sowie anschlieRende Zentrifugation gewaschen. Das nun erhaltene Sediment

kann entweder sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert werden.

4.1.11 DAPI-Farbung

Durch das Fluorochrom DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) wird DNA spezifisch
angefarbt. Eine solche Farbung ermdglicht die Unterscheidung des Zellkerns von
anderen zellularen Strukturen. Auf diese Weise kdnnen morphologische
Veranderungen des Zellkerns durch Diallylsulfid-Behandlung im Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet werden, wobei auch die Gesamtzelle mittels Durchlicht-

mikroskopie untersucht werden kann.

Dazu werden die Zellen zunachst auf Deckglasern in 60 mm-Kulturschalen so
ausgesat, dass sie beim Fixieren zu 80% konfluent sind. Die Behandlung der Zellen
mit Diallylsulfiden wird wie unter 4.1.7 beschrieben durchgefuhrt. Es wird eine feuchte
Kammer hergestellt, indem feuchtes Filterpapier in eine 145 mm-Kulturschale gelegt
und mit Parafilm bedeckt wird. Nach dreimaligem Spulen der Zellen mit PBS durch
leichtes Schwenken der Schalen werden die Deckglaser mit der Zellseite nach oben in
die feuchte Kammer gelegt. Auf jedes Deckglas werden 50 ul DAPI in einer
Konzentration von 2 pg/ml in Methanol pipettiert und 15 min im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Auf einen separaten Fixationsschritt kann verzichtet werden, da Methanol
nicht nur als Losemittel von DAPI dient, sondern die Zellen auch auf den Deckglasern
fixiert. Die Zellen werden im Anschluss 3 x 5 min mit PBS sowie 2 x 5 min mit
destilliertem Wasser gewaschen. Nach Eindecken der Zellen mit Mounting Medium
auf Objekttragern konnen die Zellen nach etwa einer halben Stunde Trockenzeit im
Mikroskop ,Axioskop® der Firma Zeiss betrachtet werden oder fur wenige Tage im
Klhlschrank aufbewahrt werden. Zur langeren Lagerung sollten die Rander der
Deckglaser mit Nagellack abgedichtet werden, um ein Austrocknen der Zellen zu

verhindern.
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4.2 Proteinchemische Arbeitsmethoden

4.2.1 Herstellung von Zellextrakten

Alle Vorgange zur Herstellung von Zellextrakten laufen unter Kihlung auf Eis ab. Die
Zellen werden wie unter Punkt 4.1.10 beschrieben geerntet und das erhaltene
Sediment aus den Zellen einer Vertiefung einer 6-Loch-Platte wird je nach Dichte in 50
— 100 plI RIPA-Puffer (60 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5%
Natriumdesoxycholat, 1% Triton X-100, 0.1% SDS) mit Proteaseinhibitor (Complete ™,
1:25) resuspendiert. Zum Aufschluss der Zellen wird die Suspension in Eppendorf-
Reaktionsgefalle uberfuhrt und 3 x 1 min im Eisbad sonifiziert. Nach einer 30
mindtigen Inkubation auf Eis erfolgt ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 16000xg fur
30 min. Zur Weiterverarbeitung wird der die Proteine enthaltende Uberstand in ein
frisches Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Extrakte kdnnen kurzfristig bei -20°C sowie

uber langere Zeitraume bei -80°C gelagert werden.

4.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehaltes einer Proteinldsung werden meist
Farbreaktionen funktioneller Gruppen der Proteine mit farbstoffbildenden Reagenzien
herangezogen. Da die Konzentration der reagierenden Gruppen proportional zur
Intensitat des Farbstoffes ist, kann diese photometrisch anhand einer Eichgeraden
nachgewiesen werden. Bei der Proteinbestimmung nach Bradford werden dazu blaue
Saurefarbstoffe wie Coomassie-Brilliantblau G250 eingesetzt, welches in saurem
Milieu und in Anwesenheit von Proteinen eine Verschiebung des Absorptions-
maximums von 465 nm zu 595 nm erfahrt. Dies kommt vermutlich aufgrund einer

Stabilisierung des Farbstoffes durch Komplexbildung mit dem Protein zustande.

Die Proteinbestimmung eines Zellextrakts erfolgt mit dem Proteinassay Kit von Bio-
Rad. Dazu wird 1 pl des Lysats mit 800 pl destilliertem Wasser und 200 ul Bio-Rad-
Protein Assay-Reaktionsreagenz vermischt. Nach 5 min Reaktionszeit wird die
Extinktion bei 595 nm gegen einen Leerwert aus destillietem Wasser und

Bradfordreagenz im Photometer gemessen. Die Proteinkonzentration wird anhand
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einer Eichgeraden aus Rinderserumalbumin (BSA) abgelesen und in [ug/ul]

angegeben.

4.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine eines Gesamizellextraktes werden mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Diese beruht darauf, dass sich Moleklle im
elektrischen Feld in Abhangigkeit von ihrer Ladung und ihrer GroRe mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit durch eine Gelmatrix bewegen. Diese Gelmatrix
entsteht bei einem Polyacrylamidgel durch die Polymerisation von Acrylsaureamid.
Zur Erhdhung der mechanischen Stabilitat wird N,N’-Methylenbisacrylamid
zugegeben, wodurch eine Quervernetzung der Polyacrylamidketten stattfindet. Je
héher der Anteil an N,N’-Methylenbisacrylamid, desto geringer ist die Porengrofie des
Gels. Die Polymerisationsreaktion wird durch APS gestartet, das in Wasser freie
Radikale bildet. Als Katalysator wird TEMED zugegeben, welches in wassriger Losung
Radikale stabilisieren kann. Es wird eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgeflihrt, bei welcher zwei Gele unterschiedlicher
Dichte Ubereinander geschichtet werden: ein engporiges Trenngel zur Auftrennung
der Proteine sowie dartuber ein weitporiges Sammelgel zur Fokussierung der
Proteingemische an der Sammelgel/Trenngel-Grenze. Bei der Probenvorbereitung
werden die Proben mit einem Uberschuss an SDS auf 95°C erhitzt, so dass Tertiar-
und Sekundarstrukturen durch Aufspaltung der Wasserstoffbricken und durch
Streckung der Molekule aufgelést werden. Disulfidbricken zwischen Cysteinen
werden durch Zugabe von R-Mercaptoethanol aufgespalten. Durch Bindung von SDS
an die Proteine Uberdeckt die negative Ladung des SDS die Nettoladungen der
Proteine, so dass die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel allein von der Molekulgrofie

der Proteine sowie der Porengrof3e des Gels abhangt.

4.2.3.1 Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Die Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen erfolgt in einem vertikalen Giel3stand, in

dem bis zu 5 Gele gleichzeitig gegossen werden kénnen. Vor dem Zusammenbauen
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der Kammer werden die Glasplatten, Kdmme und Abstandshalter mit Ethanol
entfettet. Danach wird das Trenngel, bestehend aus einer 30% (w/v) Acrylamid / 0.8%
(w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid- Stammlosung (Roth, Losung A), dem Trenngelpuffer
(Losung B), Wasser, 0.1% (w/v) APS und 0.2% (v/v) TEMED je nach gewunschter
Acrylamidkonzentration zusammengemischt und in den Gieldstand gegossen, so dass
dieser zu etwa ¥ gefullt ist. Etwaige Luftblasen werden durch Aufklopfen des
Gieldstandes entfernt und die Oberflache der Gele wird mit Isopropanol beschichtet.
Um ein Zusammenziehen des Geles zu vermeiden, werden die Kdmme eingesteckt.
Ist das Trenngel auspolymerisiert, wird der Giel3stand bis zum oberen Rand mit
Sammelgel aus Lésung A, Sammelgelpuffer (Lésung C), 0.05% (w/v) APS und 0.06%
(v/v) TEMED aufgefullt und die Kdmme werden eingesteckt. Die auspolymerisierten
Gele konnen in feuchtes Papier eingeschlagen bis zu zwei Wochen im Kuhlschrank
gelagert werden. Die genauen Zusammensetzungen der Trenngele verschiedener

Konzentrationen sowie der 4.3%igen Sammelgele ist in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Tabelle 1: A. Zusammensetzungen von 7.5%igen und 12.5%igen Trenngelen. B. Zusammensetzung
des 4.3%igen Sammelgels

A B

Trenngel 7.5% [12.5% Sammelgel 4.3%
Losung A [ml] |9 15 Losung A [ml] |2.2
Losung B [ml] |9 9 Lésung C [ml] |3.8
Wasser [ml] 18 12 Wasser [ml] 9
APS [ul] 200 |200 APS [ul] 100
TEMED [l] 20 20 TEMED [ul] 40

4.2.3.2 Durchfuhrung einer SDS-PAGE

Die Gelelektrophorese wird in einer mit Elektrophoresepuffer (25 mM Tris-HCI, pH
8.8, 0.2 M Glycin, 0.5% (w/v) SDS) geflllten Minigelapparatur durchgefuhrt. Das der
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jeweiligen Proteinmenge entsprechende Volumen des Zellextraktes wird mit dem
gleichen Volumen SDS-Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95°C im Heizblock
denaturiert. Als GroRBenmarker wird der gefarbte Molekulargewichtstandard
"Prestained Molecular Weight Marker" der Firma Fermentas eingesetzt, welcher die
folgenden Proteine enthalt: B-Galactosidase (117 kDa), bovines Serumalbumin (85
kDa), Ovalbumin (48 kDa), Carboanhydrase (34 kDa), f—Lactoglobulin (26 kDa) und
Lysozym (19 kDa). Marker und Proben werden auf der Kathodenseite in die
Geltaschen pipettiert. Aufgetrennt werden die Proteine bei einer Stromstarke von 25
mA pro Gel. Wenn die Bromphenolfront des SDS-Probenpuffers den unteren Rand
des Gels erreicht, wird die Elektrophorese beendet. Zum Nachweis einzelner
Proteinbanden in den verschiedenen Spuren wird das Gel in einen Western Blot (s.

4.2.4) eingesetzt.

4.2.4 Western Blot-Analyse

Der eigentliche Western Blot bezeichnet die Ubertragung der in der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine Membran, hier eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Boehringer, Mannheim), mittels eines
elektrischen Feldes. Die durch hydrophobe Wechselwirkungen an der Membran

haftenden Proteine kdnnen mittels Immunodetektion spezifisch nachgewiesen werden.

42.4.1 Western Blot

Die Ubertragung der Proteine erfolgt Uber Nacht bei 120 mA in einem mit
Transferpuffer aus 20 mM Tris-HCI, pH 8.3 und 150 mM Glycin gefullten vertikalen
Puffertank, an dessen Seitenwanden die Elektroden angebracht sind. Das Gel und die
durch kurzes Schwenken in Methanol benetzbar gemachte Membran werden
,sandwichartig“ zwischen Filterpapier, Schwamme und 2 Gitterplatten gepresst und
senkrecht in den Puffertank gestellt, wobei darauf zu achten ist, dass die Membran zur

Anodenseite zeigt.
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4.2.4.2 Immunodetektion von Proteinen

Die indirekte immunologische Detektion von Proteinen basiert auf der Bindung
spezifischer Primarantikérper an die jeweils gewilnschten Proteine, wahrend die
eigentliche Detektion mit Sekundarantikdrpern erfolgt, die speziesspezifisch an die Fc-
Region der jeweiligen Primarantikorper binden. Diese Sekundarantikorper sind
Peroxidase-konjugiert. Durch Einsatz des Substrates ,Lumi-Light” der Firma Roche ist
ein Nachweis der Chemilumineszenz der geblotteten Proteine modglich. Zur
Immunfarbung wird die Membran nach Beendigung des Transfers mindestens 1 h in
Waschpuffer mit 5% (w/v) Trockenmilchpulver zur Verminderung unspezifischer
Bindungen an die Membran inkubiert. Im Anschluss werden die jeweiligen
monoklonalen Maus- oder Kaninchen-Antikdrper in geeigneter Verdinnung zu
Waschpuffer mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver gegeben und die Membran wird je nach
Sensitivitat des Antikérpers fur 1 h bis Uber Nacht darin geschwenkt. Zur Entfernung
nicht gebundener Antikorper wird die Membran 2 x 5 min in Waschpuffer inkubiert und
danach in einer entsprechenden Verdinnung von sekundarem Antikorper (anti-Maus-
Antikorper: 1:10000 bzw. anti-Kaninchen-Antikorper: 1:30000) in Waschpuffer mit 1%
(w/v) Trockenmilchpulver 1 Stunde geschwenkt. Nach erneutem Waschen der
Membran mit Waschpuffer wird sie mit ,Lumi-Light“-Detektionslosung (Roche) geman
den Herstellerangaben entwickelt. Bei Bedarf kann dieser Vorgang — auch mit
anderen Antikdrpern — wiederholt werden. Dazu wird die Membran kurz in Methanol
geschwenkt und zwischen zwei Filterpapieren im Kuhlschrank bis zur weiteren

Bearbeitung aufbewahrt.

4.3 Methoden zur Charakterisierung von Apoptose

4.3.1 Spaltung der Procaspase-3

Die Cystein-Aspartat-Proteasen oder Caspasen sind Schlusselproteine aller
apoptotischen Vorgange. Sie liegen in nicht-apoptotischen Zellen als inaktive
Zymogene vor, welche durch Spaltung in aktive Caspasen uberfuhrt werden. Somit

lasst eine Abnahme der so genannten Procaspase auf eine Zunahme des
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entsprechenden aktiven Proteins schlieRen. In diesem Fall wird mit dem
monoklonalen Kaninchenantikorper 8G10 (cell signaling) ein spezifischer Antikorper

gegen Procaspase-3 im Western Blot eingesetzt.

Dazu werden SDS-PAGE und Western Blot wie unter 4.2.3 bzw. 4.2.4 beschrieben
durchgefuhrt, wobei der Antikorper 8G10 in Waschpuffer mit 5% (w/v)
Trockenmilchpulver 1:1000 verdunnt wird und die Membran Uber Nacht mit der
Antikorperldsung inkubiert wird. Der Sekundarantikdrper wird in einer Verdiinnung von

1:3000 in Waschpuffer mit 5% (w/v) Trockenmilchpulver flr 1 h bei RT eingesetzt.

4.3.2 Spaltung von Poly-ADP-Ribosepolymerase (PARP-Spaltung)

Die Poly-ADP-Ribosepolymerase ist ein Substrat der Caspase-3, welche das 113 kDa
grol3e Volllangenprotein in Fragmente von 89 und 24 kDa spaltet. Da es sich bei
Caspase-3 um eine Exekutionscaspase handelt, ist die PARP-Spaltung ein spates
Ereignis innerhalb der apoptotischen Vorgange. Dadurch ist gewahrleistet, dass
Zellen, die eine PARP-Spaltung aufweisen, auf jeden Fall der Apoptose unterzogen

werden.

Der Nachweis erfolgt mittels der in 4.2.3 beschriebenen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese in einem 7.5%igen Polyacrylamid-Gel und einer anschlieRenden
Western Blot-Analyse (4.2.4). Zur Immunodetektion wird ein Anti-PARP-Antikorper der
Firma Cell Signaling 1:1000 in PBS mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver verdinnt und
uber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Auf diese Weise sind sowohl das

Volllangenprotein und das 89 kDa-Spaltprodukt nachweisbar.

4.4 Nachweis der cdc25C-Aktivitat

Zum Nachweis der cdc25C-Aktivitat muss die Phosphatase zunachst aus einem

Zellextrakt isoliert werden, bevor sie einem luminometrischen Phosphataseassay
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unterzogen werden kann. Die Isolierung erfolgt durch Immunprazipitation mit Hilfe von

Protein A-Sepharose.

4.4.1 Immunprazipitation mittels Protein A-Sepharose

Die Immunprazipitation ist eine Methode zur Reinigung von Molekulen aus einem
Gemisch durch die Immobilisierung spezifischer Antikorper an einer Matrix. In diesem
Fall liegt an Sepharose gebundenes Protein A vor, an welches Antikdrper mit ihrem
Fc.-Teil binden. Die somit fixierten Antikdrper fangen die bindenden Proteine ab, da der
Komplex sedimentiert und unspezifische Molekiile im Uberstand verbleiben. In
mehreren Vorprazipitationsschritten werden zunachst unspezifisch an Protein A-
Sepharose bindende Substanzen aus dem Gemisch entfernt, bevor dieses auf Protein
A-Sepharose gegeben wird, an welcher die Antikdrper bereits vorgebunden wurden.
Bei den hier eingesetzten Substanzgemischen handelt es sich um nach 4.2.1

hergestellte Zellextrakte.

Zur Immunprazipitation werden flr jeden Inkubationsschritt je 30 pl Protein A-
Sepharose (Bettvolumen) eingesetzt. Die Protein A-Sepharose wird hergestellt aus
einer 50%igen Stammlésung von Sepharose™ CL4B (Pharmacia, Biotech) in 20%
Ethanol und einer 50%igen Agarose ImmunoPure® Immobilized Protein A (Pierce,
Rockford, IL), welche im Verhaltnis 3:1 gemischt und dreimal in PBS gewaschen
werden. Dazu wird das gleiche Volumen PBS zugegeben und die Suspension wird 2
Minuten bei etwa 1000xg zentrifugiert. Der Uberstand wird jeweils verworfen. Auf 30 pl
Protein A-Sepharose werden 100 ul Zellextrakt mit einem Proteingehalt von 500 ug
gegeben und das Gemisch wird 90 min bei 4°C auf einem Rollschuttler inkubiert.
Danach wird die Protein A-Sepharose durch Zentrifugation sedimentiert. Das Pellet
wird verworfen, der Uberstand wird auf ein frisches Aliquot Protein A-Sepharose
uberfuhrt, welche mit 10% BSA in PBS zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen
90 min bei 4°C vorbehandelt worden war. Dieser Ansatz wird ebenfalls 90 min bei 4°C
inkubiert. Diese beiden Schritte, die Vorprazipitate (VPs), dienen der Eliminierung
unspezifisch an die Protein A-Sepharose bindender Proteine. Nach dem
Zentrifugationsschritt wird der Uberstand des zweiten VPs auf Protein A-Sepharose

uberfuhrt, um die eigentliche Immunprazipitation durchzufliihren. Die Protein A-
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Sepharose fur dieses Immunprazipitat (IP) wurde zuvor je 90 min bei 4°C mit 10%
BSA in PBS sowie dem prazipitierenden Antikorper NT (10 ul Antikdrperlésung in 100
pI PBS) vorinkubiert. Auf die Protein A-Sepharose des zweiten VPs werden 100 pl
RIPA-Puffer gegeben. Nach erneuten 90 min bei 4°C werden das zweite Vor- sowie

das Immunprazipitat dreimal mit 200 yl RIPA-Puffer gewaschen.

Sollen Immunprazipitate von c¢dc25C im Anschluss in einem Phosphatase-Assay
eingesetzt werden, so wird die Prazipitation in einem dreifachen Ansatz durchgefuhrt,
welcher nach dem letzten Waschschritt in gleiche Aliquots aufgeteilt wird, so dass eine
Dreifachbestimmung im  Phosphatase-Assay  durchgefiihrt werden  kann.
Immunprazipitate konnten aber auch durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und
5miniitiger Denaturierung bei 95°C eluiert werden. Der Uberstand der
abzentrifugierten Prazipitate wird dann mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Der Proteinnachweis erfolgt im Western Blot, wobei darauf zu achten ist,
dass der zur Detektion verwendete Antikdrper aus einer anderen Spezies stammt als
der prazipitierende  Antikorper, da sonst der Peroxidase-gekoppelte
Sekundarantikérper an beide Primarantikdrper bindet. Dies spielt vor allem beim
Nachweis von cdc25C unter denaturierenden Bedingungen eine Rolle, da dieses
durch sein Molekulargewicht von 55 kDa auf derselben Hohe im Gel zu erwarten ist

wie die schweren Ketten der Antikorper.

4.4.2 Bestimmung der cdc25C-Aktivitat mittels FDP-Phosphataseassay

Die Aktivitat von Phosphatasen kann anhand des Substrates Fluoresceindiphosphat
(FDP), dessen Struktur in Abbildung 6 dargestellt ist, bestimmt werden. Dabei macht
man sich zunutze, dass FDP durch Dephosphorylierung in das schwach
fluoreszierende Fluoresceinmonophosphat bzw. das stark fluoreszierende Fluorescein
ubergeht. Durch Anregung der Fluoreszenz bei 485 nm ist bei 535 nm eine Emission
messbar, die proportional zur Aktivitat der eingesetzten Phosphatase ist (Rice et al.,
1997). Da diese Reaktion nicht fur bestimmte Phosphatasen spezifisch ist, kdnnen nur

isolierte Proteine eingesetzt werden.
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Abbildung 6: Struktur von Fluoresceindiphosphat

In diesem Fall wird daher cdc25C wie in 4.4.1 beschrieben immungereinigt und
aufgeteilt, so dass eine Dreifachbestimmung der Aktivitat durchgefuhrt werden kann.
Nach dem dritten Waschschritt der Immunprazipitate mit RIPA-Puffer werden diese in
Waschpuffer fur Phosphatase-Assay uberfuhrt und erneut gewaschen. Als Kontrolle
wird das 2. Vorprazipitat zu jedem IP mitgefuhrt und ebenso behandelt wie das IP. Die
Proben werden in je 150 yl FDP-Losung aufgenommen, in 96-Lochplatten pipettiert
und in einem ,Fluorescence-Reader” (GENios Spectra Fluor Plus, Tecan) bei 32°C
vermessen. Es wird eine Kinetik aufgenommen, in dem Uber einen Verlauf von 2 h alle
10 min die Fluoreszenz gemessen wird. Nach Abzug der Fluoreszenz der VPs wird
die Fluoreszenzintensitat der IPs gegen die Zeit aufgetragen, so dass sich eine
Ausgleichsgerade ergibt, deren Steigung als Mal fir die relative Aktivitat von cdc25C
in behandelten Zellen herangezogen wird. Dazu wird die Aktivitat von cdc25C in
Kontrollzellen gleich 100% gesetzt und mit der Aktivitat in behandelten Zellen

verglichen.

4.5 Durchflusscytometrische Methoden

4.5.1 FACS-Analyse

Die Durchflusscytometrie ermoglicht die optische Messung einzelner in einem
Fllssigkeitsstrom fokussierter Partikel. Sie beruht auf dem Prinzip der quantitativen

Fluorochromierung, also der Farbung verschiedener Komponenten mit geeigneten
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Fluorochromen [Genzlinger, 1998]. Bei der hier durchgeflihrten fluoreszenzaktivierten
Zelltrennung (fluorescence activated cell sorting, FACS) wird die DNA der einzelnen
Zellen einer Zellpopulation mit Propidiumiodid angefarbt. Auf diese Weise wird der
DNA-Gehalt der verschiedenen Zellen bestimmt, wodurch diese den unterschiedlichen
Zellzyklusphasen zugeordnet werden konnen. Ebenso sind apoptotische Zellen
nachweisbar, da diese einem DNA-Gehalt von weniger als n = 2 aufweisen und somit

von den Zellzyklusphasen unterscheidbar sind.

Subkonfluente Zellkulturen werden wie unter 4.1.10 beschrieben durch Trypsinierung
geerntet. Nach Zentrifugation (7 min, 250 x g, 4°C) wird das Pellet in 200 pyl PBS
resuspendiert. Zur Fixierung der Zellen werden 2 ml eiskaltes 70%iges Ethanol unter
Schutteln tropfenweise zugegeben und der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. An diesem
Punkt kann der Arbeitsvorgang unterbrochen werden und die Zellen kdnnen bei -20°C
gelagert werden. Die fixierten Zellen werden erneut zentrifugiert und das Pellet in 800
Ml PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pyl RNaseA (1 mg/ml, Roth) und 100 pl
Propidiumiodid (400 pg/ml; Sigma) erfolgt eine 30minutige Inkubation bei 37°C. Da
Propidiumiodid sich als interkalierender Farbstoff sowohl in doppelstrangige RNA als
auch in DNA einlagern kann, muss durch Verdau mittels RNaseA der Abbau der
doppelstrangigen RNA gewahrleistet werden, um ein Verfalschen des Ergebnisses zu
verhindern. Propidiumiodid wird bei einer Wellenlange von 488 nm angeregt und
fluoresziert bei 630 nm. Durch die Messung dieser Fluoreszenz kann die Verteilung
des DNA-Gehaltes innerhalb der Zellpopulation bestimmt werden. Pro Zellpopulation
werden 20 000 Zellen mit einer Rate von ca. 100 — 200 Zellen pro Sekunde mit dem
Durchflusscytometer FACScan Flow Cytometer (Becton Dickinson) gezahlt. Mit Hilfe
der zugehdrigen Auswertungssoftware werden die einzelnen Zellzyklusanteile

errechnet und in einem Histogramm dargestelit.

4.5.2 Farbung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Die Existenz von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle kann durch Messung
des Fluorochroms 2’,7’-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCFDA) nachgewiesen
werden. Dieser Farbstoff wurde urspringlich zur quantitativen Bestimmung von

Wasserstoffperoxid in wassrigen Lésungen eingesetzt (Cathcart et al., 1983; Keston et
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al., 1965). Fur den Nachweis von ROS wurde die Methode als zuverlassig, sensitiv
und spezifisch beschrieben (LeBel et al., 1992). Bei H,DCFDA handelt es sich um die
chemisch reduzierte und acetylierte Form des 2’,7’-Dichlorofluoresceins (DCF), die
erst nach Entfernung der Acetylgruppen durch intrazellulare Esterasen und Oxidation
fluoresziert. Auf diese Weise konnen H,O,, OOH und NO;~ detektiert werden. Die

Reaktion des Fluoreszenzfarbstoffes ist in Abbildung 7 dargestellt.

3 _CH,
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Abb. 7: Reaktion von H,DCFDA zu DCF durch ROS (Knerr, 2006)

Die Zellen werden, wie bereits beschrieben, ausgesat und behandelt. Nach der
jeweiligen Inkubationszeit wird das Kulturmedium entfernt und die Zellen werden in
frischem Medium (RT) ohne FCS gewaschen und im Anschluss abtrypsiniert. Nach
Aufnahme der Zellen in 1 ml FCS-freiem Medium werden die Zellen in ein 1.5 ml-
Reaktionsgefall uberfuhrt und mit 5 yM H>.DCFDA 30 min bei 37°C auf dem Schuttler
bei 1000 rpm inkubiert. Nach kurzem Abzentrifugieren wird der Uberstand verworfen
und das Sediment in 1 ml Medium gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wird
ebenfalls in frischem Medium aufgenommen und in ein FACS-Roéhrchen Uberfuhrt. Die
Messung erfolgt am Durchflusscytometer FACScan Flow Cytometer (Becton
Dickinson) mit dem Programm CellQuest und der entsprechenden Auswertungs-

software.
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5 Ergebnisse

5.1 Einfluss von Diallylsulfiden auf die Lebensfdhigkeit von HCT116-Zellen

Diallylsulfide dienen den Allium-Arten, in denen sie naturlicherweise vorkommen, als
Abwehrmechanismus. Daher liegt die Vermutung nahe, dass diese Stoffe eine
toxische Wirkung auf die Zellen der Fressfeinde, also auch Saugerzellen, haben. So
wurde in verschiedenen Untersuchungen fur Diallyldisulfid, aber auch fur Diallylmono-
und Diallyltrisulfid ein negativer Einfluss auf die Lebensfahigkeit verschiedener
Zellsysteme beobachtet (Hong et al., 2000; Hosono et al., 2005; Kwon et al., 2002;
Sundaram und Milner, 1996). Dabei ist ein eindeutiger Trend erkennbar, demzufolge
die Anzahl der Schwefelatome in direktem Verhaltnis zu der wachstumshemmenden
Potenz des jeweiligen Stoffes steht. Hier soll nun die Wirkung der Diallylsulfide auf
HCT116-Kolonkarzinom-Zellen untersucht werden. Diese Zellen wurden ausgewahlt,
da zu diesem System neben den Wildtyp- Zellen verschiedene Varianten existieren,
die sich in der Expression bestimmter Proteine unterscheiden (Bunz et al., 1998). So
wurden hier fir das Tumorsuppressorprotein p53wt positive (HCT116p53wt) sowie
negative Zellen (HCT116p53™) vor ansonsten identischem zellularem Hintergrund
eingesetzt, wodurch der Einfluss von p53 auf die durch Diallylsulfide initiierten

Vorgange in der Zelle untersucht werden konnte.

5.1.1 Diallylsulfide hemmen das Wachstum von HCT116p53wt-Zellen in

Abhangigkeit von der Schwefelkettenlange

Bei den hier untersuchten Diallylsulfiden handelt es sich um die Pflanzeninhaltsstoffe
Diallylmono- (D,S), Diallyldi- (D2S2) und Diallyltrisulfid (D2S3) sowie das bisher nicht
auf seine wachstumsinhibierende Wirkung untersuchte Diallyltetrasulfid (D2S4) (Abb.
8). Alle Stoffe lagen in synthetischer Form vor und wurden von der Arbeitsgruppe von
Dr. C. Jacob fur Bioorganische Chemie an der Universitat des Saarlandes in

Saarbricken zur Verfugung gestellt. Die Verwendung synthetischer Verbindungen hat
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den Vorteil, dass diese durch mehrere Reinigungsschritte einen hoheren

Reinheitsgrad aufweisen als aus Pflanzen isolierte Substanzen.

/\/SV\ /\/S\S/\/
Diallylmonosulfid Diallyldisulfid
/\/S\S/S\/\ /\/S\S/S\S/\/
Diallyltrisulfid Diallyltetrasulfid

Abbildung 8: Struktur der Diallylsulfide

Die verschiedenen Verbindungen wurden zunachst auf ihren wachstumshemmenden
Effekt in HCT116p53wt-Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen 8, 24 bzw. 48 h mit
Diallylsulfiden in Konzentrationen von je 40 yM in 0.05% DMSO sowie 0.05% DMSO
als Losemittelkontrolle behandelt und im Anschluss einem MTT-Assay zur
Uberprifung des Anteils lebender Zellen unterzogen. Dieser Assay beruht auf der
Umwandlung des gelben 3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromids
(MTT) zu violettem Formazan, welche nur an den Mitochondrien lebender Zellen
stattfinden kann und photometrisch nachweisbar ist. Die in 24-Loch-Platten
ausgesaten und mit Diallylsulfiden behandelten Zellen wurden 4 h vor Ablauf der
jeweiligen Inkubationszeit mit MTT versetzt und nach der Inkubation lysiert, wodurch
das Formazan solubilisiert wurde. Danach wurde die Absorption vermessen und die
Werte der mit Diallylsulfiden behandelten Proben wurden ins Verhaltnis zur Absorption
der Losemittelkontrolle gesetzt, woran die relative Lebensfahigkeit der Zellen
abgelesen werden konnte. Der Einfluss der vier untersuchten Diallylsulfide auf
HCT116p53wt ist in Abbildung 9 dargestellt. Dabei andert sich die Lebensfahigkeit der
Diallylsulfid-behandelten Zellen nach 8 h Inkubationszeit nicht signifikant, wahrend
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nach 24 bzw. 48 h eine deutliche Reduktion des Anteils lebender Zellen nach Diallyldi-,
-tri- und -tetrasulfid-Behandlung auftritt. Wahrend nach 24 bzw. 48 h Diallyldisulfid-
Behandlung noch 85% bzw. 72% der Zellen einen Stoffwechsel aufweisen, verringert
Diallyltrisulfid diesen Anteil auf 71% bzw. 44% und Diallyltetrasulfid sogar auf 65%
bzw. 38%. Da die Lebensfahigkeit der Zellen durch Diallylmonosulfid kaum beeinflusst
wird, bestatigt sich auch in HCT116p53wt-Zellen die Tendenz, dass sich die Lange
der Schwefelkette verstarkend auf die Wachstumshemmung durch Diallylsulfide

auswirkt.
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Abbildung 9: Die Reduktion der Lebensfahigkeit von HCT116p53wt-Zellen durch Diallylsulfide ist
abhangig von der Anzahl der Schwefelatome. HCT116p53wt wurden in 24-Loch-Platten ausgesat
und 8 h, 24 h sowie 48 h mit 0.05% DMSO (DMSOQ), 40 yM Diallylmono- (D,S), -di- (D,S,), -tri- (D2S3)
bzw. —tetrasulfid (D,S;) behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die
Absorption wurde jeweils in einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen
Kontrollansatze zu jedem Zeitpunkt wurde mit 100% Viabilitdt gleichgesetzt. Die Grafik zeigt das Mittel
von 5 voneinander unabhangig durchgefuhrten Experimenten.

Die im MTT-Assay gemessene Reduktion der Absorption ware jedoch auch durch eine
unerwunschte Interaktion zwischen den eingesetzten Diallylsulfiden und MTT
erklarbar. Um zu bestatigen, dass diese Abnahme auf einem verringerten
Stoffwechsel der behandelten Zellen beruht, muss der direkte Effekt von MTT auf die
Diallylsulfide untersucht werden.
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5.1.2 Die Abnahme der Lebensfahigkeit beruht nicht auf einer Wechselwirkung
von Diallylsulfiden mit MTT

Um eine Wechselwirkung der Diallylsulfide mit dem zum Nachweis der
Lebensfahigkeit verwendeten Farbstoff MTT auszuschlie3en, welche die Ergebnisse
verfalschen konnte, wurden 0.05% DMSO und 40 yM Diallylmono-, Diallyldi-, Diallyltri-
bzw. Diallyltetrasulfid je 8, 24 sowie 48 h in Zellkulturmedium, aber ohne Zellen in 24-
Loch-Platten inkubiert und in einem MTT-Assay untersucht. Abbildung 10 zeigt, dass
es ohne das Vorhandensein von Zellen nicht zu einer Abnahme der Absorption kommt.
Die fur Diallyltetrasulfid gemessenen Absorptionen liegen sogar um etwa 10% hdher
als die Werte der DMSO-Kontrolle, jedoch sind diese Unterschiede im Vergleich zu
den in Zellen gefundenen Effekten nicht signifikant. Eine direkte Wechselwirkung
zwischen den verwendeten Substanzen und MTT, die den Assay stdoren wirde, ist

somit nicht nachzuweisen.
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Abbildung 10: Der wachstumshemmende Effekt von Diallylsulfiden wird nicht durch eine
Wechselwirkung mit MTT beeinflusst. 0.05% DMSO sowie je 40 uM D,S, D,S,, D,S; bzw. D,S, in
Zellkulturmedium wurden 8, 24 bzw. 48 h in 24-Loch-Platten inkubiert und mittels MTT-Assay auf ihre
Lebensfahigkeit untersucht. Die Absorption wurde jeweils in einer Dreifachbestimmung gemessen und
der Mittelwert der jeweiligen Kontrollansatze zu jedem Zeitpunkt wurde gleich 100% Viabilitat gesetzt.
Die Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander unabhangig durchgeflihrten Experimenten.
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5.1.3 Diallyltetrasulfid hemmt das Zellwachstum in HCT116p53wt-Zellen bereits

in geringen Dosen

Da Diallyltetrasulfid zum einen kaum untersucht ist und zum andern die
Lebensfahigkeit von HCT116p53wt am effektivsten reduzieren kann, steht dieses
Diallylsulfid im Mittelpunkt der weiteren Untersuchungen. Nachdem in Abschnitt 5.1.1
gezeigt werden konnte, dass die Wirkung von Diallyltetrasulfid auf die Lebensfahigkeit
von HCT116p53wt zeitabhdngig zunimmt, wurden die Zellen nun auf eine
Dosisabhangigkeit dieses Effektes hin untersucht. Dazu erfolgte eine Behandlung der
Zellen mit Diallyltetrasulfid wie oben beschrieben, und zwar in Konzentrationen von 0,
10, 20, 40, 80 und 160 uM. Nach 48 h erfolgte wiederum ein MTT-Assay. Bereits 10
MM Diallyltetrasulfid reichen aus, um den Anteil lebender Zellen auf 39% zu reduzieren
(Abb. 11). Bei Behandlung von HCT116p53wt mit Diallyltetrasulfid in den Ubrigen
getesteten Konzentrationen bewegt sich der Anteil lebender Zellen im Bereich von 38
bis 42%, lediglich eine Behandlung mit 160 uM Diallyltetrasulfid reduziert die Zahl der
lebenden Zellen auf 33%. Insgesamt ist keine signifikante Verstarkung des Effektes
durch hohere Dosen des auslosenden Agens festzustellen. Zumindest bei den
getesteten Konzentrationen liegt keine Dosisabhangigkeit vor. Dieser Versuch hat
gezeigt, dass die Zellen bereits gegenuber einer relativ geringen Konzentration von 10
MM Diallyltetrasulfid eine hohe Sensibilitat aufweisen und die Lebensfahigkeit dieser

Zellen im Vergleich zur Losemittelkontrolle sprunghaft sinkt.
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Abbildung 11: Die Reduktion der Lebensfahigkeit von HCT116p53wt-Zellen wird bereits von
Diallyltetrasulfid in geringen Konzentrationen ausgeldst. HCT116p53wt wurden in 24-Loch-Platten
ausgesat und 48 h mit 0.05% DMSO sowie 10 uyM, 20 uM, 40 pyM, 80 uyM bzw. 160 uM D,S, behandelt
und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die Absorption wurde jeweils in einer
Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen Kontrollansatze zu jedem Zeitpunkt
wurde mit 100% Viabilitdt gleichgesetzt. Die Grafik zeigt das Mittel von 7 voneinander unabhangig
durchgefihrten Experimenten.

5.1.4 Die Schwefelatome sind fur die Effekte der Diallylsulfide essentiell

Um die Wirkungsweise chemischer Verbindungen wie Diallylsulfide auf lebende Zellen
verstehen zu konnen, muss vor allem die Struktur in Betracht gezogen werden. In
diesem Fall kann vermutet werden, dass die Schwefelatome fur die Reaktivitat der
Verbindungen verantwortlich sind, da auch bereits gezeigt wurde, dass mit steigender
Anzahl an Schwefelatomen die Sensibilitat der Zellen gegeniber der jeweiligen
Substanz zunimmt. Dennoch liegen in Diallylsulfiden zwei Doppelbindungen vor, die
eine weitere reaktive Komponente darstellen konnten. Um zu untersuchen, ob auch
schwefelfreie  Diallyl-Verbindungen die Lebensfahigkeit von HCT116p53wt
beeintrachtigen, wurden die Zellen mit Heptadien bzw. Decadien behandelt, welche in
der Struktur Diallylmono- bzw. Diallyltetrasulfid entsprechen, wobei anstelle der
jeweiligen Schwefelatome jedoch Kohlenstoffatome vorliegen (Abb. 12). Diese

Substanzen wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe um Dr. Jacob bereitgestellt.
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Abbildung 12: Struktur von Heptadien und Decadien

Um die Bedeutung des Schwefels erfassen zu kdnnen, wurden HCT116p53wt-Zellen
mit 0.05% DMSO als Kontrolle und je 40 uM Heptadien und Decadien sowie
Diallylmono- und -tetrasulfid zum Vergleich fur 8, 24 bzw. 48 h behandelt und einem
MTT-Assay unterzogen. Nach Behandlung mit Heptadien sowie seinem
schwefelhaltigen Analogon Diallylmonosulfid fir 24 bzw. 48 h weisen noch 97 und
95% bzw. 97 und 93% (Abb. 13) einen Stoffwechsel auf. Auch Decadien zeigt mit
einer Abnahme der lebenden Zellen auf 96 und 86% keinen signifikanten Effekt,
wahrend Diallyltetrasulfid mit einem Anteil lebender Zellen von 72% nach 24 h sowie
38% nach 48 h die zuvor gemachten Beobachtungen bestatigt. Hier kommt es also zu
einer deutlichen Abnahme der Lebensfahigkeit, die mit dem Kohlenstoff-Analogon
Decadien nicht erreicht werden kann. Dies legt die Vermutung nahe, dass die

Schwefelatome flur die beobachteten Effekte essentiell sind.
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Abbildung 13: Fur die Reduktion der Lebensfahigkeit von HCT116p53wt-Zellen sind die
Schwefelatome der Diallylsulfide essentiell. HCT116p53wt wurden in 24-Loch-Platten ausgesat und
8, 24 sowie 48 h mit 0.05% DMSO, sowie 40 uM Heptadien (Hepta), D,S, Decadien (Deca) bzw. D,S,
behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die Absorption wurde jeweils in
einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen Kontrollansatze zu jedem
Zeitpunkt wurde mit 100% Viabilitdt gleichgesetzt. Die Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander
unabhangig durchgeflhrten Experimenten.

5.1.5 Die wachstumsinhibierende Wirkung der Diallylsulfide wird von den

Doppelbindungen nicht bzw. kaum beeinflusst

Wie unter 5.1.4 gezeigt wurde, sind die Schwefelatome essentiell erforderlich, um eine
Reduktion der Lebensfahigkeit von HCT116p53wt auszulésen. Daher stellt sich nun
die Frage, ob durch die Existenz der Doppelbindungen eine synergistische Wirkung
erzielt wird und der Effekt durch das Zusammenwirken der beiden reaktiven Gruppen
verstarkt wird, oder ob von den Doppelbindungen in diesem Kontext keine Wirkung
ausgeht. Daher wurden Dipropylmono- (DPS) sowie Dipropyltetrasulfid (DPS4)
untersucht, welche die Alkylanaloga zu Diallylmono- und -tetrasulfid darstellen (Abb.
14).

NS N Sng S

Dipropylmonosulfid Dipropyltetrasulfid

Abbildung 14: Struktur von Dipropylmono- und Dipropyltetrasulfid
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Auch diese Verbindungen stammen aus der Arbeitsgruppe von Dr. Jacob und wurden
in einer Konzentration von 40 yM in einem MTT-Assay eingesetzt. Dieser wurde wie
zuvor fur Diallylsulfide und ihre Kohlenstoffanaloga gezeigt durchgefuhrt. In Abbildung
15 ist die Auswirkung der einzelnen Substanzen auf die Lebensfahigkeit von
HCT116p53wt dargestellt. Im Gegensatz zu den mit Kohlenstoffanaloga behandelten
Zellen kommt es nach Dipropyltetrasulfid-Behandlung zu einer deutlichen Abnahme
der Lebensfahigkeit, die in ihrem Ausmall in etwa der von Diallyltetrasulfid
ausgelosten Wirkung entspricht. So bewirkt Dipropyltetrasulfid einen Rickgang des
Anteils metabolisierender Zellen auf 55 bzw. 31% nach 24 bzw. 48 h.
Dipropylmonosulfid dagegen zeigt mit 98 sowie 95% lebenden Zellen keine
signifikante Wachstumshemmung, jedoch trifft dies ja auch auf Diallylmonosulfid zu
und kann somit nicht eindeutig auf das Fehlen der Doppelbindung zurickgefihrt
werden. Die Effekte des Diallyltetrasulfids jedoch beruhen offenbar hauptsachlich auf
den chemischen Eigenschaften der Sulfidkette und bleiben von der Reaktivitat der

Doppelbindungen unbeeinflusst.
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Abbildung 15: Die Doppelbindungen scheinen nicht fir die Reduktion der Lebensfahigkeit von
HCT116p53wt-Zellen durch Diallylsulfide verantwortlich zu sein. HCT116p53wt wurden in 24-Loch-
Platten ausgesét und 8, 24 sowie 48 h mit 0.05% DMSO, sowie 40 uM Dipropylmonosulfid (DPS), D,S,
Dipropyltetrasulfid (DPS,) bzw. D,S; behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit
untersucht. Die Absorption wurde jeweils in einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der
jeweiligen Kontrollansatze zu jedem Zeitpunkt wurde mit 100% Viabilitdt gleichgesetzt. Die Grafik zeigt
das Mittel von 3 voneinander unabhangig durchgefiihrten Experimenten.
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5.2 Einfluss von Diallyltetrasulfid auf die Zellzyklusphasenverteilung

Durch einen MTT-Assay kann zwar eine Veranderung des Anteils von Zellen mit
einem aktiven Stoffwechsel an einer Gesamtpopulation gezeigt werden, jedoch bleibt
die Ursache fur diese Differenz unklar. Sowohl ein Absterben der Zellen z. B. durch
Apoptose, als auch ein Zellzyklusarrest an Checkpoints wie G1/S oder G,/M sind
denkbar. Mittels einer FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) kann die
Verteilung einer definierten Anzahl von Zellen aus einer Population in die einzelnen
Zellzyklusphasen nachgewiesen werden. Moéglich wird diese Zuordnung, indem die
DNA der Zellen mit Propidiumiodid angefarbt wird und tber die Fluoreszenzintensitat
jeder Zelle deren DNA-Gehalt bestimmt wird. In einem Histogramm lassen sich somit
anhand der DNA-Menge verschiedene Zellzyklusphasen unterscheiden. Gi-Phase-
Zellen weisen einen DNA-Gehalt von n=2 auf, wahrend sich Zellen mit einer DNA-
Menge von n=4 in der G,/M-Phase befinden. S-Phase-Zellen liegen zwischen n=2 und
n=4. Ist der Anteil der Zellen in einer bestimmten Phase bei den behandelten Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen erhoht, so spricht dies fur einen Arrest in dieser Phase.
Jedoch ist nicht nur ein Zellzyklusarrest durch eine solche Durchflusscytometrie
nachweisbar. Eine Zunahme des sogenannten SubGi-Peaks stellt einen Hinweis auf
Apoptose dar, da die darin dargestellten Zellen einen DNA-Gehalt von weniger als n=2
aufweisen. Dieser kommt durch die Fragmentierung der DNA zustande, welche fur
Apoptose charakteristisch ist. Durch Behandlung mit 40 uM Diallyltetrasulfid kommt es
sowohl nach 24 h als auch nach 48 h zu einer Zunahme des SubGi-Peaks um etwa
12 bzw. 9% (Abb. 16). Dies deutet auf die Induktion von Apoptosemechanismen hin,
wobei jedoch auch ein Zellzyklusarrest im Gy/M-Ubergang nicht vollstéandig
ausgeschlossen werden kann, da diese Population nach 24 h und 48 h um 11 sowie
2% wachst. Aufgrund der deutlichen Abnahme von Gs-Zellen ist unwahrscheinlich,

dass es zu einem G+/S-Arrest kommt.
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Abbildung 16: Der Einfluss von Diallylsulfiden auf die Verteilung der

Zellen auf die

Zellzyklusphasen. Fur 24 bzw. 48 h mit 0.05% DMSO bzw. 40 uM Diallyltetrasulfid behandelte

HCT116p53wt-Zellen wurden einer Durchflusscytometrie unterzogen.

A. FACS-Analysen der

behandelten Zellen B. Grafische Darstellung der prozentualen Verteilung C. Prozentuale Werte zu B.
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Da sowohl Hinweise auf die Induktion von Apoptose als auch das Auslosen eines
G2/M-Arrestes durch Diallyltetrasulfid vorliegen, mussen beide Mechanismen in

nachfolgenden Experimenten untersucht werden.

5.3 Induktion von Apoptose durch Diallylsulfide

Der Anstieg der SubGi-Fraktion in der Durchflusscytometrie deutet auf eine
zunehmende Fragmentierung der DNA hin. Diese muss jedoch nicht zwangsweise auf
Apoptose zuruckgehen. Somit kann auf diese Weise nicht eindeutig gezeigt werden,
dass es sich bei den in der SubG+-Fraktion befindlichen Zellen um apoptotische Zellen
handelt. Um zu untersuchen, ob der Rilckgang stoffwechselaktiver Zellen auf
Apoptose beruht, werden verschiedene Charakteristika apoptotischer Zellen

betrachtet.

5.3.1 Diallyltetrasulfid-Behandlung bewirkt morphologische Veranderungen in
HCT116p53wt-Zellen

Nach der Induktion von Apoptose kommt es zu Veranderungen in der Morphologie der
Zelle. So ist z. B. das so genannte ,Blebbing® ein typisches Merkmal apoptotischer
Zellen (Mills et al.,, 1999). Zur Untersuchung der Zellmorphologie wurden
HCT116p53wt-Zellen auf Deckglasern ausgesat, wie beschrieben am nachsten Tag
mit DMSO oder Diallyltetrasulfid behandelt und im Anschluss mit dem Farbstoff DAPI
(4,6-Diamidino-2-phenylindol) inkubiert. Diese Farbung stellte auch gleichzeitig eine
Fixierung dar, da DAPI in Methanol gelost vorlag. Nachdem die Zellen eingedeckt
wurden, konnten sie im Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. In Abbildung 17
sind sowohl die mittels DAPI angefarbten Zellkerne als auch die Gesamtzellen in der
Durchlichtmikroskopie dargestellt. Beide Darstellungsweisen machen deutlich, dass
Diallyltetrasulfid-behandelte Zellen im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen deutlich
verandert sind. Die mit roten Pfeilen gekennzeichneten Zellen weisen deutliche
,Blebbs® auf, die nur nach Diallyltetrasulfid-Behandlung nachweisbar sind. Auch

insgesamt weisen die DMSO-Kontrollzellen eine intakte, klar abgegrenzte Struktur auf,
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die bei Diallyltetrasulfid-behandelten Zellen wesentlich schwacher ausgepragt ist.
Somit unterstutzt die Betrachtung der Morphologie der Zellen die These, dass die
Abnahme der Lebensfahigkeit durch Diallyltetrasulfid auf Apoptose-Induktion

zuruckzufihren ist.

DAPI Durchlicht

— 3

DMSO

D284

Abbildung 17: Morphologische Veranderung von HCT116p53wt durch Diallyltetrasulfid.
Untersuchung von 48 h mit 0.05% DMSO bzw. 40 uM Diallyltetrasulfid behandelten HCT116p53wt-
Zellen mittels DAPI-Farbung und Durchlichtmikroskopie. Vergro3erung: 1000x

5.3.2 Diallylsulfide bewirken die Spaltung der Procaspase-3

Im Verlauf der durch einen apoptotischen Stimulus ausgeldsten Signalkaskade kommt
es zur Aktivierung von Caspasen, indem deren inaktive Proformen proteolytisch
gespalten werden (Alnemri et al., 1996; Nicholson et al., 1995). Bei Caspase-3 handelt
es sich um eine Exekutionscaspase, die sowohl von Initiationscaspasen des
intrinsischen als auch des extrinsischen Weges aktiviert werden kann und die dann
ihrerseits weitere zellulare Substrate spaltet. Eine Abnahme der inaktiven Procaspase-

3 auf Proteinebene weist auf deren Spaltung und somit Aktivierung hin. Daher soll nun
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mit einem spezifischen Antikdrper gegen Procaspase-3 deren Gehalt in Diallylsulfid-
behandelten Zellen bestimmt werden. HCT116p53wt-Zellen wurden mit DMSO oder
den verschiedenen Diallylsulfiden fur 24 bzw. 48 h behandelt. Aus den geernteten
Zellen wurden Zellextrakte hergestellt, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach
einem Western Blot mit dem Antikorper 8G10 (cell signaling) auf Procaspase-3
untersucht. Um eine gleichmallige Beladung der einzelnen Spuren des Geles zu
gewahrleisten, wurde ein Nachweis von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) durchgefuhrt. Wahrend sich der Procaspase-3-Gehalt in Diallyimono- bzw.
Diallyldisulfid-behandelten Zellen kaum verandert, kommt es durch Diallyltri- und
Diallyltetrasulfid-Behandlung vor allem nach 48 h zu einer deutlichen Abnahme an
Procaspase-3 (Abb. 18). Diese lasst auf die Entstehung aktiver Caspase-3 und somit

auf die Durchfihrung eines apoptotischen Programmes schlie3en.
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Abbildung 18: Der Procaspase-3-Proteingehalt nimmt in HCT116p53wt-Zellen nach Behandlung
mit Diallylsulfiden ab. HCT116p53wt-Zellen wurden fir 24 bzw. 48 h mit 0.05% DMSO sowie je 40 uM
D,S, D,S,, D,S; bzw. D,S, behandelt und nach Herstellung von Zellextrakten in SDS-PAGE und
Western Blot auf ihren Procaspase-3-Gehalt untersucht. 75 ug Protein wurden auf einem 15%igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit dem Kaninchen-
Antikdrper 8G10 gegen Procaspase-3 detektiert. Der Antikérper wird im Verhaltnis 1:1000 in
Waschpuffer mit 5% Magermilchpulver inkubiert und Gber Nacht mit der Membran inkubiert. Als
Ladekontrolle wurde eine Detektion von GAPDH durchgefihrt. [kDa]: Molekulargewichtstandard

Durch Nachweis einer Spaltung von Procaspase-3 kann gezeigt werden, dass die
ubergeordneten Initiationscaspasen in aktivem Zustand vorliegen. Ob die gespaltene
Procaspase selbst ebenfalls aktiv ist, kann die Untersuchung von Substraten dieser

Protease zeigen.

Corinna Busch



5 Ergebnisse 56

5.3.3 Diallylsulfid-Behandlung fuhrt zur PARP-Spaltung

Ein zellulares Substrat, dass im Verlauf der durch die Aktivierung von Caspasen
ausgelosten Caspase-Kaskade gespalten wird, ist die Poly-ADP-Ribosepolymerase
oder PARP (Lazebnik et al., 1994). Dieses 113 kDa grofde Protein wird durch die
Exekutionscaspasen 3 und 7 in zwei 89 bzw. 27 kDa grof3e Fragmente gespalten. In
apoptotischen Zellen kann somit neben dem Volllangenprotein auch das 89 kDa-
Spaltprodukt nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurden, ebenso wie fur den
Procaspase-3-Nachweis beschrieben, behandelte Zellen im Western Blot mit einem
spezifischen Antikdrper untersucht. Auf diese Weise wurden die Auswirkungen der
verschiedenen Diallylsulfide, der Diallyltetrasulfid-Konzentration sowie der Kohlenstoff-
und Dipropylanaloga zu Diallyimono- und -tetrasulfid auf die PARP-Spaltung in
HCT116p53wt untersucht (Abb. 19). Wahrend Diallyltri- und -tetrasulfid sowohl nach
24 als auch 48 h eine PARP-Spaltung ausldsen, scheinen Diallylmono- und -disulfid,
zumindest unter den untersuchten Inkubationszeiten und Konzentrationen, dazu nicht
in der Lage zu sein (Abb. 19 A). Ebenso fuhrt eine gesteigerte Diallyltetrasulfid-
Konzentration zu verstarkter PARP-Spaltung, wobei hier im Gegensatz zum MTT-
Assay ein Dosiseffekt erkennbar ist (Abb. 19 B). Die Kohlenstoffanaloga zu
Diallylmono- und -tetrasulfid, Heptadien und Decadien, bewirken keine PARP-
Spaltung (Abb. 19 C). Dagegen 16st Dipropyltetrasulfid wie Diallyltetrasulfid PARP-
Spaltung aus, Dipropylmonosulfid jedoch nicht (Abb. 19 D). Diese Ergebnisse
stimmen mit Ausnahme des erwahnten Dosiseffektes im Wesentlichen mit den
Erkenntnissen aus den MTT-Assays Uberein. In Zellen, in denen es zu einer
deutlichen Reduktion der Lebensfahigkeit kam, kann auch eine Spaltung der Poly-
ADP-Ribosepolymerase nachgewiesen werden. Dies spricht ebenfalls dafur, dass die

beobachtete Reduktion zumindest teilweise auf Apoptose zurlickzuftihren ist.
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Abbildung 19: Der Einfluss von Diallylsulfiden auf die PARP-Spaltung in HCT116p53wt-Zellen.
Mit Diallylsulfiden bzw. ihren Analoga behandelte HCT116p53wt-Zellen wurden mittels Western Blot auf
eine mogliche Spaltung der PARP untersucht. 100 pg Protein wurden auf einem 7.5%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit einem PARP-Antikdrper
detektiert. A. Behandlung von HCT116p53wt mit verschiedenen Diallylsulfiden. B. Behandlung von
HCT116p53wt mit Diallyltetrasulfid in verschiedenen Konzentrationen. C. Behandlung von
HCT116p53wt mit Kohlenstoff-Analoga. D. Behandlung von HCT116p53wt mit Dipropylsulfiden. [kDal]:
Molekulargewichtstandard

54 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch Diallyltetrasulfid

Nachdem die zuvor gezeigten Ergebnisse eine Beteiligung von Apoptose an den von
Diallylsulfiden initiierten Vorgangen wahrscheinlich machen, stellt sich nun die Frage
nach den molekularen Hintergrinden dieser Apoptoseinduktion. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ein Vermittler
von Apoptose ist (Buttke und Sandstrom, 1994). Aufgrund der chemischen Struktur
der Schwefelgruppen von Diallyltetrasulfid ware denkbar, dass dieses freie Radikale

bildet und Uber einen ROS-gekoppelten Mechanismus Apoptose induziert.
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5.4.1 Messung von Sauerstoffradikalen mittels H2DCFDA

Um ROS in einer  Zellpopulation nachzuweisen, werden erneut
durchflusscytometrische Methoden angewandt. Wie bei der FACS-Analyse werden die
Zellen mit einem Fluorochrom angefarbt. Dabei handelt es sich hier um 2',7’-
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCFDA), dessen Maximum im Histogramm
durch die Anwesenheit freier Radikale verschoben wird, indem es zur Deacetylierung
und zur Bildung des fluoreszierenden 2’,7’-Dichlorofluoresceins (DCF) kommt. Dieser
,Shift* dient als Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies. Dazu wurden HCT116p53wt-
Zellen mit DMSO, Decadien oder Diallyltetrasulfid flr 24 oder 48 h behandelt, durch
Trypsinieren geerntet, mit H,DCFDA angefarbt und die Fluoreszenz wurde im
Cytofluorimeter durch Anregung bei 488 nm gemessen. Unbehandelte HCT116p53wt-
Zellen wurden als Kontrolle fur die Farbung herangezogen, indem eine Zellpopulation
angefarbt wurde, wahrend die andere ungefarbt blieb (Abb. 20 A). Die gefarbten
Zellen zeigen die erwartete deutliche Zunahme in der Fluoreszenzintensitat. Als
Positivkontrolle fir den ,Shift* wurde eine weitere Zellpopulation 2 h mit 1 mM H,0
behandelt. Diese zeigt im Vergleich zu unbehandelten gefarbten Zellen eine sichtbare
Verschiebung des Histogrammes nach rechts. Die DMSO-behandelten Zellen (Abb.
20 B, C) zeigen sowohl nach 24 als auch nach 48 h eine leichte Verschiebung.
Wahrend jedoch eine Behandlung mit Decadien keine weitere Verschiebung auslésen
kann, bewirkt Diallyltetrasulfid, zumindest nach 48stindiger Behandlung, einen
solchen Effekt. Die erhaltenen Daten weisen auf eine Beteiligung von reaktiven

Sauerstoffspezies an den beobachteten Effekten hin.
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Abbildung 20: Messung freier Radikale mittels H2DCFDA-Farbung. HCT116p53wt wurden mit
0.05% DMSO sowie je 40 uM Decadien oder Diallyltetrasulfid fir 24 bzw. 48 h behandelt, trypsiniert, mit
H2DCFDA gefarbt und im Durchflusscytometer gemessen. Ebenso wurden unbehandelte/ungefarbte,
unbehandelte/gefarbte sowie 2 h mit 1 mM H,O, behandelte/gefarbte Zellen als Kontrollen gemessen. A.
Histogramm der Kontrollen. B. Histogramm der 24 h behandelten Zellen. C. Histogramm der 48 h

behandelten Zellen.
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5.4.2 Antioxidantien konnen die Diallyltetrasulfid-bedingte Wachstums-

inhibition aufheben

Nachdem die Messung reaktiver Sauerstoffspezies mittels H2DCFDA Hinweise auf
eine Beteiligung von ROS an der Apoptoseinduktion durch Diallylsulfide lieferte, soll
diese nun mit Hilfe von Antioxidantien nachgewiesen werden. Ascorbinsaure und N-
Acetylcystein oder NAC (Abb. 21) sind in der Lage, freie Radikale zu beseitigen (De
Vries und De Flora, 1993; Rose und Bode, 1993).

HO SH
< O H
Ho ° J\ 0
— O N
H
HO OH OH
Ascorbinsaure N-Acetylcystein

Abbildung 21: Struktur von Ascorbinsdure und N-Acetylcystein

Sind solche Radikale fur die Apoptoseinduktion verantwortlich, so sollte ein durch
Diallylsulfide ausgelOoster Effekt durch Zugabe von Ascorbinsdure oder NAC
aufgehoben werden. Deshalb wurden HCT116p53wt-Zellen mit DMSO, Ascorbinsaure
bzw. NAC, Diallyltetrasulfid sowie Ascorbinsdure bzw. NAC und Diallyltetrasulfid
gemeinsam behandelt und auf PARP-Spaltung untersucht. Auf diese Weise mit NAC
behandelte Zellen wurden zusatzlich einem MTT-Assay unterzogen. Die Behandlung
erfolgte wie zuvor beschrieben, wobei die Antioxidantien bereits 1 h vor Zugabe von
Diallyltetrasulfid auf die Zellen gegeben wurden. Der Nachweis der PARP-Spaltung
wurde ebenfalls wie unter 5.3.3 angegeben durchgefuhrt. In Ascorbinsaure-
behandelten Zellen kommt es ebenso wie bei der DMSO-Kontrolle nicht zu einer
PARP-Spaltung (Abb. 22 A). Diallyltetrasulfid-behandelte Zellen zeigen diese Spaltung
sowohl nach 24 als auch nach 48 h deutlich, jedoch nur, wenn keine Vorbehandlung
mit Ascorbinsaure erfolgte. Diese hebt die Nachweisbarkeit der PARP-Spaltung im
Western Blot vollstandig auf. Einen ahnlichen Effekt kann auch eine Vorbehandlung
der Zellen mit NAC bewirken (Abb. 22 B). Die Untersuchung NAC-behandelter
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HCT116p53wt im MTT-Assay kann diese Ergebnisse jedoch nicht bestatigen (Abb. 22
C). Hier kann NAC die durch Diallyltetrasulfid ausgeloste Reduktion der
Lebensfahigkeit der Zellen nicht aufheben. Allerdings sind die Resultate des MTT-
Assays nach NAC-Behandlung nicht ganz zuverlassig, da es sich bei NAC um eine
Saure handelt, die den MTT-Assay storen kann. Betrachtet man die Ergebnisse der
H2DCFDA-Messung sowie die Wirkung der Antioxidantien Ascorbinsaure und NAC
auf die durch Diallyltetrasulfid ausgeloste PARP-Spaltung, so erscheint eine
Apoptoseinduktion durch Diallyltetrasulfid Uber einen ROS-gekoppelten Mechanismus

wahrscheinlich.
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Abbildung 22: Die durch Diallyltetrasulfid bewirkte PARP-Spaltung in HCT116p53wt-Zellen wird
durch Antioxidantien revidiert. A. Mit 0.05% DMSO, 100 uyM Ascorbinsaure (Asc), 40 uM D,S, sowie
der Kombination aus Asc und D,S; behandelte HCT116p53wt-Zellen wurden mittels Western Blot auf
eine mogliche Spaltung der PARP untersucht. 100 pg Protein wurden auf einem 7.5%igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit einem PARP-Antikorper
detektiert. B. Wie A., nur Behandlung mit 5 mM NAC statt 100 uM Asc. C. MTT-Assay mit DMSO, NAC,
D,S; bzw. NAC + D,S, behandelten HCT116p53wt. Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander
unabhangig durchgefihrten Experimenten. [kDa]: Molekulargewichtstandard
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5.5 Abhangigkeit der Wirkung der Diallylsulfide von p53

Der Transkriptionsfaktor p53 stimuliert die Expression pro-apoptotischer Proteine und
reprimiert die Expression anti-apoptotischer Proteine (Fridman and Lowe, 2003 ). Die
gezeigte Induktion von Apoptose durch Diallylsulfide kdnnte daher unter Beteiligung
von p53  ablaufen. Ebenso kann die Apoptose von p53 @ auf
transkriptionsunabhangigem Wege vermittelt werden (Chipuk et al., 2003; Chipuk et
al., 2004; Mihara et al., 2003). Deshalb soll untersucht werden, inwiefern sich die

Expression von p53 auf die Effekte der Diallylsulfide auswirkt.

5.5.1 Reduktion des Zellwachstums und Induktion von PARP-Spaltung durch
Diallylsulfide finden auch in HCT116p53™-Zellen statt

Um einen eventuellen p53-Einfluss zu untersuchen, wurden HCT116p53”-Zellen
eingesetzt (Bunz et al., 1998). Diese Zellen besitzen kein p53, entsprechen ansonsten
aber vollstandig den bisher verwendeten HCT116p53wt-Zellen. Auch in diesen Zellen
wurde der Einfluss der verschiedenen Diallylsulfide, der Diallyltetrasulfid-Dosis sowie
der Kohlenstoff- und Dipropyl-Analoga untersucht. Wie fur die HCT116p53wt-Zellen
beschrieben, wurde der MTT-Assay zur Untersuchung der Lebensfahigkeit sowie die
Detektion von PARP-Spaltung zum Nachweis von Apoptose im Western Blot
durchgefuhrt. Der Einfluss von Diallylsulfiden auf p53-negative HCT116-Zellen ist in
Abbildung 23 dargestellt. Auch in diesen Zellen kommt es zu einer zeitabhangigen
Abnahme der Lebensfahigkeit nach Diallylsulfid-Behandlung (Abb. 23 A). Wahrend
Diallylmonosulfid keine Wachstumshemmung zu bewirken scheint, kommt es durch
Diallyldisulfid zu einer Reduktion der Anzahl lebender Zellen auf 85 und 80% nach 24
bzw. 48 h, durch Diallyltri- und -tetrasulfid auf 70 und 35% sowie 71 und 38%. Obwonhl
hier Diallyltrisulfid einen geringfugig starkeren Effekt als Diallyltetrasulfid aufweist, ist
auch in HCT116p53”-Zellen eine Abnahme der Lebensfihigkeit feststellbar, die
tendenziell mit steigender Schwefelkettenlange verstarkt wird. Ebenso wie in
HCT116p53wt fuhrt Diallyltetrasulfid bereits in einer Konzentration von 10 yM zu einer
Reduktion der lebenden Zellen auf 40%, welche durch steigende Dosen nur noch
leicht weiter auf bis zu 32% bei einem Einsatz von 160 uM verstarkt werden kann (Abb.

23 B). Die Kohlenstoff-Analoga von Diallylmono- und -tetrasulfid, Heptadien und
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Decadien, sind nicht in der Lage, den Anteil der lebenden Zellen auf weniger als 86%
zu verringern, wahrend durch Diallyltetrasulfid Werte von 71 und 38% erreicht werden,
was dem Verhalten der HCT116p53wt-Zellen entspricht (Abb. 23 C). Bei Einsatz der
entsprechenden Dipropylanaloga dagegen zeigt sich ein ahnliches Bild wie bei den
Diallylsulfiden (Abb. 23 D): Wahrend bei Dipropylmonosulfid-Behandlung noch 97
sowie 93% der Zellen nach 24 sowie 48 h leben, reduziert Dipropyltetrasulfid die Zahl
stoffwechselaktiver Zellen auf 62 und 26%. Diese Ergebnisse in HCT116p53™-Zellen
bestatigen die in HCT116p53wt gemessenen Werte und zeigen somit, dass auch in
p53-negativen Zellen eine Wachstumshemmung mittels Diallylsulfiden erreicht werden

kann.
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Abbildung 23: Der Wachstumshemmende Effekt von Diallylsulfiden auf HCT116-Zellen ist p53-
unabhéngig. HCT116p53 -Zellen wurden mit den entsprechenden Diallylsulfiden bzw. ihren Analoga
in 24-Loch-Platten behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die
Absorption wurde jeweils in einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen
Kontrollansatze zu jedem Zeitpunkt wurde gleich 100% Viabilitdt gesetzt. A. Behandlung von
HCT116p53 -Zellen mit verschiedenen Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das Mittel von 5 voneinander
unabhangig durchgefiihrten Experimenten. B. Behandlung von HCT116p53" ".Zellen mit Diallyltetrasulfid
in verschiedenen Konzentrationen. Die Grafik zeigt das Mlttel von 7 voneinander unabhangig
durchgefiihrten Experimenten. C. Behandlung von HCT116p53 -Zellen mit Kohlenstoff-Analoga. Die
Grafik zeigt das Mlttel von 5 voneinander unabhangig durchgeflihrten Experimenten. D. Behandlung
von HCT1 16p53 -Zellen mit Dlpropylsulflden Die Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander unabhangig
durchgefiihrten Experimenten. *: Standardabweichung = 0.19 (in der Grafik nicht darstellbar)

Die Detektion von PARP-Spaltprodukten im Western Blot bestatigt ebenfalls die
Resultate aus den HCT116p53wt-Zellen (Abb. 24). Auch hier kommt es nur durch
Diallyltri- und -tetrasulfid zu einer deutlichen PARP-Spaltung (Abb. 24 A), wobei
Diallyltetrasulfid wie in HCT16p53wt einen Dosiseffekt zeigt (Abb. 24 B), der mittels
MTT-Assay nicht nachzuweisen war. Die Kohlenstoff- bzw. Dipropylanaloga zu
Diallylsulfid, Heptadien und Dipropylmonosulfid, waren ebenso wie dieses selbst nicht

in der Lage, eine Spaltung der PARP auszulésen (Abb. 24 C, D). Dagegen bewirkt

Corinna Busch



5 Ergebnisse 65

Dipropyltetrasulfid wie Diallyltetrasulfid eine PARP-Spaltung, das schwefelfreie

Decadien jedoch nicht.
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Abbildung 24: Die Effekte der Diallylsulfide auf die PARP-Spaltung in HCT116p53wt-Zellen sind
auch in HCT116p53 -Zellen nachweisbar. Mit Diallylsulfiden bzw. ihren Analoga behandelte
HCT116p53"-Zellen wurden mittels Western Blot auf eine mogliche Spaltung der PARP untersucht.
100 pg Protein wurden auf einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran geblottet und mit einem PARP-Antikorper detektiert. A. Behandlung von HCT116p53 -Zellen
mit verschiedenen Diallylsulfiden. B. Behandlung von HCT116 53"-Zellen mit Diallyltetrasulfid in
verschiedenen Konzentratlonen C. Behandlung von HCT116p53™-Zellen mit Kohlenstoff-Analoga. D.
Behandlung von HCT116p53 “-Zellen mit Dipropylsulfiden. [kDa]: Molekulargewichtstandard

Wie MTT-Assay und PARP-Spaltung zeigen, muss die Apoptose in diesen Zellen Utber
einen p53-unabhangigen Weg initilert werden. Dennoch besteht die Moglichkeit, dass
die Diallylsulfide Apoptose mittels verschiedener Signalwege auslosen konnen.
Wahrend in p53-negativen Zellen also eine p53-unabhangige Induktion von Apoptose

stattfindet, konnte p53 in p53-positiven Zellen an den apoptotischen Prozessen
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beteiligt sein. Daher stellt sich nun die Frage, ob p53 in HCT116p53wt durch
Diallylsulfide beeinflusst wird.

5.5.2 Diallylsulfide bewirken in HCT116p53wt-Zellen eine Zunahme von p53 auf
Proteinebene

Obwohl auch p53-freie Zellen dieselben Effekte zeigen wie p53wt-Zellen, besteht die
Mdglichkeit einer p53-Beteiligung an der Reaktion auf Diallyldisulfide in
HCT116p53wt-Zellen. Einen Hinweis auf eine solche Beteiligung nach Diallylsulfid-
Einfluss wirde ein Anstieg von p53 auf Proteinebene geben, was auf eine verstarkte
Aktivitat des Wachstumssuppressors schliel3en lieke. Daher wurden wie bereits
beschrieben HCT116p53wt-Zellen 24 bzw. 48 h mit den verschiedenen Substanzen
behandelt. Aus diesen Zellen wurden mittels Ultraschallaufschluss Gesamtzellextrakte
gewonnen, die in einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Im Western-Blot wurden die
Proteinbanden auf einer PVDF-Membran fixiert, so dass der p53-Gehalt der einzelnen
Zellextrakte mittels Immunodetektion mit einem p53-spezifischen Antikdrper, dem
polyklonalen Serum a-p53, ermittelt werden konnte. Auf diese Weise wurden der
Einfluss der verschiedenen Diallylsulfide (Abb. 25 A), der Diallyltetrasulfid-
Konzentration (Abb. 25 B) sowie der Kohlenstoff- (Abb. 25 C) und Dipropylsulfid-
Analoga untersucht (Abb. 25 D). In Zellen, die mit Diallyltri- oder Diallyltetrasulfid
behandelt wurden, kommt es zu einer Zunahme von p53 auf Proteinebene gegenuber
der DMSO-Kontrolle, die in Diallylmonosulfid- oder Diallyldisulfid-behandelten Zellen
nicht nachweisbar ist. Ebenso fuhrt Diallyltetrasulfid in steigender Dosis zu verstarkter
p53-Expression. Kohlenstoffanaloga zeigen keinen Einfluss auf den p53-Gehalt von
HCT116p53wt-Zellen, Dipropyltetrasulfid dagegen fihrt zur Steigerung der p53-Menge.
Obwohl p53 nicht essentiell fur eine Induktion von Apoptose zu sein scheint, da auch
p53-negative Zellen eine Reduktion der Lebensfahigkeit sowie eine Zunahme der
PARP-Spaltung zeigen, ist eine Veranderung von p53 auf Proteinebene in
HCT116p53wt-Zellen nachweisbar. Es ist also moglich, dass in HCT116p53"'—ZeIIen
ein alternativer Weg der Apoptoseinduktion existiert.
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Abbildung 25: Der Einfluss von Diallylsulfiden auf die p53-Expression in HCT116p53wt-Zellen.
Mit Diallylsulfiden bzw. ihren Analoga behandelte HCT116p53wt-Zellen wurden mittels Western Blot auf
ihren p53-Gehalt untersucht. 50 pg Protein wurden auf einem 12.5%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit Antikérper a-p53 detektiert. A. Behandlung von
HCT116p53wt-Zellen mit verschiedenen Diallylsulfiden. B. Behandlung von HCT116p53wt mit
Diallyltetrasulfid in verschiedenen Konzentrationen. C. Behandlung von HCT116p53wt mit Kohlenstoff-
Analoga. D. Behandlung von HCT116p53wt-Zellen mit Dipropylsulfiden. [kDal:
Molekulargewichtstandard

5.6 Der Effekt von Diallyltetrasulfid auf die Proteinkinase CK?2

Die Proteinkinase CK2 st eine hochkonservierte, ubiquitar vorkommende
Serin/Threonin-Kinase, die an vielen zellularen Prozessen beteiligt ist, darunter auch
Zellproliferation und Apoptose (Ahmed et al., 2002). Es existieren zwei katalytische
Untereinheiten, a und o', sowie eine regulatorische B-Untereinheit. Diese liegen
entweder in freier Form oder als tetrameres Holoenzym aus zwei katalytischen und
zwei regulatorischen Untereinheiten vor. Die von CK2 durchgefuhrten

Phosphorylierungen fiihren insgesamt dazu, dass das Uberleben der Zelle gesichert
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wird. So konnte in Prostatakarzinom-Zellen gezeigt werden, dass eine Uberexpression
der CK2 die Zellen vor Apoptose schutzt (Guo et al., 2001). Eine Apoptoseinduktion,
wie sie von Diallylsulfiden ausgeldst wird, konnte daher im Umkehrschluss zu einer
Hemmung der CK2 fuhren. Zunachst wurden HCT116p53wt-Zellen mit dem CK2-
spezifischen Inhibitor 2-Dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-bezimidazol oder DMAT
(Pagano et al., 2004) behandelt und im Western Blot auf PARP-Spaltung untersucht.
Dieser Vorversuch wurde durchgefuhrt, da DMAT wie Diallyltetrasulfid die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies bewirkt (Schneider, 2007). Dies legt nahe, dass die
induzierten Apoptosemechanismen ebenfalls einige Parallelen aufweisen. Wie aus
Abbildung 26 A ersichtlich wird, kommt es nach Behandlung von HCT116p53wt-Zellen
fur 24 bzw. 48 h mit 30 uM DMAT zu einer PARP-Spaltung. In diesem Fall wird also
durch CK2-Inhibition Apoptose ausgelost. Daher wurden nun mit den verschiedenen
Diallylsulfiden behandelte Zellen extrahiert und die Zellextrakte in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western Blot mit gegen die CK2-Unterheiten gerichteten
polyklonalen Kaninchenseren auf ihren CK2-Gehalt untersucht. Eine Abnahme der
Proteinmenge konnte fur keine Untereinheit nachgewiesen werden (Abb. 26 B).
Ebenso zeigte eine Untersuchung der CK2-Aktivitat nicht den erwarteten
Aktivitatsverlust durch Diallylsulfide (nicht gezeigt). Somit scheint die durch
Diallylsulfide ausgeloste Apoptose nicht mit einer Abnahme der CK2-Menge und CK2-

Aktivitat einherzugehen.
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Abbildung 26: Die CK2-Expression wird von Diallylsulfiden nicht beeinflusst. A. Mit 0.05% DMSO
bzw. 30 yM DMAT behandelte HCT116p53wt-Zellen wurden mittels Western Blot auf PARP-Spaltung
untersucht. 100 pg Protein wurden auf einem 7.5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran geblottet und mit einem PARP-Antikérper detektiert. B. Untersuchung von mit je 40 uM
der verschiedenen Diallylsulfide behandelten HCT116p53wt auf CK2-Expression. Je 25 ug der
Zellextrakte wurden auf einem 12.5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit den polyklonalen Kaninchenseren #212 (gegen CK2a), #30 (gegen CK2a’) und #269
(CK2B) detektiert. [kDa]: Molekulargewichtstandard

5.7 Einfluss von Diallylsulfiden auf die zellzyklusrequlierende Proteinphos-
phatase cdc25C

Neben der bereits nachgewiesenen Apoptose-Induktion ist es auch moglich, dass
Diallylsulfide einen Zellzyklusarrest auslésen konnen. Ein solcher Arrest wirde den
Zellen nach dem durch die Diallylsulfide ausgeldsten Sauerstoffstress ermdglichen,
eventuelle DNA-Schaden zu reparieren. Ebenso koénnte die Apoptose jedoch aus
einem Zellzyklusarrest heraus induziert werden. Die Proteinphosphatase cdc25C stellt
durch ihre Fahigkeit, den Cdk1/Cyclin B-Komplex in einem positiven Feedback-Loop
an Thr14 und Tyr15 der Cdk1 zu dephosphorylieren und damit zu aktivieren, ein
entscheidendes Schliisselenzym beim Ubergang aus der G,-Phase in die Mitose dar

(Hoffmann et al., 1993). Eine Abnahme der Menge dieses Proteins bzw. seiner
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Aktivitat waren Hinweise auf einen moglichen Zellzyklusarrest am G,/M-Ubergang, der

die mittels Durchflusscytometrie gemachten Beobachtungen bestatigen konnte.

5.7.1 Die Menge der Proteinphosphatase cdc25C nimmt unter Diallylsulfid-
Behandlung der HCT116-Zellen ab

Um cdc25C auf Proteinebene zu untersuchen, wurden HCT116p53wt-Zellen
wiederum mit den verschiedenen Diallylsulfiden (Abb. 27 A), unterschiedlichen
Diallyltetrasulfid-Dosen (Abb. 27 B) sowie den Kohlenstoff- (Abb. 27 C) und
Dipropylsulfid-Analoga (Abb. 27 D) behandelt. Da bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte, dass cdc25C von p53 reprimiert wird (Krause
et al., 2001; LeGac et al., 2006; St. Clair et al., 2004), kénnte die unter 5.5.2 gezeigte
Zunahme von p53 auf Proteinebene Einfluss auf die cdc25C-Expression nach
Diallylsulfid-Behandlung nehmen. Zur Untersuchung des p53-Effektes wurden daher
HCT116p53"-Zellen auf dieselbe Weise untersucht (Abb. 27 E — H). Es wurden
Zellextrakte aus Diallylsulfid-behandelten Zellen hergestellt, in einem 12.5%igen SDS-
Poylacrylamidgel aufgetrennt und im Western Blot auf cdc25C untersucht. Vor allem
Diallyltri- und -tetrasulfid fuhren zu einer deutlichen Abnahme des cdc25C-Gehalts auf
Proteinebene, wahrend Hepta- und Decadien keine Veranderungen der
Proteinkonzentration bewirken. Dipropyltetrasulfid fuhrt dagegen zur Reduktion der
cdc25C-Expression. Die Abnahme von cdc25C durch Diallyltetrasulfid-Einfluss erfolgt
dosisabhangig. Auch cdc25C scheint unabhangig von p53 reguliert zu werden, da kein
Unterschied zwischen HCT116p53wt- und HCT116p537-Zellen feststellbar ist.
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Abbildung 27: Das cdc25C-Protein nimmt msbesondere nach Diallyltri- und -tetrasulfid-
Behandlung von HCT116p53wt- bzw. HCT116p53 -Zellen ab. Mit Diallylsulfiden bzw. ihren Analoga
behandelte HCT116p53wt- und HCT116p53 -Zellen wurden im Western Blot auf cdc25C untersucht.
50 pg Protein wurden auf einem 12.5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran geblottet und mit dem cdc25C-spezifischen Antikdrper H6 (Santa Cruz) detektiert. A, B.

Behandlung von HCT116p53wt-Zellen (A) bzw. HCT116p53™-Zellen

(B) m|t verschiedenen

Diallylsulfiden. C, D. Behandlung von HCT116p53wt-Zellen (C) bzw. HCT116p53"-Zellen (D) mit
Dlallyltetrasulfld in verschiedenen Konzentrationen. E, F. Behandlung von HCT116p53wt-Zellen (E) bzw.
HCT1 16p53 -Zellen (F) mit Kohlenstoff-Analoga. G, H. Behandlung von HCT116p53wt-Zellen (G) bzw.
HCT116p53 -Zellen (H) mit Dipropylsulfiden. [kDa]: Molekulargewichtstandard
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5.7.2 Ein Einfluss von Diallylsulfiden auf die cdc25C-Aktivitat ist nicht messbar

Da cdc25C durch Diallyltetrasulfideinfluss auf Proteinebene abnimmt, sollte auch eine
deutliche Reduktion der Aktivitat zu messen sein. Diese wurde mittels eines FDP-
Assays untersucht, wobei zunachst cdc25C durch eine Immunprazipitation aus
Zellextrakten von DMSO- bzw. Diallyltetrasulfid-behandelten HCT116p53wt-Zellen
isoliert wurde. Das Immunprazipitat wurde in mehrere Aliquots aufgeteilt, so dass im
folgenden Aktivitatstest eine Dreifachbestimmung durchgeflihrt werden konnte. Es
wurden pro Aliquot 500 ug Protein in die Immunprazipitation eingesetzt. Der an
Protein-A-Sepharose gebundenen aufgereinigten Phosphatase wurde im Anschluss
das Substrat Fluoresceindiphosphat angeboten, welches sie zu schwach
fluoreszierendem Fluoresceinmonophosphat und stark fluoreszierendem Fluorescein
dephosphorylieren kann (Rice et al., 1997). Diese Fluoreszenz ist mittels eines
Fluorimeters messbar und korreliert mit der Phosphataseaktivitat. Durch
Gleichsetzung der Fluoreszenzintensitat der cdc25C-IPs aus DMSO-behandelten
HCT116p53wt mit 100% kann die Aktivitat von c¢dc25C aus Diallyltetrasulfid-
behandelten Zellen anhand der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur Kontrolle
ermittelt werden. Die erwartete Reduktion der cdc25C-Aktivitat nach Diallyltetrasulfid-
Behandlung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Tatsachlich nimmt die
Aktivitat nach 24 h sogar schwach zu und sinkt auch nach 48 h nur auf 80% (Abb. 28),
wobei in den 5 voneinander unabhangig durchgefihrten Versuchen eine hohe
Standardabweichung festzustellen ist. Da sich die Normierung der Proteinmenge auf
das Gesamtprotein der Zelle bezieht und nicht ausschlie8lich auf cdc25C, ist sogar
von einer Zunahme von cdc25C auszugehen. Auch wenn dieser Assay somit keine
Reduktion der cdc25C-Aktivitat zeigen konnte, existieren aufgrund der Abnahme des

cdc25C- Proteins dennoch Hinweise auf einen Go/M-Arrest.
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Abbildung 28: Die cdc25C-Aktivitdt wird durch Diallyltetrasulfid nur geringfiigig inhibiert.
HCT116p53wt-Zellen wurden mit 0.05% DMSO bzw. 40 uM Diallyltetrasulfid fir 24 bzw. 48 h behandelt,
geerntet und es wurden Zellextrakte hergestellt. Aus diesen wurde mit dem polyklonalen
Kaninchenserum NT cdc25C mittels Immunpréazipitation isoliert und in einen FDP-Assay eingesetzt. Die
Grafik zeigt das Mittel von 5 voneinander unabhangig durchgefihrten Experimenten.

5.7.3 Eine cdc25C-Uberexpression hat keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit
von Saostsp53 138-8-Zellen

Wenn c¢dc25C in die Abnahme der stoffwechselaktiven Zellen durch
Diallylsulfideinfluss involviert wére, so sollte diese durch Uberexpression von cdc25C
aufgehoben werden. Zu diesem Zweck wurden Saostsp53 138-8+cdc25Cwt-Zellen
eingesetzt, die cdc25C uberexprimieren. Die Saostsp53 138-8-Zellen wurden der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus Romer (Homburg) zur Verfligung gestellt und von
Dr. Sandra Schwindling mit cdc25Cwt in dem Eukaryonten-Expressionsvektor
pcDNA3.1/Hygro(-) unter Kontrolle eines CMV-Promotors stabil transfiziert. Als
Kontrolle wurden Zellen eingesetzt, die mit dem Leervektor pcDNA transfiziert worden
waren. Dieses System hat den Vorteil, dass der Einfluss der Uberexpression unter
ansonsten identischen Bedingungen untersucht werden kann. Da fur HCT116-Zellen
kein p53-Einfluss auf die Effekte von Diallylsulfiden festgestellt werden konnte, wurde
dieses System dennoch zur Untersuchung der cdc25C-Uberexpression eingesetzt.
Die Zellen wurden jeweils mit den bereits beschriebenen steigenden Dosen von
Diallyltetrasulfid fur 48 h behandelt und einem MTT-Assay unterzogen. Diallylsulfide
bewirken allerdings weder in Saostsp53 138-8+cdc25Cwt (Abb. 29 A) noch in
Saostsp53 138-8+pcDNA (Abb. 29 B) eine signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit.
In beiden Zelllinien sinkt selbst nach Behandlung mit 160 uM Diallyltetrasulfid die

Stoffwechselaktivitat nur auf 80%. Bemerkenswert ist dabei, dass dieser Wert sowohl|
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in cdc25C-Uberexprimierenden als auch in nicht-tUberexprimierenden Zellen erreicht
wird. Beide Zelllinien reagieren also im Mittel gleichermal3en auf die Behandlung mit
Diallyltetrasulfid. Allerdings scheinen Saostsp53 138-8+cdc25Cwt bei den
voneinander unabhangig durchgeflhrten Versuchen etwas gréfReren Schwankungen

zu unterliegen, was die Standardabweichung zeigt.
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Abbildung 29: Saos tsp53 138-8-Zellen werden durch Diallyltetrasulfid unabhéangig von einer
cdc25C-Uberexpression kaum in ihrer Lebensfahigkeit gehemmt. Saos tsp53 138-8+cdc25Cwt
bzw. Saos tsp53 138-8+pcDNA wurden mit verschiedenen Konzentrationen Diallyltetrasulfid in 24-Loch-
Platten fir 48 h behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die Absorption
wurde jeweils in einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen Kontrollansatze
zu jedem Zeitpunkt wurde gleich 100% Viabilitdt gesetzt. A. Behandlung von Saos tsp53 138-
8+cdc25Cwt. Die Grafik zeigt das Mittel von 5 voneinander unabhangig durchgefihrten Experimenten.
B. Behandlung von Saos tsp53 138-8+pcDNA. Die Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander
unabhangig durchgeflhrten Experimenten.

Obwohl ein cdc25C-Aktivitatsverlust nicht eindeutig nachweisbar war und eine
Reduktion der Effekte durch cdc25C-Uberexpression nicht gezeigt werden konnte,
stellt die deutliche Abnahme des cdc25C-Proteins einen Hinweis auf eine Beteiligung

von cdc25C an den durch Diallyltetrasulfid ausgelosten Prozessen dar.
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5.8 Einfluss von Diallylsulfiden auf die Lebensfdhigkeit anderer Zelllinien

Nachdem Saos ts p53 138-8 nicht wie HCT116 auf Diallylsulfide zu reagieren
scheinen, wurden weitere Zelllinien untersucht, um auszuschlieen, dass es sich um
einen fur HCT116 spezifischen Effekt handelt. Dazu wurden verschiedene Zelllinien
wie HT29, Saos-2, OvBH1 und EPN untersucht, aber auch primare Maus-Embryo-
Fibroblasten (MEF). Primarzellen sind von besonderem Interesse zur Untersuchung
einer moglichen Selektivitat der Diallylsulfide gegenuber Tumorzellen, welche einen

grolden Vorteil fur eine Verwendung der Diallylsulfide als Therapeutikum liefern wirde.

5.8.1 Verschiedene Tumorzelllinien werden durch Diallylsulfide in ihrem

Wachstum inhibiert

Um festzustellen, ob die von Diallylsulfiden bewirkte Reduktion der Lebensfahigkeit in
verschiedenen Zellen auftritt oder ein HCT116-spezifischer Effekt ist, wurden die
Zelllinien HT29, Saos-2, OvBH1 und EPN mit den Diallylsulfiden behandelt und im
MTT-Assay untersucht. HT29 ist wie HCT116 eine Colonkarzinom-Zelllinie, die aber
ein mutantes p53 exprimiert. Dagegen handelt es sich bei Saos-2 um Osteosarkom-
Zellen, aus denen Saostsp53 138-8 hergestellt wurden. Saos-2 besitzen kein
endogenes p53. OvBH1 entstammen einem Ovarialkarzinom und exprimieren die
Wildtyp-Form von p53 (Bar et al., 2002), die jedoch immunologische Merkwirdigkeiten
aufweist. Neben diesen Tumorzellen wurden auch EPN untersucht, bei denen es sich
um epitheliale Prostata-Zellen handeln soll (Sinisi et al., 2002). HT29-Zellen zeigen mit
einer Abnahme auf 57 bzw. 52% nach 24 bzw. 48 h unter Diallyltrisulfid-Einfluss sowie
auf 45 bzw. 42% durch Diallyltetrasulfid eine ahnlich starke Reaktion wie HCT116-
Zellen (Abb. 30 A). Dagegen sinkt die Lebendzellzahl in Saos-2 nach 24 h durch alle
Diallylsulfide nur auf etwa 80%, und erst nach 48 h wird eine Reduktion auf 61% durch
Diallyltrisulfid und 66% durch Diallyltetrasulfid erreicht (Abb. 30 B). OvBH1 wiederum
weist nach 24 bzw. 48 h noch 51 bzw. 46% lebende Zellen durch Diallyltrisulfid- sowie
51 bzw. 40% durch Diallyltetrasulfid-Behandlung auf (Abb. 30 C). Diese
Ovarialkarzinom-Zellen sind also ahnlich wie Kolonkarzinom-Zellen durch Diallyltri-
und Diallyltetrasulfid inhibierbar, wahrend Osteosarkom-Zellen nur einen schwachen

Effekt zeigen. Diallylmono- und Diallyldisulfid kénnen in keiner Zelllinie eine Reduktion
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auf weniger als 80% bewirken. Primare Prostata-Zellen zeigen einen Rickgang der
Lebensfahigkeit durch Diallyltri- oder Diallyltetrasulfid auf etwa 60% nach 24 h und
etwa 70% nach 48 h (Abb. 30 D). Jedoch ist dieser deutlich schwacher ausgepragt als
der in Kolon- oder Ovarialkarzinom-Zellen nachgewiesene Effekt. Zudem tritt eine
betrachtliche Standardabweichung auf. Um die Wirkung von Diallylsulfiden auf
Primarzellen genauer zu untersuchen, sollen im Folgenden primare Maus-Embryo-

Fibroblasten untersucht werden.
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Abbildung 30: Der wachstumshemmende Effekt von Diallylsulfiden ist nicht auf HCT116-Zellen
beschrankt. Verschiedene Zelllinien wurden mit den entsprechenden Diallylsulfiden in 24-Loch-Platten
behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die Absorption wurde jeweils in
einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen Kontrollansatze zu jedem
Zeitpunkt wurde gleich 100% Viabilitat gesetzt. A. Behandlung von HT29-Zellen mit verschiedenen
Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander unabhangig durchgefihrten Experimenten.
B. Behandlung von Saos-2-Zellen mit verschiedenen Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das Mittel von 4
voneinander unabhangig durchgefiihrten Experimenten. C. Behandlung von OvBH1-Zellen mit
verschiedenen Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das Mittel von 4 voneinander unabhangig durchgefiihrten
Experimenten. D. Behandlung von EPN-Zellen mit verschiedenen Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das
Mittel von 2 voneinander unabhangig durchgefiihrten Experimenten.

5.8.2 Primare Maus-Embryo-Fibroblasten kdnnen von Diallylsulfiden ebenfalls
inhibiert werden

An primaren Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) soll wie an EPN untersucht werden, ob
Diallylsulfide eine Spezifitat fur Tumorzellen aufweisen. Diese Primarzellen wurden,
wie bereits fur andere Zellen beschrieben, im MTT-Assay auf die Effekte der
verschiedenen Diallylsulfide, der Diallyltetrasulfid-Konzentration, der Kohlenstoff-

sowie der Dipropylsulfid-Analoga untersucht. Diallylmono- und Diallyldisulfid zeigen
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auch hier nur geringe Effekte, wahrend Diallyltri- und Diallyltetrasulfid die
Lebensfahigkeit von MEF nach 24 bzw. 48 h auf 68 bzw. 55% sowie 61 bzw. 52%
senken (Abb. 31 A). Die Diallyltetrasulfid-Wirkung scheint in MEF starker
dosisabhangig zu sein als in HCT116p53wt, da 40 uM Diallyltetrasulfid einen
Ruckgang des Anteils stoffwechselaktiver Zellen auf 53% bewirken, wahrend nach
Behandlung mit 160 yM nur noch 21% der Zellen leben (Abb. 31 B). Die Kohlenstoff-
Verbindungen Heptadien und Decadien I6sen im Gegensatz zu Diallyltetrasulfid keine
Wachstumshemmung in MEF aus (Abb. 31 C). Dipropyltetrasulfid-behandelte Zellen
weisen nach 24 sowie 48 h noch ein Wachstum von 75 sowie 55% auf, was einen
leicht geringeren Effekt darstellt als die von Diallyltetrasulfid bewirkten 61 sowie 38%
(Abb. 31 D). Dennoch ist diese Reaktion deutlich starker als nach Diallyl- und
Dipropylmonosulfid-Behandlung sowie nach Inkubation mit den Kohlenstoff-Analoga.
Insgesamt stimmen die Ergebnisse in MEF tendenziell mit denen in HCT116 Uberein,
wenn auch die Effekte etwas schwacher ausgepragt sind. Dennoch scheint eine
Resistenz von Primarzellen bzw. eine Selektivitat von Diallylsulfiden gegenuber

Tumorzellen nicht gegeben zu sein.
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Abbildung 31: Auch die Lebensfahigkeit primarer Zellen nimmt nach Diallylsulfid-Behandlung ab.
Primare Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) wurden mit den entsprechenden Diallylsulfiden sowie ihren
Analoga in 24-Loch-Platten behandelt und mittels MTT-Assay auf ihre Lebensfahigkeit untersucht. Die
Absorption wurde jeweils in einer Dreifachbestimmung gemessen und der Mittelwert der jeweiligen
Kontrollansatze zu jedem Zeitpunkt wurde gleich 100% Viabilitat gesetzt. A. Behandlung von MEF mit
verschiedenen Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das Mittel von 4 voneinander unabhangig durchgefuhrten
Experimenten. B. Behandlung von MEF mit verschiedenen Diallyltetrasulfid-Konzentrationen. Die Grafik
zeigt das Mittel von 3 voneinander unabhangig durchgefiihrten Experimenten. C. Behandlung von MEF
mit Kohlenstoff-Analoga zu Diallylsulfiden. Die Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander unabhangig
durchgefiuhrten Experimenten. D. Behandlung von MEF mit Dipropyl-Analoga zu Diallylsulfiden. Die
Grafik zeigt das Mittel von 3 voneinander unabhangig durchgefuhrten Experimenten.
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6 Diskussion

Diallylsulfide wie Diallylmono-, Diallyldi-, Diallyltri- und Diallyltetrasulfid sind
organische Schwefelverbindungen, die natirlicherweise in Pflanzen der Gattung
Allium, wie z. B. Knoblauch, vorkommen. Fur Knoblauch konnte bereits gezeigt
werden, dass er antibakterielle, lipidsenkende sowie antithrombotische Fahigkeiten
hat und zytotoxische und Anti-Tumor-Wirkungen zeigt (Agarwal, 1996; Dausch und
Nixon, 1990). Das Risiko von Tumorkrankheiten wie Brust-, Speiserbhren-, Magen-
und Prostatakrebs wird durch Knoblauch reduziert (Challier et al., 1998; Gao et al.,
1999; Hsing et al.,, 2002; You et al., 1989). Die anti-cancerogene Wirkung des
Knoblauchs wird dabei hauptsachlich auf organische Schwefelverbindungen
zuruckgefuhrt, die erst nach Prozessierung durch Kauen oder Schneiden der Pflanze
entstehen, wenn entsprechende Enzyme nach Zerstorung der Membranen mit den
jeweiligen Vorlaufersubstanzen in Kontakt kommen. Diallylsulfide sind Abbauprodukte
des reaktiven und instabilen Thiosulfinats Allicin und weisen Uberraschenderweise
gegen viele Organismen wie Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Candida
albicans und andere eine hdéhere Aktivitat auf als Allicin (Minchberg et al., 2007).
Dabei sind Diallyltri- und Diallyltetrasulfid deutlich aktiver als Diallymono- und
Diallyldisulfid. Hauptbestandteil der Knoblauchextrakte ist Diallyldisulfid, welches in
manchen Praparationen 60% des Gesamtextraktes ausmacht (Dausch und Nixon,
1990). Die Zusammensetzungen kénnen jedoch stark variieren (Mlnchberg et al.,
2007). Auch fur Diallylmono- und Diallyltrisulfid konnte bereits eine inhibierende
Wirkung auf Tumorzellen gezeigt werden (Karmakar et al., 2007; Xiao et al.,
2004/2005). Dabei konnten sowohl eine Induktion von Apoptose als auch ein Arrest
der Zellen im G,/M-Ubergang nachgewiesen werden. Diallyltetrasulfid wurde bisher
kaum betrachtet. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich
Diallylsulfide fir den Einsatz als Tumortherapeutika eignen. Dazu wurden HCT116-
Kolonkarzinom-Zellen eingesetzt. Dieses Zellsystem bietet den Vorteil, dass neben
p53-positiven HCT116p53wt-Zellen auch p53-negative HCT116p537-Zellen verfiigbar
sind (Bunz et al., 1998), wodurch der Nachweis eines eventuellen p53-Effektes

ermdoglicht wird. Fur die Untersuchungen wurden synthetische Substanzen eingesetzt,
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da sie eine hdhere Reinheit aufweisen als aus Knoblauch isolierte Verbindungen.
Anhand der HCT116-Zellen sollte gezeigt werden, ob und wenn ja Uber welche
Signalwege eine Hemmung des Zellwachstums durch Diallylsulfide induziert werden
kann. Besonderes Augenmerk lag dabei auch auf der Frage, inwiefern die chemische
Struktur der Verbindungen eine Inhibition der Zellviabilitat beeinflusst, da zum einen
die Sulfidkette, zum andern aber auch Doppelbindungen als putative reaktive Gruppen
vorliegen. Ebenso stellte sich die Frage, ob eine mogliche hemmende Wirkung auf
Tumorzellen beschrankt ist. Eine solche Spezifitat wirde einen grof3en Vorteil fur die
Verwendung von Diallylsulfiden als Therapeutika bieten, da die gesunden Zellen nicht
beeinflusst wirden und so die Nebenwirkungen einer Diallylsulfid-Behandlung

eingeschrankt waren.

Die Untersuchung des Einflusses von Diallylsulfiden auf die Lebensfahigkeit von
HCT116p53wt-Zellen im MTT-Assay ergab eine unveranderte Zahl der
stoffwechselaktiven Zellen nach 8 h Behandlung mit Diallylmono-, Diallyldi-, Diallyltri-
oder Diallyltetrasulfid im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Diallylmonosulfid zeigte auch
nach 24 h keinen Effekt, wahrend Diallyldi-, Diallyltri- und Diallyltetrasulfid eine
deutliche Hemmung der Lebensfahigkeit bewirkten, und zwar je langer die
Schwefelkette der eingesetzten Verbindung, desto starker war auch ihre inhibitorische
Wirkung. Nach 48 h bestatigten sich diese Beobachtungen, wobei die Effekte noch
verstarkter auftraten. Damit konnte die hemmende Wirkung von Diallylsulfiden auf
HCT116p53wt-Zellen sowohl in Abhangigkeit von der Zeit, als auch vor allem in
Abhangigkeit von der Schwefelkettenlange der jeweiligen Verbindung nachgewiesen
werden. Die Zeitabhangigkeit der cytotoxischen Wirkung konnte fur Diallyldisulfid
bereits in A549-Lungenkrebs-Zellen gezeigt werden (Wu et al., 2005), was die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt. Ebenso konnte flir Diallylmono-, Diallyldi- und
Diallyltrisulfid eine Zunahme des wachstumsinhibierenden Effektes bei zunehmender
Schwefelkettenlange bereits in verschiedenen Zellen wie den p53-positiven H460-
und den p53-negativen H1299-Lungenkarzinom-Zellen (Hong et al., 2000) sowie den
Kolonkarzinom-Zellen HCT-15 und DLD-1 (Hosono et al.,, 2005) nachgewiesen
werden. Diallyltetrasulfid, fir das bisher noch keine diesbezuglichen Daten existieren,
zeigte in dieser Arbeit die starkste cytotoxische Wirkung und bestatigt so die
bisherigen Beobachtungen. Zumindest bis zu Diallyltetrasulfid ist also ein

Zusammenhang zwischen der inhibitorischen Wirkung und der Zahl der
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Schwefelatome gegeben, wobei eine zunehmende Aktivitat bei langerkettigen

Molekulen aufgrund ihrer abnehmenden Stabilitat fraglich ist.

Die Beobachtungen bezuglich der Reduktion der Stoffwechselaktivitat wurden mittels
eines MTT-Assays gemacht. Da dieser Assay auf der Umwandlung des gelben
Tetrazoliumsalzes MTT zu violettem Formazan und somit auf einem Redoxprozess
beruht, muss berucksichtigt werden, dass eine Interaktion von Diallylsulfiden mit MTT
das Ergebnis verfalschen konnte. Die Diallylsulfide konnten aufgrund ihrer
chemischen Strukturen in den Redoxprozess eingreifen, ohne dass es zu einer
Reduktion des Stoffwechsels der untersuchten Zellen kommt. Deshalb wurde ein
MTT-Assay in Abwesenheit von Zellen bei ansonsten gleichen Bedingungen
durchgefuhrt. Dabei kam es nicht zu einer Abnahme der Absorption durch Diallylsulfid-
Einfluss, sondern im Gegenteil sogar zu einer leichten Zunahme durch
Diallyltetrasulfid. Da diese Steigerung im Vergleich zur Abnahme der Lebensfahigkeit
von HCT116p53wt-Zellen durch Diallyltetrasulfid um ein Mehrfaches kleiner ist, ist sie
vernachlassigbar, lasst jedoch den Schluss zu, dass die tatsachliche Effektivitat des
Diallyltetrasulfids noch hoher ist als die im MTT-Assay gemessene. Die Ubrigen
Diallylsulfide senkten die Absorption im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nur geringflgig.
Eine Messung der Lebensfahigkeit behandelter Zellen ist damit mit allen vier
Diallylsulfiden mdglich.

Da sich Diallyltetrasulfid in dem vorangegangenen Experiment zur Beeinflussung der
Viabilitat als reaktivstes Diallylsulfid herausgestellt hat, wurde dieses nun eingesetzt,
um eine Abhangigkeit der Wachstumsinhibition von der Diallylsulfid-Dosis zu
untersuchen. Dabei stellte sich heraus, dass eine 48stundige Behandlung mit 10 uM
Diallyltetrasulfid bereits ausreicht, um den Anteil der lebenden Zellen an der
Gesamtpopulation deutlich zu senken. Dieser Effekt wurde durch héhere Dosen von
bis zu 160 uM nur geringfugig verstarkt, weshalb eine Abhangigkeit der Wirkung von
der Dosis nicht gegeben zu sein scheint. Dies steht im Widerspruch zu den fur
Diallyltrisulfid von Xiao et al. gemachten Beobachtungen (2005), die in den
Prostatakrebs-Zellen PC3 sowohl mittels Trypan Blau-Ausschluss-Assay als auch
mittels Sulforhodamin B-Assay im Bereich von 10 bis 80 pyM eine deutliche
Dosisabhangigkeit des Diallyltrisulfid-Effektes fanden. Auch in den Glioblastom-
Zelllinien T98G und U87MG konnte sowohl fiir Diallylmono- als auch fir Diallyldisulfid
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eine dosisabhangige Reduktion der Lebensfahigkeit in einem Bereich von 0 bis 500
MM festgestellt werden (Das et al., 2007). Eine mogliche Erklarung fur diese
Differenzen ware, dass sich Diallyltetrasulfid aufgrund zum einen aufgrund seiner
héheren Reaktivitat und zum andern aufgrund eines hoheren Reinheitsgrades in den
eingesetzten Konzentrationen bereits im Sattigungsbereich befindet. Ebenso kdnnte
ein gewebespezifischer Effekt vorliegen und die Aufnahme der Substanzen in
verschiedenen Zellsystemen unterschiedlich sein.

Nachdem eine Beeinflussung der Lebensfahigkeit von HCT116p53wt-Zellen durch
Diallylsulfide eindeutig nachgewiesen werden konnte, wurde der Einfluss der
chemischen Struktur der Substanzen auf die Hemmung der Viabilitat untersucht. Da
die Effektivitat der Diallylsulfide mit steigender Schwefelkettenlange zunimmt, ist es
wahrscheinlich, dass die Schwefelatome essentiell fur die wachstumsinhibierende
Wirkung sind. Dennoch besteht auch die Moéglichkeit, dass die Molekulgréfie an sich
bereits die unterschiedliche Wirksamkeit der Substanzen verursacht. Deshalb wurden
schwefelfreie Kohlenstoffanaloga eingesetzt. 1,6-Heptadien unterscheidet sich von
Diallylmonosulfid dadurch, dass die Schwefelatome durch Kohlenstoffatome ersetzt
wurden. 1,9-Decadien stellt das Analogon zu Diallyltetrasulfid dar. Diese beiden
Verbindungen wurden neben Diallylmono- und Diallyltetrasulfid zur Behandlung von
HCT116p53wt und in einen anschlieBenden MTT-Assay eingesetzt, so dass sowohl
die Kettenlange als auch die Bedeutung der Schwefelatome direkt vergleichbar waren.
Eine Reduktion der Lebensfahigkeit war nur unter Einfluss von Diallyltetrasulfid
erkennbar. Sowohl Hepta- als auch Decadien konnten die Stoffwechselaktivitat von
HCT116p53wt nicht signifikant reduzieren. Daraus lasst sich schlie®en, dass die
Molekulgréfde der Substanzen flur ihre wachstumsinhibierenden Effekte unerheblich ist.
Lediglich die Anzahl der Schwefelatome ist fur die Reaktivitdt der Substanzen von
Bedeutung. Ebenso zeigt dieses Experiment, dass die beiden Doppelbindungen, die
ebenfalls in Diallylsulfiden vorkommen, nicht in der Lage sind, die Cytotoxizitat der

Verbindungen in Abwesenheit des Schwefels zu vermitteln.

Dadurch ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass die Doppelbindungen eine Reaktivitat
vermitteln, die einen synergistischen Effekt auf die Aktivitat des Schwefels ausibt. Um
eine solche Wirkung zu untersuchen, wurden neben Diallylmono- und Diallyltetrasulfid

auch Dipropylmono- und Dipropyltetrasulfid verwendet, die die gesattigten Analoga zu
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Diallylmono- und Diallyltetrasulfid darstellen. Dabei konnten sowohl Dipropylmono- als
auch Diallylmonosulfid die Lebensfahigkeit der Zellen nicht reduzieren.
Dipropyltetrasulfid dagegen senkte den Anteil lebender Zellen zeitabhangig und etwa
im gleichen Mal3e wie Diallyltetrasulfid. Nach 48 h war sogar eine geringfligig hdhere
Wirkung des Dipropyltetrasulfids als des Diallyltetrasulfids feststellbar. Somit scheint
von den Doppelbindungen der Diallylsulfide keine Reaktivitat auszugehen, die die
cytotoxische Wirkung auf HCT116p53wt beeinflusst. Hosono und Mitarbeiter (2008)
haben dagegen bei der Untersuchung von Trisulfiden in HT-29-Zellen gegensatzliche
Beobachtungen gemacht. Dipropyltrisulfid wies eindeutig eine geringere
wachstumsinhibierende Wirkung auf als Diallyltrisulfid. Im Vergleich verschiedener
Alkyl- und Alkenyltrisulfide zeigten Alkenyltrisulfide eine Zerstorung des
Mikrotubulinetzwerks von HT-29-Zellen und eine Induktion des G,/M-Arrestes, die von
Alkyltrisulfiden nicht in diesem Male bewirkt werden konnten. Diese
widersprichlichen Ergebnisse kénnten auf einer Spezifitdt der unterschiedlichen
Zelllinien beruhen. Auch wenn es sich sowohl bei HCT116p53wt- als auch bei HT-29-
Zellen um Kolonkarzinom-Zellen handelt, so entstammen sie doch aus verschiedenen

Tumoren und weisen einen unterschiedlichen zellularen Hintergrund auf.

Die Bestimmung der Viabilitat von Zellen im MTT-Assay gibt nur Aufschluss Uber eine
Veranderung des Anteils metabolisierender Zellen im Vergleich zu einer
Kontrollpopulation, nicht jedoch Uber die Ursache einer solchen Veranderung. So kann
sowohl durch eine Verringerung der Zellzahl als auch durch einen Wachstumsarrest
eine Abnahme der gemessenen Absorption erreicht werden. Wie bereits beschrieben,
konnten sowohl die Induktion von Apoptose als auch das Auslosen eines G,/M-
Arrestes in kultivierten Zellen durch Diallylsulfide in verschiedenen Studien
nachgewiesen werden (Knowles und Milner, 1998/2000; Sundaram und Milner, 1996;
Kwon et al., 2002; Xiao et al., 2004/2005). Daher wurde die Verteilung der Zellen auf
die Zellzyklusphasen nach Diallyltetrasulfid-Behandlung in HCT116p53wt untersucht.
Dies erfolgte mit einer FACS-Analyse, in der die DNA der Zellen angefarbt wurde und
die Zellen daraufhin anhand ihres DNA-Gehaltes bestimmten Zellzyklusphasen
zugeordnet werden konnten. Dabei fuhrte Diallyltetrasulfid zu einer deutlichen
Zunahme der SubGi-Fraktion, die die apoptotischen Zellen beinhaltet. Ebenso
befanden sich nach Behandlung mehr Zellen in der Gy/M-Phase, wobei nach 24 h

Inkubation eine deutliche Differenz, nach 48 h aber nur ein geringfiigiger Unterschied
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messbar war. Eine mdgliche Erklarung fur den Rickgang dieser Differenz ware, dass
die Zellen zunachst einen Zellzyklusarrest einleiten. Ist eine Reparatur der durch
Diallyltetrasulfid ausgeldsten Schaden nicht moglich, so wird aus dem Arrest heraus
Apoptose induziert. Somit befanden sich die zunachst arretierten Zellen nach 48 h
bereits in einem apoptotischen Prozess. Ob diese Zunahmen tatsachlich auf Apoptose
bzw. Gy/M-Arrest zurickzufuhren sind, kann an dieser Stelle jedoch nicht eindeutig
festgestellt werden. Die Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen nach
Diallyltetrasulfid-Behandlung wurde bisher noch nicht untersucht. Diallylmono- und
Diallyldisulfid jedoch bewirken nach Xiao und Mitarbeitern (2005) in PC3-Zellen keine
Zunahme der Gy/M-Fraktion, wahrend Diallyltrisulfid zu einer deutlichen Steigerung
dieser Fraktion fuhrt. Der Anteil der SubGi-Fraktion nimmt von Diallylmono- bis
Diallyltrisulfid kontinuierlich zu. Geht man davon aus, dass Diallyltetrasulfid auf
ahnliche oder gleiche Weise wirkt wie Diallyltrisulfid, so bestatigt diese Studie sowohl
die Zunahme der SubG;- als auch der Gy/M-Fraktion durch Diallylsulfid-Behandlung.
Die  kontinuierliche = Steigerung des  SubGi-Anteils mit  zunehmender
Schwefelkettenlange, die Xiao und Kollegen zeigen konnten, unterstitzt die
Vermutung, dass die Reaktivitat der Diallylsulfid von der Zahl der Schwefelatome
abhangig ist. Hosono und Mitarbeiter (2005) konnten in HCT-15 und DLD-1- Zellen
ebenfalls einen Diallyltrisulfid-bedingten Anstieg der G,/M-Population beobachten.
Bemerkenswert dabei ist die Tatsache, dass in beiden Zelllinien nach 12 bzw. 16 h der
Go/M-Anteil am hochsten war. Nach 24 h war keine vergroRerte Gy/M-Fraktion zu
beobachten. Auch wenn in den beschriebenen Studien keine Zellen nach 48 h
Behandlung untersucht worden sind, so lasst sich auch hier vermuten, dass die Zellen
aus einem Gy/M-Arrest heraus in Apoptose gehen, da der G,/M-Anteil zunachst steigt
und dann wieder abnimmt. Daflr spricht auch die Tatsache, dass in der Studie von
Hosono und Kollegen ebenfalls ein Anstieg der SubG-Population nachgewiesen

werden konnte.

Die Zunahme des SubG;-Anteils allein ist jedoch kein eindeutiger Nachweis flr das
Auftreten apoptotischer Zellen, da diese Beobachtung lediglich eine gesteigerte
Anzahl von Zellen mit fragmentierter DNA beschreibt. Die Ursache fur diese verstarkte
DNA-Fragmentierung kann mittels FACS-Analyse nicht nachgewiesen werden. Daher
besteht die Notwendigkeit einer naheren Charakterisierung von Apoptose. Ein

typisches Merkmal sind hierbei Veranderungen der Zellmorphologie. Das so genannte

Corinna Busch



6 Diskussion 86

,Blebbing“ wurde als Charakteristikum apoptotischer Zellen identifiziert und kommt
durch die Spaltung von Aktin zustande, was den Zusammenbruch des Zytoskeletts
verursacht (Charras, 2008). Nach Behandlung von HCT116p53wt-Zellen mit DMSO
bzw. Diallyltetrasulfid fur 48 h zeigen DMSO-behandelte Zellen eine intakte Struktur
des Zytoskeletts. Diallyltetrasulfid-behandelte Zellen dagegen zeigen deutliche
Deformationen und blasenférmige Veranderungen, das ,Blebbing®. Dies konnte auch
in den Lebertumor-Zellen J5 durch Diallylmono-, Diallyldi- und Diallyltrisulfid bewirkt
werden (Wu et al., 2004), wobei auch hier eine Abhangigkeit von der

Schwefelkettenlange feststellbar war.

Apoptose beruht auf einer Kette von Aktivierungen von Cystein-Aspartat-Proteasen
oder Caspasen (Hengartner, 2000). Diese liegen meist in Form von inaktiven
Zymogenen, den Procaspasen, vor und werden durch Spaltung aktiviert. Dabei
unterscheidet man Initiationscaspasen, die andere Caspasen aktivieren, und
Exekutionscaspasen, die zellulare Substrate spalten. Fur die beiden Wege der
Apoptoseinduktion existieren unterschiedliche Initiationscaspasen. Auf dem
intrinsischen Weg der der Apoptoseinduktion wird Caspase-9 aktiviert, wahrend
Caspase-8 und Caspase-10 fur den extrinsischen Weg essentiell sind. Ist die
Caspase-Kaskade ausgelost, kommt es auf beiden Wegen zur Aktivierung der
gleichen Exekutionscaspasen, zu denen auch Caspase-3 zahlt. Somit dient ein
Nachweis der Spaltung und Aktivierung von Caspase-3 als Nachweis sowohl des
intrinsischen als auch des extrinsischen Apoptoseweges. Die Spaltung der
Procaspase und somit ihre Aktivierung wurde hier indirekt untersucht, da der
spezifische Antikorper, der zur Detektion der Procaspase im Western Blot eingesetzt
wurde, nur das Volllangenprotein detektiert. Daher wurde die Zunahme des aktiven
Proteins nicht direkt bestimmt, sondern mit der Abnahme der inaktiven Proform
gleichgesetzt. Eine Aktivierung der Caspase-3 war so nur fur Diallyltri- und
Diallyltetrasulfid-Behandlung nachzuweisen. Vor allem nach 48 h Behandlung
bewirkten diese Verbindungen einen deutlichen Rickgang der Procaspase-3-Menge,
der fUr Diallylmono- und Diallyldisulfid nicht eindeutig nachzuweisen war. In anderen
Studien, die die Zunahme des Spaltproduktes und seiner Aktivitat direkt untersuchten,
konnte fur Diallylmono- und Diallyldisulfid ein aktivierender Effekt auf Caspase-3
gezeigt werden, sowohl in SH-SY5Y-Glioblastom-Zellen (Karmakar et al., 2007) als

auch in HL-60 Leukamie-Zellen (Kwon et al., 2000). Dies widerspricht den in dieser
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Arbeit gemachten Beobachtungen. Desweiteren kann Diallyltrisulfid in PC-3-Zellen
eine Caspase-3-Aktivierung bewirken (Xiao et al., 2004). Eine weitere Moglichkeit, die
Aktivierung von Caspase-3 nachzuweisen, ist die Untersuchung eines Substrates der

Protease auf seine Spaltung.

Ein solches Substrat stellt die Poly-ADP-Ribosepolymerase dar, die von den
Exekutionscaspasen im Verlauf der Apoptose gespalten wird. Kommt es zur Spaltung
der PARP, so mussen aktive Caspasen in der Zelle vorliegen. Die PARP-Spaltung
wurde im Prinzip auf dieselbe Weise untersucht wie die Caspase-3-Spaltung, wobei
jedoch in diesem Fall neben dem 113 kDa grofRen Volllangenprotein auch das 89 kDa
grolle Spaltprodukt im Western Blot nachgewiesen werden kann. Von den
untersuchten Diallylsulfiden konnen in der eingesetzten Dosis von 40 uyM nur Diallyltri-
und Diallyltetrasulfid eine PARP-Spaltung bewirken. Diallyltetrasulfid zeigt in einer
Konzentration von 10 uM keine Wirkung auf HCT116p53wt-Zellen, jedoch nimmt die
Spaltung der PARP nach Behandlung mit 20 — 160 yM mit steigender Konzentration
kontinuierlich zu. Dieser Dosiseffekt war bei der Untersuchung der Lebensfahigkeit
nicht zu beobachten. Dort reichten bereits 10 yM Diallyltetrasulfid aus, um die
Viabilitat signifikant zu senken, wahrend eine solche Menge nicht genlgt, um eine
nachweisbare PARP-Spaltung auszuldsen. Dies deutet darauf hin, dass der im MTT-
Assay beobachtete Effekt des Diallyltetrasulfids das Resultat verschiedener Prozesse
in der Zelle ist. Apoptose spielt dabei zwar eine wichtige Rolle, ist aber nicht
ausschlieBlich daflr verantwortlich. Der Einfluss der Diallylsulfidstruktur auf die PARP-
Spaltung wurde wie die Lebensfahigkeit mit Kohlenstoff- und Alkylanaloga untersucht.
Dabei konnten weder Heptadien, Decadien noch Dipropylmonosulfid eine PARP-
Spaltung auslésen, wahrend Dipropyltetrasulfid im selben Malie wie Diallyltetrasulfid
dazu in der Lage war. Dies zeigt Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des MTT-
Assays, dass die Reaktivitat der Schwefelgruppen bendtigt wird, um einen
apoptotischen Prozess in Gang zu setzen, wahrend die Alkenyl-Gruppen nicht
essentiell sind. Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen konnte die Spaltung der Poly-
ADP-Ribosepolymerase durch Diallyldisulfid in den Leukamie-Zellen HL-60 von Kwon
und Kollegen (2002) gezeigt werden. Dabei wurde in HL-60-Zellen nach 4 h die
starkste Spaltung der PARP beobachtet, wahrend der Effekt nach 48 h bereits wieder
fast vollstandig zurickgegangen war. In HCT116p53wt ist sowohl nach 24 als auch

nach 48 h eine deutliche PARP-Spaltung erkennbar. In neuronalen PC12-Zellen kann
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Diallyldisulfid ebenfalls bereits nach 2stlindiger Behandlung eine PARP-Spaltung
auslosen (Koh et al.,, 2005). Dies deutet auf eine unterschiedliche Sensitivitat der
betrachteten Leuka@mie- bzw. neuronalen Zellen gegenlber den in dieser Arbeit
untersuchten HCT116p53wt-Kolonkarzinom-Zellen hin, da sie nicht nur zu einem
friheren Zeitpunkt einen Effekt zeigen, sondern auch auf Diallyldisulfid reagieren,
welches in HCT116p53wt-Zellen keine PARP-Spaltung auslosen konnte. Insgesamt
lasst sich nach Untersuchung von Zellmorphologie, Caspase-3-Aktivierung und PARP-
Spaltung sagen, dass Diallylsulfide in HCT116p53wt-Zellen Apoptose ausldsen. Dabei
ist, ebenso wie bei der Reduktion der Viabilitat, auch bei der PARP-Spaltung mit
steigender Zahl der Schwefelatome ein zunehmender Effekt der jeweiligen

Diallylsulfid-Verbindung zu beobachten.

Nachdem die Induktion von Apoptose durch Diallylsulfide nachgewiesen werden
konnte, wurde untersucht, welche Mechanismen diesen apoptotischen Prozessen
zugrunde liegen. Moglich ware dabei eine Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies, die
bereits als Vermittler von Apoptose identifiziert werden konnten (Buttke und
Sandstrom, 1994). Die Entstehung von oxidativem Stress als Ausldser der Apoptose
ist aufgrund der Diallylsulfid-Struktur denkbar, da es sich um schwefelhaltige
Redoxsysteme ebenso wie z. B. Glutathion (GSH) handelt. Glutathion ist in
reduzierter Form in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies zu reduzieren und somit
abzufangen. In der oxidierten Form, dem Glutathion-Disulfid (GSSG), liegen dagegen
ahnlich wie in Diallylsulfiden Schwefelbriicken vor. Diallylsulfide sind in Reinform stabil,
da sie auch nach mehreren Monaten Aufbewahrung bei -20°C die beobachteten
Wirkungen mit gleich bleibender Effektivitdt auslosen konnen. Ein Zerfall der
Substanzen findet also nur in der Zelle bzw. im Zellkulturmedium statt. Es wurde
bereits nachgewiesen, dass Diallyldisulfid in A549-Zellen (Wu et al., 2005) sowie
Diallylmono- und Diallyldisulfid in T98G- und U87MG-Zellen (Das et al., 2007) die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fordern. Im Widerspruch dazu stehen die
Aussagen von Prasad und Mitarbeitern (2008), die in Mausen einen Anstieg der ROS-
Produktion durch 7,12-Dimethyl-benz(a)anthracen (DMBA) durch Gabe von
Diallylsulfid reduzieren konnten, was auf eine Schutzfunktion von Diallylsulfiden vor
reaktiven Sauerstoffspezies hinweist. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss
von Diallyltetrasulfid auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in HCT116p53wt

untersucht. Dazu wurde die Umwandlung des nicht fluoreszierenden H,DCFDA in das
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fluoreszierende DCF gemessen, die durch ROS vermittelt wird (LeBel et al., 1992).
Auf diese Weise sind die reaktiven Saurstoffspezies H,0,, OOH und NO3;™ messbar.
Nach 24h ist eine ROS-Bildung nicht messbar, jedoch ist nach 48 h ein deutlicher
Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies erkennbar, was mit den Erkenntnissen von
Das und Mitarbeitern tbereinstimmt, die ebenfalls nach bis zu 60 h eine erhohte ROS-
Produktion durch Diallylmono- und Diallyldisulfid zeigen konnten. Auch hier war das
Disulfid wesentlich reaktiver als das Monosulfid. Laut Wu und Kollegen ist dagegen
bereits nach einer kurzeren Inkubationszeit von etwa 5 h das maximale Mal} an
reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle erreicht, wahrend diese nach 24 h fast
vollstandig abgebaut sind. Dies konnte hier nicht bestatigt werden. Die chemischen
Hintergrinde der Diallylsulfid-Effekte sind noch nicht vollstandig aufgeklart und
Erklarungsversuche sind teilweise spekulativ. Fur die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies wird derzeit angenommen, dass Diallylsulfide mit Thiolen wie
Glutathion (GSH) in einer Thiol-Polysulfid-Austauschreaktion reagieren, was zur
Bildung gemischter Disulfide wie thiolierte Proteine und reduzierter Formen wie Thiole
(RSH) oder Perthiole (RSSH, RSSSH etc.) fuhrt (Munchberg et al., 2007). Die
Perthiole werden derzeit als die eigentlichen aktiven Formen der Diallylpolysulfide in
vivo angesehen. Da sie nur aus Schwefelketten mit drei oder mehr Atomen entstehen
konnen, ware dies eine mogliche Erklarung fur die verstarkte Wirkung des Diallyltri-
und Diallyltetrasulfids gegenuber Diallylmono- und Diallyldisulfid, welche nicht
kontinuierlich, sondern sprunghaft ansteigt. Durch Reaktion der Persulfide mit
Oxidantien wie O, oder Oxyhamoglobin kdnnen dann reaktive Sauerstoffspezies wie
das Superoxidanion O,” oder H,O, entstehen, welches mittels H,DCFDA messbar ist.
Jedoch spricht gegen diese Theorie, dass solche Reaktionen reversibel sind und
durch reduziertes Glutathion aufgefangen werden sollten, wenn Diallylsulfide in
mikromolaren Konzentrationen eingesetzt werden. Aulierdem ist es wahrscheinlich,
dass die Vorgange insgesamt wesentlich komplexer sind und verschiedene Prozesse
ablaufen. (Munchberg et al., 2007). Daher mussen die chemischen Hintergrunde der

Diallylsulfid-Effekte noch genauer untersucht werden.

Werden die von Diallylsulfiden ausgelosten Effekte von reaktiven Sauerstoffspezies
vermittelt, so sollten Reduktionsmittel wie Ascorbinsaure oder N-Acetylcystein (NAC)
eine Verringerung dieser Effekte bewirken, da sie die oxidative Wirkung der

Diallylsulfide inhibieren kénnen. Ascorbinsdure kann dabei aufgrund seines geringen
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Reduktionspotentials leicht oxidiert werden (Rose und Bode, 1993). NAC kann zum
einen selbst zu Cystin oxidiert werden und ist zum andern auch ein Vorlaufer von
Glutathion (De Vries und De Flora, 1993). Nachdem bereits gezeigt worden war, dass
Diallyltetrasulfid PARP-Spaltung bewirken kann, konnte nun nachgewiesen werden,
dass Diallyltetrasulfid nach Vorbehandlung mit Ascorbinsdure bzw. NAC nicht mehr in
der Lage ist, diese Spaltung auszulosen. Ebenso wurde ein Effekt von NAC auf die
Lebensfahigkeit von HCT116p53wt im MTT-Assay untersucht. Jedoch war es nicht
moglich, eine Reduktion der Wachstumsinhibition durch dieses Antioxidans zu zeigen.
Eine mogliche Erklarung hierfur ware, dass die Saure NAC den MTT-Assay storen
kann. Bei einer Zugabe von MTT in NAC-haltiges Zellkulturmedium trat eine intensive
Blaufarbung auf, was auf eine stark reduzierende Wirkung von NAC gegenuber MTT
hindeutet. Deshalb wurde in dieser Arbeit eine Vorbehandlung mit NAC durchgeflhrt,
so dass es nicht direkt mit MTT in BerUhrung kam. Dennoch konnten eventuelle
Ruckstande des NAC-haltigen Mediums die Ergebnisse des MTT-Assays verfalschen.
Somit konnte zwar kein Zusammenhang zwischen der Reduktion der Viabilitat und
reaktiven  Sauerstoffspezies nachgewiesen werden, jedoch scheint die
Diallyltetrasulfid-vermittelte Apoptose ROS-abhangig zu sein. Dafur spricht, dass
Antioxidantien in der Lage sind, durch Diallyltetrasulfid ausgeléste PARP-Spaltung zu
inhibieren. Wu und Kollegen konnten 2005 eine Zunahme apoptotischer Zellen durch
Diallyldisulfid zeigen, die unter Einfluss von N-Acetylcystein nicht erreicht wurde. Die
protektiven Eigenschaften von Ascorbinsaure gegenuber Diallylmono- und
Diallyldisulfid wurden von Das und Mitarbeitern (2007) nachgewiesen. Hier bewirkten
die Diallylsulfide eine Phosphorylierung und Aktivierung der p38 MAPK-Kinase, was in
der Regel mit der Induktion von Apoptose in Verbindung gebracht wird. Diese
Aktivierung fand nach Behandlung mit Ascorbinsaure nicht mehr statt. Auch wenn in
der vorliegenden Arbeit die Viabilitat der Zellen durch N-Acetylcystein nicht positiv
beeinflusst werden konnte, so gibt die DCF-Messung in Zusammenhang mit dem
Einfluss der Antioxidantien auf die PARP-Spaltung Hinweise auf eine Beteiligung

reaktiver Sauerstoffspezies an den durch Diallyltetrasulfid induzierten Prozessen.

Das Wachstumssuppressorprotein p53 stimuliert als Transkriptionsfaktor die
Expression pro-apoptotischer Proteine und reprimiert anti-apoptotische Gene
(Fridman and Lowe, 2003). Auch auf transkriptionsunabhangigen Wegen kann p53

Apoptose induzieren, z. B. durch Komplexierung mit Bcl-XL an den Mitochondrien und
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Forderung der Cytochrom C-Freisetzung (Mihara et al.,, 2003) oder durch direkte
Aktivierung von Bax (Chipuk et al., 2003/2004). Diallylmonosulfid konnte einen Anstieg
der p53-Proteinmenge bei Behandlung DMBA-induzierter Hautpapillome (Khan et al.,
2007) sowie bei Behandlung von Mausen mit DMBA-induzierten Hauttumoren (Arora
et al.,, 2004) bewirken. Dabei kam es erst nach DMBA-Induktion zu einem
Diallylmonosulfid-bedingten p53-Anstieg, was auf eine Spezifitat dieses Mechanismus
fur Tumorzellen hindeutet. Diallylmonosulfid kann p53 aul3erdem auf mRNA-Ebene im
Brustgewebe weiblicher Ratten induzieren (Green et al., 2006). Hong und Mitarbeiter
(2000) konnten wiederum keinen Effekt von Diallylmonosulfid auf p53 in Lungenkrebs-
Zellen H460 feststellen, jedoch konnte Diallyldisulfid die p53-Expression deutlich
verstarken. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von p53 fur den Einfluss
von Diallylsulfiden auf HCT116-Zellen zum einen durch Vergleich der p53-positiven
HCT116p53wt-Zellen mit der p53-negativen HCT116p53™-Zelllinie in Bezug auf ihre
Viabilitat sowie die Induktion der PARP-Spaltung und zum andern durch Betrachtung
von p53 aus HCT116p53wt-Zellen im Western Blot untersucht. Dabei zeigten
HCT116p53"-Zellen wie HCT116p53wt-Zellen nach Diallyltri- und Diallyltetrasulfid-
Behandlung eine Abnahme der Lebensfahigkeit sowie eine PARP-Spaltung, die von
den Doppelbindungen unbeeinflusst blieben. Diallyimono- und Diyllyldisulfid bewirkten
eine wesentlich schwachere Reduktion der Viabilitdt und konnten keine PARP-
Spaltung ausldsen. Auch in HCT116p53™-Zellen sind bereits geringe Konzentrationen
an Diallyltetrasulfid ausreichend, um die Stoffwechselaktivitat signifikant zu inhibieren.
Das Gleiche trifft fur die Fahigkeit von HCT116p53”-Zellen zu, PARP-Spaltung
auszulosen. Das ahnliche Verhalten p53-positiver und p53-negativer Zellen, die
ansonsten identisch sind, deutet auf einen p53-unabhangigen Weg der

Apoptoseinduktion hin.

Betrachtete man jedoch die p53-Expression in HCT116p53wt nach Diallylsulfid-
Behandlung, so fuhrten Diallyltri- und Diallyltetrasulfid zu einer Zunahme der p53-
Proteinmenge. Dies steht im Widerspruch zu den oben genannten Studien, die — wenn
auch in hdéheren Konzentrationen als die hier eingesetzten — auch fir Diallylmono- und
Diallyldisulfid einen Effekt auf p53 feststellen konnten. Diallyltetrasulfid zeigte in der
vorliegenden Arbeit zudem eine Dosisabhangigkeit in seiner Fahigkeit, p53 zu
induzieren. Diese Abhangigkeit konnte bereits fur die Diallyltetrasulfid-bedingte PARP-

Spaltung gezeigt werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine gesteigerte p53-
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Expression von Diallyltri- und Diallyltetrasulfid bewirkt wird, wahrend die Reaktivitat
der ubrigen Diallylsulfide nicht ausreichend ist. Hong und Kollegen (2008) konnten
dagegen ebenfalls in HCT116-Zellen eine deutliche Zunahme des p53-Proteins
feststellen. Ein Knockdown von p53 mit siRNA hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Diallyldisulfid-bedingten Effekte. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus den
Untersuchungen von HCT116p53”-Zellen (iberein. Dem widersprechen Bottone und
Mitarbeiter (2002), die zwar fur die p53-Wildtyp-exprimierenden HCT116-Zellen eine
Induktion der p53-Expression durch Diallyldisulfid nachweisen konnten, nicht jedoch
fur HCT-15-Zellen, die eine mutante p53-Form exprimieren, und PC-3- Zellen, die kein
p53 besitzen. Daraus leitet sich laut Bottone und Kollegen ein p53-abhangiger
Mechanismus der Apoptoseinduktion durch Diallyldisulfid ab, der in dieser Arbeit so
nicht bestatigt werden konnte. Jedoch deuten die Ergebnisse auf die Existenz
alternativer Mechanismen hin, so dass bei Abwesenheit eines funktionierenden p53

auf einen p53-unabhangigen Apoptoseweg zurlickgegriffen werden kann.

Ein weiteres wichtiges Protein, dass fiir das Uberleben der Zelle verantwortlich ist, ist
die Proteinkinase CK2. Dieses ubiquitdar vorkommende Protein wurde bisher noch
nicht im Zusammenhang mit der Apoptoseinduktion durch Diallylsulfide untersucht.
Jedoch wurde bereits in Prostatakarzinom-Zellen gezeigt, dass eine CK2-
Uberexpression einen Apoptoseschutz bietet (Guo et al., 2001), wahrend eine
Hemmung der CK2 zur Induktion von Apoptose flhrt (Hessenauer et al., 2003).
Dementsprechend konnte auch hier gezeigt werden, dass die Hemmung der CK2 in
HCT116p53wt-Zellen mit dem spezifischen Inhibitor DMAT zur Induktion von PARP-
Spaltung fuhrt. Sollten Diallylsulfide Uber eine CK2-Inhibition wirken, so musste eine
Behandlung mit Diallylsulfiden zu einer Reduktion von CK2 in Proteingehalt und / oder
Aktivitat fuhren. Daraufhin wurde im Western Blot untersucht, ob die Behandlung der
Zellen mit verschiedenen Diallylsulfiden eine Abnahme der Proteinmengen der Ck2-
Untereinheiten CK2a, CK2a’ und CK2B bewirkt. Die CK2a-Untereinheit scheint von
Diallylsulfiden nicht beeinflusst zu werden, da keine Veranderung der
Proteinexpression erkennbar ist. CK2a’ und CK2B zeigen nach 24 h eine Abnahme
der Proteinexpression durch Diallyltri- und Diallyltetrasulfid, die jedoch nach
48stundiger Behandlung nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Es ist also kein
eindeutiger Trend erkennbar, der auf eine Beteiligung von CK2 an den von

Diallylsulfiden bewirkten Effekten schlief3en Iasst.
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Neben der Induktion von Apoptose konnte auch das Auslésen eines G,/M-Arrestes
durch Diallylsulfide von mehreren Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (Hosono et
al., 2005; Xiao et al., 2005). Um den G,/M-Ubergang zu Uberschreiten, muss der
CDK1/Cyclin B-Komplex durch Dephosphorylierung von Threonin 14 und Tyrosin15
aktiviert werden. Diese Dephosphorylierungen werden von der Proteinphosphatase
cdc25C durchgefuhrt (Dunphy und Kumagai, 1991; Russell und Nurse, 1986). Kommt
es nun zum Gy/M-Arrest, so bleiben die Phosphorylierungen erhalten.
Dementsprechend sollte eine reduzierte Aktivitat von cdc25C in der Zelle nachweisbar
sein. Diese kann durch eine verminderte Proteinmenge und / oder eine Hemmung der
Phosphataseaktivitat in vorhandenem Protein zustande kommen. Daher wurde zum
einen die Proteinmenge von cdc25C nach Diallylsulfid-Behandlung und zum andern
ein Einfluss auf die cdc25C-Aktivitat durch Diallyltetrasulfid untersucht. Dabei waren
Diallyltri- und Diallyltetrasulfid in der Lage, die Expression von cdc25C deutlich zu
verringern, was durch Diallylmonosulfid gar nicht und durch Diallyldisulfid in sehr
geringem Male nach 48stundiger Inkubation erreicht werden konnte. Auch die
cdc25C-Expression kann durch Decadien nicht ausgeldst werden, durch
Dipropyltetrasulfid aber schon. Dies lasst darauf schlie3en, dass nicht nur fur eine
Apoptoseinduktion, sondern auch fur einen Diallylsulfid-bedingten Zellzyklusarrest die
Sulfidkette essentiell ist, wahrend die Doppelbindungen nicht bendtigt werden.
Cdc25C wird ebenfalls von Verbindungen mit zunehmenden Schwefelkettenlangen
verstarkt in seiner Expression gehemmt. Da sowohl HCT116p53wt-Zellen als auch
HCT116p53"‘-ZeIIen eine Abnahme von cdc25C zeigten, scheint auch hier ein p53-
unabhangiger bzw. ein alternativer Signalweg vorzuliegen. In anderen Studien konnte
jedoch auch fur Diallyldisulfid ein reduzierender Effekt auf die cdc25C-Proteinmenge
nachgewiesen werden, und zwar in HCT-15-Zellen (Knowles und Milner, 2000) sowie
in MGC803-Magenkrebs-Zellen (Yuan et al., 2004). Dagegen konnte in den p53-
negativen PC-3-Zellen Ubereinstimmend mit dieser Arbeit kein Einfluss von
Diallylmono- und Diallyldisulfid, aber eine deutliche Reduktion von cdc25C nach
Diallyltrisulfid-Behandlung nachgewiesen werden (Xiao et al., 2005). Zudem zeigte
diese Studie eine zunehmende Phosphorylierung von cdc25C an Serin 216 und eine
verstarkte Bindung des Proteins an 14-3-33, was fur eine Inaktivierung von cdc25C
spricht. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass die Reduktion der
cdc25C-Menge durch Diallyltrisulfid teilweise aufgehoben werden kann, wenn ein

Mimetikum von Superoxiddismutase und Katalase zugegeben wird, also wenn
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reaktive Sauerstoffspezies beseitigt werden (Antosiewicz et al., 2006). Somit scheint
nicht nur Apoptose durch reaktive Sauerstoffspezies vermittelt zu werden, sondern
auch ein Gy/M-Arrest. Dieser wird in PC-3-Zellen durch Aktivierung der Chk1-Kinase

ausgelost, was zur Phosphorylierung von Serin 216 fuhrt (Herman-Antosiewicz, 2005).

Der Nachweis der cdc25C-Aktivitat nach Diallylsulfid-Behandlung erfolgte bisher auf
indirektem Wege Uber eine Abnahme der cdc25C-Menge oder indem eine
inaktivierende Phosphorylierung gezeigt wurde. Deshalb sollte in dieser Arbeit nun
mittels des Substrates FDP ein direkter Nachweis der Phosphatase-Aktivitat erfolgen.
Jedoch war nach 48 h Diallyltetrasulfid-Behandlung nur eine geringfligige Abnahme
der Aktivitat im Vergleich zu DMSO-behandelten Kontrollzellen feststellbar, wahrend
es nach 24 h sogar zu einer leichten Zunahme kam. Zudem waren die Ergebnisse der
einzelnen Experimente sehr unterschiedlich. Diese Abweichung ist erklarbar mit einer
hohen Fehlerbehaftung dieses Assays. Da es sich bei FDP nicht um ein spezifisches
Substrat von cdc25C handelt, muss zunachst eine Isolierung des Proteins aus einem
Gesamtzellextrakt erfolgen, bevor die cdc25C-Aktivitat bestimmt werden kann. Das so
aufgereinigte Protein muss daraufhin gleichmaRig auf verschiedene Ansatze verteilt
werden. Diese Vorgehensweise birgt eine hohe Gefahr fir die Entstehung von
Messfehlern. Da jedoch kein adaquaterer Test fur die Bestimmung der
Phosphataseaktivitat zur Verfugung stand, wurde der FDP-Assay eingesetzt. Eine
weitere Erklarung ware, dass es nicht zu einer Abnahme der Aktivitat von cdc25C
kommt. Allerdings sprechen sowohl die Ergebnisse aus anderen Studien, in denen ja
sowohl eine Abnahme der Proteinmenge als auch eine Zunahme der inhibierenden
Serin 216-Phosphorylierung gezeigt wurde, fur eine Hemmung der Proteinphospha-

tase cdc25C und einen Arrest des Zellzyklus im G/M-Ubergang.

Wenn Diallylsulfide zu einem Zellzyklusarrest im G,/M-Ubergang flihren, indem sie
cdc25C herunterregulieren, so sollte im Umkehrschluss eine Uberexpression von
cdc25C eine Wachstumsinhibition verhindern. Um den Einfluss einer solchen
Uberexpression zu untersuchen, wurden Saostsp53 138-8-Osteosarkom-Zellen
eingesetzt, die mit cdc25C bzw. dem entsprechenden Leervektor stabil transfiziert
worden waren. Dieses System hat den Vorteil, dass sowohl cdc25C normal- als auch
Uberexprimierende Zellen existieren, die ansonsten identisch sind. Jedoch birgt es

auch Nachteile. Zum einen handelt es sich um ein vollig anderes Zellsystem als die
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bisher verwendeten HCT116-Zellen, und zum andern liegt p53 bei 37°C in mutierter
Form vor, was die Resultate ebenfalls beeintrachtigen konnte. Da fur HCT116-Zellen
kein p53-Einfluss auf die Effekte von Diallylsulfiden festgestellt werden konnte, wurden
Saostsp53 138-8+cdc25Cwt- bzw. Saostp53 138-8+pcDNA-Zellen dennoch zur
Untersuchung der cdc25C-Uberexpression eingesetzt. Dazu wurde der Effekt von
Diallyltetrasulfid auf die Lebensfahigkeit der Zellen in Abhangigkeit von der
eingesetzten Dosis untersucht. Sowohl bei cdc25C-uberexprimierenden als auch bei
nicht-Uberexprimierenden Zellen konnte die Viabilitdt auch mit 160 uM Diallyltetrasulfid
nur auf etwa 80% gesenkt werden. Cdc25C scheint also in diesem Fall keinen Einfluss
auf die Diallyltetrasulfid-Effekte zu haben. Es war jedoch auch nicht zu erwarten, dass
die Lebensfahigkeit bei Uberexpression von cdc25C vollstandig regeneriert werden
kann, da die Abnahme der Stoffwechselaktivitat nicht nur auf einem Zellzyklusarrest,
sondern auch auf Apoptose beruht. Jedoch zeigen Saostsp53 138-8 insgesamt nur
eine sehr schwache Reaktion auf Diallyltetrasulfid, was darauf hinweist, dass

verschiedene Zelllinien unterschiedlich auf die Substanz reagieren.

Da HCT116- und Saostsp53 138-8-Zellen unterschiedlich auf Diallyltetrasulfid
reagierten, wurden weitere Zelllinien auf den Einfluss von Diallylsulfiden auf ihre
Lebensfahigkeit untersucht. Dazu wurden zum einen verschiedene Tumorzellen, zum
andern aber auch Primarzelllinien eingesetzt. Eine Immunitat von Primarzellen ware
von Vorteil beim Einsatz von Diallylsulfiden als Therapeutika. HT29-Kolonkarzinom-
Zellen wiesen eine deutliche Reduktion der Lebensfahigkeit nach Behandlung mit
Diallyltri- und Diallyltetrasulfid auf. Diallylmono- und Diallyldisulfid hatten keinen Effekt.
Far Diallyldisulfid konnte jedoch bereits eine reversible Wachstumsverzdgerung in
HT29-Zellen gezeigt werden (Robert et al., 2001), wenn auch in einer Konzentration
von 100 uM, wahrend hier nur 40 pM eingesetzt wurden. Dagegen zeigten Jakubikova
und Sedlak (2006), dass Diallylmono-, Diallyldi- und Diallyltrisulfid mit steigender
Effektivitat Apoptose und Gy/M-Arrest in HT29-Zellen bewirken. Auch Hosono und
Mitarbeiter (2008) konnten bereits eine hemmende Wirkung von Diallyltrisulfid auf
HT29-Zellen nachweisen. Neben HT29-Zellen wurden in dieser Arbeit auch OvBH1-
Ovarialkarzinom-Zellen untersucht, die ebenso wie HT29-Zellen inhibiert wurden.
Dass auch hier Zellen mit einem mutanten sowie einem Wildtyp-p53 gleich reagierten,
zeigt die Existenz p53-unabhangiger Apoptose- bzw. Zellzyklusarrest-induzierender

Signalwege. Bei Saos-2-Osteosarkom-Zellen handelt es sich um die Zellen, aus

Corinna Busch



6 Diskussion 96

denen durch stabile Transfektion mit einem mutanten p53 Saostsp53 138-8-Zellen
entstanden. Auch in Saos-2-Zellen konnten Diallylsulfide nur eine geringe Reduktion
der Lebensfahigkeit bewirken, was auf eine geringe Sensitivitat dieser Osteosarkom-
Zellen schlielfen lasst. Da verschiedene Zelllinien und Tumorarten eine
unterschiedliche Sensitivitat aufwiesen, wurde nun die primare Prostata-Zelllinie EPN
untersucht. Diese Zellen zeigten wie Saos-2-Zellen zwar eine gewisse Abnahme der
Lebensfahigkeit nach Diallylsulfid-Behandlung, jedoch war diese deutlich weniger
ausgepragt als in den Kolon- oder Ovarialkarzinom-Zellen. Auch ist die
Standardabweichung bei der Untersuchung dieser Zellen im MTT-Assay ebenfalls
recht grof3. Alle hier untersuchten Zelllinien bestatigen jedoch den Trend, dass die
Effektivitat der Diallylsulfid-Verbindungen mit steigender Lange der Schwefelketten

zunimmt.

Verschiedene Studien konnten eine Spezifitat von Diallylsulfiden flr Tumorzellen
zeigen. So wurde die Lebensfahigkeit von PC-3-Zellen durch 80 yM Diallyltrisulfd
vollstandig unterdrickt, wahrend die Viabilitdt der epithelialen Prostata-Zellen PrEC
nicht signifikant beeintrachtigt wurde (Xiao et al., 2005). In primaren Neuronen
mussen wesentlich héhere Konzentrationen von Diallyldisulfid eingesetzt werden als
in malignen SH-SY5Y-Glioblastom-Zellen, um den Anteil lebender Zellen leicht zu
reduzieren. Diallylmonosulfid konnte in primaren Neuronen keine Reduktion der
Viabilitat bewirken (Karmakar et al., 2007). Ebenso kommt es bei Behandlung DMBA-
induzierter Hautpapillome (Khan et al., 2007) sowie bei Behandlung von Mausen mit
DMBA-induzierten Hauttumoren (Arora et al., 2004) erst nach DMBA-Induktion zu
einem Diallylmonosulfid-bedingten p53-Anstieg, was ebenfalls flur eine Spezifitat

dieses Mechanismus flr Tumorzellen spricht.

Nachdem der Einfluss von Diallylsulfiden auf EPN nur geringfligig schwacher war als
bei Tumorzellen, wurde eine weitere primare Zelllinie eingesetzt. Primare Maus-
Embryo-Fibroblasten (MEF) wurden ebenfalls im MTT-Assay auf Abhangigkeit der
Diallylsulfid-Effekte von der Schwefelkettenlange, Abhangigkeit der Diallyltetrasulfid-
Wirkung von der Dosis sowie den Effekt von Kohlenstoff- und Alkyl-Analoga
untersucht. Vorteil dieser Zelllinie ist die fur Primarzellen vergleichsweise einfache
Zellkulturhaltung, jedoch weisen diese Zellen den Nachteil auf, dass sie einer anderen

Spezies als die bisher untersuchten Zellen entstammen. Bei Behandlung mit
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verschiedenen Diallylsulfiden zeigten auch MEF eine Hemmung der
Stoffwechselaktivitat, die mit der Anzahl der Schwefelatome der eingesetzten
Verbindung zunahm. Nach 48stindiger Behandlung mit Diallyltetrasulfid lebten noch
52% der MEF-Zellen, wahrend HCT116p53wt-Zellen nur noch einen Anteil von 38%
lebender Zellen aufwiesen. Der Effekt ist in den Primarzellen, zwar schwéacher
ausgepragt, eine Resistenz liegt jedoch nicht vor. Wahrend die Diallyltetrasulfid-
Wirkung in HCT116-Zellen nicht dosisabhangig war, kommt es in MEF zu einer
deutlichen Verstarkung der Hemmung der Viabilitat nach Behandlung mit 80 sowie
160 uM im Vergleich zu einer Behandlung mit 10 — 40 pM Diallyltetrasulfid. Dies
bestatigt eine mogliche Zelllinien-bezogene Spezifitat des Effektes. Die Kohlenstoff-
Analoga konnen wie in HCT116 keine Inhibition von MEF bewirken, Dipropyltetrasulfid
dagegen schon. Primarzellen wurden also von Diallylsulfiden schwacher gehemmt als

Tumorzellen, wiesen aber keine Resistenz auf.

Diallylsulfide sind Verbindungen, die die Lebensfahigkeit von HCT116-Zellen
beeintrachtigen kdonnen, wobei die Effektivitat ausschliel3lich auf die Funktionen der
Schwefelatome zurlckzufuhren ist und mit zunehmender Anzahl dieser Atome in der
Verbindung steigt. Diese Wirkung beruht zum einen auf der Induktion von Apoptose,
die von reaktiven Sauerstoffspezies vermittelt wird, und zum andern auf dem Auslosen
eines Gy/M-Arrestes durch Herunterregulierung von cdc25C. Diese Prozesse laufen
unabhangig von dem Wachstumssuppressorprotein p53 und der Proteinkinase CK2
ab und finden nicht nur in HCT116, sondern auch in anderen Zellen statt, wobei
Tumorzellen starker gehemmt werden als primare Zellen. Um die Wirkung der
Diallylsulfide besser verstehen zu konnen, muss untersucht werden, welche
Mechanismen Diallylsulfid-bedingter Apoptose und Zellzyklusarrest zugrunde liegen.
Eine derartige Hemmung des Tumorwachstums ware auch aufgrund der leichten
Zuganglichkeit der Diallylsulfide Uber die Nahrung ein viel versprechender Ansatz zur

Therapie von Tumorkrankheiten.
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