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Wie bereits in Abb. 3.23 gezeigt, verursacht Rapamycin in allen nicht-responsiven Zelllinien 
eine Zunahme im Akt1-Phosphorylierungslevel (Abb. 3.24A). Diese Rapamycin-vermittelte 
Zunahme im Akt1-Phosphorylierungsgrad kann in allen nicht-responsiven Zellen mit dem 
PI3K-Inhibitor LY294002 erfolgreich gehemmt werden. Nach einer kombinierten 
Rapamycin-/LY294002-Behandlung erreicht das Akt1-Phosphorylierungslevel einen Wert, 
der mit dem einer alleinigen LY294002-Behandlung vergleichbar ist. Die durch Rapamycin 
bedingte Akt1-Aktivierung wird also mit LY294002 erfolgreich gehemmt, was die PI3K-
Abhängigkeit der Rapamycin-induzierten Akt1-Phosphorylierung bestätigt. In einem 
ähnlichen Experiment, das zu Kontrollzwecken in responsiven H460 und H661 Zellen 
durchgeführt wurde, blockiert LY294002 das basale Akt1-Phosphorylierungslevel  
(Abb. 3.24B). 

3.4.1.1 Einfluss einer kombinierten Rapamycin-/LY294002-Behandlung auf das 
klonogene Überleben  

Um zu untersuchen, ob es tatsächlich möglich ist, die fehlende bzw. abgeschwächte 
Rapamycin-induzierte strahlensensitivierende Wirkung in nicht-responsiven Tumorzellen 
mittels kombinierter Rapamycin-/LY294002-Behandlung wiederherzustellen, wurden in den 
nicht-responsiven Lungenkarzinomzelllinien SK-MES-1 und HTB-182 sowie in der nicht-
responsiven Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 Koloniebildungstests unter 
kombinierter Rapamycin-/LY294002-Gabe durchgeführt. Hierzu wurden Einzelzellkulturen 
ausgesät, die 24 Stunden später für 1 Stunde mit 10 µM LY294002 und dann für weitere 
2 Stunden mit 100 nM Rapamycin behandelt wurden. DMSO-behandelte Zellen bzw. Zellen, 
die lediglich mit einem der Inhibitoren behandelt wurden, dienten als Kontrolle. Nach der 
insgesamt 3-stündigen Behandlungszeit wurden die Zellen mit aufsteigenden Einzeldosen von 
0 Gy bis 4 Gy bestrahlt und mehrere Tage im Brutschrank inkubiert. Die gebildeten Kolonien 
wurden gefärbt und ausgezählt. Die Überlebensrate wurde anhand der 
Koloniebildungsfähigkeit der Zellen bestimmt und zur Einschätzung der Wirkung der 
Therapie wurden die DMF angegeben. Zudem wurde dieses Experiment auch in der 
responsiven Lungenkarzinomzelllinie H460 durchgeführt. 
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Abb. 3.25: Kombinierte Rapamycin-/LY294002-Behandlung zur Wiederherstellung der fehlenden 
Rapamycin-induzierten strahlensensitivierenden Wirkung in Tumorzellen. (A) Nicht-responsive Zellen. (B) 
Responsive Zellen. Jeder Datenpunkt entspricht der mittleren SF ± SD aus 18 Datenpunkten von 3 biologischen 
Replikaten in SK-MES-1 und HTB-182 und 12 Datenpunkten von 2 biologischen Replikaten in MDA-MB-231 
und H460. Die Signifikanz des Effekts zwischen einer Single-LY294002- und einer Kombinationsbehandlung in 
nicht-responsiven Zelllinien wurde mittels Student’s t-Test ermittelt (*, P < 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001). 

Wie bereits gezeigt (Abb. 3.19B), erhöht Rapamycin die Toxizität der Strahlentherapie in 
SK-MES-1 (DMF: 0,95), HTB-182 (DMF: 0,94) und MDA-MB-231 Zellen (DMF: 1,01) 
nicht (Abb. 3.25A). In Übereinstimmung mit bereits gezeigten Ergebnissen (Abb. 3.2) hat 
LY294002 in HTB-182 Zellen (DMF: 1,84) eine starke strahlensensitivierende Wirkung, in 
MDA-MB-231-Zellen einen schwachen (DMF: 1,10) und in SK-MES-1 Zellen (DMF: 1,00) 
keinen strahlensensitivierenden Effekt. Werden Rapamycin und LY294002 in nicht-
responsiven Zellen kombiniert eingesetzt, ist die strahlensensitivierende Wirkung signifikant 
größer als die einer Single-LY294002-Behandlung (DMF in SK-MES-1: 2,85; DMF in 
HTB-182: 2,56; DMF in MDA-MB-231: 2,57). Es handelt sich um einen synergistischen 
Effekt. In responsiven H460 Zellen, in denen sowohl eine alleinige LY294002- (DMF: 1,15) 
als auch eine alleinige Rapamycin-Behandlung (DMF: 1,20) die Radiotoxizität erhöht, kommt 
es bei kombinierter Inhibitor-Behandlung zu einem additiven Effekt (DMF: 1,96,)           
(Abb. 3.25B). 
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3.4.1.2 Einfluss einer kombinierten Rapamycin-/LY294002-Behandlung auf die 
Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB 

Dass die Reparatur von DNA-DSB für das Überleben bestrahlter Tumorzellen eine 
entscheidende Rolle spielt, wurde im Rahmen dieser Arbeit schon ausführlich gezeigt. Der 
erste Hinweis, dass die erhöhte Strahlensensitivierung nach kombinierter 
Rapamycin-/LY294002-Behandlung in nicht-responsiven Tumorzellen auf eine im Vergleich 
zur Singlebehandlung verminderte Kapazität für die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB 
zurückzuführen ist, wurde in A549 Zellen gefunden. Mit diesen Zellen wurden γ-H2AX 
Focus Assays unter kombinierter Rapamycin-/LY294002-Gabe durchgeführt. Hierzu wurden 
die Zellen in Culture Slides ausgesät. Konfluente Zellen wurden für 1 Stunde mit 20 µM 
LY294002 und dann für weitere 2 Stunden mit 500 nM Rapamycin behandelt. DMSO-
behandelte Zellen bzw. Zellen, die lediglich mit einem der Inhibitoren behandelt wurden, 
dienten als Kontrolle. Nach einer insgesamt 3-stündigen Behandlungszeit wurden die Zellen 
mit 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy bestrahlt und 24 Stunden nach der Bestrahlung wurden 
residuelle DNA-DSB mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert, fluoreszenzmikroskopisch 
ausgewertet und quantifiziert. 

 
Abb. 3.26: Residuelle DNA-DSB in nicht-responsiven A549 Zellen 24 Stunden nach ionisierender 
Strahlung in Kombination mit einer Rapamycin-/LY294002-Kombinationsbehandlung. Gezeigt ist die 
grafische Darstellung der γ-H2AX Foci, wobei jede Säule dem Mittelwert ± SEM aus 150 ausgezählten 
Zellkernen/Bedingung entspricht. Die Signifikanz des Effekts einer Singlebehandlung bzw. zwischen einer 
Single-LY294002- und einer Kombinationsbehandlung wurde mittels Student’s t-Test ermittelt (*, P < 0,05; **, 
P < 0,01; ***, P < 0,001). 

In Übereinstimmung mit bereits gezeigten Daten (Abb. 3.4, Abb. 3.20B) verursacht eine 
alleinige LY294002-Behandlung in A549 Zellen eine signifikante Erhöhung der residuellen 
DNA-DSB 24 Stunden nach Bestrahlung, wohingegen nach einer Single-Rapamycin-
Behandlung keine Veränderung in der Anzahl der residuellen DNA-DSB zu verzeichnen ist 
(Abb. 3.26). Im Vergleich zu einer Single-LY294002-Behandlung resultiert eine kombinierte 
Rapamycin-/LY294002-Behandlung nach Bestrahlung mit 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy und 4 Gy in 
einem signifikant größeren DNA-Restschaden. 



3 ERGEBNISSE 

 73 

Wie sich eine Kombinationsbehandlung mit Rapamycin und LY294002 auf die Reparatur 
strahleninduzierter DNA-DSB auswirkt, wurde nicht nur in nicht-responsiven A549 Zellen, 
sondern auch in nicht-responsiven SK-MES-1, HTB-182 und MDA-MB-231 Zellen 
untersucht. Zudem wurde die Reparaturkapazität responsiver H460 und H661 Zellen 
analysiert. Bei diesen γ-H2AX Focus Assays kam LY294002 in einer Konzentration von 
10 µM und Rapamycin in einer Konzentration von 100 nM und 500 nM zum Einsatz. 

Abb. 3.27A zeigt, dass in nicht-responsiven SK-MES-1 Zellen nach einer 
Kombinationsbehandlung mit 100 nM Rapamycin und 10 µM LY294002 24 Stunden nach 
Bestrahlung mit 4 Gy signifikant mehr residuelle DNA-DSB vorhanden sind als in bestrahlten 
SK-MES-1 Zellen, die lediglich mit LY294002 behandelt wurden. Auch in nicht-responsiven 
A549 Zellen ist, im Vergleich zu einer alleinigen LY294002-Behandlung, nach einer 
Rapamycin-/LY294002-Kombinationsbehandlung ein größerer DNA-Restschaden zu 
verzeichnen. Allerdings ist dieser Effekt in A549 Zellen nicht signifikant. Auffallend ist, dass 
der Effekt einer Kombinationsbehandlung sowohl in bestrahlten SK-MES-1 als auch in 
bestrahlten A549 Zellen ausgeprägter ist, wenn Rapamycin in einer höheren Konzentration 
(500 nM) eingesetzt wird. In diesem Fall ist der Effekt nicht nur in SK-MES-1 Zellen, 
sondern auch in A549 Zellen signifikant. In nicht-responsiven MDA-MB-231 Zellen sind 
nach kombinierter Behandlung mit 500 nM Rapamycin und 10 µM LY294002 ebenfalls 
tendenziell mehr unreparierte DNA-DSB zu verzeichnen als in Zellen, die nur mit einem 
Inhibitor behandelt wurden. Diese verminderte Reparaturkapazität nach 
Kombinationsbehandlung kann mit den Koloniebildungstests, in denen eine synergistische 
Strahlensensitivierung nach Kombinationsbehandlung beobachtet werden konnte            
(Abb. 3.25A), in Einklang gebracht werden. In nicht-responsiven HTB-182 Zellen bleibt die 
Anzahl residueller DNA-DSB nach einer Kombinationsbehandlung gegenüber einer Single-
LY294002-Behandlung unverändert. In responsiven H460 und H661 Zellen unterscheidet 
sich das Reparaturmuster merklich von dem in nicht-responsiven Zellen; nach einer 
kombinierten Rapamycin-/LY294002-Behandlung ist die Anzahl unreparierter DNA-DSB 
24 Stunden nach Bestrahlung mit 4 Gy vergleichbar mit der in Kontrollzellen (Abb. 3.27B). 
Diese Beobachtung kann mit dem Koloniebildungstest, in dem nach kombinierter 
Rapamycin-/LY294002-Behandlung ein additiver Effekt beobachtet werden konnte        
(Abb. 3.25B), nicht zur Deckung gebracht werden. 

Im Vergleich zu einer alleinigen LY294002-Behandlung kann nach kombinierter 
Rapamycin-/LY294002-Behandlung in nicht-responsiven Zellen entweder eine reduzierte 
oder eine unveränderte DNA-Schadensreparatur nach Strahlenexposition festgestellt werden, 
während die Reparaturkapazität responsiver Zellen nach einer Kombinationsbehandlung auf 
noch ungeklärte Weise zunimmt. Auch wenn die Ursachen hierfür noch unklar sind, so ist 
entscheidend, dass sich nicht-responsive und responsive Zellen bezüglich der Reparatur 
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strahleninduzierter DNA-DSB nach erfolgter Rapamycin-/LY294002-Behandlung erheblich 
unterscheiden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.27: Residuelle DNA-DSB in Tumorzellen 24 Stunden nach ionisierender Strahlung in Kombination 
mit einer Rapamycin-/LY294002-Kombinationsbehandlung. (A) Nicht-responsive Zellen. (B) Responsive 
Zellen. Gezeigt ist die grafische Darstellung der γ-H2AX Foci, wobei jede Säule bei Experimenten mit 100 nM 
Rapamycin dem Mittelwert ± SEM aus 300 ausgezählten Zellkernen/Bedingung von 2 biologischen Replikaten 
in A549, 200 ausgezählten Zellkernen/Bedingung von 2 biologischen Replikaten in H661, 450 ausgezählten 
Zellkernen/Bedingung von 3 biologischen Replikaten in H460 und 100 ausgezählten Zellkernen/Bedingung in 
SK-MES-1 und HTB-182 entspricht. Sofern Rapamycin in einer Konzentration von 500 nM eingesetzt wurde, 
entspricht jede Säule dem Mittelwert ± SEM aus 150 ausgezählten Zellkernen/Bedingung in A549 und H460, 
110 ausgezählten Zellkernen/Bedingung in SK-MES-1, 100 ausgezählten Zellkernen/Bedingung in MDA-MB-
231, 90 ausgezählten Zellkernen/Bedingung in HTB-182 und 80 ausgezählten Zellkernen/Bedingung in H661. 
Die Signifikanz des Effekts einer Singlebehandlung bzw. zwischen einer Single-LY294002- und einer 
Kombinationsbehandlung wurde mittels Student’s t-Test ermittelt (*, P < 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001). 
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3.4.2 Kombination von Rapamycin mit dem Akt-Inhibitor MK2206 

Eine Rapamycin-/LY294002-Kombinationstherapie scheint bezüglich der Erhöhung der 
Radiotoxizität erfolgreich zu sein, da der PI3K-Inhibitor LY294002 aber aufgrund seiner 
Toxizität keine klinische Relevanz hat, sollten weitere Kombinationsstrategien mit 
potentieller klinischer Relevanz in Betracht gezogen werden. Der panAkt-Inhibitor MK2206, 
der sich bereits in klinischer Erprobung befindet, sollte die Rapamycin-bedingte Akt-Aktivität 
erfolgreich hemmen und so die fehlende Rapamycin-induzierte Strahlensensitivierung 
wiederherstellen. Wie sich eine Rapamycin-/MK2206-Kombinationstherapie tatsächlich auf 
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das klonogene Überleben von strahlenexponierten Tumorzellen auswirkt und welchen 
Einfluss diese Kombinationstherapie auf die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB hat, 
wurde im Folgenden getestet. 

3.4.2.1 Einfluss einer kombinierten Rapamycin-/MK2206-Behandlung auf das 
klonogene Überleben 

Um zu untersuchen, wie sich eine Kombination aus Rapamycin und MK2206 auf das 
klonogene Überleben nicht-responsiver A549 Zellen und responsiver H460 Zellen auswirkt 
und ob die fehlende/reduzierte Strahlensensitivierung von Rapamycin auf diese Art in nicht-
responsiven Zellen wiederhergestellt werden kann, wurden Koloniebildungstests unter 
kombinierter Rapamycin-/MK2206-Gabe durchgeführt. Hierzu wurden Einzelzellkulturen 
ausgesät. 24 Stunden später wurden A549 Zellen mit 5 µM MK2206 und H460 Zellen mit 
2,5 µM MK2206 behandelt. Der MK2206-Behandlung folgte eine Behandlung mit 100 nM 
Rapamycin für weitere 2 Stunden. DMSO-behandelte Zellen bzw. Zellen, die lediglich mit 
einem der Inhibitoren behandelt wurden, dienten als Kontrolle. Nach der insgesamt 
3-stündigen Behandlungszeit wurden die Zellen mit aufsteigenden Einzeldosen von 0 Gy bis 
4 Gy bestrahlt und mehrere Tage im Brutschrank inkubiert. Die gebildeten Kolonien wurden 
gefärbt und ausgezählt. Die Überlebensrate wurde anhand der Koloniebildungsfähigkeit der 
Zellen bestimmt und zur Einschätzung der Wirkung der Inhibitoren wurden die DMF 
angegeben. Zusätzlich wurden Western Blot Analysen durchgeführt, um die Wirkung der 
Inhibitoren auf Proteinebene aufzuzeigen. 

Wie der Western Blot in Abb. 3.28A zeigt, ist es möglich, die Rapamycin-induzierte 
Zunahme im Akt1-Phosphorylierungslevel, wie sie in nicht-responsiven A549 Zellen zu 
beobachten ist, mit MK2206 zu inhibieren. In Hinblick auf das klonogene Überleben von 
A549 Zellen wirkt sich eine kombinierte Rapamycin-/MK2206-Behandlung gegenüber einer 
Singlebehandlung vorteilshaft aus. Eine Kombinationstherapie erhöht die Strahlentoxizität 
gegenüber einer Singlebehandlung signifikant. Der DMF liegt bei einer kombinierten 
Rapamycin-/MK2206-Behandlung in A549 Zellen bei 2,85, während dieser bei alleiniger 
Rapamycin-Behandlung bei 1,21 und bei alleiniger MK2206-Behandlung bei 1,03 liegt. In 
responsiven H460 Zellen wird mit einer Kombinationstherapie ein additiver Effekt erzielt 
(Abb. 3.28B). Hier beträgt der DMF bei Kombinationsbehandlung 2,39, bei Single-
Rapamycin-Behandlung 1,44 und bei Single-MK2206-Behandlung 1,48. 



3 ERGEBNISSE 

 77 

Abb. 3.28: Kombinierte Rapamycin-/MK2206-Behandlung zur Wiederherstellung der fehlenden 
Rapamycin-induzierten strahlensensitivierenden Wirkung in Tumorzellen. (A) Nicht-responsive Zellen. (B) 
Responsive Zellen. Gezeigt ist ein exemplarischer Western Blot, wobei die densitometrische Auswertung dem 
Mittelwert des Quotienten aus P-Akt1 und Akt1 von 2 biologischen Replikaten, normiert auf 1 in Kontrollzellen, 
entspricht. Bei den Koloniebildungstests entspricht jeder Datenpunkt der mittleren SF ± SD aus 18 Datenpunkten 
von 3 biologischen Replikaten in A549 und 12 Datenpunkten von 2 biologischen Replikaten in H460. Die 
Signifikanz des Effekts zwischen einer Single- und einer Kombinationsbehandlung wurde in nicht-responsiven 
Zellen mittels Student’s t-Test ermittelt (**, P < 0,01; ***, P < 0,001). 

3.4.2.2 Einfluss einer kombinierten Rapamycin-/MK2206-Behandlung auf die 
Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB 

Ob die erhöhte Strahlensensitivierung nach kombinierter Rapamycin-/MK2206-Behandlung 
auf eine im Vergleich zur Single-Behandlung verminderte Kapazität der Tumorzellen für die 
Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB zurückzuführen ist, sollte anhand von γ-H2AX 
Focus Assays unter kombinierter Rapamycin-/MK2206-Gabe untersucht werden. Hierzu 
wurden die Zellen in Culture Slides ausgesät. Konfluente A549 Zellen wurden zunächst für 
1 Stunde mit 5 µM MK2206 und H460 Zellen mit 2,5 µM MK2206 behandelt, gefolgt von 
einer 2-stündigen Behandlung mit 100 nM Rapamycin. DMSO-behandelte Zellen bzw. 
Zellen, die lediglich mit einem der Inhibitoren behandelt wurden, dienten als Kontrolle. Nach 
einer insgesamt 3-stündigen Behandlungszeit wurden die Zellen mit 0 Gy, 2 Gy und 4 Gy 
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bestrahlt und 24 Stunden nach der Bestrahlung wurden residuelle DNA-DSB mittels 
Immunfluoreszenzfärbung detektiert, fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet und 
quantifiziert. 

 

 
Abb. 3.29: Residuelle DNA-DSB in Tumorzellen 24 Stunden nach ionisierender Strahlung in Kombination 
mit einer Rapamycin-/MK2206-Kombinationsbehandlung. (A) Nicht-responsive Zellen. (B) Responsive 
Zellen. Gezeigt ist die grafische Darstellung der γ-H2AX Foci, wobei jede Säule dem Mittelwert ± SEM aus 300 
ausgezählten Zellkernen/Bedingung von 2 biologischen Replikaten entspricht. Die Signifikanz des Effekts einer 
Singlebehandlung bzw. zwischen einer Single-MK2206- und einer Kombinationsbehandlung wurde mittels 
Student’s t-Test ermittelt (*, P < 0,05; ***, P < 0,001). 

Wie bereits in Abb. 3.7 dargestellt, verursacht MK2206 in A549 Zellen eine Erhöhung der 
residuellen DNA-DSB 24 Stunden nach Bestrahlung (Abb. 3.29A). Wie in Abb. 3.20B 
gezeigt, bewirkt eine alleinige Rapamycin-Behandlung in A549 Zellen keine Veränderung in 
der Anzahl residueller DNA-Schäden. Eine kombinierte Rapamycin-/MK2206-Behandlung 
tendiert dazu, die Reparaturkapazität von A549 Zellen im Vergleich zu einer 
Singlebehandlung herabzusetzen. Der Effekt ist allerdings nicht signifikant. In responsiven 
H460 Zellen ist die Anzahl unreparierter DNA-DSB nach einer kombinierten 
Rapamycin-/MK2206-Behandlung vergleichbar mit der in Kontrollzellen (Abb. 3.29B). 
Diese Beobachtung geht zwar nicht mit den Koloniebildungstest-Ergebnissen (Abb. 3.28B) 
konform, harmonisiert jedoch gut mit den γ-H2AX-Ergebnissen unter kombinierter 
Rapamycin-/LY294002-Gabe (Abb. 3.27B). 

3.4.3 Kombination von Rapamycin mit einem AKT1-Knockdown 

Die Ergebnisse einer kombinierten Rapamycin-/MK2206-Behandlung zur Wiederherstellung 
der fehlenden/abgeschwächten Rapamycin-induzierten strahlensensitivierenden Wirkung in 
nicht-responsiven Zellen sind zwar durchaus positiv, das Ausmaß des Effekts aber nicht 
zufriedenstellend. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, nehmen die Akt-
Isoformen Akt1, Akt2 und Akt3 unterschiedliche Rollen bezüglich der Strahlenantwort von 
Tumorzellen und der Reparatur strahleninduzierter DNA-Schäden ein. Während Akt2 hierfür 
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weniger von Bedeutung ist, scheinen Akt1 und Akt3 das klonogene Überleben nach 
Strahlenexposition merklich zu verbessern und für eine erfolgreiche Reparatur 
strahleninduzierter DNA-DSB unerlässlich zu sein. Bekanntlich hemmt der Akt-Inhibitor 
MK2206 alle drei Isoformen, was erklären kann, warum eine Kombination von Rapamycin 
mit MK2206 nicht die erhoffte Wirkung mit sich bringt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
zudem gezeigt, dass Rapamycin eine Zunahme im Phosphorylierungssignal der Akt1-Isoform 
bewirkt. Dem Phosphorylierungszustand der beiden anderen Akt-Isoformen wurde in dieser 
Arbeit keine Beachtung geschenkt. Demnach sollte als nächstes untersucht werden, ob durch 
temporäre und stabile Hemmung der Akt1-Isoform der fehlende/minimierte 
strahlensensitivierende Effekt von Rapamycin in nicht-responsiven Zellen wiederhergestellt 
werden kann und, wenn dies der Fall ist, ob dieser Effekt durch eine Hemmung der 
Reparatureffizienz strahleninduzierter DNA-Schäden bedingt ist. 

3.4.3.1 Einfluss einer kombinierten Rapamycin-/AKT1-Knockdown-Behandlung auf 
das klonogene Überleben  

3.4.3.1.1 Akt1-Herunterregulation durch siRNA 

Für die temporäre Hemmung der Akt1-Proteinexpression wurden nicht-responsive A549 und 
responsive H460 Zellen in 6-Well-Platten ausgesät und 24 Stunden später, als die Zellen 80 % 
konfluent waren, wurden diese mit siRNA transfiziert. In A549 Zellen wurde die siRNA 
gegen AKT1 bzw. die non-targeting siRNA zu Kontrollzwecken in einer Konzentration von 
50 nM eingesetzt; in H460 Zellen wurden 150 nM transfiziert. Zur Überprüfung der 
Knockdown-Effizienz wurden nach 2 Tagen und 6 bzw. 7 Tagen Gesamtzellextrakte 
hergestellt, welche mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert wurden. Ebenfalls 2 Tage 
nach der Transfektion wurden Koloniebildungstests durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen 
abtrypsiniert, in Einzelzellsuspensionen ausgesät und 24 Stunden später mit 100 nM 
Rapamycin behandelt. DMSO-behandelte Zellen dienten als Kontrolle. 2 Stunden nach der 
Behandlung wurden die Zellen mit aufsteigenden Einzeldosen von 0 Gy bis 4 Gy bestrahlt 
und mehrere Tage im Brutschrank inkubiert. Die gebildeten Kolonien wurden gefärbt und 
ausgezählt. Die Überlebensrate wurde anhand der Koloniebildungsfähigkeit der Zellen 
bestimmt und zur Einschätzung der Wirkung der Behandlungen wurden die DMF angegeben. 
  



3 ERGEBNISSE 

 80 

 
Abb. 3.30: Kombinierte Rapamycin-/siAKT1-Knockdown-Behandlung zur Wiederherstellung der 
fehlenden Rapamycin-induzierten strahlensensitivierenden Wirkung in Tumorzellen. (A) Nicht-responsive 
Zellen. (B) Responsive Zellen. Gezeigt ist ein exemplarischer Western Blot, wobei die densitometrische 
Auswertung dem Mittelwert des Quotienten aus Akt1 und GAPDH von 3 biologischen Replikaten, normiert auf 
1 in Kontrollzellen, entspricht. Bei den Koloniebildungstests entspricht jeder Datenpunkt der mittleren SF ± SD 
aus 21 Datenpunkten von 4 biologischen Replikaten in A549 und 6 technischen Replikaten in H460. Die 
Signifikanz des Effekts zwischen einer Single- und einer Kombinationsbehandlung wurde in nicht-responsiven 
Zellen mittels Student’s t-Test ermittelt (***, P < 0,001). 

Die temporäre Hemmung der Akt1-Proteinexpression in A549 Zellen ist in Abb. 3.30A 
dargestellt. Eine Knockdown-Effizienz von 67 % 2 Tage nach Transfektion bzw. 73 % 6 Tage 
nach Transfektion gilt in A549 Zellen als äußerst erfolgreich. Eine Rapamycin-Behandlung 
kombiniert mit einem AKT1-Knockdown führt in A549 Zellen zu einer signifikant erhöhten 
Strahlensensitivierung im Vergleich zu Zellen, in denen lediglich die Akt1-Expression bzw. 
mTOR gehemmt wird. In H460 Zellen kann mit 50 nM siRNA nicht die gewünschte 
Knockdown-Effizienz erreicht werden (Daten nicht gezeigt), allerdings kommt es bei Einsatz 
der siRNA in einer Konzentration von 150 nM zu einer Knockdown-Effizienz von 67 % 
2 Tage nach Transfektion bzw. 66 % 7 Tage nach Transfektion (Abb. 3.30B). Eine 
kombinierte Rapamycin-/siAKT1-Knockdown-Behandlung resultiert in einem additiven 
Effekt in Bezug auf das klonogene Überleben strahlenexponierter H460 Zellen. Der DMF 
einer alleinigen Rapamycin-Behandlung liegt bei 1,41, der einer alleinigen siAKT1-
Behandlung bei 1,07. Bei einer kombinierten mTOR-/AKT1-Hemmung beträgt der DMF 
1,49. 
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3.4.3.1.2 Akt1-Herunterregulation durch shRNA 

Die siRNA-Ergebnisse aus Kapitel 3.4.3.1.1 sollten in nicht-responsiven MDA-MB-231 
Zellen, in denen die Akt1-Expression mittels shRNA stabil gehemmt ist, verifiziert werden. 
Hierzu wurden Einzelzellkulturen ausgesät, die 24 Stunden später mit 100 nM Rapamycin 
bzw. DMSO behandelt, 2 Stunden später mit aufsteigenden Einzeldosen von 0 Gy bis 4 Gy 
bestrahlt und schließlich mehrere Tage im Brutschrank inkubiert wurden. Die gebildeten 
Kolonien wurden gefärbt und ausgezählt. Die Überlebensrate wurde anhand der 
Koloniebildungsfähigkeit der Zellen bestimmt und zur Einschätzung der Wirkung der 
verschiedenen Behandlungen wurden die DMF angegeben. Um die Qualität des stabilen 
Knockdowns zu überprüfen, wurden zudem Gesamtzellextrakte hergestellt, welche mit SDS-
PAGE und Western Blot analysiert wurden. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  
  
Abb. 3.31: Kombinierte Rapamycin-/shAKT1-Knockdown-Behandlung zur Wiederherstellung der 
fehlenden Rapamycin-induzierten strahlensensitivierenden Wirkung in nicht-responsiven MDA-MB-231 
Zellen. Gezeigt ist ein exemplarischer Western Blot, wobei die densitometrische Auswertung dem Mittelwert 
des Quotienten aus Akt1 und GAPDH von 2 biologischen Replikaten, normiert auf 1 in Kontrollzellen, 
entspricht. Beim Koloniebildungstest entspricht jeder Datenpunkt der mittleren SF ± SD aus 18 Datenpunkten 
von 3 biologischen Replikaten. Die Signifikanz des Effekts zwischen einer Single-shAKT1- und einer 
Kombinationsbehandlung wurde mittels Student’s t-Test ermittelt (*, P < 0,05). 

Abb. 3.31 zeigt, dass die Akt1-Proteinexpression in stabil transfizierten MDA-MB-231 
Zellen zu 75 % gehemmt wird. Ebenso wie in den zuvor gezeigten Rapamycin-/siAKT1-
Koloniebildungstests (Abb. 3.30A) führt auch die Kombination von Rapamycin mit einem 
stabilen AKT1-Knockdown zu einer signifikant erhöhten Strahlensensitivierung im Vergleich 
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zu einfach behandelten Zellen. Der DMF bei kombinierter mTOR- und stabiler Akt1-
Hemmung liegt bei 1,90, der einer alleinigen Rapamycin-Behandlung liegt bei 1,06 und ein 
stabiler AKT1-Knockdown resultiert in einem DMF von 1,68. 

3.4.3.2 Einfluss einer kombinierten Rapamycin-/AKT1-Knockdown-Behandlung auf 
die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB 

3.4.3.2.1 Akt1-Herunterregulation durch siRNA 

Ob die erhöhte Strahlensensitivierung nach kombinierter Rapamycin-/siAKT1-Knockdown-
Behandlung auf eine im Vergleich zur Singlebehandlung verminderte Kapazität der 
Tumorzellen für die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB zurückzuführen ist, sollte 
anhand von γ-H2AX Focus Assays unter kombinierter Rapamycin-/siAKT1-Gabe untersucht 
werden. Hierzu wurden A549 und H460 Zellen in Culture Slides ausgesät. 24 Stunden später 
und bei einer Konfluenz von 80 % wurden A549 Zellen mit 50 nM siRNA gegen AKT1 
sowie mit non-silencing siRNA zu Kontrollzwecken transfiziert. H460 Zellen erhielten 
150 nM siRNA. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit 100 nM Rapamycin 
bzw. DMSO behandelt und 2 Stunden später mit 0 Gy und 4 Gy bestrahlt. 24 Stunden nach 
der Bestrahlung wurden residuelle DNA-DSB mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert, 
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet und quantifiziert. 

Abb. 3.32: Residuelle DNA-DSB in Tumorzellen 24 Stunden nach ionisierender Strahlung in Kombination 
mit einer Rapamycin-/siAKT1-Kombinationsbehandlung. (A) Nicht-responsive Zellen. (B) Responsive 
Zellen. Gezeigt ist die grafische Darstellung der γ-H2AX Foci, wobei jede Säule dem Mittelwert ± SEM aus 800 
ausgezählten Zellkernen/Bedingung von 4 biologischen Replikaten in A549 und 300 ausgezählten 
Zellkernen/Bedingung von 2 biologischen Replikaten in H460 entspricht. Die Signifikanz des Effekts einer 
Singlebehandlung bzw. zwischen einer Single-siAKT1- und einer Kombinationsbehandlung wurde mittels 
Student’s t-Test ermittelt (**, P < 0,01; ***, P < 0,001). 
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Wie bereits gezeigt (Abb. 3.10), sind nach temporärer Akt1-Hemmung und 24 Stunden nach 
Bestrahlung in A549 Zellen signifikant mehr DSB zu verzeichnen als dies in Kontrollzellen 
der Fall ist (Abb. 3.32A). In Übereinstimmung mit den bereits gezeigten Ergebnissen  
(Abb. 3.20B) hat eine alleinige Rapamycin-Behandlung auf die Anzahl residueller DSB keine 
Auswirkungen. Anders als bei einer kombinierten Rapamycin-/LY294002- und 
Rapamycin-/MK2206-Behandlung (Abb. 3.26, Abb. 3.27A, Abb. 3.29A) ist die Anzahl 
unreparierter DNA-Schäden nach kombinierter Rapamycin-/siAKT1-Behandlung nicht 
erhöht. In responsiven H460 Zellen stimmt das Reparaturmuster nach einer erfolgten 
Rapamycin-/siAKT1-Kombinationsbehandlung mit dem einer Rapamycin-/LY294002 und 
Rapamycin-/MK2206-Kombinationsbehandlung (Abb. 3.27B, Abb. 3.29B) überein; nach 
Kombinationsbehandlung ist die Anzahl residueller DSB mit der in Kontrollzellen 
vergleichbar (Abb. 3.32B). 

3.4.3.2.2 Akt1-Herunterregulation durch shRNA 

Zur Verifizierung der siRNA-Ergebnisse des γ-H2AX Focus Assays (Abb. 3.32A) wurden 
Versuche mit stabil transfizierten MDA-MB-231 AKT1-Knockdown Zellen durchgeführt. 
Zellen mit shSCR dienten als Kontrolle. Hierzu wurden die Zellen in Culture Slides ausgesät. 
Konfluente Zellen wurden mit 100 nM Rapamycin bzw. DMSO behandelt und 2 Stunden 
später mit 0 Gy, 2 Gy und 4 Gy bestrahlt. 24 Stunden nach der Bestrahlung wurden residuelle 
DNA-DSB mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert, fluoreszenzmikroskopisch 
ausgewertet und quantifiziert. 

Abb. 3.33: Residuelle DNA-DSB in nicht-responsiven MDA-MB-231 Zellen 24 Stunden nach ionisierender 
Strahlung in Kombination mit einer Rapamycin-/shAKT1-Kombinationsbehandlung. Gezeigt ist die 
grafische Darstellung der γ-H2AX Foci, wobei jede Säule dem Mittelwert ± SEM aus 328 bis 400 ausgezählten 
Zellkernen/Bedingung von 3 biologischen Replikaten entspricht. Die Signifikanz des Effekts einer 
Singlebehandlung bzw. zwischen einer Single-shAKT1- und einer Kombinationsbehandlung wurde mittels 
Student’s t-Test ermittelt (*, P < 0,05; ***, P < 0,001). 
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In Übereinstimmung mit bereits gezeigten Ergebnissen (Abb. 3.11, Abb. 3.20B) ist die 
Anzahl residueller DNA-DSB nach alleinigem AKT1-Knockdown 24 Stunden nach 
Bestrahlung im Vergleich zu Kontrollzellen signifikant erhöht, während sich eine alleinige 
Rapamycin-Behandlung auf den DNA-Restschaden in MDA-MB-231 Zellen nicht auswirkt. 
Nach einer kombinierten Rapamycin-/shAKT1-Behandlung sind signifikant mehr residuelle 
DNA-DSB zu beobachten als in Zellen, die lediglich mit shAKT1 behandelt wurden  
(Abb. 3.33). Dies geht mit den Ergebnissen des Koloniebildungstests (Abb. 3.31) konform. 
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4 DISKUSSION 
Die Strahlentherapie ist eine wesentliche Strategie zur Behandlung von malignen 
Tumorerkrankungen, deren Erfolgsrate u. a. durch die strahleninduzierte 
EGFR/PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade geschmälert wird. Dieser Signalweg spielt bei der 
Vermittlung einer Strahlenresistenz in Tumorzellen eine entscheidende Rolle. Um der 
immensen Anzahl an Tumorpatienten weiter gerecht zu werden, ist man gewillt, die 
Radiotoxizität der Strahlentherapie durch molekular zielgerichtete Therapeutika, die gegen 
einzelne Komponenten der Signalkaskade gerichtet sind, zu verstärken. Tatsächlich zeigte die 
Anwendung solcher Targeting Strategien gegen Komponenten der EGFR-vermittelten 
PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade bereits in präklinischen Studien und im klinischen Einsatz 
vielversprechende Erfolge. 

4.1 Molekulares Targeting von PI3K/Akt 

In dieser Arbeit lag das Augenmerk zunächst auf den Knotenpunkten PI3K sowie panAkt, 
Akt1, Akt2 und Akt3, die mittels geeigneten molekularen Targeting Strategien 
(pharmakologische Inhibitoren, siRNA und/oder shRNA) bezüglich ihrer Bedeutung für das 
klonogene Überleben nach Bestrahlung sowie für die Reparatur strahleninduzierter DNA-
DSB analysiert wurden (Abb. 4.1).  
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Abb. 4.1: Molekulares Targeting von PI3K und Akt. PI3K wurde mit dem pharmakologischen Inhibitor 
LY294002 und panAkt mit dem pharmakologischen Inhibitor MK2206 gehemmt. Die einzelnen Akt-Isoformen 
wurden genetisch moduliert: AKT1 mittels siRNA und shRNA, AKT2 und AKT3 mittels siRNA. Mit Hilfe 
dieses gezielten Targetings wurde untersucht, ob PI3K und Akt für das klonogene Überleben nach Bestrahlung 
eine Rolle spielen und möglicherweise auch in die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB involviert sind.  

4.1.1 Die durch PI3K-Targeting bedingte Strahlensensitivierung ist durch die 
Hemmung der DNA-DSB-Reparatur bedingt 

Viele Studien belegen, dass der PI3K/Akt-Signalweg nicht nur eine Schlüsselrolle in der 
Regulation der Zellproliferation und des Zellüberlebens spielt, sondern auch ganz 
entscheidend mit der Strahlenresistenz verschiedener Tumorzelllinien assoziiert ist. In der 
Literatur wurde ganz anschaulich gezeigt, dass die Hemmung der PI3K durch den 
pharmakologischen Hemmstoff LY294002 eine effektive Methode darstellt, um Tumorzellen 
gegenüber ionisierender Strahlung zu sensitivieren. Eine derartige LY294002-induzierte 
Strahlensensitivierung wurde nicht nur in vitro in Glioblastom- (Kao et al., 2007), Kopf-Hals-
Tumor- (Gupta et al., 2002), Blasenkarzinom- und Kolonkarzinom- (Gupta et al., 2001), 
Mammakarzinom-  (No et al., 2009) und Zervixkarzinomzellen (Lee et al., 2006) beobachtet. 
Auch in T24-Xenograft-Modellen konnte die Effizienz der Strahlentherapie durch den PI3K-
Inhibitor verstärkt werden (Gupta et al., 2003). Des Weiteren zeigten Choi und Kollegen in 
den NSCLC-Zelllinien A549 und H460, dass das Akt-Phosphorylierungslevel durch eine 
LY294002-Behandlung signifikant reduziert wird, was schließlich das zelluläre Überleben 
nach Strahlenexposition erschwert (Choi et al., 2010). In Anlehnung an diese Ergebnisse 
wurden im Rahmen dieser Arbeit mit verschiedenen Tumorzellen Koloniebildungstests unter 
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LY294002-Gabe durchgeführt und es konnte ebenfalls eine signifikant strahlensensitivierende 
Wirkung von 10 µM LY294002 in den Lungenkarzinomzelllinien A549 und H460 
nachgewiesen werden (Abb. 3.2). Hinzu kam eine LY294002-induzierte Erhöhung der 
Strahlentoxizität in der NSCLC-Zelllinie HTB-182 und der Mammakarzinomzelllinie 
MDA-MB-231. Lediglich in der Lungenkarzinomzelllinie SK-MES-1 zeigten 10 µM 
LY294002 keine strahlensensitivierende Wirkung; mit höheren LY294002-Konzentrationen 
konnte jedoch sehr wohl die Radiotoxizität der Strahlentherapie verstärkt werden.  

Von großem Interesse war, wie der PI3K-Inhibitor LY294002 diese zelluläre 
Strahlensensitivierung bewirkt. Eine Möglichkeit besteht darin, dass sich bestrahlte Zellen 
nach verabreichter LY294002-Behandlung in strahlensensitivere Phasen des Zellzyklus 
umverteilen. Grundlage hierfür ist die Tatsache, dass die Strahlenempfindlichkeit sehr stark 
zellzyklusabhängig ist (Sinclair et al., 1969). Für A549 und SKBR3 Zellen wurde gezeigt, 
dass diese i. d. R. nach Bestrahlung in der G2-/M-Phase arretieren, um die Zelltodrate 
möglichst klein zu halten. Bei Behandlung dieser Zellen mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 
konnte diese G2-/M-Arretierung aufgehoben werden, was zur Folge hatte, dass sich die Zellen 
sehr viel früher in strahlenempfindlichere Zellzyklusphasen begaben (No et al., 2009; Choi et 
al., 2010). In anderen Studien konnte allerdings keine signifikante Auswirkung des Inhibitors 
auf den Zellzyklus beobachtet werden (Lee et al., 2006).   
Zelllinienabhängig wurde weiterhin beobachtet, dass die Kombination aus LY294002 und 
ionisierender Strahlung die Apoptose begünstigt und schließlich zum Zelltod führt (Edwards 
et al., 2002; Lee et al., 2006). Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass der 
strahleninduzierte Zelltod, zumindest in soliden Tumoren, nicht immer mit der Apoptoserate 
korreliert (Brown et al., 1999; Sheridan et al., 2001), sondern dass die mitotische Katastrophe 
eine sehr viel wichtigere Rolle spielt.   
In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit die Beeinträchtigung der DNA-
Schadensreparatur via NHEJ als möglicher Mechanismus für die LY294002-vermittelte 
Strahlensensitivierung beleuchtet. H2AX ist ein Histon, das infolge der Bildung 
strahleninduzierter DNA-DSB von ATM und DNA-PK an S139 phosphoryliert wird 
(Rogakou et al., 1998; Burma et al., 2001; Redon et al., 2002; Stiff et al., 2004). Diese 
Phosphorylierungsreaktion ereignet sich innerhalb kürzester Zeit. So stellt die Messung der so 
genannten γ-H2AX Foci eine sensitive und spezifische Methode dar, um unreparierte 
DNA-DSB zu messen. Im Normalfall ist die Reparatur spätestens 24 Stunden nach 
Bestrahlung abgeschlossen. Wie in γ-H2AX Focus Assays gezeigt, konnte im Rahmen dieser 
Arbeit die Kapazität aller untersuchter Zelllinien (A549, SK-MES-1, HTB-182, H460, H661, 
MDA-MB-231) für die DNA-DSB-Reparatur durch LY290402-Gabe signifikant unterdrückt 
werden (Abb. 3.4). Während 24 Stunden nach Bestrahlung in Kontrollzellen nahezu alle Foci 
repariert waren, war die Anzahl unreparierter DNA-DSB zur gleichen Zeit in LY294002-
behandelten Zellen signifikant höher. Bereits veröffentlichte Daten in A549, SKBR3 und 
U251 Zellen unterstreichen diese Beobachtung (Toulany et al., 2006; Kao et al., 2007; No et 
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al., 2009; Choi et al., 2010). Ob LY294002 bereits in die Induktion der Focibildung eingreift 
oder lediglich dafür sorgt, dass die Foci in LY294002-behandelten Zellen über einen längeren 
Zeitraum bestehen bleiben, ist noch nicht eindeutig geklärt; die Meinungen dazu sind 
widersprüchlich. Während ein Western Blot aus Arbeiten von Toulany und Kollegen zeigt, 
dass eine LY294002-Behandlung in KRAS-mutierten A549 und MDA-MB-231 Zellen mit 
einer Reduktion im γ-H2AX-Phosphorylierungslevel einhergeht (Toulany et al., 2006), zeigt 
eine andere Studie bezüglich der Induktion der Foci in Kontroll- und LY294002-behandelten 
Zellen keine Unterschiede (Kao et al., 2007). Die Reparatur strahleninduzierter DNA-
Schäden könnte in LY294002-behandelten Zellen über zwei Wege beeinflusst werden: zum 
einen könnte der NHEJ-Prozess durch die LY294002-bedingte Hemmung der γ-H2AX-
Phosphorylierung S139 beeinträchtigt und dadurch die Bereitstellung von NHEJ-Proteinen 
am Strangbruch unterbunden werden; zum anderen könnte LY294002 aber auch die DNA-
PKcs-Phosphorylierung T2609 hemmen und dadurch deren enzymatische Aktivität blockieren 
(Toulany et al., 2006; Choi et al., 2010). DNA-PKcs ist das Schlüsselenzym bei der Reparatur 
strahleninduzierter DNA-DSB via NHEJ.  

4.1.2 Hemmung von panAkt, Akt1, Akt2 und Akt3 führt zu isoformspezifischen 
Unterschieden bezüglich des zellulären Überlebens nach Bestrahlung und 
scheint mit der Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB zu korrelieren 

Es wurde gezeigt, dass Akt – als downstream Effektor der PI3K – in der Vermittlung der 
zellulären Strahlenresistenz eine entscheidende Rolle spielt. Akt ist eine 
Serin/Threoninkinase, die in den drei Isoformen Akt1, Akt2 und Akt3 vorkommt (Dummler et 
al., 2007) und entscheidend an der Tumorentstehung, Progression und Malignität beteiligt ist 
(Bellacosa et al., 2004; Altomare et al., 2005). Hyperaktivierte Akt korreliert mit 
verschiedenen klinisch-pathologischen Parametern, wobei in diesem Zusammenhang die 
Akt1-Isoform besonders gut untersucht ist. So konnte in immunhistochemischen Analysen 
gezeigt werden, dass aktivierte Akt1 in Kopf-Hals-Tumor-Patienten (Gupta et al., 2002) und 
in Patienten mit fortgeschrittenem Zervixkarzinom (Kim et al., 2006) eine Strahlenresistenz 
prognostiziert und auch in anderen Tumorentitäten als Prädiktor für eine schlechte Prognose 
dient (Ringel et al., 2001; Dai et al., 2005; Lim et al., 2005; Robertson, 2005; Dobashi et al., 
2012). Bestätigt werden diese Ergebnisse durch eine Studie, in der konstitutiv aktive Akt in 
Lungenkarzinom- oder Gallengangkrebszellen überexprimiert wurde (Brognard et al., 2001; 
Tanno et al., 2004). Außerdem konnten viele Tumorzellen (u. a. A549, H460, SKBR3, 
MCF-7, DU145, HT1080) durch pharmakologische Inhibition der Proteinkinase 
strahlensensitiviert werden (Toulany et al., 2008; No et al., 2009; Choi et al., 2010; Toulany 
et al., 2012). Akt-Inhibitoren wie API, SH-5 und Akt inhibitor VIII erwiesen sich dabei als 
erfolgreich. In der vorliegenden Arbeit wurde der Akt-Inhibitor MK2206 bezüglich seiner 
strahlensensitivierenden Wirkung untersucht (Abb. 3.5). Dazu wurden in A549 und H460 
Zellen Koloniebildungstests unter MK2206-Gabe durchgeführt. MK2206 ist ein panAkt-
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Inhibitor, d. h. er hemmt alle drei Akt-Isoformen (IC50 von Akt1/2/3: 8/12/65 nM). Es zeigte 
sich, dass MK2206 sowohl in A549 als auch in H460 Zellen die Radiotoxizität erhöht. In 
A549 Zellen waren dazu jedoch deutlich höhere Inhibitorkonzentrationen nötig.  

Es ist bisher nicht geklärt, ob die verschiedenen Akt-Isoformen bezüglich des zellulären 
Überlebens nach Bestrahlung konform oder gar konträr agieren und isoformspezifische 
Einzeleffekte möglicherweise durch einen panAkt-Inhibitor maskiert werden. Demnach 
schienen Studien, bei denen jede einzelne Akt-Isoform gezielt gehemmt wird, sinnvoll. Für 
Akt1 gibt es in diesem Zusammenhang weiterführende Literatur. Mehrere Studien belegen, 
dass durch genetische Modulation der Akt1-Isoform eine Strahlensensitivierung erreicht 
wurde (Fraser et al., 2011; Cerniglia et al., 2012). Diese Ergebnisse konnten im Rahmen 
dieser Arbeit mittels shRNA-Analyse in MDA-MB-231 Zellen (Abb. 3.9B) und mittels 
siRNA-Analyse in A549 (Abb. 3.8B), nicht jedoch in H460 Zellen (Abb. 3.30B), bestätigt 
werden. Welche Rolle die beiden Isoformen Akt3 und Akt2 spielen, wurde in der Literatur 
noch nicht beschrieben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden deshalb diese beiden 
Isoformen genetisch moduliert. Ähnlich wie ein AKT1-Knockdown erhöht ein temporärer 
AKT3-Knockdown die Toxizität der Strahlentherapie in A549 Zellen (Abb. 3.12). Im 
Gegensatz dazu hatte eine erfolgreiche Hemmung der Akt2-Proteinexpression keinen 
nennenswerten Effekt auf das klonogene Überleben bestrahlter A549 Zellen (Abb. 3.14).   
Die Durchführung der siAKT1-, siAKT2 und siAKT3-Koloniebildungstests erfolgte auf drei 
unterschiedliche Arten: die Aussaat der Zellen erfolgte entweder 24 Stunden vor Bestrahlung 
oder aber 2 Stunden bzw. 24 Stunden nach Bestrahlung. Die Tatsache, dass es bei variierter 
Durchführung der Koloniebildungstests zu leicht differierenden Ergebnissen kam, wurde in 
der Literatur schon beschrieben (Franken et al., 2006). Überzeugend – und deshalb auch im 
Rahmen dieser Arbeit die dominierende – ist die Methode, bei der die Zellen 24 Stunden vor 
Bestrahlung ausgesät wurden. In diesem Fall verblieb der Inhibitor/die siRNA während der 
mehrtägigen Inkubation im Medium, so dass diese Methode dem physiologischen Zustand 
eines behandelten Tumorpatienten näher kommt als die beiden anderen Methoden, bei denen 
die Aussaat nach der Bestrahlung und somit unter Inhibitor-/siRNA-Entfernung erfolgte.  

Dass Akt für das zelluläre Überleben nach Bestrahlung eine entscheidende Rolle spielt, wurde 
gezeigt. Unverstanden bleibt jedoch, über welche spezifischen Mechanismen Akt die 
Klonogenität der Zellen beeinflusst. Es wird vermutet, dass die Autophagie eine Rolle spielen 
könnte. Dementsprechend wurde gezeigt, dass die Hemmung von Akt in malignen 
Gliomzellen eine Autophagie-bedingte strahlensensitivierende Wirkung mit sich bringt 
(Fujiwara et al., 2007). Zu unterscheiden ist diese zytotoxische Wirkung der Akt-induzierten 
Autophagie von der zytoprotektiven Wirkung der strahleninduzierten Autophagie (Toulany, 
2013).   
Außerdem ging man lange Zeit davon aus, dass bei der Akt-Inhibition – ebenso bei der PI3K-
Inhibition – das zelluläre Sterben nach Bestrahlung durch apoptotische Prozesse begünstigt 
wird, d. h. pro-apoptotische Proteine werden infolge einer PI3K-/Akt-Hemmung aktiviert, 
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ebenso werden anti-apoptotische Proteine herunterreguliert. Dieser Mechanismus scheint 
hauptsächlich in hämatopoetischen Zellen wie beispielsweise Leukämiezellen aufzutreten, 
nicht jedoch in soliden Tumoren (Martelli et al., 2003; Lo Nigro et al., 2007).   
Wie von Toulany und Kollegen gezeigt wurde, resultiert eine Hemmung der Proteinkinase 
Akt weder in apoptosesensitiven noch in apoptoseresistenten NSCLC-Zellen in einer erhöhten 
strahleninduzierten Apoptoserate (Toulany et al., 2008). Vielmehr führt die Akt-Hemmung zu 
einer Beeinträchtigung im Reparaturprozess strahleninduzierter DNA-DSB und erhöht 
dadurch die zelluläre Strahlenempfindlichkeit (Toulany et al., 2012). Mittels γ-H2AX Focus 
Assays zeigten Toulany und Kollegen, dass sowohl der Akt-Inhibitor API als auch AKT1-
siRNA die DNA-DSB-Reparatur in EGFR-aktivierten Lungenkarzinomzelllinien hemmt 
(Toulany et al., 2008). Des Weiteren konnte in SH5-behandelten Gliomzellen 10 Stunden 
nach Bestrahlung eine 25 %ige Reduktion im NHEJ-Level verzeichnet werden (Golding et 
al., 2009). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Akt, genauer 
genommen die Isoformen Akt1 und Akt3, eine Rolle in der NHEJ-Reparatur 
strahleninduzierter DNA-DSB spielen. In A549 Zellen, die entweder mit siRNA gegen AKT1 
oder mit siRNA gegen AKT3 transfiziert wurden, waren 24 Stunden nach Bestrahlung 
signifikant mehr residuelle DNA-DSB detektierbar als in A549 Zellen, die mit Kontroll-
siRNA transfiziert wurden (Abb. 3.10, Abb. 3.13). Verifiziert wurden die AKT1-siRNA-
Ergebnisse mittels AKT1-shRNA-Analysen in MDA-MB-231 Zellen (Abb. 3.11). Inwieweit 
es in A549 Zellen, in denen AKT2 mittels siRNA gehemmt wurde, einen Zusammenhang 
zwischen der Anzahl an residuellen DNA-Schäden und dem Ausmaß des zellulären 
Überlebens nach Strahlenexposition gibt, wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls 
untersucht; es war allerdings keine direkte Korrelation festzustellen (Abb. 3.14, Abb. 3.15).   
Sofern in A549 Zellen ein strahlensensitivierender Effekt aufgrund einer reduzierten 
Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB erzielt werden soll, scheint es demnach sinnvoll zu 
sein, keinen panAkt-Inhibitor (wie MK2206) zu verwenden, sondern auf einen AKT1- bzw. 
AKT3-Knockdown zurückzugreifen. Ein kombinatorischer AKT1-/AKT3-Knockdown 
scheint ebenfalls vorteilhaft zu sein, wenngleich mit dieser Kombination kein additiver Effekt 
erzielt werden konnte (Abb. 3.16).  

Der Einfluss der Akt1-Isoform auf die DNA-DSB-Reparatur ist mechanistisch bereits sehr gut 
erforscht. Es wurde gezeigt, dass Akt1 nach Strahlenexposition mit DNA-PKcs, dem 
Schlüsselenzym des NHEJ-Signalwegs, interagiert und einen Komplex bildet (Bozulic et al., 
2008; Toulany et al., 2008; Park et al., 2009; Toulany et al., 2012). Akt1 begünstigt zum 
einen, dass DNA-PKcs am DNA-Schaden akkumuliert und stimuliert zum anderen deren 
Kinaseaktivität, welche für den Fortgang des NHEJ-Prozesses unabdingbar ist (Toulany et al., 
2012). Die Akt1-abhängige DNA-PKcs-Kinaseaktivität bedingt daraufhin die DNA-PKcs-
Autophosphorylierung S2056, die sowohl für eine effiziente Reparatur (Chen et al., 2007a) 
als auch für die DNA-PKcs-Freisetzung von DNA-Schadstellen essentiell ist (Toulany et al., 
2012). Durch den Akt-Inhibitor API sowie durch siRNA gegen AKT1 kann diese DNA-PKcs-
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Autophosphorylierung S2056, ebenso wie die DNA-PKcs-Phosphorylierung T2609, in A549 
und H460 Zellen gehemmt werden (Toulany et al., 2008).   
Im Moment ist noch unklar, auf welche Weise Akt3 und Akt2 mechanistisch in den NHEJ-
Prozess involviert sind. Diese Fragestellung ist Teil eines aktuellen Forschungsprojekts und 
wird im Labor der Sektion für Strahlenbiologie und Molekulare Umweltforschung, Klinik für 
Radioonkologie, Universität Tübingen, derzeit untersucht.  

4.2 Molekulares Targeting von mTOR 

Nachdem der Fokus zunächst auf den Knotenpunkten PI3K und Akt lag, sollte nun die Rolle 
von mTOR in der Karzinogenese beleuchtet werden. Als molekular zielgerichtete Substanz 
gegen mTOR kam Rapamycin zum Einsatz. Rapamycin fand sowohl in Form einer 
Monotherapie als auch in Form von Kombinationstherapien, mittels deren synergistische 
Effekte erzielt werden sollten, Anwendung.  

4.2.1 Rapamycin in Form einer Monotherapie 

Die klinischen Ergebnisse, die Rapamycin und Rapamycin-Derivate (Rapaloge) bisher als 
Monopräparate zur Behandlung von malignen Tumorerkrankungen lieferten, waren nicht 
besonders zufriedenstellend. Zwar hat das Rapalog Temsirolimus bereits im Jahre 2007 die 
FDA-Zulassung zur Behandlung des fortgeschrittenen, metastasierten Nierenzellkarzinoms in 
den USA erhalten. Basis hierfür waren die positiven Ergebnisse einer großen, 
multizentrischen Phase III-Studie, in der Temsirolimus als First-line Therapie einen 
Überlebensvorteil gegenüber einer Monotherapie mit dem bisherigen Standard Interferon α 
gezeigt hatte (Hudes et al., 2007). Ebenso zeigte das bereits zugelassene Rapalog Everolimus 
bei der Behandlung des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms nach Versagen der Therapien 
mit Sunitinib oder Sorafenib große Erfolge. Demnach hat Everolimus in einer Phase III-
Studie gegenüber Placebo den Zeitraum ohne weiteres Tumorwachstum mit 4,9 Monaten 
gegenüber 1,9 Monaten mehr als verdoppelt. Des Weiteren hat Everolimus das Risiko eines 
Fortschreitens der Erkrankung sowie eines Todesfalls um 67 % gesenkt (Motzer et al., 2008; 
Motzer et al., 2010). Allerdings ist es nicht zu leugnen, dass, trotz großer Erfolge bei der 
Behandlung des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms mittels Rapalog-Monotherapie, die 
Ansprechraten und der klinische Nutzen in anderen Tumorentitäten eher gering sind. Gerade 
in Mammakarzinom- (Chan et al., 2005), Pankreaskarzinom- (Wolpin et al., 2009), 
Glioblastom- (Chang et al., 2005) oder Hautkrebs-Patienten (Margolin et al., 2005) zeigten 
Rapamycin/Rapaloge nur bescheidene Wirkung.  

Es wird derzeit nach Mechanismen gesucht, mittels derer diese Misserfolge bezüglich einer 
mTOR-Inhibitor-Monotherapie zu erklären sind. Sabatini und Kollegen sehen den Grund für 
die im Tumorpatienten nicht ausreichende Rapamycin/Rapalog-bedingte 
Proliferationshemmung darin, dass der Komplex mTORC2 – im Gegensatz zu mTORC1 – 
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nicht durch Rapamycin/Rapaloge gehemmt wird und es infolge dessen Aktivität zur 
Aktivierung der Proteinkinase Akt kommt (Sabatini, 2006). Eine duale mTORC1-/mTORC2-
Inhibition könnte diese Problematik lösen; tatsächlich zeigten Roulin und Kollegen in einer 
In-vitro-Studie, dass eine kombinierte mTORC1-/mTORC2-Inhibition ebenso wie ein 
alleiniger mTORC2-siRNA-Knockdown einen effektiveren zytostatischen Effekt als eine 
alleinige mTORC1-Hemmung hat (Roulin et al., 2010). Allerdings schien der duale 
mTORC1-/mTORC2-Inhibitor seiner erhofften Wirkung nicht dadurch gerecht zu werden, 
dass auch mTORC2 gehemmt wurde, sondern vielmehr dadurch, dass dieser duale Inhibitor 
auch Rapamycin-resistente mTORC1-Komplexe vollständig hemmte (Thoreen et al., 2009).   
Am bisher anschaulichsten ist die Rapamycin-Resistenz sicherlich dadurch begründet, dass 
eine Rapamycin/Rapalog-Behandlung eine Rückkopplung im EGFR/PI3K/Akt/mTOR-
Signalweg induziert, was mit einer PI3K-abhängigen Akt-Aktivierung verbunden ist und 
schließlich die Induktion zahlreicher Zellüberlebensmechanismen zur Folge hat (Abb. 1.1B). 
Eine Rapamycin/Rapalog-induzierte PI3K/Akt-Aktivierung konnte bereits in vitro in 
Zelllinien unterschiedlicher Entitäten nachgewiesen werden. Dazu zählen u. a. die 
Prostatakarzinomzelllinie DU145 (Sun et al., 2005; O'Reilly et al., 2006), die 
Rhabdomyosarkomzelllinien Rh30 und RD (O'Reilly et al., 2006; Wan et al., 2007), die 
Zervixkarzinomzelllinie HeLa (Sun et al., 2005), die Kolonkarzinomzelllinie SW480 (Sun et 
al., 2005), die Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-468, MCF-7, SKBR3 und BT474 
(O'Reilly et al., 2006; Roforth et al., 2008; He et al., 2011) sowie die 
Lungenkarzinomzelllinien A549, H157, H358 und H460 (Sun et al., 2005). Auch in 
Xenograft-Modellen und im Patienten führte eine Rapamycin-Behandlung zu einem Anstieg 
im Akt-Phosphorylierungslevel und wirkte dort sogar dem therapeutischen Potenzial dieser 
Inhibitoren entgegen und ging mit einer schlechten Prognose einher (O'Reilly et al., 2006; 
Wan et al., 2007; Cloughesy et al., 2008; Tabernero et al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden die Lungenkarzinomzelllinien A549, SK-MES-1, HTB-182, H661 und H460 sowie 
die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 bezüglich einer möglichen Rapamycin-
induzierten PI3K/Akt-Aktivierung untersucht. Dazu wurden Western Blot Analysen 
durchgeführt und gezeigt, dass Rapamycin zu einer zelllinienabhängigen PI3K-abhängigen 
Akt1-Aktivierung führt. Während die Akt1-Aktivität in den Lungenkarzinomzelllinien H460 
und H661 nach Rapamycin-Behandlung unverändert blieb (Abb. 3.22, Abb. 3.23), war in den 
Lungenkarzinomzelllinien A549, SK-MES-1 und HTB-182 sowie in der Brustkrebszelllinie 
MDA-MB-231 sehr wohl eine Rapamycin-bedingte, sehr deutliche Zunahme im Akt1-
Phosphorylierungsgrad zu beobachten (Abb. 3.21, Abb. 3.23). Wie bereits auch von Sun und 
Kollegen gezeigt (Sun et al., 2005), war der Rapamycin-bedingte Anstieg im Akt1-
Phosphorylierungslevel (S473/T308), parallel zur erfolgreichen Hemmung des mTOR-
Signalwegs, in A549 Zellen zeitabhängig. Ein Anstieg im Akt1-Phosphorylierungsgrad war 
dabei bereits 30 Minuten nach Behandlung mit Rapamycin zu verzeichnen; dieser Anstieg 
wurde über einen Zeitraum von 24 Stunden aufrechterhalten. Der Anstieg im Akt1-
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Phosphorylierungsgrad hatte zudem auch die Aktivierung der Akt1-Substrate PRAS40, 
GSK3α und GSK3β zur Folge. Allerdings stehen die Daten, die im Rahmen dieser Arbeit in 
H460 Zellen generiert wurden, im Widerspruch mit denen von Sun und Kollegen (Sun et al., 
2005), die nach 24-stündiger Rapamycin-Behandlung eine Zunahme im Akt1-
Phosphorylierungszustand beobachten konnten. In den hier gezeigten Versuchen induzierte 
Rapamycin zwar in der ersten Stunde nach Rapamycin-Behandlung eine leichte Akt1-
Aktivierung. Im Laufe der Zeit und über einen Zeitraum von 24 Stunden erreichte das 
Phosphorylierungslevel von Akt1 dann einen Wert, der unter dem der Kontrollzellen lag. Die 
Ursachen, warum es in manchen Zelllinien zu einer Rapamycin-induzierten Akt1-Aktivierung 
kam und in anderen nicht, sind derzeit noch nicht bekannt.   
Auch wenn in vielen bereits veröffentlichten Publikationen gemutmaßt wird, dass eine 
Rapamycin-Resistenz mit einer Rapamycin-induzierten PI3K/Akt-Aktivierung in 
Zusammenhang steht (Gera et al., 2004; Noh et al., 2004), so konnte weder in der Arbeit von 
Rivera und Kollegen (Rivera et al., 2011) noch im Rahmen dieser Arbeit eine Korrelation 
zwischen der Rapamycin-induzierten Akt1-Aktivierung und dem zytostatischen Potenzial 
dieses Inhibitors nachgewiesen werden. Unabhängig davon, ob nach Rapamycin-Exposition 
eine Erhöhung im Akt1-Phosphorylierungszustand beobachtet werden konnte oder nicht, 
zeigte der mTOR-Inhibitor Rapamycin in allen getesteten Zelllinien eine deutliche 
antiproliferative Wirkung (Abb. 3.18). Dieser mTOR-Inhibitor-bedingte antiproliferative 
Effekt ist ein generelles Phänomen und bereits mehrfach beobachtet worden, beispielsweise in 
NSCLC-Zellen und anderen Tumor- sowie Normalzellen, aber auch in Xenograft-Modellen 
(Seufferlein et al., 1996; Yu et al., 2001; Gorshtein et al., 2009; Rivera et al., 2011).   
Da PTEN ein negativer Regulator des mTOR-Signalwegs ist, wurden PTEN-Mutationen 
oftmals mit der Empfindlichkeit gegenüber mTOR-Inhibitoren in Zusammenhang gebracht 
(Neshat et al., 2001; Shi et al., 2002). In Übereinstimmung mit 2011 veröffentlichten Daten 
(Rivera et al., 2011) kann im Rahmen dieser Arbeit allerdings kein Zusammenhang zwischen 
dem zellulären PTEN-Status und der Rapamycin-Empfindlichkeit hergestellt werden.   
Demnach scheint weder die Rapamycin-induzierte Akt1-Aktivierung noch der alleinige 
Verlust der PTEN-Expression ein aussagekräftiger Prädiktor der Rapamycin-Empfindlichkeit 
zu sein.  

4.2.2 Rapamycin in Form einer Kombinationstherapie mit Bestrahlung 

Trotz des in In-vitro- und In-vivo-Studien auftretenden zytostatischen Effekts von 
Rapamycin/Rapalogen sind die Ergebnisse, die mit Rapamycin/Rapalogen in Form einer 
Monotherapie in der Klinik erzielt wurden, unbefriedigend. Daher wird immer häufiger die 
Behandlung einer Tumorerkrankung mit mehreren Therapieprinzipien in Erwägung gezogen, 
von der man sich die Nutzung von Synergieeffekten erhofft (Abraham et al., 2007). Es gibt 
derzeit einige Studien, in denen Rapamycin/Rapaloge mit anderen Substanzen kombiniert 
eingesetzt werden. Denkbar dabei sind Substanzen, die zusätzlich noch in andere 
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Knotenpunkte der EGFR/PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade oder auch in andere Signalwege 
(z. B. in den Ras-Signalweg) eingreifen. So wurde in präklinischen Studien gezeigt, dass sich 
Rapamycin/Rapaloge und der PI3K-Inhibitor LY294002 in Zellen des Lungenkarzinoms und 
der T-Zell-Leukämie (Ikezoe et al., 2007; Wang et al., 2008) sowie Rapamycin/Rapaloge und 
der Akt-Inhibitor MK2206 (Ewald et al., 2013) in Zellen und Xenograft-Modellen des 
Cholangiokarzinoms in ihrer antitumoralen Wirkung synergistisch verstärken. Gleiches galt 
für Zellen des kolorektalen Karzinoms, sofern Rapamycin in Kombination mit dem RAF-
MEK-ERK-Inhibitor Sorafenib eingesetzt wurde (Gulhati et al., 2012). Auch klinische 
Studien unterstreichen den positiven Effekt einer Kombinationstherapie. In der BOLERO2-
Studie wurde demnach beim fortgeschrittenen Hormonrezeptor-positiven, HER2/c-neu-
negativen Mammakarzinom durch die Kombination von Rapamycin/Rapalogen mit dem 
Aromataseinhibitor Exemestan ein verlängertes progressionsfreies Überleben erzielt (Dumont 
et al., 2012; Beck et al., 2014).  

Im Moment gibt es noch keine klinische Studien, in denen den Tumorpatienten 
Rapamycin/Rapaloge in Kombination mit ionisierender Strahlung verabreicht werden. Es gibt 
sehr wohl aber schon einige präklinische Studien, die die Vorteile einer Rapamycin-
Kombination mit Bestrahlung in Form einer Rapamycin-induzierten Strahlensensitivierung 
zeigen. In diesen präklinischen In-vitro-Studien wird deutlich, dass die Rapamycin-induzierte 
Erhöhung der Radiotoxizität sehr stark zelllinienabhängig erfolgt. In mehreren Studien, die 
u. a. in Prostatakarzinom- (Cao et al., 2006; Schiewer et al., 2012) und Blasenkarzinomzellen 
(Nassim et al., 2013) durchgeführt wurden, konnte ein Rapamycin-bedingter 
strahlensensitivierender Effekt beobachtet werden. Etwas kontrovers sind die Ergebnisse in 
Glioblastomzellen; in einer Zelllinie bewirkte Rapamycin eine Strahlensensitivierung, in einer 
anderen jedoch erzielte der mTOR-Inhibitor keinerlei strahlensensitivierende Effekte 
(Shinohara et al., 2005). Gleiches gilt für Mammakarzinomzelllinien (Albert et al., 2006; No 
et al., 2009; Hayman et al., 2013). In Zellen von Kopf-Hals-Tumoren konnte Rapamycin 
keine Erhöhung der Strahlentoxizität bedingen (Ekshyyan et al., 2009). Die Rapamycin-
bedingte Strahlensensitivierung scheint also zelllinienabhängig, aber unabhängig von der 
Tumorentität zu sein, was im Rahmen dieser Arbeit in Mammakarzinom- sowie 
Lungenkarzinomzellen bestätigt werden konnte (Abb. 3.19). In der vorliegenden Arbeit wird 
zwischen responsiven und nicht-responsiven Zelllinien unterschieden, sprich zwischen Zellen, 
die durch Rapamycin strahlensensitiviert wurden (H460, H661) und solchen, deren 
Strahlenantwort durch Rapamycin unberührt blieb (MDA-MB-231, SK-MES-1, HTB-183) 
bzw. nur minimal begünstigt wurde (A549). Bereits veröffentlichte Daten von Kim und 
Kollegen (Kim et al., 2008; Kim et al., 2009) sowie Choi und Kollegen (Choi et al., 2010) 
konnten bestätigt werden; demnach führte eine Rapamycin-Behandlung in H460 Zellen zu 
einer signifikanten Erhöhung der Radiotoxizität. Im Gegensatz zu H460 Zellen konnte in der 
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 sowie in den Lungenkarzinomzelllinien SK-MES-1, 
HTB-182 und A549 Zellen kein bzw. nur ein geringer Effekt beobachtet werden. Die 
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fehlende Rapamycin-bedingte Strahlensensitivierung in A549 Zellen widerspricht den 
publizierten Daten von Choi und Kollegen (Choi et al., 2010), die in dieser Zelllinie sehr 
wohl eine strahlensensitivierende Wirkung des mTOR-Inhibitors fanden. Diese 
unterschiedlichen Ergebnisse sind möglicherweise durch unterschiedliche 
Versuchsdurchführungen/Inhibitor-Behandlungszeiten erklärbar – in eben dieser 
Veröffentlichung sind keine genauen Angaben zur Versuchsdurchführung und den Inhibitor-
Behandlungszeiten zu finden. In Bezug auf die Wirkung von Rapamycin auf die 
Strahlenantwort von MDA-MB-231 Zellen sind die hier gezeigten Ergebnisse mit denen von 
Hayman und Kollegen in Einklang (Hayman et al., 2013). Allerdings wird in einer anderen 
Publikation sehr wohl von einer Rapamycin-induzierten Strahlensensitivierung in 
MDA-MB-231 Zellen gesprochen (Albert et al., 2006). Auch diese Unterschiede sind 
möglicherweise auf unterschiedliche experimentelle Durchführungen zurückzuführen.   
Der Literatur nach zu urteilen ist derzeit noch nicht geklärt, welche Gegebenheiten für die 
zelllinienabhängige Rapamycin-induzierte Beeinflussung der Radiotoxizität verantwortlich 
sind. Angesichts der Tatsache, dass Rapamycin in den beiden p53wt A549 und H460 
Zelllinien lediglich in H460 eine strahlensensitivierende Wirkung hatte, ist davon auszugehen, 
dass der strahlensensitivierende Effekt von Rapamycin p53-unabhängig erfolgte. In 
Übereinstimmung mit den hier gezeigten Daten zeigten auch Nagata und Kollegen in einem 
isogenen NSCLC-Zellsystem (H1299/wtp53 und H1299/mp53), dass die 
strahlensensitivierende Wirkung von Rapamycin unabhängig vom p53-Status ist (Nagata et 
al., 2010).     

Es wäre äußerst wünschenswert, das Ansprechen eines bestimmten Zelltyps auf eine 
kombinierte Rapamycin-/Strahlentherapie voraussagen zu können. So wäre es dann möglich, 
für jeden einzelnen Krebspatienten die wirksamste und sicherste Krebstherapie zu bestimmen. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals ein möglicher Prädiktor identifiziert werden. Die 
vorliegende Arbeit ist die bisher erste, in der eine Korrelation zwischen einer Rapamycin-
induzierten Akt1-Aktivierung und einer fehlenden bzw. minimierten Rapamycin-induzierten 
Strahlensensitivierung gezeigt werden konnte. Das bedeutet, dass in H460 und H661 Zellen 
(responsive Zellen), in denen eine Rapamycin-Behandlung keinen Einfluss auf den Akt1-
Phosphorylierungszustand hatte (Abb. 3.22, Abb. 3.23A), sehr wohl die Radiotoxizität durch 
den mTOR-Inhibitor erhöht wurde (Abb. 3.19A), während in den Zelllinien MDA-MB-231, 
SK-MES-1, HTB-182 und A549 (nicht responsive Zellen), in denen Rapamycin zu einer 
PI3K-abhängigen Akt1-Aktivierung führte (Abb. 3.21, Abb. 3.23), keine bzw. nur eine 
minimierte Strahlensensitivierung beobachtet werden konnte (Abb. 3.19B). Demnach trägt 
die Rapamycin-induzierte PI3K/Akt1-Aktivierung zur Strahlenresistenzentwicklung solider 
Tumoren bei und scheint ein geeigneter Parameter zu sein, mit dem das Scheitern einer 
kombinierten Rapamycin-/Strahlentherapie vorausgesagt werden kann. Diese 
vielversprechenden präklinischen Daten rechtfertigen translationale Untersuchungen 
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dahingehend, dass die Rapamycin-induzierte Akt1-Aktivierung als möglicher Prädiktor für 
das Therapieansprechen zu dienen vermag.  

Von Interesse ist, welche möglichen Mechanismen eine mTOR-Inhibitor-induzierte 
Strahlensensitivierung bedingen. Zwei veröffentlichte Studien brachten die 
strahlensensitivierende Wirkung von mTOR-Inhibitoren mit einer verminderten Kapazität zur 
Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB in Verbindung (Choi et al., 2010; Chen et al., 2011). 
Demnach schien die Strahlensensitivierung in Rapamycin-behandelten Zellen durch 
Hemmung des Homologen Rekombination (HR)- und NHEJ-Signalwegs bedingt zu sein. 
Dies zeigte sich zum einen an einer beeinträchtigten Rekrutierung von Reparaturenzymen 
(z. B. BRAC1, Rad51) zu DNA-Schadstellen sowie in einer ausgeprägten Verlängerung der 
γ-H2AX Focibildung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde als mögliche Ursache der Rapamycin-
induzierten Strahlensensitivierung ebenfalls eine reduzierte DNA-DSB-Reparatur in 
Erwägung gezogen. Wie in γ-H2AX Focus Assays gezeigt werden konnte (Abb. 3.20B), war 
in den nicht-responsiven Zelllinien A549, SK-MES-1, HTB-182 und MDA-MB-231 
24 Stunden nach Bestrahlung keine nennenswerte Veränderung in der Anzahl der residuellen 
DNA-DSB zu beobachten. Dies war nicht anders zu erwarten, denn schließlich konnte in 
diesen Zelllinien keine strahlensensitivierende Wirkung von Rapamycin nachgewiesen 
werden (Abb. 3.19B). In diesen Zelllinien bewirkte Rapamycin die Aktivierung von Akt1 
(Abb. 3.21, Abb. 3.23) und da Akt1 bekanntlich eine zentrale Rolle in der Reparatur von 
DNA-DSB spielt, konnte Rapamycin seine eigentlich strahlensensitivierende Wirkung nicht 
entfalten. Vielmehr wurden strahleninduzierte DNA-Schäden trotz Rapamycin-Behandlung 
sehr gut repariert (Abb. 4.2). In responsiven H460 Zellen war dies anders; Rapamycin 
bewirkte in H460 Zellen keine Akt1-Aktivierung (Abb. 3.22, Abb. 3.23A), so dass der 
eigentlich strahlensensitivierende Effekt zum Vorschein kam (Abb. 3.19B). Es ist davon 
auszugehen, dass die strahlensensitivierende Wirkung von Rapamycin in H460 Zellen durch 
eine reduzierte Reparatur strahleninduzierter DSB erklärbar ist (Abb. 3.20A). Dies scheint 
aber nicht der einzige Mechanismus zu sein, über den Rapamycin das Überleben von 
Tumorzellen nach Strahlenexposition begünstigte. In responsiven H661 Zellen beispielsweise 
hatte eine Rapamycin-Behandlung auf die Reparatur strahleninduzierter DNA-Schäden keine 
Auswirkungen (Abb. 3.20A). Dass neben einer reduzierten DNA-DSB-Reparatur andere 
Mechanismen beteiligt sein müssen, scheint daher selbstverständlich zu sein. Um welche 
Mechanismen es sich hierbei handeln könnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter 
untersucht. Es gibt aber aus der Literatur Hinweise dafür, dass mTOR-Inhibitoren über die 
Induktion der Autophagie (Takeuchi et al., 2005; Albert et al., 2006; Zhuang et al., 2011; 
Anbalagan et al., 2012), des Zellzyklusarrests (Choi et al., 2010) oder der Apoptose (Hosoi et 
al., 1999; Anandharaj et al., 2011; Liu et al., 2012) sowie über die Hemmung der 
Vaskularisierung der Tumore (Guba et al., 2002; Shinohara et al., 2005; Murphy et al., 2009) 
die Radiotoxizität erhöhen könnten. 
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Abb. 4.2: EGFR/PI3K/Akt/mTOR-Signalweg, Bestrahlung und Rapamycin. In nicht-responsiven Zellen 
führte eine Rapamycin-Behandlung zur PI3K-abhängigen Akt1-Aktivität. Da Akt1 in die Reparatur 
strahleninduzierter DNA-DSB involviert ist, konnte Rapamycin seine eigentlich strahlensensitivierende Wirkung 
in nicht-responsiven Zellen nicht entfalten. Vielmehr wurden strahleninduzierte DNA-Schäden auch nach 
Rapamycin-Behandlung sehr gut repariert.  

4.2.3 Co-Targeting Strategien zur Wiederherstellung der fehlenden/minimierten 
Rapamycin-induzierten Strahlensensitivierung in nicht-responsiven 
Tumorzellen 

Wider Erwarten wurde gezeigt, dass die klinischen mTOR-Inhibitor-Ergebnisse bei der 
Behandlung von Tumoren bestenfalls bescheiden waren und im schlechtesten Fall zum 
Fortschreiten der Erkrankung und schließlich zum Tod führten. Es wird versucht, mit 
verschiedenen Mechanismen diese nicht zufriedenstellende Wirkung der mTOR-Inhibitoren 
zu erklären. Die Entdeckung, dass Rapamycin den physiologischen negativen 
Rückkopplungsmechanismus aufhebt und dadurch eine Akt1-Aktivierung induziert, hat 
Anlass zu zahlreichen Studien gegeben und kann – wie im Rahmen dieser Arbeit bereits 
diskutiert wurde – eine fehlende mTOR-Inhibitor-bedingte Strahlensensitivierung von 
Tumorzellen erklären. Demnach könnten Co-Targeting Strategien, bei denen mTOR-
Inhibitoren zusammen mit Hemmstoffen zur Unterdrückung der Rapamycin-induzierten Akt-
Aktivität zum Einsatz kommen, vielversprechend sein und die Radiotherapie bei 
Tumorerkrankungen optimieren (Abb. 4.3).  
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Abb. 4.3: Co-Targeting Strategien zur Wiederherstellung der fehlenden Rapamycin-induzierten 
Strahlensensitivierung in nicht-responsiven Tumorzellen. In nicht-responsiven Zellen führt eine Rapamycin-
Behandlung zur PI3K-abhängigen Akt1-Aktivität. Da Akt1 in die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB 
involviert ist, kann Rapamycin seine eigentlich strahlensensitivierende Wirkung in nicht-responsiven Zellen 
nicht entfalten. Mit einer zusätzlichen PI3K-/Akt-Hemmung (LY294002 bzw. MK2206, siAKT1, shAKT1) 
sollte die maskierte Rapamycin-induzierte Strahlensensitivierung wiederhergestellt werden.  

Sowohl die hier gezeigten Daten (Abb. 3.24) als auch Forschungsergebnisse von anderen 
Wissenschaftlern zeigen, dass die Rapamycin-induzierte Akt-Aktivierung PI3K-abhängig ist 
(Sun et al., 2005; O'Reilly et al., 2006) und demnach möglicherweise durch den PI3K-
Inhibitor LY294002 aufgehoben werden könnte (O'Reilly et al., 2006; Wang et al., 2008; 
Chen et al., 2013b; Kasukabe et al., 2013). Tatsächlich resultierte eine kombinierte 
Rapamycin-/LY294002-Gabe zum einen in einer synergistisch verstärkten 
Proliferationshemmung in In-vitro-Studien (Breslin et al., 2005; Sun et al., 2005; Takeuchi et 
al., 2005; Wang et al., 2008; Kasukabe et al., 2013), zum anderen aber auch in einer 
synergistischen Tumorvolumenabnahme in A549- und H460-Xenograft-Modellen (Wang et 
al., 2008). In Übereinstimmung damit zeigen die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 
Koloniebildungstests unter Rapamycin-/LY294002-Gabe in nicht-responsiven SK-MES-1, 
HTB-182 und MDA-MB-231 Zellen, dass die strahlensensitivierende Wirkung unter 
kombinierter Inhibitor-Gabe signifikant größer war als bei Behandlung mit nur einem 
Inhibitor (Abb. 3.25A). Diese Arbeit ist die bisher einzige, in der die kombinierte Wirkung 
von Rapamycin, LY294002 und ionisierender Strahlung untersucht wurde, daher gibt es keine 
Literatur, die diese Ergebnisse verifizieren könnte.   
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Demnach ist fragwürdig, welche Mechanismen die zelluläre Strahlensensitivierung nach 
Behandlung mit Rapamycin, LY294002 und ionisierender Strahlung bedingen könnten. Da 
bereits vorangegangene Versuche die strahlensensitivierende Wirkung des PI3K-Inhibitors 
LY294002 mit einer verminderten Kapazität zur Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB in 
Verbindung brachten (Abb. 3.4) und auch die strahlensensitivierende Wirkung von 
Rapamycin zumindest in responsiven Zelllinien teilweise auf eine reduzierte DNA-
Schadensreparatur zurückzuführen war (Abb. 3.20A), lag der Verdacht nahe, dass sich 
möglicherweise auch die kombinierte Rapamycin-/LY294002-/Strahlentherapie auf die 
Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB auswirken könnte. Und tatsächlich bestätigte sich 
diese Vermutung – eine kombinierte Rapamycin-/LY294002-/Strahlentherapie resultierte in 
nicht-responsiven A549, SK-MES-1 bzw. MDA-MB-231 Zellen in einem signifikant bzw. 
tendenziell größeren strahleninduzierten DNA-Restschaden (Abb. 3.26, Abb. 3.27A), was 
mit den Überlebenskurven der Koloniebildungstests nach kombinierter 
Rapamycin-/LY294002-Behandlung und anschließender Bestrahlung einher ging            
(Abb. 3.25A). Die verstärkte Strahlensensitivierung nach Kombinationsbehandlung kann 
dadurch erklärt werden, dass die Rapamycin-induzierte Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalwegs durch die LY294002-Gabe gehemmt wurde. Dadurch konnte die zuvor versteckte 
Strahlensensitivierung von Rapamycin in nicht-responsiven Zellen wiederhergestellt werden. 
Infolgedessen verstärkten sich dann die sensitivierenden Wirkungen von LY294002 und 
Rapamycin.   

Mittlerweile gibt es einen dualen PI3K-/mTOR-Inhibitor namens BEZ235, der laut einer 
Studie von Konstantinidou und Kollegen annähernd die gleiche antiproliferative Wirkung 
haben soll wie eine kombinierte Rapamycin-/LY294002-Behandlung (Konstantinidou et al., 
2009). Auch in anderen Studien wurde die hemmende Wirkung dieses Inhibitors auf die 
Proliferation von Tumorzellen und Tumorgewebe bestätigt (Roper et al., 2011; Xu et al., 
2011; Cerniglia et al., 2012). Da die Kombination aus Rapamycin und BEZ235 
wachstumshemmende Effekte in NSCLC-Zellen und A549-Xenograft-Modellen zeigte (Xu et 
al., 2011) und zudem von einer BEZ-induzierten, mit der DNA-Schadensreparatur in 
Zusammenhang stehenden Strahlensensitivierung die Rede ist (Cerniglia et al., 2012), wäre 
auch die Durchführung von Rapamycin-/BEZ235-Kombinationsversuchen inklusive 
Bestrahlung sinnvoll. Derartige Versuche wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht 
durchgeführt. 

Der PI3K-Inhibitor LY294002 zeigt zwar in präklinischen Studien sehr erfolgreiche 
Ergebnisse, kann aber aufgrund seiner Toxizität in der Klinik keine Anwendung finden. 
Deshalb wird gerne auf klinisch erprobte Akt-Inhibitoren (z. B. MK2206, Perifosine) 
zurückgegriffen, die mit Rapamycin kombiniert werden. Grundlage für die Kombination von 
Akt-Inhibitoren mit Rapamycin in der Klinik bilden präklinische Studien, in denen gezeigt 
werden konnte, dass der kombinierte Einsatz von Rapamycin mit einem Akt-Inhibitor die 
Zytotoxizität in Myelomzellen, Prostatakarzinomzellen, Cholangiokarzinomzellen sowie in 
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entsprechenden Xenograft-Modellen verstärkt (Cirstea et al., 2010; Zhang et al., 2012; Ewald 
et al., 2013). In einigen, aber nicht allen, Kopf-Hals-Tumor-Modellen konnten ähnliche 
Beobachtungen gemacht werden, die dann mit einer verstärkten Caspase-3-Aktivität 
begründet wurden (Radhakrishnan et al., 2013). Die in dieser Arbeit gezeigten 
Rapamycin-/MK2206-Ergebnisse harmonisieren gut mit diesen publizierten Daten, denn im 
Rahmen dieser Arbeit konnte auf Basis der γ-H2AX Focus Assays in A549 Zellen, in denen 
es zu einer Rapamycin-induzierten Akt1-Aktivierung kommt, gezeigt werden, dass eine 
kombinierte Rapamycin-/MK2206-Behandlung die Reparaturkapazität im Vergleich zu einer 
Singlebehandlung herabsetzte (Abb. 3.29A) und schließlich in einer erhöhten 
strahlensensitivierenden Wirkung resultierte (Abb. 3.28A). Weitere Untersuchungen mit 
siRNA und shRNA konnten Akt1 als diejenige Akt-Isoform identifizieren, die für die 
Modulation der Rapamycin-bedingten Strahlensensitivierung in nicht-responsiven Zellen 
verantwortlich ist (Abb. 3.30A, Abb. 3.31, Abb. 3.32A, Abb. 3.33).   

In responsiven Zellen unterscheidet sich das Reparaturmuster merklich von dem in nicht-
responsiven Zellen, d. h. nach einer kombinierten Rapamycin-/LY294002-, 
Rapamycin-/MK2206- bzw. Rapamycin-/siAKT1-Behandlung war die Anzahl unreparierter 
DNA-DSB 24 Stunden nach Bestrahlung vergleichbar mit der in Kontrollzellen (Abb. 3.27B, 
Abb. 3.29B, Abb. 3.32B). Diese Beobachtung kann mit den dazugehörigen 
Koloniebildungstests, in denen nach kombinierter Behandlung ein additiver Effekt beobachtet 
werden konnte, nicht zur Deckung gebracht werden (Abb. 3.25B, Abb. 3.28B, Abb. 3.30B). 
Die Ursachen, warum γ-H2AX Foci nach kombinierter Behandlung lediglich auf 
Kontrollniveau detektiert werden konnten, ist fragwürdig und nicht auf eine 
Induktionsproblematik zurückzuführen (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise nehmen hier 
andere Mechanismen überhand, die die Radiotoxizität erhöhen. Denkbar wären Mechanismen 
wie die bereits oben in Kopf-Hals-Tumor-Modellen genannte Erhöhung in der Caspase-3-
Aktivität, die Induktion der Autophagie oder auch des Zellzyklusarrests. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden jedoch keine Untersuchungen dahingehend vorgenommen.  

4.3 Schlussbetrachtung 

Fasst man die Daten dieser Arbeit und die vorhandene Literatur zusammen, wird ersichtlich, 
dass die EGFR-vermittelte PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade bei der Vermittlung einer 
zellulären Strahlenresistenz eine entscheidende Rolle spielt und dass durch gezieltes, 
molekulares Targeting gegen bestimmte Komponenten dieser Signalkaskade die 
Radiotoxizität der Strahlentherapie verstärkt werden kann.  

Entsprechend bereits veröffentlichter Daten (Gupta et al., 2001; Gupta et al., 2002; Lee et al., 
2006; Toulany et al., 2006; Kao et al., 2007; No et al., 2009; Choi et al., 2010) konnte gezeigt 
werden, dass durch gezielte Hemmung der PI3K Tumorzellen gegenüber ionisierender 
Strahlung sensitiviert werden können, da PI3K die Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB 
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entscheidend lenkt. In dieser Arbeit kam der pharmakologische PI3K-Inhibitor LY294002 
zum Einsatz. Da dieser Inhibitor allerdings aufgrund seiner Toxizität in der Klinik nicht 
eingesetzt werden kann, sollte man die Entwicklung geeigneter klinischer PI3K-Inhibitoren in 
Erwägung ziehen.   

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die einzelnen Akt-Isoformen in der Transduktion 
strahleninduzierter Signale unterschiedliche Rollen einnehmen. Wie bereits veröffentlicht 
(Toulany et al., 2008; No et al., 2009; Choi et al., 2010; Toulany et al., 2012), führte die 
Hemmung der Akt1 mittels pharmakologischen Inhibitoren, siRNA oder shRNA zu einer 
reduzierten Reparatur strahleninduzierter DNA-DSB, was eine Erhöhung der Radiotoxizität 
bewirkte. Ebenso verhielt sich die Akt-Isoform Akt3. Dagegen schien Akt2 in die zelluläre 
Klonogenität und die NHEJ-Reparatur weniger involviert zu sein. Die Rolle der Akt1-Isoform 
im NHEJ-Prozess wurde in der Vergangenheit bereits sehr anschaulich belegt (Toulany et al., 
2008; Golding et al., 2009; Toulany et al., 2012). Wie die beiden anderen Isoformen 
mechanistisch in diesen Prozess involviert sein könnten, bleibt noch zu klären. In diesem 
Zusammenhang wären Fragestellungen bezüglich der Interaktion der Akt2- und Akt3-Isoform 
mit Proteinen der Reparaturmaschinerie interessant.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal festgestellt werden, dass die Rapamycin-
induzierte Akt1-Aktivierung dem Rapamycin-induzierten strahlensensitivierenden Potenzial 
entgegenwirkt und zumindest in vitro als Prädiktor für das Ansprechen einer Strahlentherapie 
dienen kann. Diese Korrelation kann dadurch erklärt werden, dass die erhöhte Akt1-Aktivität, 
wie sie in nicht-responsiven Zellen auftrat, die eigentlich strahlensensitivierende Wirkung von 
Rapamycin unterdrückte/aufhob, indem die DNA-DSB-Reparatur begünstigt wurde. Es war 
möglich, die fehlende/minimierte Rapamycin-bedingte Strahlensensitivierung in nicht-
responsiven Tumorzellen durch Co-Targeting Strategien, bei denen Rapamycin zusammen 
mit Hemmstoffen zur Unterdrückung der Rapamycin-induzierten Akt1-Aktivität eingesetzt 
wurde, wiederherzustellen. Hier schien die DNA-DSB-Reparatur, neben weiteren noch zu 
erforschenden Mechanismen, eine Rolle zu spielen. Etwas fragwürdig ist im Moment das 
Reparaturmuster in responsiven Zellen, die der Co-Targeting Strategie unterzogen wurden – 
speziell in diesen Zellen ist es nötig, die Mechanismen, die die Radiotoxizität erhöhen, zu 
identifizieren, da hier die DNA-Schadensreparatur via NHEJ weniger eine Rolle zu spielen 
scheint.  

Auch wenn noch sehr viel Arbeit bezüglich der Identifizierung der mechanistischen Vorgänge 
zu leisten ist, liefern die vorliegenden In-vitro-Ergebnisse die Erkenntnis, dass 
Kombinationsstrategien aus ionisierender Strahlung und molekularem Targeting der 
PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade eine geeignete Vorgehensweise darstellen, mit der 
Strahlenresistenzen in vitro sehr erfolgreich überwunden werden können. Die Erprobung 
dieser vorgestellten Kombinationsstrategien scheint auch in vivo und in der Klinik sinnvoll zu 
sein.  
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Abb.    Abbildung 
Akt1/2/3    Proteinkinase B (PKB) alpha/beta/gamma 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATP    Adenosintriphosphat 

BOLERO2   Breast Cancer Trials of Oral Everolimus 2 
BSA    Albumin Fraktion V, bovine serum albumin 
bzw.    beziehungsweise 

cm     Zentimeter 
CO2     Kohlenstoffdioxid 
Cu     Kupfer 

D37     Strahlendosis, bei der die SF 37 % beträgt 
Dapi    4',6-Diamidin-2-phenylindol 
DEPTOR   DEP domain-containing mTOR-interacting protein 
d. h.     das heißt 
DMEM    Dullbecco’s Modified Eagle Medium 
DMF    dosismodifizierende Faktor, dose modification factor 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure, deoxyribonucleic acid 
DNA-DSB   DNA-Doppelstrangbruch 
DNA-PK   DNA-abhängige Proteinkinase, DNA-dependent protein kinase 
DNA-PKcs   katalytische Untereinheit der DNA-PK, DNA-PK catalytic subunit 
DSB    Doppelstrangbruch 
DTT    Dithiothreitol 

4E-BP1    eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1 
ECL    Enhanced Chemiluminescence 
EGF    Epidermaler Wachstumsfaktor, epidermal growth factor 
EGFR    Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor, epidermal growth factor receptor 
eIF4E    eukaryotic initiation factor 4E 
ErbB    Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 

FCS     Fetales Kälberserum, fetal calf serum 
FDA    Food and Drug Administration 
FKBP12    12 kDa FK506 Binding Protein 

g     Gramm 
GβL    G protein beta subunit-like 
GS3α/β    Glycogen synthase kinase 3α/β 
Gy     Gray 

γ-H2AX    Histon 2AX, phosphoryliert an S139 
HCl     Salzsäure 
HM     hydrophobes Motiv 
H2Odest    destilliertes Wasser 
HR     Homologe Rekombination 
HRP    Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase 
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IC50     mittlere inhibitorische Konzentration 
i. d. R.    in der Regel 
IgG     Immunglobulin G 
IRS1    insulin receptor substrate 1 
iSH2    inter-Src homology 2 

J     Joule 
JAK    Januskinase, Janus kinase 

KCl     Kaliumchlorid 
kDa     Kilodalton 
kg     Kilogramm 
KH2PO4    Kaliumdihydrogenphosphat 
Konz.     Konzentration 
KRAS    Ki-ras2 Kirsten Rat sarcoma viral oncogene homolog 
kVp     Kilovolt Peak 

l     Liter 

mA     Milliampere 
mAb    monoklonaler Antikörper 
ml     Milliliter 
mm     Millimeter 
mM     Millimolar 
MAPK    Mitogen-activated protein kinase 
mSIN1    mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1, auch MAPKAP1 
mTOR    mammalian target of rapamycin 
mTORC1/2   mTOR complex 1/2 

NaCl    Natriumchlorid 
NaF     Natriumfluorid 
NaHCO3   Natriumhydrogencarbonat 
Na2HPO4 · 2H2O  Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat  
NaOH    Natriumhydroxid 
Na3VO4    Natriumorthovanadat 
NHEJ    Nicht-homologe Endverknüpfung, non-homologous end joining 
nm     Nanometer  
nM     Nanomolar 
NSCLC    nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, non-small cell lung cancer 

Opti-MEM   Opti-Minimum Essential Medium Eagle  

p     Irrtumswahrscheinlichkeit 
P-     Phospho- 
pAb     polyklonaler Antikörper 
PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS     Phosphatgepufferte Salzlösung, phosphate buffered saline 
PDK1/2    Phosphoinositide-dependent kinase 1/2 
PE     Koloniebildungseffizienz, plating efficiency 
PH     Pleckstrin homology 
PI3K    Phosphoinositid-3-Kinase 
PIP2     Phosphatidylinositol(4,5)biphosphat 
PIP3     Phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphat 
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PKBα/β/γ   Proteinkinase alpha/beta/gamma, auch Akt1/2/3 
PLCγ    Phospholipase c gamma, Phospholipase c gamma 
PRAS40    proline-rich Akt substrate 40 kDa 
Protor    protein observed with rictor 
PTEN    Phosphatase and tensin homolog 

Raptor    regulatory associated protein of mTOR 
Ras     Rat sarcoma 
Rictor    rapamycin-insensitive comapnion of mTOR 
RNA    Ribonukleinsäure, ribonucleic acid 
rpm     Umdrehungen pro Minute, resolutions per minute 
RPMI    Roswell Park Memorial Institute 

S     Serin 
S6     ribosomal protein S6 
S6K1    p70 ribosomal protein S6 kinase 1 
SH2/3    Src-homology 2/3 
SD     Standardabweichung, standard deviation 
SDS    Natriumdodecylsulfat, sodiumdodecylslfate 
SEM    Standardfehler des Mittelwerts, standard error oft he mean 
SF     Überlebensfraktion, surviving fraction 
shRNA    small hairpin RNA 
siRNA    small interfering RNA 
STAT    Signal transducer and activator of transcription 
Std.     Stunde 

T     Threonin 
Tab.    Tabelle 
TBST    Tris-Buffered Saline Tween 20 
TEMED    Tetramethylethylendiamin 
TGFα    Transforming growth factor alpha 
Tris     Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
TSC1/2    Tuberous sclerosis 1/2 

u. a.     unter anderem 

v/v     Volumen/Volumen, Volumenprozent 

wt     Wildtyp 

XRCC4    X-ray repair cross-complementing protein 4 

z. B.     zum Beispiel 
ZfKD    Zentrum für Krebsregisterdaten 

°C     Grad Celcius  
%     Prozent 
µl     Mikroliter 
µm     Mikrometer 
*     signifikant 
**     sehr signifikant 
***     höchst signifikant
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