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Einleitung

1 Einleitung

Der globale Anstieg der Gesamtbevolkerung sowie ihrer Lebenserwartung sorgt fiir
eine stetig steigende Inzidenz der Krebserkrankungen. Nach Prognosen der
International Agency for Research on Cancer (IARC) der WHO erhdhen sich die
Fallzahlen bis ins Jahr 2050 um 77 %, verglichen mit 2022 [1]. In den nach Human
Development Index hochentwickelten Liandern haben Krebserkrankungen bereits
den ersten Platz als Todesursache vor Vollendung des 70. Lebensjahres

eingenommen [2].

Maligne Neoplasien der Eierstocke konnen aus drei verschiedenen Geweben
hervorgehen — den Keimzellen, der Stroma oder dem Epithel [3]. Das in dieser
Arbeit thematisierte Ovarialkarzinom umfasst das Krankheitsbild letzteren
Ursprungs und ist mit ca. 90 % aller Félle der hdufigste Tumor der Eierstocke [4].
Obwohl die Zahl der Diagnosen seit den 1970er Jahren stetig sinkt, ist dieser Trend
bei den Todesfillen erst seit Mitte der 2000er Jahre sichtbar [5]. Zu einer
verbesserten Prognose konnen Vorsorge, die Behandlung in Spezialkliniken sowie
Genomanalysen und darauf abgestimmte Therapien beitragen [6]. Trotz dieser
Fortschritte sind die Uberlebenschancen verglichen mit anderen Tumorentititen
weiterhin schlecht, da die Tumore hdufig in einem fortgeschrittenen Stadium mit
Metastasen diagnostiziert werden und zudem einer hohen Resistenzbildungsrate
unterliegen. Solche robusten Klone entstehen meist nach einem initialen
Ansprechen auf die platinhaltigen Zytostatika durch das Uberleben einiger Zellen,

welche in der Folge vor weiteren Behandlungen geschiitzt sind [7, 8].

Die Mechanismen hinter Entstehung und Auspragung solcher Chemoresistenzen
sind zahlreich und fiihren aufgrund eines Therapieversagens zum Tod der
Patientinnen [8]. Um die Heilungsaussichten in solchen Féllen zu verbessern, ist
die Erforschung neuer Wirkstoffe essenziell. Insbesondere fiir platinresistente
Karzinome gibt es wenige Daten fiir den Einsatz neuer Therapeutika. Diese Arbeit
soll mittels Testungen in Ovarialkarzinomzelllinien und ihren jeweiligen,
cisplatinresistenten Subtypen einen Teil zum Verstindnis der Chemoresistenzen

sowie neue Ansitze fiir deren Uberwindung beitragen.
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2 Theorie

2.1 Das Ovarialkarzinom

Unter allen malignen, gyndkologischen Erkrankungen stellt das Ovarialkarzinom
jene mit der hochsten Mortalitdtsrate dar. Das Fiinfjahresiiberleben liegt trotz
immer vielféltigeren Therapiemoglichkeiten bei unter 50 % [7, 9]. Dies ist vor
allem der Tatsache geschuldet, dass die Diagnose in den meisten Fillen im
fortgeschrittenen Stadium des Tumors erfolgt, der dann zudem in andere Gewebe
metastasiert ist [9, 10]. Ursdchlich dafiir ist der langzeitig ohne bzw. mit
unspezifischen Symptomen verlaufende Erkrankungsprozess [11,12]. Die
Erfolgsaussichten der Therapie werden ebenfalls durch die grole Heterogenitét
innerhalb des Krankheitsbildes erschwert. So gibt es verschiedene histologische
Subtypen des Ovarialkarzinoms, die sich durch spezifische Charakteristika auf
molekularer Ebene sowie unterschiedlichen Prognosen auszeichnen [13, 14]. Da
die Identifizierung solcher Biomarker von entscheidender Bedeutung fiir eine
erfolgreiche Behandlung sein kann, sollen diese im Folgenden in Bezug auf die

histologische Unterteilung genauer besprochen werden.

2.1.1 Histologische Unterteilung

Das epitheliale Ovarialkarzinom wird oft vereinfacht als einheitliches
Krankheitsbild dargestellt. Allerdings sind nach WHO fiinf verschiedene Subtypen
definiert, die sich histologisch unterscheiden lassen, da sie verschiedenen zelluldren
Ursprungs sind und auch in ihrem klinischen Bild z. T. stark variieren [15]. Die
genaue Einordnung des Tumors in eine dieser fiinf Klassen kann wichtige
Aufschliisse zum Ansprechen auf die Standardtherapie geben und koénnte in
Zukunft ggf. auch spezifische Wirkstoffe flir die Behandlung inkludieren oder
ausschlieBen [16]. Da sich die in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien in drei dieser
Klassen einordnen lassen, welche auch die am hiufigsten diagnostizierten in der
Klinik sind, sollen diese nun genauer vorgestellt werden [13]. Nicht besprochen
werden der /ow-grade serdse sowie der muzindse Subtyp, die nur einen kleinen

Anteil der tatsdchlichen Fille ausmachen.
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2.1.1.1 High-grade seroses Ovarialkarzinom

Dieses Karzinom stellt mit etwa 70 % aller Fille den mit Abstand am haufigsten
diagnostizierten Subtyp dar. Er zeichnet sich durch einen geringen
Differenzierungsgrad sowie aggressives Wachstum aus und bedingt fiir die
betroffenen Patientinnen lediglich eine 25 %-ige Uberlebenschance in den ersten
fiinf Jahren nach der Diagnose [14, 17]. Die hohe Sterblichkeit ist allen voran der
Symptomfreiheit bis ins fortgeschrittene Krankheitsstadium geschuldet, in dem der
Tumor nicht mehr auf die Ovarien beschriankt, sondern bereits in das umliegende
Gewebe ausgebreitet ist [17]. Des Weiteren besteht eine groBe Wahrscheinlichkeit
auf die Bildung eines behandlungsresistenten Rezidivs, obwohl ein Grofteil der
Tumore auf die initiale Therapie anspricht [18, 19]. Wie jeder Subtyp zeichnet sich
das high-grade serdse Ovarialkarzinom durch spezielle Mutationen aus. So tritt in
tiber 95 % der Fille ein Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens TP53 auf, der
sich in einem deregulierten Zellzyklus sowie unterdriickter Apoptose &uflert
[20, 21]. AuBBerdem kommen Mutationen in BRCA1 oder BRCAZ2 bei etwa einem
Fiinftel der Patientinnen vor, die zwar eine Tumorbildung begiinstigen, allerdings
auch eine zielgerichtete Therapie mit PARP-Inhibitoren (PARPi1) erméglichen, die
das progressionsfreie Uberleben deutlich verlingert [20, 22].

2.1.1.2 Endometrioides Ovarialkarzinom

Auf diesen Subtyp des Ovarialkarzinoms entfallen in etwa 10 % der klinischen
Félle [13]. Im Gegensatz zum high-grade serosem Subtyp erfolgt die Diagnose
meistens in einem frithen Krankheitsstadium. Des Weiteren sind die Tumorzellen
in der Regel ausdifferenziert, was die Prognose der Patientinnen begiinstigt [23].
Allerdings gilt auch bei diesem Subtyp, dass sich eine Diagnose im
fortgeschrittenen Stadium negativ auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit auswirkt
[24]. Bei wenig ausdifferenzierten Tumoren féllt die histologische Abgrenzung
zum high-grade serdsem Subtyp schwer, es kdnnen jedoch molekulare Marker zur
Beurteilung hinzugezogen werden [25]. Im endometrioiden Ovarialkarzinom findet
man keine omnipriasenten Mutationen wie die des TP53 im high-grade serdsen Typ,
die in nahezu jedem Fall nachweisbar sind. Stattdessen gibt es mehrere,
verschiedene Gene, in denen Verdnderungen in dhnlicher Haufigkeit auftreten [26].

Die Identifizierung solcher Mutationen kann auch in diesem Subtyp in Zukunft fiir
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eine individuell angepasste Therapie von Bedeutung sein. So kommt in etwa einem
Viertel der Félle eine Variante des KRAS vor, die mit neuen, selektiven Inhibitoren

gezielt adressiert werden konnte [26, 27].

2.1.1.3 Klarzelliges Ovarialkarzinom

Dieser Subtyp macht wie der vorangegangene etwa 10 % aller Fille des
Ovarialkarzinoms aus [13]. Er wird zu einem Grofteil friihzeitig entdeckt und kann
in diesem Stadium durch eine operative Entfernung mit einer gilinstigen Prognose
einhergehen, wenn kein Tumorgewebe verbleibt [28, 29]. Im Gegensatz zu den
beiden anderen beschriebenen Subtypen weist das klarzellige Ovarialkarzinom
allerdings eine relativ ausgeprégte intrinsische Chemoresistenz auf. So sprechen
nur in etwa 30 % der Tumore auf eine platinbasierte Behandlung an [28, 30]. Des
Weiteren ist die Prognose im fortgeschrittenen Stadium sehr schlecht, sodass die
Patientinnen im Mittel innerhalb eines Jahres nach der Diagnose versterben [14].
Auf molekularer Ebene zeichnen sich klarzellige Ovarialkarzinome durch die
Expression der Wildtypen von p53 und BRCA1/2 aus [31]. Charakteristisch sind
Mutationen des Tumorsuppressors ARIDIA sowie im Onkogen PIK3CA, die
haufig miteinander einhergehen [31, 32]. Beide Varianten bieten vielversprechende
Angriffspunkte flir gezielte Therapien mit neuen Wirkstoffen, die priklinisch
untersucht werden, um langfristig der hohen Resistenzrate entgegenzuwirken

[33, 34].

2.1.2 Stadien und Leitlinientherapie

Das Ovarialkarzinom wird nach der FIGO in vier verschiedene Stadien eingeteilt,
die zudem noch eigene Unterklassifizierungen haben. Ihre Haufigkeit sowie deren
Definition und Auswirkungen auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit sind in

Abbildung 1 dargestellt [35].
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A Verteilung der Stadien bei Diagnose B Stadium | Auf die Ovarian beschranktes Stadium Il Ausbreitung in umliegendes
Karzinom Gewebe

5-Jahresiiberleben: 89 % 5-Jahresiiberleben: 71 %

s 2

|
Stadium Il Metastasen in umliegendem Stadium IV Fernmetastasen in weiteren

1l Bauchfell, Lymphknoten und Vagina Organen
5-Jahresiiberleben: 41 % 5-Jahresiiberleben: 20 %

" ') :
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Abbildung 1: Darstellung der Haufigkeit der einzelnen Stadien des epithelialen Ovarialkarzinoms
bei Diagnosestellung zwischen 2007 und 2013 (A), Definition der einzelnen Stadien [35] sowie das
5-Jahresiiberleben (B). Zahlenwerte aus: [4]. Erstellt mit BioRender.com.

Die Standardtherapie des Ovarialkarzinoms beginnt mit einer groBtmdglichen
operativen Entfernung des Tumors sowie einer Untersuchung des umliegenden
Gewebes auf Metastasen wihrend des Eingriffs. Hierbei sollten zudem Biopsien
von auffilligen Stellen entnommen werden. Fiir Patientinnen mit einem Tumor im
Frithstadium (FIGO I) kann diese Operation auch unter Erhaltung der Fertilitét
durchgefiihrt werden [36]. AnschlieBend erfolgt eine Chemotherapie bestehend aus
einer Kombination von Carboplatin und Paclitaxel, die intravenos alle drei Wochen
fiir sechs Behandlungszyklen appliziert wird. Diese kann auch als platinbasierte
Monotherapie erfolgen, sollte es sich um einen Tumor der FIGO Stufe I handeln.
Im Falle eines low-grade Karzinoms kann sie auch komplett entfallen, wenn es

operativ vollstdndig entfernt werden konnte [37].

Fiir Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom (FIGO 11 - IV) wird
der Vorteil einer neoadjuvanten Therapie diskutiert [38]. Diese sieht zunédchst eine
Chemotherapie iiber drei Behandlungszyklen und anschlieender operativen
Tumorentfernung vor. Danach wird die Behandlung mit Carboplatin und Paclitaxel
iber weitere drei Zyklen fortgesetzt. Eine Empfehlung fiir dieses Vorgehen gibt es
nach aktueller Studienlage allerdings nicht, auler der Tumor wird initial als

inoperabel eingeschétzt [36].

Bei fortgeschrittenen Tumoren der FIGO Stadien III — IV ist zudem eine

Erhaltungstherapie indiziert. Diese sieht ein platinfreies Intervall vor, das durch die




Theorie

Behandlung mit Bevacizumab, einem monoklonalen Antikorper, der gegen VEGF
gerichtet ist und die Angiogenese des Tumors verhindert, {iberbriickt wird. Des
Weiteren konnen verschiedene Vertreter aus der Klasse der PARPi eingesetzt
werden. Die Auswahl héngt von den genauen genetischen Gegebenheiten der
Patientin ab. Liegt eine Mutation in den BRCA-Genen vor, kommt Olaparib zum
Einsatz, auch in Kombination mit Bevacizumab. Ist dies oder ein anderer Defekt
im DNA-Reparatursignalweg der homologen Rekombination (HR) nicht gegeben,
werden die PARP-Enzyme mittels Niraparib adressiert [39, 40].

Ein GroBteil der Patientinnen erleidet, trotz initialem Ansprechen auf die Therapie,
ein Rezidiv der Erkrankung. Diese werden nach Zeitpunkt des Auftretens nach
Beendigung der Chemotherapie in ein platinsensitives (friihestens sechs Monate
nach Abschluss) oder in ein platinresistentes (innerhalb von sechs Monaten nach
Abschluss) eingeteilt [41]. Fiir ersteres erfolgt die Rezidivtherapie wieder mit einer
Kombinationsbehandlung aus Carboplatin und Paclitaxel. Letzteres kann auch
durch andere Zytostatika wie Gemcitabin oder pegyliertes, liposomales
Doxorubicin ausgetauscht werden. Des Weiteren besteht die Option Bevacizumab
fiir eine Tripeltherapie hinzuzuziehen. PARPi sind auch nach einer zweiten
Chemotherapie als Erhaltungsmedikation indiziert, wenn der Tumor erneut auf die
Platinbehandlung anspricht. Im Falle eines resistenten Rezidivs konnen Paclitaxel,
Gemcitabin, pegyliertes, liposomales Doxorubicin oder Topotecan als
Monotherapie eingesetzt werden, da die Gabe von Carboplatin entfillt [40, 41]. Die
Erwartung einer Heilung ist in solchen Féllen nahezu aussichtslos. Das
durchschnittliche Uberleben eines platinresistenten Rezidivs liegt bei lediglich
12 - 14 Monaten [42]. Deshalb sind die Erforschung und Entwicklung neuer
Wirkstoffe und Therapien, welche die Prognose der Patientinnen mit einem

vermeintlich unbehandelbaren Tumor verbessern, von besonderer Bedeutung.

2.2 Cisplatin

Bei Cisplatin handelt es sich um ein klassisches Zytostatikum, dessen
Wirkspektrum vor allem schnell proliferierende Zellen und Gewebe umfasst. Zu
solchen zdhlen maligne, entartete Tumorzellen wie die eines Ovarialkarzinoms,

welche bei einer Chemotherapie adressiert werden sollen. Der gro3e Nachteil einer
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solchen Behandlung ist die Unselektivitdt der Zytostatika, welche auch zahlreiche
gesunde Zellen schadigen und deshalb z. T. verheerende Nebenwirkungen haben

[43].

In Abschnitt 2.1.2 ist beschrieben, dass in der Standardtherapie des
Ovarialkarzinoms Carboplatin als Mittel der Wahl eingesetzt wird. Dies ist u. a.
damit zu begriinden, dass das Nebenwirkungsprofil durch geringere Oto- und
Nephrotoxizitit sowie weniger Nausea und Emesis dem des Cisplatins iliberlegen
ist [43,44]. Der antineoplastische Effekt beider Verbindungen ist allerdings
identisch, da Carboplatin ein Prodrug des Cisplatins darstellt und sich ihre
Wirkformen demnach gleichen [45]. In den durchgefiihrten in vitro
Untersuchungen dieser Arbeit wird stets mit Cisplatin gearbeitet, da der Wirkeintritt
deutlich schneller erfolgt als beim Prodrug Carboplatin, was fiir zelluldre Arbeiten
von Vorteil ist. Des Weiteren ist in vivo eine vierfach héhere Dosis von Carbo- als
von Cisplatin zur Erzielung gleicher Effekte notwendig [46]. Die Neigung zur
Resistenzbildung von Tumoren gegeniiber beiden Substanzen ist jedoch &hnlich
ausgepragt, weswegen die Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen auch

unter Verwendung des Cisplatins aussagekréftig und praxisrelevant ist [47—49].

2.2.1 Entdeckung und Einsatz in der Chemotherapie

Bereits 1im 19. Jahrhundert gelang die erste Synthese von cis-
Diammindichloridoplatin(Il) (cDDP oder Cisplatin) durch Michele Peyrone,
weshalb die Verbindung zunéchst als Peyrone’s Chlorid bezeichnet wurde [50]. Das
zytostatische Potential wurde allerdings erst in den 1960er Jahren, zufillig, bei dem
Versuch die Zellteilung von Colibakterien durch Anlegen eines elektrischen Felds
zu hemmen, entdeckt. Da sich die Zellen aber auch nach Abschalten des Stroms
nicht mehr teilten, erkannte man, dass dies nicht der alleinige Grund fiir die
Hemmung des Wachstums sein konnte. Rosenberg et al. schlussfolgerten, dass
vielmehr Platinionen, die aus der vermeintlich inerten Elektrode herausgeldst
wurden, durch die Bildung von l6slichen Komplexen mit ebenso anwesenden
Ammoniumionen eine zytostatische Wirkung entfalteten. Die Bakterien dehnten
sich allerdings noch um ihre bis zu 300-fache GroBe aus, was zu der

Schlussfolgerung fiihrte, dass nur die Zellteilung, aber nicht das Wachstum
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gehemmt wird [51]. In nachfolgenden Arbeiten der Gruppe um Barnett Rosenberg
wurden diese antiproliferativen Effekte an Sarkom- und leukdmischen Zellen im
Mausversuch nachgewiesen [52]. In den 1970er Jahren folgten die ersten Tests von
verschiedenen Platinverbindungen am Menschen. SchlieBlich erfolgte die
Zulassung von Cisplatin durch die amerikanische Food and Drug Administration
fiir die Behandlung von Eierstock- und Hodenkrebs, die bis heute Bestand hat [53].
Besonders bei letzterem sind die erzielten Effekte sehr gut und ein GroBteil der
Patienten (ca. 90 %) erreicht eine komplette Heilung. Deshalb sind trotz der immer
mehr zugelassenen, auch deutlich selektiveren Wirkstoffen zur Behandlung
maligner Erkrankungen, platinhaltige Substanzen nicht aus der Chemotherapie

wegzudenken [54, 55].

2.2.2 Bioaktivierung und Wirkmechanismus

Das hydrolyseempfindliche Cisplatin wird mittels Infusion appliziert und gelangt
zundchst in  den  Extrazellulirraum, wo es durch die hohe
Chloridionenkonzentration stabil vorliegt. Allerdings werden dort etwa zwei Drittel
der applizierten Dosis an Thiolreste von Cysteinen des Albumins gebunden und
inaktiviert [56, 57]. Da es sich um einen ungeladenen Komplex handelt, in dem ein
zweifach positiv geladenes Platinatom von zwei negativ geladenen Chlorido- und
zweil neutralen Amminliganden koordinativ gebunden wird, kann Cisplatin durch
passive Diffusion in die Zellen gelangen [56, 58]. Des Weiteren wird es aktiv durch
den CTRI1 in die Zellen transportiert [59]. Intrazellulédr liegen deutlich weniger
Chloridionen vor, weshalb diese Liganden in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion hydrolisiert werden. Dadurch bilden sich einfach oder
zweifach positiv geladene Aquakomplexe, welche die hochaktiven, zytostatischen
Wirkformen des Cisplatins darstellen. Die entstandene Gesamtladung des
Komplexes verleiht ihm eine hohe Aciditit, weshalb aus Deprotonierungen
Hydroxido- bzw. Dihydroxidokomplexe hervorgehen, die ebenfalls toxisch sind.
Das resultierende Mengenverhiltnis der genannten Verbindungen zueinander ist

vom pH-Wert sowie der Konzentration an Chloridionen abhéngig [45, 56, 60].

Durch die Elektrophilie der positiv geladenen Aquakomplexe reagieren sie

vornehmlich mit nukleophilen targets in der Zelle. Dazu zdhlen einige thiolhaltige
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Verbindungen im Zytosol wie Glutathion, Metallothionine oder cysteinreiche
Proteine [61]. Durch diesen Verbrauch an Reduktionsmitteln entsteht
intrazelluldrer, oxidativer Stress. Zudem werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
gebildet, welche durch die Erschopfung der zuvor genannten, antioxidativen
Verbindungen nun mit Proteinen oder dem Erbgut reagieren und diese beschidigen
konnen [62—64]. So entstehen bspw. oxidierte Formen der DNA-Basen, vor allem
8-Oxoguanin, welche Mutationen oder den Zelltod zur Folge haben [65]. Des
Weiteren interagiert Cisplatin mit den Komplexen der Atmungskette in den
Mitochondrien, was ebenfalls in einer Bildung von ROS resultiert [66]. Zudem wird
ithr Membranpotential herabgesenkt, der Calciumeinstrom unterbunden sowie
Thiole verbraucht, was zu einer zusétzlichen Schiadigung der Mitochondrien fiihrt

und diese als Hauptziel des oxidativen Stresses herausstellt [67, 68].
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Abbildung 2:  Aktivierung von Cisplatin nach Eintritt in die Zelle und Adduktbildung an der DNA,
modifiziert nach [69, 70]. Erstellt mit BioRender.com.

Die Zytotoxizitit wird aber vor allem durch kovalente Bindungen von Cisplatin an
die Purinbasen der DNA, insbesondere an der N7-Position des Guanins, ausgeiibt
[64]. Dabei entstechen zunidchst Monoaddukte mit einer Nukleobase oder eine
Verbindung aus den an ein Protein gebundenen Aquakomplexen und der DNA. In
der Folge kommt es durch Bindung an eine zweite Base zur Ausbildung
sogenannter crosslinks, einer Quervernetzung innerhalb eines oder beider DNA-
Strange. Die haufigste Konstellation ist eine intra-strand Verkniipfung
benachbarter Guanine, wihrend inter-strand Verbindungen seltener sind [69, 71].

Die quervernetzten DNA-Stringe konnen in der Folge nicht mehr abgelesen
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werden, die Transkription ist blockiert. Dies endet zumeist in einem Arrest des

Zellzyklus und final in der Apoptose, dem programmierten Zelltod [54].

Um dies zu erreichen, ist die cis-Stellung der beiden Aqualiganden unabdingbar,
weshalb das trans-Isomer des Cisplatins eine deutlich geringere Wirksamkeit
aufweist [52]. Insgesamt bindet allerdings nur etwa ein Prozent des in die Zelle
gelangten Wirkstoffs an die DNA als sein eigentliches Ziel. Der GroBteil reagiert
bereits vor dem Eintritt in den Zellkern mit Proteinen im Zytoplasma, dem

Zytoskelett, Phospholipiden oder der RNA [72].

2.3 Chemoresistenz in der Therapie des Ovarialkarzinoms

Nahezu 80 % aller fortgeschrittenen Ovarialkarzinome, die initial auf die
platinbasierte Chemotherapie ansprechen, kehren als resistentes Rezidiv wieder
und machen eine weitere Behandlung mit den zuvor eingesetzten Wirkstoffen
unmdoglich [73]. In diesem Falle spricht man von einer erworbenen Resistenz. Sie
ist von einer intrinsischen Platintoleranz zu unterscheiden, welche bereits bei der
initialen Therapie zu geringen Behandlungserfolgen fiihrt [74]. Die Mechanismen
hinter solchen Chemoresistenzen sind zahlreich und treten hdufig auch in

Kombination miteinander auf [75].

So konnen resistente Zellen durch verminderte Expression des CTR1 verhindern,
dass Cisplatin in das Zytoplasma gelangt [76]. Mittels gesteigertem Efflux durch
ABC-Transporter wie MRP2 sorgen sie auf dem umgekehrten Weg dafiir, dass der
Wirkstoff aus den Zellen herausgepumpt wird [77]. Dariiber hinaus kann eine
Resistenz durch die Deregulierung proapoptotischer Proteine sowie den
Vollstreckern des programmierten Zelltods, den Caspasen, vermittelt werden [78].
AuBerdem gibt es proliferationsfordernde Signalwege wie die PI3K-AKT-Route
oder die verschiedenen MAPK-Wege, deren Inhibierung eine Cisplatinresistenz
iiberwinden kann [79, 80]. Bei letzteren sind insbesondere die ERK-vermittelten
Effekte auf die Apoptose hervorzuheben [81, 82]. Gegen beide genannten Routen
sind in den letzten Jahren Wirkstoffe entwickelt worden, die einzelne Proteine wie
PI3K oder MEK gezielt inhibieren und sich in klinischen Studien zur Behandlung

von Ovarialkarzinomen befinden [83, 84].
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Im Vordergrund dieser Arbeit stehen zwei weitere Resistenzmechanismen, die
genauer besprochen werden sollen — eine gesteigerte Entgiftung zytotoxischer
Wirkstoffe durch antioxidative Prozesse sowie Signalwege der Zellzykluskontrolle
und DNA-Reparatur, welche es Zellen ermoglicht, platinbasierte Schiden am

Erbgut zu erkennen und sie anschlieBend zu tolerieren oder zu beseitigen.

2.3.1 Antioxidative Prozesse zur Entgiftung von Cisplatin

Tumore weisen typischerweise hohere Level an intrazelluldren ROS als gesundes
Gewebe auf [85]. Dies bedingt allerdings auch eine gesteigerte Kapazitit diese zu
entgiften oder zu tolerieren. Ein essenzieller Bestandteil des antioxidativen Systems
ist der Transkriptionsfaktor Nrf2, der durch oxidativen Stress aktiviert wird [86].
Er fordert die Produktion von Glutathion (GSH), einem antioxidativen Tripeptid,
welches Cisplatin mit Hilfe einer Transferase an ein Cystein koppeln und
anschlielend aus der Zelle befordern kann [87, 88]. Gesteigerte Reservoirs an GSH
sind ein hdufiges Phdnomen in cisplatinresistenten Tumorzellen und konnten in
vorangegangenen Arbeiten fiir die hier untersuchten W1CR-Zellen nachgewiesen

werden [89, 90].

Ein weiteres Kompartiment der oxidativen Stressbewiltigung ist das Thioredoxin-
System. Es ist wie Glutathion essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Redox-
Homdostase und dient ebenfalls der Entgiftung erhohter Mengen an ROS [91]. Das
Effektormolekiil Thioredoxin (Trx), dessen Thiolgruppen zweier Cysteine zu
Disulfiden oxidiert werden konnen, ist dabei ein Ersatz fiir erschopfte Reserven an
GSH [92, 93]. Im reduzierten Zustand bindet und inaktiviert es zunichst die
proapoptotische ASK1. Wird Trx durch gro3e Mengen intrazelluldrer ROS in seine
oxidierte Form tiberfiihrt, 16st es sich von ASK1, was anschlieend zur Einleitung

der Apoptose iiber JNK und p38 fiihrt [94-96].

GSH und Trx haben gemeinsam, dass sie von entsprechenden Reduktasen (GSHR
bzw. TrxR) unter dem Verbrauch von NADPH aus ihren oxidierten Formen
generiert werden [93]. Fiir beide Redoxwege gilt auBBerdem, dass eine gesteigerte
Aktivitdit bzw. erhohte Mengen der reduzierenden Molekiile mit einer

Cisplatinresistenz und daraus folgenden schlechten Prognosen in der Klinik
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einhergehen [97-100]. Damit stellen diese Enzyme sowie die Stoffwechselwege
zur Gewinnung von Reduktionsmitteln wie NADPH interessante targets zur

Uberwindung einer Chemoresistenz dar.

2.3.2 Signalwege und Proteine der DNA-Reparatur

ROS sorgen nicht nur fiir oxidativen Stress innerhalb des Zytoplasmas, sondern
konnen ebenso Schidden an der DNA verursachen [101, 102]. Da die Verkniipfung
der Basen des Erbguts auch der wichtigste apoptoseinduzierende Mechanismus des
Cisplatins ist, verwundert es nicht, dass resistente Krebszellen in den Signalwegen
der DNA-Reparatur eine gesteigerte Leistungsfahigkeit vorweisen [103]. Eine
Studie liber molekulare Marker einer Cisplatinresistenz in diversen Krebszelllinien,
Tumormodellen und Patientengeweben sieht eine grole Anzahl an Genen oder
Proteinen aus Signalwegen der DNA-Reparatur beteiligt. In den vorderen Plitzen
finden sich dabei die HR, der DNA damage response (DDR)-Weg und die damit
eng verkniipfte Regulierung des Zellzyklus. Des Weiteren ist die Interstrang-
crosslink Reparatur der mit Abstand wichtigste GO Term unter den biologischen
Prozessen der chemoresistenten Proben [104]. Ein genauerer Uberblick dieser
Signalwege und ihre Relevanz in der Vermittlung einer Resistenz in

Ovarialkarzinomen soll im Folgenden gegeben werden.

2.3.2.1 Erkennung beschidigter DNA und Regulierung des Zellzyklus

Der erste Schritt zur Beseitigung von DNA-Schédden, die durch Cisplatin
hervorgerufen werden, ist deren Registrierung und die anschliefende Einleitung
eines Arrests des Zellzyklus sowie Reparatursignalwegen [105]. Diese wichtigen
Prozesse werden maf3igeblich durch drei Serin-/Threoninkinasen aus der Klasse der
PIKK geleitet, die als Hauptsensoren fiir beschéddigtes Erbgut und replikativen

Stress gesehen werden [106].

Von diesen ist zunéchst die Ataxia Telangiectasia and Rad3 related (ATR)-Kinase
zu nennen, dessen Expression im Gegensatz zu den anderen beiden PIKK fiir die
Entwicklung eines Organismus iiberlebenswichtig ist [107]. Dass sie zudem
onkogene Eigenschaften hat, zeigt ein Mausversuch, in dem ein knockout von ATR

eine Tumorbildung in diesen Tieren verhindert [108]. Sie {iiberwacht die
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Replikationsgabel wihrend der S-Phase des Zellzyklus, in der die Verdopplung des
Erbguts stattfindet [109]. Des Weiteren wird ATR in einem mehrstufigen Prozess
durch diverse Formen von DNA-Schédden und replikativem Stress aktiv (Abb. 3).
Dabei erfolgt zunédchst die Anlagerung von mehreren Molekiilen des Replication
Protein A (RPA) an einen Einzelstrang, was wiederum die Bindung von ATRIP mit
der daran gebundenen ATR-Kinase folgen ldsst. Sobald dieser Komplex gebildet
wird, beginnt die nachgeschaltete zelluldre Stressabwehr, vermittelt durch ATR, die

auch als DDR bekannt ist [105, 110, 111].

So aktiviert sie zunichst die Checkpoint-kinase 1 (CHK1), welche anschlieend
durch die Inhibierung von CDK1 bzw. CDK2 einen Arrest in der G2- oder S-Phase
des Zellzyklus bewirkt [112,113]. Dadurch hat die Zelle Zeit mittels
Reparatursignalwegen die durch Cisplatin verursachten crosslinks der DNA zu
beseitigen [114]. Aullerdem wird verhindert, dass sie vorzeitig (nach der G2-Phase)
die Mitose einleitet, obwohl noch beschadigtes Erbgut vorliegt, was zum Zelltod
wihrend dieses Prozesses fiihren wiirde [115]. Die CHK 1 phosphoryliert iiberdies
die Kinase WEEI, welche ebenfalls durch CDK1-Inhibition einen Arrest am
G2-/M-checkpoint induziert [116, 117]. ATR kann zudem BRCAI aktivieren,
welches als zentrales Protein der HR downstream die Reparatur von
Doppelstrangbriichen initiiert, was fiir das Uberleben cisplatininduzierter Schiden

von grofler Bedeutung ist [118, 119].

Ein weiteres Sensorprotein der genomischen Stabilitét ist die Ataxia Telangiectasia
Mutated (ATM)-Kinase, die primdr durch Doppelstrangbriiche der DNA aktiviert
wird [120]. Zu Beginn des Zellzyklus werden durch beschédigtes Erbgut von ATM
zunéchst die CHK?2 und nachfolgend p53 aktiviert, was durch die Inhibierung von
CDKs einen Arrest am G1-checkpoint zur Folge hat [121-123]. In anderen Phasen
des Zellzyklus wird p53 zudem durch die ATR-CHKI1 Route phosphoryliert
[124, 125]. Es kann die Zelle anschlieBend in Seneszenz versetzen oder die
Apoptose induzieren, weshalb p53 als Tumorsuppressor zu sehen ist. Da ein
Funktionsverlust einen Uberlebensvorteil bietet, weisen diverse Tumorentititen
gehduft Mutationen in diesem Gen auf [126]. Besonders in HGSOC ist die Quote
mit tiber 90 % sehr hoch [20]. Durch den Funktionsverlust des G1-checkpoints und

der proapoptotischen Eigenschaften von p53, korrelieren solche Mutationen hdufig
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mit einer Behandlungsresistenz des Tumors [127-130]. Umgekehrt fiihrt eine
bestimmte gain of function Mutation zu einem besseren Ansprechen gegeniiber

Cisplatin und PARP1 [131].

Dartiber hinaus werden durch ATM einige DNA-Reparatursignalwege vermittelt.
So wird bspw. via CHK2 die Basenexzisionsreparatur (BER) zur Behebung von
Einzelstrangbriichen der DNA initiiert [132]. Zudem werden Proteine der beiden
Reparatursignalwege fiir Doppelstrangbriiche HR (BRCA1) und NHEJ (53BP1)
aktiviert, die als funktionelle Gegenspieler anzusehen sind [106, 133].

DNA-Schaden Replikativer Stress
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Abbildung 3:  Ubersicht der Zellzykluskontrolle durch die Sensorkinasen ATM und ATR sowie
Sifnl1 in Folge von DNA-Schéden und replikativem Stress. Modifiziert nach [134]. Erstellt mit
BioRender.com.

AbschlieBend gehort auch die DNA-PK  zu den drei besagten
Serin-/Threoninkinasen und leitet nach ihrer Aktivierung durch Ku80 das NHEJ zur
Reparatur von Doppelstrangbriichen ein, was jedoch fehleranfélliger als die HR ist
[135—-137]. Zusétzlich kann sie durch die ATM-Kinase phosphoryliert werden, die
damit auch indirekt das NHEJ initiiert [138].
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2.3.2.2 Schlafen 11

Die DNA/RNA Helikase Schlafen 11 (Slfnll) ist ein neuerer und weniger
erforschter Marker diverser Tumorentititen fiir das Ansprechen auf DNA-

schidigende Substanzen [139-141].

Slfn11 bindet in Folge replikativen Stresses, wie er u. a. von Cisplatin und PARP1
ausgelost wird, an DNA-gekoppeltes RPA und entfernt es vom Erbgut. Dies fiihrt
zu einem irreversiblen Arrest des Zellzyklus und der Replikation, was schlieSlich
in der Apoptose endet (Abb. 3) [142, 143]. Der Prozess lduft unabhingig und trotz
der protektiven Eigenschaften von ATR ab, die lediglich einen reversiblen Arrest
in der S-Phase induziert [144]. Der Name ,,Schlafen* wird auch im englischen
Sprachgebrauch verwendet und deutet bereits darauf hin, dass die Expression der
Helikase in chemoresistenten Tumorzellen durch epigenetische Mechanismen
unterdriickt wird [143, 145]. Zu diesen zédhlen die Histondeacetylierung durch
HDACs, die Methylierung des Promotors durch DNMTs oder die
Histonmethylierung durch EZH2 [145-147]. Solche Slfnll-negative Tumore
durchlaufen nach Exposition stressinduzierender Verbindungen keinen
irreversiblen Arrest des Zellzyklus, sondern setzen die Replikation nach ATR-
vermitteltem checkpoint der S-Phase und anschlieBender DNA-Reparatur fort
[114, 144, 148]. Diese Eigenschaft sichert ihnen das Uberleben trotz zytotoxischen
Einfliissen und kann eine Resistenz gegen Cisplatin und PARPi verursachen

[140, 145, 148].

2.3.2.3 Homologe Rekombination

Die HR ist neben dem NHEJ der Hauptsignalweg fiir die Reparatur von
Doppelstrangbriichen der DNA. Sie unterscheiden sich vor allem darin, dass die
HR ein Schwesterchromatid als Vorlage fiir die Synthese des reparierten DNA-
Strangs verwendet und somit nahezu fehlerfrei ablauft [137]. Da ein solches
template nur in der S- oder G2-Phase des Zellzyklus, also wahrend oder nach
Verdopplung des Erbguts, vorhanden ist, kann die HR nur zu diesen Zeitpunkten
stattfinden [149, 150]. Sie wird nach der Erkennung von Doppelstrangbriichen
durch ATM und ATR iiber die Aktivierung und nachfolgende Anlagerung von
BRCA1 an die DNA, als Teil eines Proteinkomplexes, eingeleitet [151, 152].

AnschlieBend schneiden Nukleasen am 5°-Ende einige Nukleotide aus und
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erzeugen damit einen Uberhang des 3‘-Endes [153,154]. An dieses Stiick
einzelstrangiger DNA des 3‘-Endes lagert sich das RPA an, was in der Folge,
BRCA1/2-vermittelt, durch die Rekombinase Rad51 ersetzt wird [155, 156]. Diese
sorgt danach fiir die Rekrutierung und Anlagerung eines homologen Stiicks DNA,
welches als Vorlage fiir die Synthese des vollstindig reparierten Strangs mittels

einer Polymerase dient [157, 158].

Die Bedeutung beider BRCA-Proteine ist fiir die Entstehung und den
Behandlungserfolg eines Ovarialkarzinoms enorm. So haben Frauen mit einer
Mutation in den BRCA-Genen eine deutlich héhere Neigung zur Tumorbildung, da
die protektiven Eigenschaften des HR-Signalwegs fiir das Genom entfallen und
Schiden bei der Replikation z. T. unkorrigiert auf Tochterzellen vererbt werden
[159]. Die Diagnose einer solchen loss of function Mutation ist fiir die Therapie
jedoch von Vorteil, da dysfunktionale BRCA-Proteine mit einer Sensitivitit
gegeniiber Cisplatin und PARPi einhergehen [22, 160, 161]. Im Gegenzug fiihren
erhohte Level des Wildtyp-BRCAT1 zu einer Chemoresistenz [162].

2.3.2.4 Poly(ADP-ribose)-Polymerasen

Die Klasse der PARP-Enzyme umfasst nach heutigem Kenntnisstand 17 Vertreter
mit verschiedenen Aufgaben in der Zelle [163]. Fiir die hier besprochene DNA-
Reparatur sind v. a. die Subtypen PARP1 und PARP2 verantwortlich, wobei
Aufgaben und Funktionalitit des ersteren besser bekannt sind [164, 165].

Die Identifizierung von DNA-Schéden aktiviert PARP1, was darauthin PAR-
Ketten aus NAD" synthetisiert, die an das Enzym selbst binden oder auf andere
Proteine iibertragen werden [166, 167]. Die Verkniipfung von PAR mit Akteuren
der DNA-Reparatur sorgt fiir ihre Bewegung zum beschidigten Erbgut und der
Ausbildung von Protein-Protein-Komplexen [168, 169]. So kommen PARPI
wichtige regulatorische Rollen in einigen Signalwegen zu. Zunichst fordert es via
des NER-Wegs die Reparatur von Intrastrang-crosslinks, die von Cisplatin erzeugt
werden [170, 171]. Zudem ist PARP1 ein wichtiger Teil der BER, welche v. a. bei
der Korrektur durch ROS oxidierter DNA-Basen von Bedeutung ist [172]. Das
Enzym tibernimmt auBBerdem Aufgaben in der Reparatur von Doppelstrangbriichen
[165, 173]. Mittels PARylierng des Nukleasekomplexes und dessen anschlieBender
Lokalisierung zum Erbgut sorgt es fiir den ersten Schritt der HR [174]. BARDI,
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das Partnerprotein von BRCAL, ist ebenfalls ein Substrat von PARP1, wodurch
indirekt auch die BRCA-vermittelten Prozesse gestartet werden [175]. In der
nachgeschalteten Signalkaskade nimmt PARP1 eine bivalente Rolle ein, da es auch
Berichte iiber eine inhibitorische Wirkung auf die HR gibt [176]. Zudem fordert es
via PARylierung der DNA-PK die Doppelstrangreparatur iiber das NHEJ, welche
dadurch auch unabhéngig des regulédren Initiators, dem Ku-Komplex, aktiv wird
und die Schadenskorrektur vermittelt [177]. Zudem ist PARP1 auch ein wichtiger
Uberwacher der Replikationsgabel und kann sie nach Entdeckung von Lisionen

stabilisieren [178].

Die zentrale Rolle in der Regulierung diverser Signalwege der DNA-Reparatur
sowie der Uberwachung der Replikation machen die PARP-Enzyme zu einem
attraktiven Ziel fiir die Behandlung von Tumorzellen [179]. Deren
Uberexprimierung wird zudem mit einer Resistenz gegen Cisplatin in Verbindung
gebracht. In vitro ldsst sich in einigen Entitdten eine Sensitivierung gegen Cisplatin
mit dem Einsatz von PARPi erreichen [180-182]. Diese neue Arzneistoffklasse

wird in Kapitel 2.4.2 genauer vorgestellt.

2.3.3 Hitzeschockproteine

Proteine, die zu dieser Klasse gehoren, sind so genannte Chaperone. IThre Aufgabe
besteht in erster Linie darin, fiir die korrekte Faltung anderer Proteine zu sorgen
und diese auch unter Stressbedingungen aufrecht zu erhalten [183]. Sie tragen
iberdies zur Entstehung von Tumoren bei und liegen in malignen Geweben hiufig

iiberexprimiert vor [ 184, 185].

Die HSPs werden anhand ihres Molekulargewichts in verschiedene Klassen
eingeteilt. In Krebszellen sind HSP70 (HSPA), HSP27 (HSPB) sowie HSP90
(HSPC) von groferer Bedeutung und haben gemeinsam, dass ihre Transkription
vom HSF1 gesteuert wird [185, 186]. Im Rahmen dieser Arbeit sind diese Proteine
ebenfalls von Interesse, da sie die in den vorangegangenen Abschnitten

beschriebenen Mechanismen der Chemoresistenz beeinflussen konnen.

HSP27 wirkt oxidativem Stress entgegen, indem es Glutathion in seiner reduzierten

Form erhilt [187]. Des Weiteren inhibiert es diverse Proteine, die an der Einleitung
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sowie Ausfithrung der Apoptose beteiligt sind [188—191]. Somit sichert HSP27 das
Uberleben von Krebszellen unter zytostatischer Behandlung, was auch einer der
Mechanismen der hier untersuchten, cisplatinresistenten WI1CR-Zellen ist
[192, 193]. Auch HSP70 und HSP90 wirken inhibierend auf die Signalkaskaden
des programmierten Zelltods und konnen Effekte, dhnlich denen des HSP27,
erzielen [194-196].

Neben diesen antiapoptotischen Aktivitdten greifen die genannten HSPs auch in
Prozesse der DNA-Reparatur ein. So sind zunéchst regulatorische Einfliisse auf die
PIKK des DNA damage response Signalwegs bekannt. Die ATM-Kinase kann
bspw. mit HSP27 interagieren. Beide Proteine scheinen sich dabei gegenseitig in
threr Aktivitidt zu beeinflussen und die Phosphorylierung des Chaperons durch
ATM erfolgt sowohl direkt, als auch indirekt tiber die p38-MK2-Route [197-199].
Des Weiteren unterstiitzt HSP90 die Rekrutierung von Proteinen der ATR-CHK1-
Route zu beschidigten DNA-Stiicken [200, 201]. Die nachgeschaltete HR kann
ebenfalls durch die HSP27-vermittelte ATM-Aktivierung sowie einer Forderung
der BRCA-Proteine durch HSP90 verstérkt ablaufen [197, 202, 203]. Auch die von
PARPI1 eingeleitete BER und das NER stehen in Zusammenhang mit einer
positiven Beeinflussung durch HSP70, was mit einigen der beteiligten Faktoren

wechselwirken kann [204, 205].

Alle diese HSP-geforderten Prozesse konnten im Falle ihrer Uberexpression zu
einer verbesserten Reparatur cisplatininduzierter Schidden fiihren. Generell
verdeutlichen die grob dargestellten Einfliisse der HSPs auf diverse zelluldre
Prozesse die Bedeutung der Untersuchung der Chaperone in chemoresistenten
Zellen. Fiir diese Arbeit ist dabei besonders die Regulierung der HSPs durch

Akteure des DDR-Signalwegs von Interesse.

2.4 Neuartige Wirkstoffklassen als Alternativen oder Erginzun-
gen zu Cisplatin
Die hohe Resistenzbildungsrate des Ovarialkarzinoms erfordert die stetige

Erforschung neuer Therapieoptionen [73]. Von besonderem Interesse ist dabei die

Entwicklung von Wirkstoffen, die gezielt Schwachstellen bzw. Resistenzmarker
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des Tumors angreifen, ohne dabei die gesunden Teile des Korpers zu schidigen. In
diesem Abschnitt werden Verbindungen vorgestellt, die den zuvor beschriebenen
Mechanismen entgegenwirken und damit Potential zur Resistenziiberwindung

liefern.

2.4.1 Organische Goldverbindungen

Neben den jahrelang erfolgreich eingesetzten Platinverbindungen ist die
Untersuchung weiterer Metalloverbindungen fiir die Behandlung maligner
Erkrankungen ein grofles Forschungsfeld [206]. Dabei stellen sich besonders
organische Goldverbindungen als vielversprechende Substanzen heraus, da einige
Vertreter in vitro eine hohe Zytotoxizitit gegeniiber Tumorzellen aufweisen,
gesundes Gewebe jedoch weniger schadigen [207]. Zudem gibt es Hinweise, dass
eine Platinresistenz mit dem Einsatz solcher Verbindungen iiberwunden werden
kann [208, 209]. Dafiir ursdchlich ist der primdre Wirkmechanismus der
nachfolgend genauer besprochenen Goldverbindungen — die Inhibition der
Thioredoxinreduktase (TrxR) [210-213]. Da sie ein Teil der Abwehr oxidativen
Stresses ist, adressieren diese Verbindungen den in 2.3.1 beschriebenen

Mechanismus cisplatinresistenter Ovarialkarzinomzellen.

2.4.1.1 Gold(I)-Phosphine

Die Leitsubstanz der zytotoxischen Goldverbindungen ist das Auranofin. Es ist die
Weiterentwicklung von Aurothiomalat bzw. Aurothioglucose und zeichnet sich im
Gegensatz zu seinen Vorgingern durch seine orale Verfiigbarkeit sowie ein
geringeres Nebenwirkungsspektrum aus [214]. Auranofin wird seit den 1970er
Jahren zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis eingesetzt, findet heute
allerdings nur noch als Reservemittel des Methotrexats Verwendung [215, 216]. Zu
jener Zeit wurde auch das zytotoxische Potential erkannt und erste Untersuchungen
zur Behandlung von Tumorzellen starteten [217]. Auranofin wirkt iiber die
kovalente Bindung an Thiolreste, insbesondere an Cystein und Selenocystein im
aktiven Zentrum der TrxR [210, 218, 219]. Da sie unter normalen Bedingungen
oxidiertes Trx wieder reduzieren soll, schwindet durch ihre Blockade die Kapazitét

oxidativen Stress abzuwehren [220]. Zudem inhibiert Auranofin die TrxR der
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Mitochondrien und permeabilisiert zusétzlich ihre Membran, was zu einem
Ausstrom von Cytochrom C und nachfolgender Einleitung der Apoptose fiihrt
[211, 221]. Der Phosphinrest scheint fiir die zytotoxische Wirkung entscheidend zu
sein, da er auch beim Eintritt in die Zelle erhalten bleibt und Analoga mit anderen
Liganden eine deutlich geringere Effektivitit aufweisen. Der Zuckerrest des
Auranofins wird indes abgespalten [222, 223]. Betrachtet man die Struktur des
neuartigen Gold(I)-Phosphins UB-1, so ist ersichtlich, dass das Pharmakophor
identisch geblieben und der Zucker einem lipophileren Rest gewichen ist (Abb. 4).
Diese Verbindung weist ebenfalls zytotoxische Effekte mit ICso-Werten im
einstelligen mikromolaren Bereich in Mamma- und Kolonkarzinomzellen auf

[212].

2.4.1.2 Biscarbengold(I)-NHC-Komplexe

Die grofle in vitro Wirksamkeit des Auranofins ist nur begrenzt auf in vivo
Versuche iibertragbar, da es einer starken Eliminierung durch die Bindung an
Serumalbumin unterliegt [224, 225]. Dies fiihrte zur Entwicklung der NHC-Gold-
Komplexe, von denen sich eine geringere Affinitit zu Albumin sowie eine
einfachere Synthese als die der Phosphinderivate versprochen wurde [226, 227].
Als Vertreter dieser Klasse an Goldverbindungen wird in dieser Arbeit das MC3
untersucht, welches auch ein selektiver TrxR-Inhibitor ist und zudem eine deutlich
geringere Affinitdt zu Albumin aufweist als Auranofin [228]. Es wirkt in vitro
antiproliferativ gegen Kolon-, Mamma- und Pankreaskarzinomzellen mit ICso-
Werten im hohen, nanomolaren Bereich, wihrend das Wachstum der gesundem
Gewebe entstammenden HEK-293-Zellen erst in hoheren Konzentrationen

beeintrachtigt wird [213, 228].

Aufgrund des groBBen Wirkspektrums dieser Verbindungen sollen sie im Rahmen
dieser Arbeit in chemoresistenten Ovarialkarzinomzellen untersucht und die

zugrundeliegenden Mechanismen ihrer hohen Effektivitét ergriindet werden.
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Gold(I)-Phosphine Gold(I)-NHC-Komplex

Auranofin UB-1 MC3

ox
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Abbildung 4: Strukturformeln der verwendeten Goldverbindungen und ihr postulierter
Wirkmechanismus.

2.4.2 PARPi

Wegen der grofen Bedeutung der PARP-Enzyme in zahlreichen zelluldren
Abléufen, insbesondere der DNA-Reparatur, ist das therapeutische Potential einer
Inhibierung dieser Proteine zur Behandlung maligner Erkrankungen schon ldnger
bekannt [179, 229, 230]. Olaparib erlangte im Jahr 2014 als erster PARPi die
Zulassung in der EU. Seine Indikationen sind die Erhaltungstherapien von BRCA-
mutierten Mamma- und platinsensitiven high-grade Ovarialkarzinomen, bei
letzterem auch in Kombination mit Bevacizumab. Mittlerweile sind drei weitere
Vertreter auf den Markt gekommen. Das 2017 zugelassene Niraparib weist auch
eine Wirksamkeit bei Patientinnen mit BRCA-Wildtyp auf, die der des Placebos
signifikant {iberlegen ist [39,231-233]. Mit Rucaparib und Talazoparib
(Zulassungen 2018 und 2019 in der EU) sind noch weitere PARP1 fiir die Therapie
BRCA-mutierter Ovarial- bzw. Mammakarzinome im Einsatz, die sich in ihrer
Effektivitdt und ihrem Nebenwirkungsprofil geringfligig von den anderen beiden
Vertretern unterscheiden und eine patientenorientierte Auswahl des Wirkstoffs

ermdglichen [233-236]. Zudem befinden sich PARP1-selektive Inhibitoren wie
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NMS-P118 in préklinischen Untersuchungen, die ebenso antiproliferative Effekte

zeigen wie die zuvor genannten, unselektiven Vertreter [237].

Ein groBer Vorteil dieser Arzneistoffklasse ist ihre orale Verfligbarkeit, was den
Klinikaufenthalt einer intravendsen Applikation wie von Cisplatin entfallen ldsst.
Durch die Therapieerfolge der PARPi in den genannten Indikationen werden sie
zunehmend fiir weitere maligne Erkrankungen zugelassen oder befinden sich in

diversen klinischen Studien [238-240].

2.4.2.1 Wirkungsmechanismus

Die vier zugelassen PARPi1 haben gemeinsam, dass sie unspezifisch die Subtypen
PARP1 und PARP2 inhibieren sowie ihre zytotoxische Wirkung iiber zwei
verschiedene Mechanismen entfalten. Zundchst konkurrieren sie mit dem
natiirlichen Substrat der PARP-Enzyme, NAD", um den Platz im aktiven Zentrum,
wodurch die Bildung der PAR-Ketten unterbunden wird. Dadurch kann die
PARylierung der Proteine und die damit einhergehende Aktivierung downstream
nicht erfolgen. Das im NAD" enthaltene Nikotinamid ist als einzelne Verbindung
ebenfalls ein schwacher Inhibitor und gehort zusammen mit dem
3-Aminobenzamid zur ersten Generation der PARPi. Sie weisen im Gegensatz zu
den medizinisch genutzten Vertretern allerdings eine deutlich geringere Affinitét
zu den Enzymen auf. Beim Betrachten der Strukturformeln der zugelassenen
PARPi (Abb. 5) wird ersichtlich, dass jedes Molekiil eine Benzamid-Teilstruktur
enthilt, die dem Nikotinamid sehr dhnlich ist [45, 229, 241].
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Abbildung 5:  Ubersicht der Strukturformeln der zugelassen sowie des PARPI-selektiven
Inhibitors. In Rot eingezeichnet ist der Benzamid-Teil jedes Molekiils, der sich vom natiirlichen
Substrat der PARP-Enzyme, dem Nikotinamid des NAD", ableitet. Modifiziert nach [241].

Der zweite Wirkmechanismus ist das PARP-Trapping. Darunter wird die Fahigkeit
der Inhibitoren verstanden, das Enzym an der beschddigten DNA festzuhalten. Da
dessen Funktion durch die Besetzung des aktiven Zentrums blockiert ist, kann die
PARP-vermittelte Reparatur des Erbguts nicht stattfinden. Einzelstrangbriiche
werden wihrend der Replikation zu Doppelstrangbriichen. Wenn, wie fiir den
Einsatz der meisten PARP1 Voraussetzung, eine BRCA-Mutation vorliegt, konnen
diese dann nicht tiber die HR repariert werden und die Tumorzelle leitet die
Apoptose ein [45,242]. Diesen Synergismus aus gezieltem Angreifen eines
Proteins unter Ausnutzung eines Defekts in einem notwendigen
Korrektursignalweg bezeichnet man als Synthetische Letalitdt [243, 244]. Von den
zugelassenen Vertretern ist das PARP-Trapping bei Talazoparib mit Abstand am
stairksten ausgeprigt, was der groBen Struktur mit zwei Stereozentren
zugeschrieben wird. Niraparib hat darauffolgend ein gréBeres Potential als Olaparib
und Rucaparib, die sich in dieser Féhigkeit nahezu gleichen. Die Auspriagung der
Inhibitoren die PARP-Enzyme an der DNA zu halten, korreliert zudem mit der
Zytotoxizitit in den meisten Zelllinien [245, 246].

2.4.2.2 Resistenzmechanismen

Wie bei den meisten Zytostatika gibt es auch gegen PARPi Chemoresistenzen, die

entweder intrinsisch vorliegen oder mit fortschreitender Behandlungsdauer
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auftreten. Einige Tumore erlangen bspw. die Fahigkeit die Wirkstoffe iiber
Effluxpumpen wie das P-Glykoprotein aus den Zellen zu beférdern [247-249]. Des
Weiteren fiihren Mutationen im PARP1-Gen zum Verlust des Enzyms oder zu einer
Verdnderung seiner Proteinstruktur, die es PARPi unmdglich machen an ihr Ziel zu
binden [250,251]. BRCA-mutierte Tumore, die i.d. R. gut auf eine PARPi-
Therapie ansprechen, konnen durch Sekundérmutationen in diesen Genen die
Funktionsfahigkeit dieser Proteine zuriickerlangen und somit die induzierten DNA-
Schéiden via HR reparieren [252, 253]. Dies gelingt auch durch ein gleichzeitiges
Ausschalten des 53BP1-Gens, wodurch die alternative Doppelstrangbruchreparatur
tiber das NHEJ unterdriickt wird und eine BRCA-unabhéngige Aktivierung der HR
erfolgt [254, 255]. Des Weiteren kann eine Stabilisierung der Replikationsgabel in
Abwesenheit der Protektoren BRCA1/2 zu einer Rad51-vermittelten HR fithren und
damit eine PARPi-Resistenz verursacht werden [256]. Uber einen dhnlichen
Mechanismus schiitzen sich Tumore, welche die Expression von Slfnll
herunterreguliert oder ausgeschaltet haben (S. 2.3.2.2). Zudem hat in ihnen der iiber
ATR und CHKI1 eingeleitete Zellzyklusarrest eine Bedeutung in der Abwehr
PARPi-induzierter Schédden [148, 257-259]. Anhand dieser Mechanismen ergeben
sich einige potentielle Angriffspunkte PARPi-resistenter Zellen, die mit neuen,

selektiven Inhibitoren gezielt adressiert werden kdnnen.

2.4.3 DNA damage response — Kinaseinhibitoren

Die Entwicklung selektiver Inhibitoren fiir die Kinasen des DNA damage response
Signalweges, beschrieben in Abschnitt 2.3.2.1, hat in den letzten Jahren stetig an
Forschungsinteresse dazugewonnen. Der Einsatz solcher Verbindungen bei
platinresistenten Ovarialkarzinomen erscheint logisch, da die Schiadigung des
Erbguts der primdre Wirkmechanismus ist [103]. Zudem ist das Ziel, analog der
PARPi, das Prinzip der Synthetischen Letalitdt zu nutzen. Es soll den Zellen also
eine Kompensation genommen werden, die sie aufgrund von Mutationen oder
epigenetischen Deregulierungen fiir das Uberleben zytotoxischen Stresses
benotigen [244]. Einige Vertreter dieser Wirkstoffklassen werden zurzeit bereits in

klinischen Studien untersucht, Daten fiir den FEinsatz in platinresistenten
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Ovarialkarzinomen sind jedoch rar [260]. Die in dieser Arbeit eingesetzten

Inhibitoren richten sich gegen die Proteine ATM, ATR, CHK1 und WEEI.

2.4.3.1 ATM-Inhibitor AZD1390

Die ATM-Kinase spielt eine wichtige Rolle in der Erkennung von
Doppelstrangbriichen sowie der anschlieBenden Einleitung des Zellzyklusarrests
und entsprechender Reparatursignalwege (S. 2.3.2.1) [106, 120, 133]. AZD1390 ist
ein hochselektiver Inhibitor, dessen ICso fiir ATM im hohen, picomolaren Bereich
liegt. Er verhindert die Phosphorylierung von ATM sowie der downstream
geschalteten Proteine CHK2 und p53 [261, 262]. Ein generelles Phdnomen unter
ATM-Inhibitoren ist die geringe Toxizitdt als Solotherapie. Thre antitumoralen
Effekte kommen nur in Kombinationsbehandlungen mit Bestrahlung oder
Zytostatika zur Geltung. Zudem korreliert eine verminderte ATM-Expression mit
einer Sensitivitit gegen PARPi [261,263-265]. Aufgrund seiner guten
Wirksamkeit in vitro werden mittlerweile Probanden fiir klinische Studien gegen
u. a. Lungenkarzinome (NCT04550104) und Glioblastome (NCT03423628)
gesucht [266].

2.4.3.2 ATR-Inhibitor Elimusertib

Fiir das Auftreten von replikativem Stress und DNA-Schiden ist die ATR-Kinase
ein Hauptsensor sowie wichtiger Mediator der zelluldren Gegenreaktion (S. 2.3.2.1)
[106]. Wegen dieser zentralen Funktion ist die Entwicklung von ATR-Inhibitoren
fiir die Tumortherapie schon etwas fortgeschrittener als bspw. gegen ATM [260].
Sie schaden besonders malignen Zellen, da diese einen hohen Replikationsstress
aufweisen und durch die Blockade von ATR verfriiht in die Mitose iibergehen
[267, 268]. So befinden sich einige Vertreter wie Berzosertib (VX970) bereits in
Phase II Studien, auch in Kombination mit Cisplatin [269]. Im Gegensatz dazu ist
das in dieser Arbeit verwendete Elimusertib (BAY 1895344) oral verfiigbar und in
Zellversuchen potenter wirksam [270, 271]. Es unterdriickt die Phosphorylierung
von ATR bereits nach kurzer Behandlungsdauer mit einer ICso im niedrigen,
nanomolaren Bereich sowie auch die, der nachgeschalteten CHK 1. Zudem zeigt es
eine hohe antitumorale Aktivitit als Solo- oder in Kombinationsbehandlung mit

u. a. PARPi [270-272]. In einer klinischen Phase I Studie, die einige solide
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Tumorentititen, v.a. Brust-, Darm- und Prostatakarzinome, umfasst, ist die
Wirksamkeit auch in vivo belegt, insbesondere beim Vorliegen einer ATM-
Mutation [273]. Fiir die Behandlung mit Elimusertib, auch in Kombination mit
Niraparib laufen weitere klinische Studien (bspw. NCT04267939), die auch

Ovarialkarzinompatientinnen umfassen [274].

2.4.3.3 CHKI1-Inhibitor SCH900776

Der Einsatz von Inhibitoren der ATR downstream geschalteten CHKI1 fiihrt
ebenfalls zum Ausfall des S-Phasen checkpoints und einer frithzeitigen Initiierung
der Replikation [113, 275]. Dies scheint auf den ersten Blick ein noch gezielterer
Angriff gestresster Zellen zu sein, als der der upstream Sensorkinase ATR. Buisson
et al. berichten jedoch, dass im Falle einer ATR-Inhibierung die CHK1 noch iiber
andere Proteine wie bspw. die DNA-PK aktiviert werden kann. Dieser
Reservemechanismus, der gesunde Zellen schiitzt, entfillt jedoch bei direkter
CHK1-Blockade. Daraus resultieren in vivo stirkere Nebenwirkungen als unter
ATR-Inhibierung [267]. Des Weiteren interagieren CHK1-Inhibitoren auch mit
anderen Proteinen der checkpoint-Kontrolle wie CHK2 und CDK2, was ebenfalls
zu einer hoheren Toxizitdt beitrdgt [276]. Das hier verwendete SCH900776
(MK-8776) ist Gegenstand einiger klinischen Studien als Solotherapie oder in
Kombination mit den Antimetaboliten Gemcitabin oder Cytarabin u.a. in
fortgeschrittenen Tumoren [277,278]. Daten zum Einsatz in chemoresistenten

Ovarialkarzinomen sind jedoch rar.

2.4.3.4 WEEI1-Inhibitor Adavosertib

WEEI1 ist downstream der CHK1 der direkte zelluldre Regulator der CDK1, welche
den Eintritt in die Mitose vermittelt. Sie kann einen Arrest am G2-checkpoint als
Reaktion auf DNA-Schidden vermitteln [279]. Da viele Tumore einen
dysfunktionalen G1-Arrest aufgrund von Mutationen bspw. des p53 aufweisen, sind
sie unter zytotoxischem Einfluss besonders auf diesen Kontrollpunkt vor der Mitose
angewiesen [280]. Demzufolge erscheint die spezifische Inhibierung der WEEI -
Kinase als erfolgsversprechende, tumorselektive Behandlungsmoglichkeit
[281, 282]. Zudem gibt es Belege, dass Ovarialkarzinome die Expression der
WEE1-Kinase als Reaktion auf eine Chemotherapie erhohen [283]. Der in dieser
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Arbeit verwendete, hochpotente Inhibitor Adavosertib (AZD1775), mit einer I1Cso
fir WEEI im einstelligen, nanomolaren Bereich, durchlduft bereits klinische
Testungen. In den Phase II Studien mit Ovarialkarzinompatientinnen bringt der
Zusatz von Adavosertib zur Chemotherapie eine Verldngerung des

progressionsfreien Uberlebens, auch in platinresistenten Karzinomen [284-286].
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Abbildung 6: Vereinfachte Ubersicht der zelluliren Reaktion auf die Cisplatin- und PARPi-
induzierten DNA-Schidden sowie die Angriffspunkte der verwendeten, selektiven DDR-Inhibitoren.
Erstellt mit BioRender.com.

2.4.4 Epigenetisch wirksame Arzneistoffe

Epigenetische Modifizierungen sind sowohl fiir Entstehung, als auch
Resistenzbildung von Tumoren wichtiger Bestandteil. Ein Beispiel fiir ersteres ist
die Promotormethylierung der BRCA-Gene und fiir letzteres das in Abschnitt
2.3.2.2 beschriebene Ausschalten der Helikase Slfnl1 [145, 159]. Es gibt bereits
Belege fiir den Einsatz epigenetischer Inhibitoren gegen DNA-Methyltransferasen
(DNMT), Histonmethyltransferasen oder Histondeacetylasen (HDAC), der zur
Sensitivierung resistenter Zellen u. a. via der Re-Expression von Slfnll fiihrt

[145-147].

Aus der erstgenannten Klasse wird in dieser Arbeit das Decitabin (5-Aza-2°-
desoxycytidin) verwendet. Es wird nach Eintritt in die Zelle zunichst in sein
Nukleotid iiberfiihrt und in die DNA verbaut. AnschlieBend bindet das aktive
5-Aza-2'-desoxycytidin-5'-triphosphat kovalent an mehrere Subtypen der DNMTs,
blockiert dadurch deren Funktion und induziert eine Hypomethylierung der DNA.
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Dadurch kénnen zuvor methylierte Stellen wieder abgelesen und transkribiert
werden [287]. Decitabin ist in der EU seit 2012 fiir die Behandlung der akuten,
myeloischen Leukdmie zugelassen. In Studien zu Ovarialkarzinompatientinnen
weist es als Solotherapie keine antitumorale Wirkung auf, fiihrt jedoch zu einer

Sensitivierung gegeniiber Cisplatin [288, 289].

Tazemetostat (EPZ-6438) ist ein selektiver Inhibitor der Histonmethyltransferase
EZH2, die als onkogen eingestuft wird und deren Uberexpression mit einer
schlechten Prognose in einigen Tumorentititen einhergeht [290-293]. Sie
methyliert das Histon H3 und verhindert dadurch die Transkription von
Tumorsuppressorgenen, was einen Uberlebensvorteil ~sichert [294, 295].
Tazemetostat blockiert diesen Prozess und trdgt zu einer Sensitivierung maligner
Zellen bei [290]. Es ist in der EU fiir die Behandlung des follikuldren Lymphoms
zugelassen. Studien fiir die Behandlungen weiterer, maligner Erkrankungen, auch

in Kombination mit anderen Wirkstoffen, laufen derzeit [296, 297].

HDAC:Ss deacetylieren die Lysinreste von u. a. Histonen und beeinflussen damit die
Transkription bestimmter Gene. Maligne Zellen kénnen iiber diesen Mechanismus
die Expression von Tumorsuppressorproteinen unterdriicken und sich damit einen
Uberlebensvorteil sichern. Somit kann man mittels HDAC-Inhibierung erreichen,
dass die zuvor unzuginglichen Areale der DNA wieder abgelesen werden [298—
300]. Einige HDAC-Inhibitoren sind bereits fiir die Behandlung maligner
Erkrankungen zugelassen. Zu ihnen zdhlen Vorinostat und Panobinostat, die
allerdings unselektive Hemmer mehrerer Vertreter der vier Klassen umfassenden
Enzymgruppe sind [301, 302]. Das in dieser Arbeit verwendete Entinostat
(MS-275) ist lediglich ein Inhibitor der HDAC-Klasse I, der proliferationsférdernde
und antiapoptotische Effekte zugeschrieben sind [303,304]. Es wirkt in
préklinischen Untersuchungen antitumoral sowie sensitivierend gegen PARPi und
Cisplatin [146, 305, 306]. Zudem ist bereits eine Studie der Phase II zu einer
Kombinationsbehandlung in Mammakarzinompatientinnen erfolgreich absolviert

[307].
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Theorie

In dieser Arbeit werden die drei vorgestellten Inhibitoren gegen die jeweiligen
Enzyme der epigenetischen Regulierung eingesetzt, um eine Sensitivierung
cisplatinresistenter Zellen iiber einen in Abbildung 7 dargestellten Mechanismus zu

erzielen.

resistent ‘
- Decitabin Tazemetotstat Entinostat
DA [ L sifnt1 () | \]

Schéden / }\

cDDP — YONOTLONR > ) >
ropikather| Sifn11 (+) .\,’ /é

sensitiv

Abbildung 7:  Uberblick der Konsequenz einer epigenetisch unterdriickten Slfn11-Expression als
Resistenzmechanismus gegen Cisplatin sowie der Einsatz von Inhibitoren gegen DNMTs
(Decitabin), EZH2 (Tazemetostat) und HDACs (Entinostat) zur Reversion des Slfnl1-negativen
Phénotyps. Erstellt mit BioRender.com.
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3 Ziel der Arbeit

Die Indikation, in der seit Jahren die meisten Arzneistoffe zugelassen werden, ist
die Therapie maligner Erkrankungen [308]. Trotz dieses enormen finanziellen und
wissenschaftlichen Aufwands sind die erzielten Fortschritte in einigen
Tumorentititen wie dem Ovarialkarzinom iiberschaubar. Behandlungsresistente
Rezidive treten in einem Grof3teil der Patientinnen auf, deren Diagnose in einem
fortgeschrittenen Stadium erfolgt [73]. Da in solchen Fillen nur noch palliative
MaBnahmen ergriffen werden konnen, soll diese Arbeit einen Beitrag in der
Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen und ihrer Uberwindung in einer

Reihe cisplatinresistenter Ovarialkarzinomzellen leisten.

Dafiir wird mit zahlreichen, neuartigen Inhibitoren gearbeitet, die bisher nur im
zellularen Kontext erforscht wurden oder schon Teil erster klinischen Studien sind.
Im Vordergrund stehen zwei Mechanismen, die als urséchlich fiir eine erhohte
Cisplatintoleranz bekannt sind — die gesteigerte Entgiftung durch antioxidative
Prozesse und eine verbesserte DNA-Reparatur. Ersteres wird mittels organischen
Goldverbindungen adressiert, die iiber eine Hemmung der TrxR oxidativen Stress
auslosen. Zudem kommen selektive Inhibitoren verschiedener Kinasen des DDR-
Signalwegs zum Einsatz, die zur Aufkldrung der zelluliren Gegenreaktion auf

platininduzierte DNA-Schiden beitragen.

Zusitzlich wird die Fragestellung einer Kreuzresistenz zwischen Cisplatin und den
neuartigen PARPi adressiert, da diese bisher nur fiir die Therapie platinsensitiver
Patientinnen zugelassen sind. Des Weiteren sollen Resistenzmechanismen gegen
die Behandlung mit PARPi aufgeklirt und Ansitze fiir deren Uberwindung in den

verschiedenen Ovarialkarzinomzellen gefunden werden.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit dem vermeintlichen
Resistenzmarker Slfnll, seiner unterdriickten Expression in resistenten Zellen
sowie epigenetischen Interaktionen, um diese wieder zu erhohen und damit eine

Sensitivierung gegen Cisplatin und PARPi zu erzielen.
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Ziel der Arbeit

Fir die genannten Fragestellungen sollen mittels Kombinationsbehandlungen
Synergien aufgedeckt und die zugrundeliegenden Abldufe auf Gen- oder
Proteinebene ergriindet werden. Die dadurch ermittelten Schwachstellen von
resistenten Tumorzellen konnten zukiinftig fiir gezielte Angriffe in der klinischen
Behandlung dienen und somit die Nebenwirkungen einer unselektiven
Chemotherapie vermeiden. Die gewonnen Erkenntnisse sollen langfristig dazu
beitragen das Behandlungsspektrum fiir Patientinnen mit einem cisplatinresistenten

Ovarialkarzinom zu erweitern und die Prognose in solchen Féllen zu verbessern.

31



Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien, Chemikalien und Kits
Bezeichnung Hersteller
Annexin Binding Buffer BioLegend Inc.
San Diego, USA
ATR siRNA (h) Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland
Bacillol® AF Paul Hartmann AG

Bovines Serum-Albumin (BSA)
CASY®ton

Cell Extraction Buffer

Clarity Western™ Luminol
Clarity Western™ Peroxid-Losung
Control siRNA-A
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase/RNase-Free Water
DPBS

EDTA- Losung 0,02 %

Ethanol absolut

FITC-Annexin V

Fotales Kilberserum

Gigasept® Instru AF

Heidenheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland
Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH
Langenselbold, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
Deutschland

Zymo Research

Irvine, CA, USA

PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim am Albuch, Deutschland
BioLegend Inc.

San Diego, USA

PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
Schiilke & Mayr GmbH
Norderstedt, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Glycin

Guava® Instrument Cleaning Fluid
(ICF)

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail
(100x)

Isopropanol 100 %

Kohlenstoffdioxid
Laemmli-Probenpuffer, 2x Konzentrat
Magermilchpulver Blotting Grade

MAK143 Fluorimetric Intracellular
ROS Kit
Melsept® SF

Methanol

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Natriumazid

Natriumchlorid

Penicillin-Streptomycin-Losung
(10.000 U; 10 mg/mL)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

PMSF

Power SYBR® Green RNA-to-CT TM
1-Step Kit

Precision Plus Protein™ Unstained
Standards

Precision Protein™ StrepTactin-HRP
Conjugate

Propidiumiodid

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland
Luminex Corporation
Austin, TX, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Merck Chemicals GmbH
Schwalbach, Deutschland
AIR LIQUIDE Deutschland GmbH,
Diisseldorf, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG
Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

B. braun AG

Melsungen, Deutschland
Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland
Janssen GmbH

Neuss, Deutschland

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland
PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland
Applied Biosystems (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA
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Bezeichnung

Hersteller

RNase A

RPMI-1640® Nihrmedium
Salzsdure | M

siRNA Transfection Medium
siRNA Transfection Reagent
Sterillium®

TRI Reagent®

TRIS-Base

Trypsin 0,05 %/EDTA 0,02 % in PBS

w/o: Ca and Mg, w: Phenol red
Tween®20

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland
Bode Chemie GmbH
Hamburg, Deutschland

Zymo Research

Irvine, CA, USA

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland

PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

4.1.2 Inhibitoren und Zytostatika

Elimusertib-HC1 ATR
(BAY1895344)
Entinostat HDAC

Tabelle 2: Verwendete Inhibitoren und Zytostatika

Verbindung Target Hersteller

Adavosertib WEE1 Selleck Chemicals

(AZD1775) Houston, TX, USA

Auranofin TrxR Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

AZD1390 ATM MedChemExpress EU
Sollentuna, Sweden

Cisplatin DNA Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Decitabin DNMT Hoélzel Diagnostika Handels GmbH

Ko6lIn, Deutschland
Selleck Chemicals
Houston, TX, USA

Biozol Diagnostica Vertriecb GmbH

Eching, Deutschland
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Verbindung

Target

Hersteller

MC3 TrxR
Niraparib-HCl PARP
Olaparib PARP

Rucaparib-H;POs PARP

SCH772984 ERK 1/2
SCH900776 CHK1
(MK-8776)

Tazemetostat EZH2
UB-1 TrxR

Synthetisiert in der Arbeitsgruppe von
Prof. Ott, TU Braunschweig
MedChemExpress EU

Sollentuna, Sweden
MedChemExpress EU

Sollentuna, Sweden
MedChemExpress EU

Sollentuna, Sweden

Hycultec GmbH

Beutelsbach, Germany

Selleck Chemicals

Houston, TX, USA

Abcam plc

Cambridge, UK

Synthetisiert in der Arbeitsgruppe von
Prof. Ott, TU Braunschweig

4.1.3 Hergestellte Reagenzien und Losungen

4.1.3.1 Inhibitor- und Zytostatikalosungen

Tabelle 3: Hergestellte Losungen der Inhibitoren und Zytostatika
Reagenz Inhaltsstoffe Zusammensetzung
Adavosertib-Stammldsung ~ Adavosertib 5 mg
[10 mM] DMSO 0,999 mL
Adavosertib-Arbeitslosung  Adavosertib-Stammlosung 2 pL
[1 uM] PBS ad 20 mL
Adavosertib-Arbeitslosung  Adavosertib-Stammlosung 0,2 pL
[0,1 uM] PBS ad 20 mL
Auranofin-Stammldsung Auranofin 4,63 mg
[1 mM] DMSO 6,824 mL
Auranofin-Arbeitslosung Auranofin-Stammldsung 10 uL
[1 uM] PBS ad 10 mL
AZD1390-Stammlosung AZD1390 5 mg
[10 mM] DMSO 1,047 mL
AZD1390-Arbeitslosung AZD1390-Stammldsung 50 uL
[25 uM] PBS ad 20 mL
AZD1390-Arbeitslosung AZD1390-Stammldsung 20 uLL
[10 uM] PBS ad 20 mL
Cisplatin-Stammlosung Cisplatin 15 mg
[5S mM] PBS 10 mL

35



Material und Methoden

Reagenz Inhaltsstoffe Zusammensetzung
Decitabin-Stammldsung Decitabin 10 mg
[10 mM] DMSO 4,382 mL
Decitabin-Arbeitslosung Decitabin-Stammldsung 10 uL
[10 uM] PBS ad 10 mL
Elimusertib-HCI- Elimusertib-HCI 10 mg
Stammlosung [10 mM] DMSO 2,428 mL
Elimusertib-HCI- Elimusertib-HCI- 10 uLL
Arbeitslosung [10 uM] Stammldsung

PBS ad 10 mL
Elimusertib-HCI- Elimusertib-HCI- 100 pL
Arbeitslosung [0,1 uM] Arbeitslosung [10 uM]

PBS ad 10 mL
Elimusertib-HCI- Elimusertib-HCI- 10 uL
Arbeitslosung [0,01 uM] Arbeitslosung [10 uM]

PBS ad 10 mL
Entinostat-Stammldsung Entinostat 10 mg
[10 mM] DMSO 2,657 mL
Entinostat- Arbeitslosung Entinostat-Stammldsung I uL
[1 uM] PBS ad 10 mL
MC3-Stammldsung MC3 3,82 mg
[1 mM] DMSO 5,681 mL
MC3-Arbeitslosung MC3-Stammldsung 1 uL
[0,1 uM] PBS ad 10 mL
Niraparib-HCl- Niraparib-HCl 10 mg
Stammldsung DMSO 2,802 mL
[10 mM]
Niraparib-HCl- Niraparib-HCl- 10 uL
Arbeitslosung Stammlosung ad 10 mL
[10 uM] PBS
Olaparib-Stammldsung Olaparib 10 mg
[10 mM] DMSO 2,302 mL
Rucaparib-H3POs- Rucaparib-PO4* 10 mg
Stammldsung [10 mM] DMSO 2,373 mL
SCH772984-Stammlosung SCH772984 5Smg
[10 mM] DMSO 851 uL
SCH772984-Arbeitslosung  SCH772984-Stammlosung 10 pL
[10 uM] PBS ad 10 mL
SCH772984-Arbeitslosung  SCH772984-Stammlésung 1 puL
[1 uM] PBS ad 10 mL
SCH900776-Stammlosung  SCH900776 10 mg
[10 mM] DMSO 2,658 mL
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Reagenz Inhaltsstoffe Zusammensetzung
SCH900776-Arbeitslosung  SCH900776-Stammlosung 20 pL
[10 uM] PBS ad 20 mL
SCH900776-Arbeitslosung  SCH900776-Stammlésung 2 uL
[1 uM] PBS ad 20 mL
Tazemetostat-Stammldsung Tazemetostat 5 mg
[10 mM] DMSO 0,873 mL
Tazemetostat- Tazemetostat-Stammldsung 50 pL
Arbeitslosung PBS ad 10 mL
[50 uM]
UB-1-Stammlésung UB-1 3mg
[1 mM] DMSO 6,722 mL
4.1.3.2 Sonstige Losungen, Puffer und Medien
Tabelle 4: Sonstige hergestellte Losungen, Puffer und Medien
Reagenz Inhaltsstoffe Zusammensetzung
Blockierungslosung Magermilchpulver 5¢g
TBS-T ad 100 mL
Elektrophoresepuffer 10x  Glycin 72 g
Tris-Base I5¢g
Aqua Millipore® 500 mL
Elektrophoresepuffer 1x Elektrophoresepuffer 10x 100 mL
Aqua Millipore® ad 1000 mL
Ethanol 70 % Ethanol absolut 7 mL
Aqua Millipore® ad 10 mL
Kryo-Medium DMSO 5SmL
FKS 45 mL
Luminol-Peroxidlésung Clarity Western- 4 mL
(1:1) Peroxidlésung
Clarity Western- 4 mL
Luminollésung
Lysepufter PMSF-Stammlésung 34 uL
[0,3 mol/L]
Halt™ Protease Inhibitor 500 pL
Cocktail (100x)
Cell Extraction Buffer 10 mL
MTT-Losung [5S mg/mL] MTT 50 mg
DPBS-Puffer ad 10 mL
PMSF-Stammldsung PMSF 250 mg
[0,3 mol/L] DMSO 4,783 mL
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Reagenz Inhaltsstoffe Zusammensetzung
Proteinstandardlésung BSA 2 mg
[0,2 mg/mL] Aqua Millipore® ad 10 mL
Stripping-Puffer Glycin I5g
SDS lg
Tween®-20 10 mL
Aqua Millipore® 800 mL
pH-Einstellung mit 1 M q.S.
Salzsdure auf 2,2
TBS Puffer 10x Natriumchlorid 40¢g
TRIS-Base 6,06 g
Aqua Millipore® ad 500 mL
pH-Einstellung mit 1 M g.s.
Salzsdure auf 7,3
TBS Puffer 1x TBS Puffer 10x 100 mL
Aqua Millipore® ad 1000 mL
TBS-T Puffer TBS Puffer 10x 100 mL
Tween®-20 2mL
Aqua Millipore® ad 1000 mL
Transferpuffer 10x Glycin 72 g
Tris-Base I5¢g
Aqua Millipore® ad 500 mL
Transferpuffer 1x Transferpuffer 10x 100 mL
Aqua Millipore® ad 1000 mL
Zellmedium Fotales Kalberserum 50 mL
Penicillin/Streptomycin- SmL
Losung
[10.000 LE./mL, 10
mg/mL] 500 mL
RPMI-1640® Nihrmedium
Zellmedium 2x Fotales Kdlberserum F7524 6 mL
Penicillin/Streptomycin- 0,6 mL
Losung
[10.000 LE./mL, 10
mg/mL] 30 mL
RPMI-1640® Néhrmedium
Zellmedium antibiotic-free  Fotales Kélberserum F7524 50 mL
RPMI-1640® Nihrmedium 500 mL
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4.1.4 Antikorper

4.1.4.1 Primire Antikorper

Tabelle 5: Verwendete primére Antikorper

Target Wirt Hersteller

a-Tubulin Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

ATR Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

pATR Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

BRCALI Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

pBRCAI Kaninchen  Cell Signaling Technology
Frankfurt am Main, Deutschland

CHK1 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

pCHK1 Kaninchen  Cell Signaling Technology
Frankfurt am Main, Deutschland

ERK 1/2 Kaninchen  Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

pERK 1/2 Kaninchen  Cell Signaling Technology
Frankfurt am Main, Deutschland

GAPDH Maus GeneTex
Irvine, USA

HSF1 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

HSP27 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

pHSP27 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

HSP70 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

Nrf2 Kaninchen  Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

PARPI Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

Rad51 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland

Slfnl1 Maus Santa Cruz Biotechnology Inc.

Heidelberg, Deutschland
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Target Wirt
Trx Kaninchen

Hersteller
Cell Signaling Technology
Frankfurt am Main, Deutschland

4.1.4.2 Hergestellte Losungen der primiren Antikorper

Tabelle 6: Hergestellte Losungen der priméren Antikdrper nach Hersteller sortiert
Hersteller des priméiren Inhaltsstoffe Zusammensetzung
Antikorpers
Santa Cruz Biotechnology  Primirer Antikorper 50 uL
Inc. BSA 500 mg

Natriumazid 10 mg
TBS-T 10 mL
Cell Signaling Technology  Primérer Antikorper 10 uL
BSA 500 mg
Natriumazid 10 mg
TBS-T 10 mL

4.1.4.3 Sekundire Antikorper

Alle aufgelisteten Antikorper sind zusidtzlich mit einer Meerrettich-Peroxidase

(HRP) gekoppelt, die fiir eine Signalerzeugung im Western Blot erforderlich ist.

Tabelle 7: Verwendete sekundére Antikorper
Target Wirt Hersteller
Kaninchen- Ziege Southern Biotechnology Associates, Inc
IgG Birmingham, Alabama, USA
Maus-IgG Ziege Southern Biotechnology Associates, Inc

Maus-IgGk BP  Rekombinant

Birmingham, Alabama, USA

Santa Cruz Biotechnology Inc.
Heidelberg, Deutschland
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4.1.4.4 Hergestellte Losungen der sekundiren Antikorper

Tabelle 8: Hergestellte Losungen der sekundéren Antikdrper nach Hersteller
Hersteller des sekundi- Inhaltsstoffe Zusammensetzung
ren Antikorpers
Santa Cruz Biotechnology  Sekundirer Antikorper 2 ulL
Inc. Magermilchpulver 500 mg

Steptactin 0,5 uL
TBS-T 10 mL
Southern Biotechnology Sekundérer Antikorper 1,5 uL
Associates, Inc Magermilchpulver 500 mg
Steptactin 0,5 uL
TBS-T 10 mL

4.1.5 Primer

Tabelle 9: Verwendete Primer; angegebene Sequenzen beziehen sich auf den Forward- (F) und

Reversed-Primer (R)

Target Sequenz (5¢-3°) Hersteller

Human F: GGACTTCGAGCAAGAGATGG Biomol GmbH;
B-Actin  R: AGCACTGTGTTGGCGTACAG Hamburg, Deutschland
Human F: GAGTCAACGGATTTGGTCGT Biomol GmbH;
GAPDH R:TTGATTTTGGAGGGATCTCG Hamburg, Deutschland

Human F: AGCCTGACAACCGAGAAATGGG  OriGene Technologies
SIfall ~ R: GGAGTACACTGGTCTGCTAAGG — GmbH:

Herford, Deutschland

4.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

96-PCR plate full-skirted, low profile,
white, with sealing film

CASY® cups

CELLSTAR® Rohrchen 15 mL, steril

CELLSTAR® Rohrchen 50 mL, steril

Brand GmbH&Co.
Wertheim, Deutschland
Schéfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Direct-zol™ RNA Miniprep

Einmalspritzen NORM-JECT®

(20 mL)

Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 mL,
PCR clean, farblos

Filterpapier

Isopore™ Membranfilter (0,1 pm)

Kryor6éhrchen PP, mit
Schraubverschluss, steril
Microseal® ,,B“ Film fiir PCR Platten

Mini-Protean® TGX Stain-Free™
Elektrophorese Gel 10 %, 10/12 Wells
Mini-Protean® TGX Stain-Free™
Elektrophorese Gel 12 %, 10/12 Wells
Mini-Protean® TGX Stain-Free™
Elektrophorese Gel 4-20 %, 10/12
Wells

Mini-Protean® TGX Stain-Free™
Elektrophorese Gel 7,5 %, 10/12
Wells

Multiply®-Pro Gefif 0,5 ml, PP
DNase/RNase-free

Nunc™ F96 MicroWell™
Polystyrolplatte, schwarz

Parafilm®

Pipettenspitzen (5 mL), Plastibrand®,
natur

Pipettenspitzen RAININ Tips LTS
1000 puL

Pipettenspitzen RAININ Tips LTS
20 uL

Pipettenspitzen RAININ Tips LTS
250 uL

Pipettenspitzen SurPhob Gelloader
200 pl

Zymo Research Europe GmbH
Freiburg, Deutschland
Henke-Sass, Wolf GmbH
Tuttlingen, Deutschland
Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech
Gottingen, Deutschland
Millipore GmbH
Schwalbach, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH
Miinchen, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Thermo Fisher Scientific GmbH
Langenselbold, Deutschland
Pechiney plastic packaging
Menasha, USA

BRAND GmbH & Co.KG
Wertheim, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Oakland, USA
Mettler-Toledo GmbH
Oakland, USA
Mettler-Toledo GmbH
Oakland, USA

Biozym Scientific GmbH
Oldendorf, Deutschland
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Bezeichnung Hersteller
Pipettenspitzen TipOne® 10/20 uL, Starlab GmbH;
natur Ahrensburg, Deutschland
Pipettenspitzen TipOne® 1000 pL, Starlab GmbH
natur Ahrensburg, Deutschland
Pipettenspitzen TipOne® 200 uL, gelb ~ Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland
Pipettierreservoirs, PS, 50 mL Ratiolab GmbH
Dreireich, Deutschland
Pipettierreservoirs, PS, 50 mL, steril Ratiolab GmbH
Dreireich, Deutschland
PVDF-Membran Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland
Reaktionsgefal3 (0,6 mL) Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefal3 (1,5 mL) Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefal3 (1,5 mL) braun Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefal3 (2,0 mL) Sarstedt AG & Co.KG

RNaseZap™

Sapphire PCR Reaktionsgefille
(0,2 mL), natur

Serologische Pipetten (10 mL)
Serologische Pipetten (25 mL)
Sterilfilter (0,2 um)

TC-Platte 6 Well, Standard, F
TC-Platte 96 Well, Standard, F
U-Platten Microplatte, 96-Well, PS,
U-Boden, transparent

Vernichtungsbeutel

VWR Blotting Pad 707

Niimbrecht, Deutschland
ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA
Greiner Bio-One, GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Whatman GmbH

Dassel, Deutschland
Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
VWR International GmbH
Darmstadt, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Zellkulturflasche T175 (175 cm?)
Zellkulturflasche T25 (25 cm?)
Zellkulturflasche T75 (75 cm?)
Zellstoft

Zymo-Spin™ [IC Column

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.
Rockford, USA

Zymo Research

Irvine, CA, USA

4.1.7 Gerite

Tabelle 11: Verwendete Gerite

Gerit

Hersteller

Absaugsystem BVC 21 NT
Accu-Jet® pro

Analysenwaage Kern 770
Analysenwaage Mettler Toledo
Classic Plus AB135-S

Autoklav Systec V-95

Becherglas 500 mL

ChemiDocTM XRS + System
COz-Incubator MCO-170AICUV-P
Colibri Microvolume Spectrometer
Guava® easyCyte HT 11 Flow
Cytometer

Freezer ultra-Low Temperature MDF-
DUS502VH-PE

Freezer ultra-Low Temperature MDF-
1156-PE

Vacuubrand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Kern & Sohn GmbH
Balingen-Frommern, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Giessen, Deutschland

Systec GmbH

Linden, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland
Bio-Rad Laboratories
Miinchen, Deutschland
Panasonic Healthcare Corporation
Tokio, Japan

Berthold Technologies

Bad Wildbad, Deutschland
EMD Millipore Corporation
Hayward, CA, USA

PHC Europe B. V.

Etten-Leur, Niederlande

PHC Europe B. V.

Etten-Leur, Niederlande
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Geriit Hersteller

Heizplatte ARE Heating magnetic VELP scientifica

stirrer Usmate Belate, Italien

Inkubationshaube TH 15 Edmund Biihler GmbH
Bodelshausen, Deutschland

Laborschiittler KS-15 Edmund Biihler GmbH

Hechingen, Deutschland
Laminar-Air-Flow-Werkbank Heraeus Heraeus Holding GmbH

Herasafe HSP 12 Hanau, Deutschland

Lichtmikroskop Wilovert Standard Helmut Hund GmbH

HF/K Wetzlar, Deutschland

Lichtmikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss Microscopy GmbH
Jena, Deutschland

Magnetrithrer MR 3001 Heidolph Elektro GmbH & Co. KG

Kelheim, Deutschland
Messkolben BLAUBRAND® Klasse Carl Roth GmbH & Co.KG

A (50 mL) Karlsruhe, Deutschland
Messkolben BLAUBRAND® Klasse Carl Roth GmbH & Co.KG
A (100 mL) Karlsruhe, Deutschland
Messkolben BLAUBRAND® Klasse Carl Roth GmbH & Co.KG
A (250 mL) Karlsruhe, Deutschland
Mini-PROTEAN® Tetra Cell and Bio-Rad Laboratories GmbH
Blotting Module Miinchen, Deutschland
Multiskan® EX Thermo Scientific GmbH

Langenselbold, Deutschland
Multiwellreader FLUOstar™ BMG Labtech GmbH
OPTIMA Offenburg, Deutschland
Pinzette Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland
Pipette (2,5 pl) Research® Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Pipette (10 pl) Research® Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Pipette (20 pl) Research® Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Pipette (100 ul) Research® Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Pipette (200 ul) Research® Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Pipette (1000 ul) Research® Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
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Gerit

Hersteller

Pipette (5000 ul) Research®

Pipette Mehrkanal-Mikroliterpipette
Transferpette® -8 electronic

Pipette Mehrkanal-Mikroliterpipette
Transferpette® -12 electronic
Pipette RAININ Pipet-Lite™ XLS+
(0,1-2 nul)

Pipette RAININ Pipet-Lite™ L-
2XLS+ (0,5-10 ul)

Pipette RAININ Pipet-Lite™ L-
2XLS+ (2-20 ul)

Pipette RAININ Pipet-Lite™ L-
2XLS+ (10-100 pl)

Pipette RAININ Pipet-Lite™ L-
2XLS+ (20-200 pl)

Pipette RAININ Pipet-Lite™ L-
2XLS+ (100-1000 pl)
Préazisionswaage Kern PCB

Purelab® Plus
Wasseraufbereitungsanlage
Realtime PCR CFX Opus 96

Spatel

Thermomixer comfort (IsoTherm
1,5 mL)

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Trockenschrank 60°C

Ultraschallbad Sonorex® Super RK
103 H

Vortex-Genie 2
Vortex ZX3

Wasseraufbereitungsanlage Elix

Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Leverkusen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Leverkusen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Leverkusen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Leverkusen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Leverkusen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH
Leverkusen, Deutschland
Kern & Sohn GmbH
Balingen-Frommern, Deutschland
ELGA LabWater

Celle, Deutschland
Bio-Rad Laboratories
Miinchen, Deutschland
Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories
Miinchen, Deutschland
Heraeus Holding GmbH
Hanau, Deutschland
BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG

Berlin, Deutschland
Scientific industries

New York, USA

VELP scientifica

Usmate Belate, Italien
Millipore GmbH
Schwalbach, Deutschland
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Gerit

Hersteller

Zellzihler CASY® 1 Model TT
Zentrifuge Mini Spin
Zentrifuge Mikro 200 R

Zentrifuge Universal 32 R

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland
Eppendorf AG

Hamburg, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland

4.1.8 Software

Tabelle 12: Verwendete Software

Software

Hersteller

Ascent Software™ v2.6
Bio-Rad CFX Maestro 2.2

BioRender®

ChemDraw 20.1

Citavi 6.11.0

CompuSyn®

FlowJo™ V10

GraphPad Prism 8

GuavaSoft

Image Lab v5.2.1 ™

Microsoft® Excel 2016 fiir Windows

Microsoft® PowerPoint 2016 fiir

Windows
Microsoft® Word 2016 fiir Windows

Microsoft® Windows 10

Thermo Labsystems Oy 1996-2002
Bio-Rad Laboratories

Miinchen, Deutschland
Biorender 2022

Toronto, Kanada

Perkin Elmer LAS GmbH
Rodgau, Deutschland

Swiss Academic Software GmbH,;
Widenswil, Schweiz
ComboSyn, Inc.

Paramus, NJ, USA

Becton, Dickinson and Company
Ashland, USA

GraphPad Software, Inc

La Jolla, USA

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland
Bio-Rad Laboratories

Hercules, USA

Microsoft Corporation
Redmond, USA

Microsoft Corporation
Redmond, USA

Microsoft Corporation
Redmond, USA

Microsoft Corporation
Redmond, USA
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Software Hersteller
Optima v.2.20R2 BMG Labtech GmbH
Ortenberg, Deutschland
Sciebo 4.2.0 ownCloud GmbH
Niirnberg, Deutschland
ZEN Mikroskopie Software Carl Zeiss Microscopy GmbH

Jena, Deutschland

4.2 Zellkultur

Alle im Folgenden beschriebenen Zelllinien wurden in entsprechenden Kulturfla-
schen mit RPMI1640-Medium mit dem Zusatz von 10 % FKS sowie 1 % einer
Mischung der Antibiotika Penicillin und Streptomycin in einem Brutschrank bei
konstanten 37°C sowie 5% CO; kultiviert. Mit regelméaBigen,
lichtmikroskopischen Kontrollen wurde die Konfluenz des Zellrasens tiberpriift und
verbrauchtes Zellmediums durch frisches ausgetauscht. Zum Schutz vor
Mutationen der Zellen, welche die weiteren Arbeiten beeinflusst hitten, wurden die

Zelllinien jeweils nur iiber 15 Passagen kultiviert.

Jegliche Arbeiten mit den Zellkulturen erfolgten zur Vermeidung einer
Kontamination mit Fremdorganismen unter einer sterilen Laminar-
Airflow-Werkbank. Jegliche Geridte zur Verwendung fiir die Arbeiten wurden vor
dem Einbringen in die Werkbank mit einer 60 %-igen Isopropanollésung
desinfiziert. Zudem wurden die Zellkulturen regelmifig auf die Anwesenheit von
Mykoplasmen {tiberpriift. Die Zelllinien mit einer erworbenen Cisplatinresistenz
erhielten zu ihrer Aufrechterhaltung in regelmifBigen Abstinden den Zusatz von
3 uM Cisplatin zum Zellmedium. AnschlieBend wurde die Zelllinie fiir eine weitere
Passage ohne Zytostatikum kultiviert, um die nachfolgenden Versuche nicht durch

dessen Anwesenheit zu manipulieren.

4.2.1 Zelllinien

4.2.1.1 A2780 und A2780cis

Die A2780-Zellen und ihr cisplatinresistenter Subtyp A2780cis entstammen dem

Priméartumor einer unbehandelten Patientin und wurden von der ECACC erworben
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(Katalognr.: A2780: 93112519; A2780cis: 93112517) [309]. Sie sind histologisch
nicht spezifiziert, nach neueren Genomanalysen jedoch dem Subtyp des
endometrioiden Ovarialkarzinoms zuzuordnen [310]. In diesen Zellen liegen keine
Mutationen im TP53- sowie den BRCA-Genen vor. Zudem weisen sie eine
Uberexpression von PARP1 auf [311]. Mit beiden Zelllinien wurde mittels siRNA-
Transfektion ein ATR-knockdown erzeugt, was in Abschnitt 4.9 genauer

beschrieben wird.

4.2.1.2 W1 und W1CR

Die Ovarialkarzinomzelllinie W1 entstammt einer 54-jdhrigen Patientin mit der
Diagnose eines serdsen Adenokarzinoms der FIGO Stufe I1I. Zudem war der Tumor
schlecht ausdifferenziert und mit einem grading von drei klassifiziert, was diese
Zelllinie dem Subtyp des HGSOC zuzuordnen lésst [312]. Der cisplatinresistente
Subtyp WICR wurde durch die Exposition inkrementell steigender
Konzentrationen (final: 1000 ng/mL) von Cisplatin erzeugt [313]. Beide Klone
wurden dankenswerterweise von Prof. Radostaw Januchowski (Poznan University
of Medical Sciences/ University of Zielona Gora) zur Verfiigung gestellt. Mit
beiden Zelllinien wurde mittels siRNA-Transfektion ein ATR-knockdown erzeugt,

was in Abschnitt 4.9 genauer beschrieben wird.

4.2.1.3 Kuramochi und Kuramochi"CDDP2°00

Die Kuramochi-Zellen wurden von Dr. Florian Rothweiler und Prof. Jindrich Cinatl
aus dem Universititsklinikum Frankfurt am Main zur Verfiigung gestellt. Sie
wurden urspriinglich einer japanischen Patientin entnommen [314]. Nachtrigliche
Untersuchungen der Histologie sowie des Genoms lassen die Kuramochi-Zellen
dem Subtyp des HGSOC zuordnen. Sie weisen eine HGSOC-typische Mutation von
p53 sowie von BRCA?2 auf. Zudem liegt in ihnen PARP1 iiberexprimiert vor [311].
Nach Domcke et al. sind sie von 47 untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien jene
mit der hochsten Ubereinstimmung des HGSOC-Subtyps [315]. Der
cisplatinresistente Subtyp Kuramochi'CDDP?*? entstammt der Sammlung
resistenter Krebszelllinien (RCCL) der Universitit Kent (GroBbritannien) von u. a.
Prof. Martin Michaelis [316,317]. Die Resistenzziichtung erfolgte final mit
2000 ng/mL Cisplatin.
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4.2.14 EFO21

Die EFO21-Zellen wurden ebenfalls von Dr. Florian Rothweiler und Prof. Jindrich
Cinatl aus dem Universitatsklinikum Frankfurt am Main zur Verfiigung gestellt. Sie
wurden urspriinglich als serdoses Adenokarzinom klassifiziert, sind nach
genomischer Analyse allerdings eher dem klarzelligen Ovarialkarzinom zugehorig
[310, 318]. Sie weisen eine p53-Mutation sowie Uberexpressionen von ATM und
PARP1 auf [311]. Zudem haben sie eine deutlich hohere Toleranz gegen Cisplatin
als die anderen Wildtypzellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden und dienen

deshalb als Modell fiir intrinsisch resistente Tumore.

4.2.2 Inkulturnahme

Die Zelllinien wurden in Kryokonservaten (Backups) in einem Ultrafreezer bei
- 150 °C aufbewahrt. Fiir die Inkulturnahme wurde das entsprechende Backup
aufgetaut und die darin befindliche Zellsuspension schnellstmoglich in eine
Zellkulturflasche mit vorgelegtem Medium pipettiert. Je nach Zelllinie und Zellzahl
in den Backups wurden die Zellen in einer kleinen (25 cm?®) oder mittelgrof3en
(75 cm?) Flasche angezogen und beim Erreichen von ca. 80 % Konfluenz in die
nichstgroBere iiberfiihrt, bis sie schlieBlich in der groBtmoglichen Ausfithrung

(175 cm?) autbewahrt wurden.

4.2.3 Subkultivierung

Wenn der Zellrasen eine Konfluenz von ca. 80 % erreichte, wurde zur Vorbeugung
von Selektionen oder dem Absterben eine Subkultivierung vorgenommen. Dafiir
wurde zundchst das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit einer EDTA-Trypsin-Losung fiir 2 — 5 min (je
nach Zelllinie) bei 37 °C und 5 % CO» im Inkubator vom Flaschenboden abgelost.
Danach wurden sie mit Zellmedium herausgespiilt und fiir 4 min bei 450 x g und
4 °C zentrifugiert. SchlieBlich konnte der Uberstand abgesaugt und die Zellen in
frischem Medium resuspendiert werden. AbschlieBend konnten die Zellen gezéhlt
und fiir nachfolgende Experimente verwendet oder ein entsprechend kleiner Anteil

von ithnen in eine neue Zellkulturflasche mit frischem Medium uberfihrt werden.
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4.2.4 Kryokonservierung

Zur Aufbewahrung der Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum erfolgte die
Herstellung von Backups, die dann im Ultrafreezer bei -150 °C lagerten. Dafiir
wurden sie wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben aus den Flaschen gelost und
pelletiert. AnschlieBend wurden sie gezéhlt und je 2 Mio. Zellen pro Backup in
Kryomedium resuspendiert und in Kryogefda3e aliquotiert. Da das Kryomedium
toxisches DMSO enthélt, wurden sie danach umgehend eingefroren. Fiir die
Herstellung der Backups wurden bevorzugt niedrig passagierte Zellen verwendet,

um ihre originalen Eigenschaften aufrecht zu erhalten.

4.2.5 Zellzahlbestimmung

Da die meisten der durchgefiihrten Experimente die Einstellung einer genauen
Zellzahl im Sinne der Vergleichbarkeit voraussetzten, mussten die Zellen zunéchst
quantifiziert werden. Dafiir wurden die aus den Kulturflaschen gelosten Zellen
(siehe 4.2.3) in 10 mL Medium resuspendiert und anschlieBend 20 uL dieser
Suspension in ein CASY®-Réhrchen mit 10 mL vorgelegtem, sterilfiltriertem
CASY®-Ton pipettiert. Nun konnte die Zellsuspension am CASY® 1 Modell TT
vermessen werden. Dieses saugt die Zellen mittels einer Kapillare an einer Pore
vorbei. An beiden Seiten jener Pore befinden sich Elektroden in einer
Elektrolytldsung. Durch die vorbeiflieBenden Zellen wird an ihnen, in
Abhingigkeit des Volumens und der daraus resultierenden, verdringten
Elektrolytmenge, eine Veranderung des elektrischen Widerstands ausgeldst. Diese
kann iiber eine Messung der elektrischen Spannung detektiert werden, die mit
GrofBe und Menge der Zellen korreliert. Somit kénnen die Zellen nicht blof3
quantifiziert, sondern anhand ihres Durchmessers auch in eine lebendige und in eine
tote Fraktion separiert werden. In folgenden Versuchsabldufen wurde dann stets mit
der Zahl vitaler Zellen weitergearbeitet, die noch auf die gesamte Anzahl in der

urspriinglich hergestellten Suspension hochgerechnet werden musste.
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4.3 MTT-Zellviabilitatsassay

4.3.1 Funktionsprinzip

Das MTT-Salz ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) ist
ein  gelber, wasserloslicher  Farbstoff, welcher durch  Reduktasen
stoffwechselaktiver Zellen in das violette, wasserunldsliche Formazan umgesetzt
wird. Gibt man eine bestimmte Menge MTT zu einer Zellkultur, korreliert die
Menge des entstehenden Formazans mit der Viabilitit der Zellen [319, 320]. Die
Messung erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm, was nahezu
dem Absorptionsmaximum des Formazans entspricht, welches zuvor in DMSO
gelost wurde. Zudem erfolgte eine Hintergrundmessung bei 690 nm, deren Werte
von der Absorptionsmessung subtrahiert wurden. Es resultierte eine sigmoidal
verlaufende Viabilitdtskurve, an deren Wendepunkt der ICso-Wert abgelesen
werden konnte. Dieser beschreibt die Konzentration einer Behandlung, bei der

50 % der Zellen absterben.

4.3.2 Versuchsablauf

Zunichst wurden die Zellen wie in 4.2.3 beschrieben aus ihren Kulturflaschen
gelost, pelletiert und gezédhlt (4.2.5). AnschlieBend erfolgte die Aussaat in
durchsichtige 96-well Platten mit einer Konzentration von 10.000 Zellen/well fiir
WI1/WICR- und A2780/A2780cis-Zellen sowie 5.000 Zellen/well fiir
Kuramochi/Kuramochi'CDDP?*® und EFO21. Die variierenden Zahlen sind der
unterschiedlichen Durchmesser der jeweiligen Zelllinien geschuldet. Die Zellen
wurden in je 80 uL Medium in den inneren 60 wells kultiviert. Die dulleren wells
enthielten nur 90 uL PBS als Verdunstungsschutz (Siehe Abbildung §). Nun
wurden die Zellen liber Nacht bei 37 °C und 5 % CO> inkubiert. Am nédchsten Tag
erfolgte die Zugabe von 10 puL einer Zytostatikaldsung in von links nach rechts
halblogarithmisch steigenden Konzentrationen (fiir Cisplatin bspw. 107°— 10
mol/L) in jedes well auBBer der ersten und letzten Reihe. In diese erfolgte die Zugabe
von 10 uL PBS als Negativkontrolle sowie von DMSO als Totkontrolle. Jede
Konzentration wurde als technisches Triplikat gemessen. Zudem erfolgte die

Zugabe von weiteren 10 uL PBS in jedes well, um ein Gesamtvolumen von 100 pL
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zu erzielen, wenn keine Kombinationsbehandlung (Siehe 4.3) vorgenommen
wurde. AnschlieBend inkubierten die Zellen fiir 72 h im Brutschrank. Schlielich
wurden 20 pL einer auf 5 mg/mL eingestellten MTT-Losung in jedes well pipettiert
und fiir 1-2 h inkubiert, da die einzelnen Zelllinien den Farbstoff unterschiedlich
schnell umsetzten. Wegen der Wasserunloslichkeit der entstandenen
Formazankristalle, mussten die Platten auf einer Zellstoffunterlage ausgeklopft und
die am Plattenboden haftenden, violetten Kristalle anschlieend in 200 pLL. DMSO
geldst werden. Nun konnten die Platten am Multiwellreader Multiscan EX® bei

570 nm und 690 nm vermessen werden.

Konzentrationen von cDDP [mol/L]

(lolelele/0/0/0/0/0/0/610
0000000000
el I'T I T T T 1e
00000000000
0000000006
e T TTTTTITI e
00000000000
000000000000

Abbildung 8: Belegung einer Platte des MTT-Assays am Beispiel von W1- und W1CR-Zellen
unter Cisplatinbehandlung. Erstellt mit BioRender.com.

4.3.3 Kombinationsbehandlungen

Um auf Synergien, additive oder antagonistische Effekte zwischen zwei Substanzen
zu testen, wurden zahlreiche Kombinationsbehandlungen durchgefiihrt. Dafiir
erfolgte die Vorbehandlung der ausplattierten Zellen mit 10 uL einer
Inhibitorlésung mit fixer Konzentration in allen wells 4h vor der

Zytostatikabehandlung. Dafiir entfiel die Zugabe der 10 uLL PBS, abgesehen von
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der Negativkontrolle. Die eingesetzte Konzentration des jeweiligen Inhibitors
wurde durch eine vorangegangene Bestimmung der ICso-Werte als
Monobehandlung ermittelt. Sie wurde stets so gewdhlt, dass die entsprechende
Substanz in der eingesetzten Dosis keine oder eine nur geringfiigig toxische

Wirkung aufwies, um vorrangig synergistische Effekte aufzudecken.

4.3.3.1 Vorbehandlung mit Goldverbindungen oder DDR-Inhibitoren

Fir die Untersuchungen der Kombinationen aus Goldverbindungen und den
Inhibitoren des DDR-Signalwegs mit Cisplatin oder PARPi wurden, wenn nicht

anders gekennzeichnet, folgenden Konzentrationen zur Vorbehandlung eingesetzt:

Tabelle 13: ~ Verwendete Verbindungen, ihr zelluldres Ziel und ihre eingesetzte Konzentration
fiir die subtoxische Vorbehandlung

Verbindung Target Konzentration [uM]
Auranofin TrxR 0,1
MC3 TrxR 0,01
UB-1 TrxR 1
SCH772984 ERK 1/2 0,1 und 1
AZD1390 ATM 1 und 2,5
Elimusertib ATR 0,01 und 0,001
SCH900776 CHK1 1 und 0,1
Adavosertib WEEI 0,1 und 0,01

4.3.3.2 Vorbehandlung mit epigenetisch wirksamen Substanzen

Diese Vorbehandlungen zielten darauf ab, die Reexpression der Helikase Slfnl1 zu
induzieren. Deshalb wurde bei diesen Verbindungen bereits in der Zellkultur mit
der Vorbehandlung begonnen. Die Konzentration, die in die Kulturflaschen
gegeben wurde, war hoher als die letztendlich in die Platten pipettierte und richtete
sich ebenfalls nach der Toxizitdt als Monobehandlung. Folgende Mengen wurden

verwendet:

54



Material und Methoden

Tabelle 14:  Verwendete epigenetisch wirksame Verbindungen, ihr zelluldres Ziel und ihre
eingesetzte Konzentration fiir die Vorbehandlung in der Kulturflasche und Platte

Verbindung Target Konzentration in | Konzentration
Flaschen [uM] in Platten [uM]

Decitabin DNMT 5 1
Entinostat HDAC 1 0,1
Tazemetostat EZH2 10 5

4.3.4 Auswertung

Alle Messungen der ICso von Cisplatin oder den jeweiligen PARPi und
Goldverbindungen, ob in Kombination oder als Monobehandlung, wurden
mindestens als biologisches Triplikat durchgefiihrt, bei dem =zuséitzlich jede
eingesetzte Konzentration in einem technischen Triplikat vorlag. Die Erstellung der
resultierenden Dosis-Wirkungs-Kurven erfolgte mit der Software GraphPad
Prism 8 durch nicht-lineare Regression und eine Vier-Parameter-Gleichung. Dafiir
wurde zunidchst die Absorption gegen den dekadischen Logarithmus der
Konzentration des eingesetzten Wirkstoffs aufgetragen. AnschlieBend erfolgte eine
Normalisierung bei der die hochste Absorption der jeweiligen Messung als 100 %
Viabilitit festgelegt wurde. Anhand der resultierenden sigmoiden Kurve konnte am
Wendepunkt der ICso-Wert errechnet werden. Fiir die Tests auf statistische
Signifikanz wurde der entsprechende pECso-Werts verwendet. Diesen erhielt man

durch die Berechnung des negativ dekadischen Logarithmus des ICso-Werts.

Zur Ermittlung der Effektivitit einer Kombinationsbehandlung wurde der
Combination Index (CI) nach Chou-Talalay mit der Software CompuSyn errechnet
[321]. Ist dieser groBer eins, handelte es sich um einen Antagonismus. CI = 1 stellte
einen additiven Effekt und CI<1 einen Synergismus dar. Zudem wurden diese
Werte und weitere grafische Darstellungen von Kombinationsbehandlungen mit

SynergyFinder Plus errechnet [322].
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4.4 Gold-Atomabsorptionsspektroskopie

Mittels dieser Methode wurde die zellulire Aufnahme der Goldverbindungen in
W1/W1CR- und A2780/A2780cis-Zellen ermittelt. Dafiir wurden je 2 Mio. Zellen
in Kulturflaschen ausgesit und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am néchsten
Tag erfolgte die Behandlung mit 0,1 uM Auranofin oder 0,01 uM MC3 fiir 72 h.
Danach wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit einer 0,02 % EDTA-L6sung
vom Flaschenboden geldst und pelletiert. Nachdem der Uberstand verworfen
wurde, erfolgten zwei Waschschritte mit je 1 mL PBS und anschlieBender
Zentrifugation. Der Uberstand wurde nun erneut abgesaugt und die Zellpellets bei
-20 °C autbewahrt und schlieBlich zur Arbeitsgruppe von Prof. Ingo Ott an die TU
Braunschweig verschickt. Dort erfolgte die Vermessung des intrazelluldren
Goldgehalts bezogen auf das Gesamtprotein mittels eines High-Resolution
continuum source Atomabsorptionsspektrometers in Triplikaten. Der genaue

Versuchsablauf fiir diese Messung ist in [323] beschrieben.

4.5 ROS-Assay

Die Bildung von intrazelluliren ROS unter der Behandlung mit den
Goldverbindungen sowie Cisplatin wurde in W1/W1CR- und A2780/A2780cis-
Zellen mittels eines fluorimetrischen Assays untersucht (MAK143). Dafiir wurden
jeweils 15.000 Zellen/well in eine schwarze 96-well Platte ausgesét und iiber Nacht
im Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Behandlung mit 0,1 uM
Auranofin, 0,01 pM MC3 oder 1 pM cDDP als subtoxische Dosen oder mit der
jeweiligen ICso der einzelnen Substanzen sowie PBS als Negativkontrolle in
technischen Duplikaten. Die Messungen erfolgten nach 4h und 24h
Inkubationszeit am FLUOstar™ OPTIMA bei einer Anregungswellenldnge von
485 nm und einer Fluoreszenzemission von 520 nm. Das Kit enthielt einen
Farbstoff, der eine Stunde vor der ersten Messung in jedes well gegeben wurde und
dort mit den entstanden ROS zu einem fluoreszierenden Produkt reagierte. Dieses
konnte dann bei den genannten Wellenldngen detektiert werden. Fiir die

Auswertung wurde jeweils der Quotient der Fluoreszenzintensitdt nach 24 h und
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nach 4 h berechnet, um den intrazelluldren Anstieg der ROS unter den einzelnen

Behandlungen zu ermitteln.

4.6 Proteinexpressionsanalytik

4.6.1 Lysatgewinnung

Fiir die Quantifizierung der Expressionen einzelner Proteine unter verschiedenen
Einflissen wurden die Zellen in Kulturflaschen ausgesdt und iiber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Am nichsten Tag erfolgten die Behandlungen mit den in
Tabelle 15 aufgelisteten Wirkstoffen in den dort angegebenen Konzentrationen. Fiir
die Behandlungen zur Untersuchung der Proteinexpressionen wurden jeweils
subtoxische Konzentrationen der genannten Verbindungen eingesetzt, um wihrend
der Inkubation keine Selektion unter der Zellpopulation vorzunehmen. Die
Inkubationszeit betrug, wenn in den Abbildungen im Kapitel 5 nicht anders

gekennzeichnet, stets 24 h.

Tabelle 15: Eingesetzte Verbindungen, deren zelluldres Target und die verwendete
Konzentration fiir die Generierung von Zelllysaten

Verbindung Target Konzentration [uM]
Auranofin TrxR 0,1
MC3 TrxR 0,01
cDDP DNA 1
AZD1390 ATM 10
Elimusertib ATR 0,01
Niraparib PARP 1
Decitabin DNMT 1 und 5
Entinostat HDAC 0,1; Iund 5
Tazemetostat EZH2 5und 10

Danach wurden die Zellen mittels EDTA vom Flaschenboden abgelost, da Trypsin
aufgrund seiner proteolytischen Eigenschaften fiir die nachfolgenden Experimente
ungeeignet war. Nach einer Zentrifugation erfolgte ein Waschschritt mit PBS,

gefolgt von erneuter Zentrifugation und griindlichem Absaugen des Uberstands.
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Nun wurde frisch hergestellter Lysepuffer auf das verbliebene Zellpellet pipettiert.
Das zugegebene Volumen war dabei abhédngig von der im Pellet enthaltenen
Zellzahl. Der Lysepuffer bestand hauptsidchlich aus Cell Extraction Buffer, der fir
die Auflosung der Zellmembran sowie die Prazipitation von DNA und RNA sorgte.
Die ebenfalls enthaltenen Komponenten PMSF und der Protease Inhibitor Cocktail
verhinderten unterdessen, dass intrazelluldre Proteasen die gewiinschten Proteine
abbauen. Zudem wurde ab der Zugabe des Lysepuffers dauerhaft auf Eis gearbeitet,
um einer Denaturierung des Proteoms vorzubeugen. Die nun geldsten Zellpellets
wurden in Eppendorf Gefdf3e tiberfiihrt und auf dem Thermomixer fiir eine halbe
Stunde bei 4 °C und 800 Umdrehungen pro Minute lysiert. SchlieBlich wurde die
Suspension bei 16.000 x g fiir 10 min zentrifugiert und der klare Uberstand in ein

neues Gefal} iberfihrt und bei -80 °C aufbewahrt.

4.6.2 BCA-Assay

Fir die nachfolgenden Untersuchungen der Proteinexpression der in 4.6.1
gewonnen Proben musste zunédchst ihr Gesamtproteingehalt bestimmt werden.
Dafiir wurden aus jedem Lysat vier Verdiinnungen hergestellt (1:10, 1:20, 1:50 und
1:100) von denen je 20 pL als Duplikat in eine 96-well Platte pipettiert wurden.
Zusdtzlich musste eine Kalibriergeraden aus sechs Proteinstandards
unterschiedlicher Konzentration angefertigt werden, aus der beim Auswerten die zu
analysierenden Proben quantifiziert werden konnten. Zur Uberpriifung ihrer Giite
gab es zusitzlich drei Qualitdtskontrollen definierten Proteingehalts, deren
Messwerte um nicht mehr als 5 % von ihrer tatsdchlichen Konzentration abweichen
sollten. Die sechs Standards, drei Qualitdtskontrollen und Milliporewasser als

Negativkontrolle wurden ebenfalls zu je 20 uL als Duplikat in die Platte pipettiert.

Die Quantifizierung der Proteine erfolgte anschlieBend durch die Zugabe von
200 puL des Bicinchoninsdure (BCA)-Reagenz und einstiindiger Inkubation bei
60 °C im Trockenschrank. Das Reagenz besteht zu 50 Teilen aus der BCA und zu
einem Teil aus einer Kupfer(Il)-sulfat Losung. Das Messprinzip beruht auf einer
Reduktion des Cu?" durch bestimmte Aminoséuren im Lysat. Das entstandene Cu*

bildet mit der BCA einen Chelatkomplex, dessen Absorption bei 570 nm am
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Multiskan EX® Plattenreader vermessen werden konnte. Dabei korrelierten die

Absorptionswerte mit enthaltenem Protein [324].

4.6.3 SDS-Gelelektrophorese

Bevor die jeweiligen Zielproteine detektiert werden konnten, mussten die Lysate
zunéchst mittels sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) nach ihrer Molekiilmasse aufgetrennt werden. Es standen vorgefertigte
Gele unterschiedlicher Polyacrylamidkonzentration zur Auswahl. Fiir groBere
Proteine wurde ein diinneres 7,5 %-Gel verwendet, fiir kleine Proteine ein

konzentrierteres 12 %-Gel und fiir alle anderen Zielproteine 10 %-Gele.

Bei der Durchfiihrung wurden zundchst die aus dem BCA-Assay errechneten
Konzentrationen genutzt, um die Volumina der einzelnen Proben zu errechnen, die
20 ug Gesamtprotein entsprachen. Diese wurden dann zu gleichen Teilen mit
Laemmli-2x-Puffer versetzt, fiir 5 min bei 95 °C erhitzt und anschlieBend weitere
25 min bei Raumtemperatur inkubiert. Beides bewirkte die Denaturierung grof3erer
Proteinkomplexe, wobei der Puffer zusdtzlich die Reduktion von Disulfidbriicken
durch das enthaltene B-Mercaptoethanol induziert. Zusitzlich enthielten sowohl
Gel als auch Laemmli-Puffer SDS, was sich in konstanten Mengen an die Proteine
anlagert, diese entfaltet und mit dessen negativer Ladung die der Aminoséduren
iiberdeckt. Nachdem die Proben und ein GroBenstandard in die Geltaschen
pipettiert und eine Spannung von 200 V angelegt wurde, wanderten die Proteine
aufgrund des resultiertem, gleichen Masse-Ladungsverhéltnis in Richtung Anode.
Durch die gleiche Gesamtladung erfolgte ihre Auftrennung dabei nur nach der
Molekiilmasse. Die Proben passierten zunédchst das grobmaschige Sammelgel, in
dem sie zu einer diinnen Bande aufkonzentriert wurden. Die Einengung erfolgte
zwischen den im Laufpuffer enthaltenen Chloridionen sowie Glycin, das aufgrund
des pH-Werts als Zwitterion vorlag und deshalb hinter den negativ geladenen
Proben blieb. AnschlieBend wanderten alle Komponenten in das engmaschigere
Trenngel, wo sich die Protein-SDS-Komplexe nach ihrer Masse auftrennten [325].
Fiir die Orientierung der jeweiligen Masse lief in einer Geltasche ein
GroBenstandard mit. Zudem enthielt der Laemmli-Puffer Bromphenolblau,

wodurch man die Lauffront sehen und den Stromfluss rechtzeitig, vor dem
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Durchlaufen des Gels, unterbrechen konnte. Die Laufzeit der Gele variierte je nach

Acrylamidkonzentration zwischen 30 und 50 min.

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel entnommen, in Transferpuffer
gelegt und eine stainfree Detektion am ChemiDoc™ XRS+ System durchgefiihrt.
Diese basiert auf der Wechselwirkung von Trihalo-Komponenten des Gels mit
Tryptophanen der Proteine des Lysats. Durch die Anregung mit UV-Strahlen wurde
ein Fluoreszenzsignal erzeugt, dessen Intensitit mit der gesamten Proteinmenge in
der jeweiligen Geltasche korreliert. Bei der Auswertung des fertigen Western Blots

wurde das entstandene Bild fiir die Normalisierung der Zielproteinmenge genutzt.

4.6.4 Western Blot

Dieses Verfahren diente im Anschluss an die SDS-PAGE der Visualisierung und
nachfolgender Quantifizierung der Zielproteine. Dafiir erfolgte zunéchst die
Ubertragung des Gels auf eine PVDF-Membran. Diese musste aufgrund ihrer hohen
Lipophilie in Methanol gelegt werden, um die Benetzbarkeit zu erhohen.
AnschlieBend erfolgten Waschschritte in demineralisiertem Wasser und
Transferpuffer. Dann konnten die Proteine aus dem Gel mit einem vorgefertigten
Programm des Trans-Blot® Turbo™ Systems auf die Membran iibertragen werden.
Daflir wurde in dessen Einsdtze zundchst ein mit Transferpuffer benetztes
Filterpapier gelegt, gefolgt von Membran und Gel sowie einem weiteren
Filterpapier. Bei der Reihenfolge war zu beachten, dass die Membran auf Anoden-
und das Gel auf Kathodenseite lag, da die negativ geladenen SDS-Protein-
Komplexe nach Anlegen der Spannung erneut Richtung Anode wanderten. Nach
Abschluss des Transfers wurde die Membran in 50 mL einer Blockierungslosung
gelegt und fiir eine Stunde geschiittelt. Das darin enthaltene Milchpulver sorgte fiir
eine Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran. Darauf folgten
drei Waschschritte mit TBS-T und die Zugabe des priméren Antikorpers, der gegen
ein Epitop des Zielproteins gerichtet ist. Zudem wurde in die Losung ein Antikdrper
gegen ein housekeeping Protein wie GAPDH oder a-Tubulin zugegeben. Diese
Detektion diente der zusétzlichen Kontrolle einer identischen Beladung aller
Geltaschen sowie des gleichméBigen Transfers auf die Membran, da vorausgesetzt

wird, dass diese housekeeping Proteine in allen Zelllinien anndhernd gleich
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exprimiert werden. Die Losung der primdren Antikorper inkubierte zunédchst fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler und anschlieBend iiber Nacht

im Kiihlschrank bei 4 °C [326].

Am néchsten Tag folgten drei Waschschritte a 10 min mit TBS-T und die
anschlieBende Zugabe des sekundiren Antikorpers. Dieser bindet an den primédren
Antikorper, der mit dem Zielprotein verkniipft zudem mit einer Meerrettichperoxi-
dase (HRP) gekoppelt ist, welche die nachfolgende Detektionsreaktion katalysiert.
Nach 1,5 h Inkubationszeit bei Raumtemperatur folgten drei Waschschritte mit
TBS-T und schlieBlich die lichtgeschiitzte Zugabe einer Luminol-Peroxid Losung
zur Membran. Diese Kombination induzierte durch die Katalyse der HRP des
sekundiren Antikorpers eine Oxidation des Luminols zu einem Phthalat [325]. Dies
konnte dann wiederum als Chemolumineszenz am ChemiDoc™ XRS+ System
vermessen werden. Zudem wurde der Losung des sekunddren Antikorpers
StrepTactin-HRP zugesetzt, was den mitgelaufenen GroBenstandard visualisierte.
Anhand dieser Tasche konnte bei der Auswertung des Versuchs die Identifizierung

der Bande des Zielproteins erfolgen.
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Abbildung 9: Detektionsprinzip des Western Blots

Da der Western Blot ein semi-quantitatives Verfahren ist, wurden zur Auswertung
der Pixeldichten stets Normalisierungen der Zielbanden auf das gesamte Protein der
jeweiligen Tasche (aus der stainfree-Messung) durchgefiihrt [326, 327].
AnschlieBend wurden die erhaltenen Werte noch ins Verhéltnis zu einer Kontrolle

gesetzt, die meist eine unbehandelte wt-Zelllinie war. Die dargestellten
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Histogramme der normalisierten Proteinexpression, die aus den Pixeldichten
bestimmt wurde, enthalten jeweils mindestens die Daten eines Triplikats.
AulBlerdem werden exemplarische Bilder der Banden des Zielproteins sowie eines

housekeeping Proteins aus demselben Experiment gezeigt.

4.7 Durchflusszytometrie

Diese Methode basiert auf der Vermessung einzelner Zellen, die durch
monochromatische Laser bestrahlt werden. Das in dieser Arbeit verwendete Flow
Cytometer Guava easyCyte 11HT verfiigt {iber einen violetten (A =405 nm) und
einen blauen Laser (A =488 nm). Dieses Verfahren wurde verwendet, um mit
Fluoreszenzfarbstoffen behandelte Tumorzellen zu vermessen. Durch die
Laserbestrahlung werden die Fluorophore angeregt und deren Emission mit den
Detektoren des Gerédts vermessen. Dafiir saugt eine Kapillare die Zellsuspension
zunéchst aus den jeweiligen wells einer 96er-Platte in den Bereich des Lasers. Die
Erfassung der Zellmorphologie erfolgt zunédchst durch eine Messung des Streulichts
mittels Forward Scatter (FSC) zur Grofenbestimmung und durch den Side Scatter
(SSC), welcher die Granularitit der Zellen analysiert. Die Auftragung dieser beiden
Parameter gegeneinander in einem Dotplot ermdglicht das Selektieren der zu
untersuchenden Hauptpopulation, das sog. Gating (Siehe Abbildungen 10 und 11).
In den weiteren Schritten wurden dann zusétzlich die Zelldupletts heraussortiert
und mit der resultierenden Population die Untersuchung der Farbintensitéten unter
verschiedenen Behandlungen fortgesetzt. Wenn mehrere Farbstoffe gleichzeitig
genutzt werden, kann es zu einem Spillover-Effekt kommen, was die
Uberschneidung der Emissionsspektren bedeutet. Dies kdnnte zu falsch positiven
Doppelsignalen einiger Zellen fiihren und muss durch eine Kompensation von
wells, in denen nur jeweils einzelgefdarbten Proben sind, in der Auswertung

beriicksichtigt werden.

4.7.1 Zellzyklusanalyse

Fiir die Einteilung einer Population in die einzelnen Phasen des Zellzyklus unter

verschiedenen Behandlungen wurden zundchst jeweils 2 Mio. Zellen in
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Kulturflaschen ausgesét und iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Am
ndchsten Tag erfolgten die Behandlungen mit den Konzentrationen, wie sie in
Tabelle 16 aufgefiihrt sind oder mit PBS als Negativkontrolle. Nach weiteren 24 h
Inkubationszeit wurden die Zellen aus den Flaschen gelost, zentrifugiert und einmal
mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die Fixierung durch die tropfenweise
Zugabe einer 70 %-igen Ethanolldsung zum Zellpellet unter dauerhaftem Vortexen.
Nun inkubierten die Zellen fiir 30 min bei 4 °C im Kiihlschrank. Nach erneuter
Zentrifugation, Absaugen des Uberstands und einer Rehydratisierung der Zellen
mit PBS erfolgte die Zugabe von 50 pg/mL einer RNase-Ldsung, die anschlieBend
fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubierte. Danach wurden 3 pM des roten
Farbstoffs Propidiumiodid (PI) hinzugegeben und fiir weitere 15 min lichtgeschiitzt
inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellsuspensionen noch zu je 150 uL als
technisches Triplikat in eine durchsichtige 96-well Platte pipettiert und am

Durchflusszytometer vermessen.

Tabelle 16: Verwendete Substanzen fiir die Zellzyklusanalyse, deren zelluldres Target und die
eingesetzten Konzentrationen

Verbindung Target Konzentration [uM]
Auranofin TrxR 0,1 und 1
MC3 TrxR 0,01 und 0,1
cDDP DNA 1 und 2
AZD1390 ATM 1
Elimusertib ATR 0,01
Niraparib PARP 1

Das Messprinzip beruht auf einer Interkalation des Pl in die DNA der Zellen. Somit
kann anhand der Signalstérke ein Riickschluss auf den DNA-Gehalt der Zelle und
somit der Phase des Zellzyklus getroffen werden. Befinden sich diese in der G1-
Phase, erzeugt der Farbstoff ein einfaches Signal. Haben sie ihr Erbgut verdoppelt
oder befinden sich bereits in der Zellteilung (G2/M-Phase), wird ein anndhernd
doppelt so starkes Signal pro Zelle generiert. Alle Zellen, die gerade im Prozess der
DNA-Verdopplung sind (S-Phase), befinden sich in den resultierenden Plots im
Ubergang der beiden anderen Populationen, zwischen einfachem und doppeltem

Signal (Abbildung 10). Die Zugabe der RNase verhindert dabei verfdlschte
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Ergebnisse durch eine zusitzliche Anfarbung der RNA [328, 329]. Die Auswertung
erfolgte mittels der Software FlowJo™ V10, wo zunichst die Hauptpopulation
durch das Setzen eines Gates in der Auftragung des FSC gegen den SSC erfasst
wurde. Nachfolgend konnten einzelne Zellen durch Gates in der Auftragung von
Flache gegen Hohe des SSC heraussortiert werden. Nun wurde die Einteilung in die
Zellzyklusphasen durch eine in der Software hinterlegte Analyse durchgefiihrt, die
auf dem Watson Pragmatic-Modell basierte [330]. Die Erfassung des PI-Signals

erfolgte liber den gelben Kanal.
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Abbildung 10: Gating-Strategie sowie resultierende Dotplots des Zellzyklus-Assays. Zunéchst
wurde die Hauptpopulation (A) und anschlieBend die einzelnen Zellen (B) durch entsprechende
Gates heraussortiert. Die Auftragung gegen den gelben Kanal erbrachte dann die Einteilung in die
Phasen des Zellzyklus (C), die mittels Watson Pragmatic-Modell quantifiziert wurden (D).

4.7.2 Apoptose-Assay

Dieser Assay wurde verwendet, um die Zellen nach unterschiedlicher Behandlung
in die Populationen: lebendig, frith-apoptotisch, spét-apoptotisch und nekrotisch

einzuteilen und diente als Bestitigung der Befunde des MTT-Assays. Dafiir wurden
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200 k Zellen pro well in eine 6-well Platte ausgesét und tiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Behandlung mit zytotoxischen Wirkstoffen
oder mit PBS als Negativkontrolle. Nach 72 h wurde das Medium mit den darin
befindlichen, toten Zellen in Eppendorf Gefdfle {iberfiihrt und bei 450 x g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit den
verbliebenen, lebendigen Zellen vereinigt, die in der Zwischenzeit mit Trypsin vom
Plattenboden abgeldst wurden. Nach erneuter Zentrifugation und Absaugen des
Uberstands erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Das im Anschluss erhaltene Pellet
wurde in 1 mL Annexin Binding Buffer resuspendiert. Nun wurden 250 pL der
Negativkontrolle abgetrennt und in ein neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt, um daraus
die Totkontrolle zu generieren. Dafiir wurde der entnommene Teil der
unbehandelten Population fiir 10 min bei 70 °C erhitzt und anschlieend fiir 5 min
auf Eis gestellt. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 450 x g und die
Resuspendierung in Annexin Binding Buffer. Schlielich wurden die Zellen zu je
150 uL pro well in eine durchsichtige 96-well Platte mit U-Boden ausgesit. Die
Féarbung erfolgte durch die Zugabe von 2,5 pLL FITC-gekoppeltem Annexin V und
3,33 uL PI pro well. Fiir die Kontrollen wurden die Zellen entweder mit keinem,
einem oder beiden Farbstoffen versetzt. Des Weiteren gab es wells, die nur
unbehandelte Proben enthielten sowie solche mit einer 50:50-Zusammensetzung
aus unbehandelten und den hitzebehandelten Totkontrollen. Dies diente der
Zuordnung der Zellen in die oben beschriebenen Populationen, welche in den

Dotplots durch das Anlegen von Quadranten erfolgte.

Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo™ V10. In den aus der Messung
resultierenden Plots wurden zunéchst nach einem dhnlichen Vorgehen, wie in 4.7.1
beschrieben, Gates gesetzt. Jedoch wurde ein groBBerer Gesamtanteil der Population
analysiert (Abbildung 11 A), da bei diesem Versuch auch die toten Zellen erfasst
werden sollten. Nachdem anschlieend die einzelnen Zellen heraussortiert waren,
erfolgte die Auftragung der beiden Farbstoffe gegeneinander mittels des nah-
Infrarotkanals (y-Achse) und des griinen Kanals (x-Achse). Dabei galt, dass Zellen,
die nur ein griines Signal aufwiesen (Q3), in der frithen Phase der Apoptose sind.
Annexin V bindet an Phosphatidylserine der Zellmembran, was allerdings nur
gelingt, wenn sie in Richtung Extrazelluldrraum zeigen. Dies ist wiederum einer

der ersten Schritte der Einleitung der Apoptose [331]. Durch das gekoppelte FITC

65



Material und Methoden

konnte dieser Prozess durch ein griines Signal erfasst werden. Lag zusitzlich ein
rotes Signal vor (Q2), gehorten die Zellen der spat-apoptotischen oder nekrotischen
Population an, da PI erst in die Zelle gelangt, wenn die Membran bereits deutlich
aufgelockert ist. Ist lediglich ein rotes und kein griines Signal vorhanden (Q1),
unterliegen die Zellen nur der Nekrose. Waren sie unbeschadigt, wiesen sie kein

Farbsignal auf und waren dementsprechend der lebendigen Population zuzuordnen
(Q4) [332].

Durch die Kontrollen der einzeln angefarbten, unbehandelten Proben sowie der
Totkontrollen konnten nun die Quadranten gesetzt werden und die Zellen in die

jeweilige Population eingeteilt werden (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Gating-Strategie des Annexin V-PI-Assays. Zundchst wurde ein Gate fiir die
Hauptpopulation gesetzt und der Zellschrott (unten links) exkludiert (A). Anschliefend erfolgte die
Erfassung einzelner Zellen (B). SchlieBlich wurden beide Farbstoffe gegeneinander aufgetragen und
die Zellen durch das Anlegen der Quadranten in die entsprechenden Populationen geteilt (C).

4.8 Quantitative Real Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

4.8.1 Probenvorbereitung

Die Quantifizierung der Genexpression von Slfnll unter den Einfliissen
epigenetisch wirksamer Stoffe erfolgte mittels qPCR. Dafiir wurden die Zellen
zunéchst zu je 2 Mio. in Kulturflaschen ausgesét und {iber Nacht inkubiert. Am
nichsten Tag erfolgte die Behandlung mit Decitabin, Entinostat, Tazemetostat oder
PBS als Negativkontrolle fiir 24 h. Anschlieend wurden die Zellen abgeldst, mit
PBS gewaschen und zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstands wurde das
Zellpellet fiir die Extraktion der mRNA weiterverarbeitet. Die Isolierung erfolgte

mit dem Direct-zol Miniprep Kit nach den Anweisungen des Herstellers.

66



Material und Methoden

Wiéhrenddessen musste eine Kontamination der Proben durch biologisches Material
wie Hautschuppen, Haare oder Speichel unbedingt vermieden werden, da mRNA
auBerst labil ist. Zudem wurden spezielle Gefdlie verwendet, die frei von DNasen

und RNasen waren.

Nach der Isolierung aus den Zellen wurde der mRNA-Gehalt mit dem Colibri
Microvolume Spectrometer quantifiziert und zudem auf Verunreinigungen durch
Proteine getestet. Fiir die qPCR wurden schlieBlich 25 ng RNA pro well von jeder
Probe verwendet, die als technische Duplikate in eine spezielle, qPCR-geeignete
Platte pipettiert wurden. Zu den Proben wurden eine Reverse Transkriptase, die
Primer, Nukleotide, eine DNA-Polymerase sowie der Farbstoff SYBR® Green I
gegeben. SchlieBlich konnte die Messung am CFX Opus 96 mit einem vorher

festgelegten Temperaturprogramm erfolgen.

4.8.2 Temperaturprogramm und Auswertung

Die PCR fand nun in einem automatisierten Prozess statt, bei dem zunéchst die
Synthese von cDNA durch die Reverse Transkriptase erfolgte. Dieser Prozess
wurde fiir eine halbe Stunde bei 48 °C durchgefiihrt, ehe die Temperatur auf 95 °C
erhoht und fiir 10 min aufrechterhalten wurde. Dieser Schritt diente der
Denaturierung doppelstringiger ¢cDNA zu DNA-Einzelstrdngen. Die Primer
konnten sich im nédchsten Schritt, dem Annealing, an ihr jeweiliges,
komplementires Stiick anlagern. In der Folge wurden bei der Elongation durch die
DNA-Polymerasen aus dem Nukleotidreservoir wieder doppelstringige cDNA-
Stiicke hergestellt. Diese Schritte erfolgten in einem Zeitfenster von 1 min bei
60 °C. Der Ablauf von Denaturierung, Anlagerung der Primer und Elongation
wurde im Anschluss noch weitere 49 x wiederholt. Dabei verdoppelte sich die
vorliegende Menge der Gene, gegen die sich die Primer richteten, bei jedem Zyklus
[333]. Da dies auch abhingig von der Qualitit der Primer ist, musste zudem eine
Primereffizienz aufgenommen werden. Dafiir wurden fiinf 1:10-Verdiinnungen
derselben Probe vermessen und iiber eine Ausgleichsgerade ein Korrekturfaktor fiir

den jeweiligen Primer ermittelt.
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1. Denaturierung bei 95 °C 2. Annealing bei 60 °C 3. Elongation bei 60 °C
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Abbildung 12: Temperaturprogramm und Detektionsprinzip der qPCR. Erstellt mit BioRender.com

Fiir die Quantifizierung der Genexpression der Proben ist der interkalierende
Farbstoff SYBR®-Green I erforderlich. Dieser bildet wihrend der Elongation einen
Komplex mit der doppelstrdngigen cDNA, der unter Anregung mit blauem Licht
eine Fluoreszenz im griinen Wellenldngenbereich emittiert [334]. Der Zyklus, in
dem dieses Signal einen gewissen Schwellenwert {iberschreitet, wird als Messwert
Cq (quantitative cycle) festgehalten, mit dem die Proben im Anschluss verglichen
werden konnen. Wie beim Western Blot werden in diesem Versuch von jeder Probe
housekeeping Gene (B-Actin und GAPDH) quantifiziert, auf deren Menge die
Expression des Zielgens (Slfnl1) bezogen wird. Die Vergleiche der unterschiedlich
behandelten Proben miteinander erfolgten mit der Software Bio-Rad CFX Maestro

2.2 mittels der AACg-Methode [335, 336].

4.9 siRNA-knockdown von ATR

Fir einen tempordren knockdown der ATR-Kinase in WI1/WICR- und
A2780/A2780cis-Zellen wurde eine Transfektion mit small interfering RNA
(siRNA) durchgefiihrt. Sie bestehen nur aus wenigen Nukleotiden und liegen
zunédchst doppelstrangig vor. Nach Eintritt in die Zelle wird sie zunéchst in
einzelstrangige siRNA iiberfiihrt und bildet dann mit mehreren Proteinen den RNA-
induzierten Silencing-Komplex (RISC) aus. Dieser sucht anschlieBend nach einem

komplementdren Stiick mRNA. Sobald es ausfindig gemacht ist, erfolgt dessen
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Abbau durch den RISC. Danach dissoziiert er und steht flir eine erneute
Degradation zur Verfiigung. Auf diese Weise wird die Expression des Zielproteins
posttranskriptionell unterdriickt. Da die siRNA allerdings nicht stabil in das Genom
eingebaut wird, sondern als fremdes Erbgut in der Zelle verweilt, wird sie nach

einiger Zeit abgebaut und der Wildtyp entwickelt sich zuriick [337, 338].

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurden 300 k Zellen pro well in eine 6-well
Platte mit antibiotikafreiem Medium ausgesdt und iiber Nacht inkubiert. Am
nichsten Tag wurden die siRNA gegen das Zielprotein sowie ein
Transfektionsreagenz dazugegeben. Von beiden Komponenten wurden zunichst je
6 uL in 100 pL Transfektionsmedium pipettiert. Die beiden Losungen wurden
anschliefend vermischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde das Gemisch auf 1 mL mit Transfektionsmedium aufgefiillt und in das
entsprechende well pipettiert. Nach demselben Verfahren wurden Zellen eines wells
mit einer Kontroll-siRNA behandelt, die keinen knockdown erzeugen sollte. Sie
diente lediglich zur Bestdtigung, dass die Behandlung selbst keinen Einfluss auf die
Zellen hat. Die transfizierten Zellen wurden schlieBlich fiir 24 h bei 37 °C und 5 %
CO; inkubiert. Danach wurde 1 mL von Kulturmedium mit der doppelten Menge
an FKS und Penicillin/Streptomycin in jedes well gegeben. Nach weiteren 24 h
Inkubationszeit wurde das Medium aus jedem well abgesaugt und durch 1 mL
frisches Standardmedium ersetzt. Am nidchsten Tag konnten die Zellen dann
geerntet und fiir weitere Experimente verarbeitet werden. Zur Kontrolle der
knockdown-Effizienz wurden aus je einem wel/ direkt Lysate hergestellt und ein

Western Blot durchgefiihrt.

4.10 Statistische Auswertung

Die Zusammenfassungen der Daten aus den Einzelversuchen sowie deren
statistische Analyse erfolgte mit der Software GraphPad Prism 8. Dargestellt sind
stets die Mittelwerte aus mindestens drei unabhidngigen Messungen sowie die
Standardabweichung (SD) in Form von Fehlerbalken oder als Zahlenwert. Als Test
auf statistische Signifikanz zwischen den Mittelwerten zweier Gruppen wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefiihrt. Die statistische Analyse mehrerer Behandlungen

miteinander erfolgte mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Tukey Post-
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hoc Test. Wurden diese Vergleiche nur auf eine Kontrolle bezogen, wurde
stattdessen ein One-Way ANOVA mit anschlieBendem Dunnett’s Test
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der statistischen Tests sind mittels Asteriskus wie
folgt gekennzeichnet: ns: nicht signifikant; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001
und ****: p <0,0001.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Einsatz von Goldverbindungen in Ovarialkarzinomzellen

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die zytotoxische Behandlung der
Ovarialkarzinomzelllinien A2780 und W1 sowie ihrer cisplatinresistenten
Subtypen A2780cis und W1CR mit organischen Goldverbindungen untersucht. Die
Fragestellung ist zundchst, ob eine Kreuzresistenz zwischen den verschiedenen,
metallhaltigen Wirkstoffklassen existiert oder inwieweit eine Cisplatinresistenz
durch Goldverbindungen iiberwunden werden kann. Im weiteren Verlauf dieser
Versuchsreihe sollen die zugrundeliegenden Mechanismen der Wirkung von

Goldverbindungen in den genannten Zelllinien genauer betrachtet werden.

5.1.1 Zytotoxizitit der Goldverbindungen als Solobehandlung

Als Ausgangspunkt der Untersuchungen ist zundchst von Bedeutung, dass die
resistenten Subtypen eine 4,5% (A2780cis) bzw. eine 3,5 (WI1CR) erhohte
Cisplatintoleranz, verglichen mit ihren jeweiligen Wildtypen, aufweisen. Das
etablierte Gold(I)-Phosphin Auranofin ist in allen vier Zelllinien deutlich aktiver
als Cisplatin (Abb. 13 A, B). Wahrend im W1-Zellpaar kein Unterschied zwischen
den beiden Subtypen hinsichtlich des ICso-Werts von Auranofin zu erkennen ist,
haben die A2780cis-Zellen eine nahezu dreifach hohere Toleranz als ihr Wildtyp.
Dennoch ist die Goldverbindung auch bei ihnen um den Faktor zehn effektiver als
Cisplatin. Betrachtet man die ICso-Werte des in der Arbeitsgruppe Ott entworfenen
Gold(I)-Phosphins UB-1 ist festzustellen, dass dieses deutlich weniger zytotoxisch
als Auranofin ist (Abb. 13 C, D). Auftfillig ist, dass die A2780cis-Zellen auch gegen
UB-1 eine etwa 3,5x hohere Toleranz als ihr Wildtyp aufweisen. Das W1-Zellpaar
hat hingegen dhnliche ICso-Werte, die jedoch im Gegensatz zu Auranofin mit denen
der A2780cis vergleichbar sind und somit auch deutlich {iber denen der A2780-

Zellen liegen.

Die dritte untersuchte Goldverbindung, MC3, ist, anders als die zwei zuvor
besprochenen, ein Biscarben-Komplex und hat in allen untersuchten Zelllinien eine
deutlich hohere Toxizitét als die Gold(I)-Phosphine. Mit ICso-Werten im mittleren,

nanomolaren Bereich, die in allen vier Zelllinien vergleichbar sind, iibertrifft es die
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Wirkung des Cisplatins um ein Vielfaches, ungeachtet der Resistenz dagegen

(Abb. 13 E, F).
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Abbildung 13: Zellviabilitit unter dem Einfluss der Goldverbindungen und Cisplatin. Gezeigt sind
exemplarische Dosis-Wirkungskurven einer Messung unter Behandlung mit Auranofin (A und B),
UB-1 (C und D) sowie MC3 (E und F) jeweils im Vergleich zu Cisplatin in den Zellpaaren
A2780/A2780cis und W1/WICR. In den Tabellen unter den Kurven sind die gemittelten 1Cso-

Werte £ SD (n = 4) aufgelistet [339].

Diese Daten zeigen, dass die Hemmung der zelluliren TrxR durch die

Goldverbindungen eine hohe Wirksamkeit entfaltet, auch in cisplatintoleranten

72



Ergebnisse und Diskussion

Zellen. Zudem weisen die A2780cis-Zellen eine Kreuzresistenz gegen die Gold(I)-

Phosphine auf.

5.1.2 Kombination der Goldverbindungen mit Cisplatin

Wegen der hohen Effektivitdt der Goldverbindungen in den Zellen wurde als
ndchstes iiberpriift, ob sich die Resistenz gegen Cisplatin auch durch
Kombinationsbehandlungen iiberwinden lésst. Daflir wurden die Zellen 4 h vor der
Cisplatinzugabe mit einer subtoxischen Menge der Goldverbindungen
vorbehandelt. Wie in Abb. 14 jedoch zu erkennen ist, fiihrt keine der drei
untersuchten Kombinationen zu einer Sensitivierung in einer der vier Zelllinien. In
den A2780-Zellen kommt es sogar zu einer signifikanten Erhohung des ICso-Werts
von Cisplatin bei der Vorbehandlung mit Auranofin und UB-1. Da der berechnete
Combination Index (CI) bei allen Behandlungen {iiber eins liegt, ist zusdtzlich
bestitigt, dass es keine Synergie zwischen den untersuchten Substanzen gibt [321].
Die einzige Ausnahme stellen MC3-vorbehandelte A2780-Zellen dar, wo

zumindest ein additiver Effekt erzeugt wird.

A B

30 ————— =@ A2780
W A2780cis

20

IC50 [MM]
*
*
*
1C5o [UM]

\Q o‘b\ & ®¢°°° K4 &
Ly ¥
CI A2780 A2780cis
Aura. + cDDP 1,75 1,11 Aura. + cDDP 1,46 1,90
UB-1 + ¢cDDP 2,29 1,29 UB-1 + ¢cDDP 1,18 1,56
MC3 + cDDP 1,00 1,98 MC3 + cDDP 1,36 2,02

Abbildung 14:  Gemittelte 1Cso-Werte = SD von Cisplatin als alleinige Behandlung oder in
Kombination mit den Goldverbindungen in subtoxischen Mengen in A2780/A2780cis-Zellen (A)
und W1/W1CR-Zellen (B). Als Vorbehandlung wurden Auranofin mit [0,1 uM], UB-1 mit [1 uM]
und MC3 mit [0,01 uM] eingesetzt (n=4). Als Test auf statistische Signifikanz wurde fiir jede
Zelllinie eine One-Way ANOVA mit nachfolgendem Dunnett’s Test durchgefiihrt, die Kontrolle ist
dabei die Solobehandlung mit Cisplatin; ***: p <0,001. In der Tabelle unter den Histogrammen
sind die ermittelten CI-Werte aufgelistet. Es gilt, dass CI <1 = Synergismus, CI =1 = additiver
Effekt und CI > 1 = Antagonismus [321, 339].

73



Ergebnisse und Diskussion

Diese Daten zeigen, dass Cisplatin und die Goldverbindungen keinen
vergleichbaren Wirkmechanismus aufweisen und auch keine Synergie beim
gemeinsamen Einsatz beider Substanzklassen besteht. Da sich Auranofin und UB-1
im Zusammenhang erster Zytotoxizitdtsmessungen dhnlich verhalten, und die
Werte von letzterem einer hohen Standardabweichung unterliegen, wird im
Folgenden nur noch mit Auranofin, stellvertretend fiir die Substanzklasse der

Gold(I)-Phosphine, weitergearbeitet.

5.1.3 Zelluliire Aufnahme der Goldverbindungen

Als erster mechanistischer Einblick in die Wirkweise der Goldverbindungen in den
vier untersuchten Zelllinien wurde mittels AAS ihr intrazelluldrer Gehalt nach einer
72-stiindigen Inkubation bestimmt. Es fdllt beim Betrachten der Daten sofort auf,
dass die beiden Wildtyp-Zelllinien einen deutlich hoéheren intrazelluldren
Goldgehalt als ihre cisplatinresistenten Subtypen aufweisen, obwohl alle mit
derselben Menge behandelt wurden (Abb. 15). Zudem ist ersichtlich, dass beide
Goldverbindungen im A2780-Zellpaar stiarker akkumulieren als im W1-Zellpaar.

>
=

*

ﬁ
THi

T T
w1 W1CR A2780 A2780cis w1 WI1CR A2780 A2780cis

Auranofin MC3

Intrazelluldrer Goldgehalt
[nmol / mg Protein]
s o S
—1 1
N

o

Intrazelluldrer Goldgehalt
[nmol / mg Protein]

o S @

I S {

*

*

e N

Abbildung 15: Intrazelluldrer Goldgehalt nach einer Behandlung iiber 72 h mit 0,1 pM Auranofin
(A) oder 0,01 pM MC3 (B) in A2780/A2780cis- und W1/W1CR-Zellen. Die dargestellten Daten
sind Mittelwerte + SD eines n = 3. Die Priifung auf Signifikanz erfolgte mittels t-Test und wegen
der stark abweichenden SD mit nachfolgender Korrektur nach Welch. *: p <0,05; **: p <0,01
[339].

Diese Daten heben die starke Wirkung der Goldverbindungen in den resistenten
Zellen hervor, da sie trotz einer geringeren intrazellulren Konzentration dieselbe
Wirkung entfalten wie in den jeweiligen Wildtypen. Die einzige Ausnahme bilden
Auranofin-behandelte A2780cis-Zellen, da sie in den Viabilititstests eine hohere
Toleranz aufweisen als die anderen drei Zelllinien (Abb. 13). Im Vergleich zu

threm Wildtyp besteht dabei eine Korrelation zwischen dem ICso-Wert und der
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gemessenen intrazelluldren Goldkonzentration, da diese nur ca. ein Viertel derer
der A2780-Zellen betrigt. Vergleicht man den Gehalt jedoch mit den ebenfalls
cisplatinresistenten W1CR-Zellen, weisen diese wesentlich geringere Goldmengen
auf. Trotzdem ist Auranofin fiir die W1CR-Zellen deutlich toxischer als fiir die
A2780cis-Zellen, sodass keine exakte Korrelation zwischen intrazellularem Gehalt
und ICso-Werten zu bestehen scheint. Beim Biscarbengold(I) MC3 wird eine
dhnliche Datenlage der intrazelluliren Goldakkumulation wie bei Auranofin
ersichtlich. Unter MC3-Behandlung wird jedoch in allen vier Zelllinien ein
vergleichbarer ICso-Wert gemessen. Diese Befunde legen nahe, dass erhohter
Efflux und verminderter Influx in den cisplatinresistenten Zellen zwar auftreten,
diese Prozesse aber wahrscheinlich nicht zur hdheren Toleranz der A2780cis-Zellen
gegen Auranofin filhren. Eine weitere Erklarung filir die reduzierten Goldmengen
in den resistenten Subtypen ist eine Entgiftung durch Glutathion, welches sowohl
in A2780cis-Zellen, als auch W1CR-Zellen hoher exprimiert wird als in den
jeweiligen Wildtypen [89, 340].

5.1.4 Einfluss der Goldverbindungen auf das Redoxsystem

Der postulierte Wirkmechanismus der organischen Goldverbindungen besteht in
der Hemmung der TrxR und einem dadurch induzierten Verbrauch des
reduzierenden Trx. Dies hat zur Folge, dass ROS in der Zelle akkumulieren und
oxidativer Stress ausgeldst wird [211,220]. Um die hohe Effektivitit der
Goldverbindungen in den vier Zelllinien genauer zu ergriinden, wurden nun

Untersuchungen zum Redoxsystem angestellt.

5.1.4.1 Intrazellulire ROS-Bildung unter Behandlung mit Cisplatin und
Goldverbindungen

Zunichst wurde ein Assay durchgefiihrt, mit dem die Menge intrazelluldrer ROS

bestimmt werden konnte. Das in Abb. 16 dargestellte Histogramm zeigt den

Anstieg intrazelluldrer ROS unter den genannten Behandlungen nach 4 h und 24 h.

Dabei sind von allen Verbindungen sowohl gleiche Konzentrationen fiir alle Zellen

gewidhlt worden (subtoxische Mengen), sowie die individuellen ICso fiir eine

Analyse der einzelnen Zelllinien unter starken Stressbedingungen.
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Bei den unbehandelten Zellen wird zunéchst ersichtlich, dass das A2780-Zellpaar
deutlich héhere ROS-Mengen produziert als das W1-Zellpaar. Zudem liegen in den
A2780cis-Zellen noch einmal deutlich héhere Mengen als in ihrem Wildtyp vor,
wihrend sich W1- und WICR-Zellen nicht voneinander unterscheiden. Von den
untersuchten Substanzen zeichnet sich MC3 insgesamt als stirkerer ROS-Induktor
aus. Die Effekte von Auranofin und Cisplatin sind dagegen kaum zu erkennen.
Lediglich in den A2780cis-Zellen ist unter ihrer Behandlung ein signifikanter
Anstieg zu erkennen. Dagegen sind die resistenten W1CR effektiver in der Abwehr

oxidativen Stresses und erfahren unter keiner Behandlung einen Anstieg der ROS.
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Abbildung 16: Intrazelluldrer ROS-Gehalt als Verhéltnis nach 24 h und nach 4 h Behandlung. Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-Way ANOV A und nachfolgendem Dunnett’s Test fiir jede
Zelllinie mit der unbehandelten Probe als Kontrolle. *: p <0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001;
HEEE p < 0,0001 [339].

Diese Daten geben zundchst Aufschluss liber den unterschiedlich regulierten
Redoxhaushalt in den beiden Zellpaaren, konnen jedoch keine genaue Auskunft

tiber den Mechanismus hinter der hohen Effektivitdt der Goldverbindungen geben.

5.1.4.2 Expression von Proteinen des Redoxsystems

Fiir die weitere Untersuchung des Redoxsystems in den vier Zelllinien wurden die
Expressionen einiger an der Abwehr oxidativen Stresses beteiligter Proteine

untersucht. Von diesen ist als erstes Nrf2 zu nennen, welches eine zentrale Rolle in
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der Initiierung einer antioxidativen Reaktion der Zelle spielt [86]. Beim Vergleich
der beiden Zellpaare ist zu erkennen, dass sich W1- und WI1CR-Zellen in ihrer
intrinsischen Expression von Nrf2 nicht unterscheiden. Im Gegensatz dazu haben
die A2780cis-Zellen, verglichen mit ihrem Wildtyp, signifikant erhohte Level
(Abb. 17 A).
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Abbildung 17: Relative Expression von Nrf2 in unbehandelten W1/W1CR- und A2780/A2780cis-
Zellen (A) sowie unter Behandlung mit MC3 [0,01 uM], Auranofin [0,1 pM] und ¢cDDP [1 uM] in
W1/W1CR-Zellen (B) und A2780/A2780cis-Zellen (C). Dargestellt ist jeweils ein représentativer
Blot des biologischen Triplikats (n = 3), dessen relative Expressionen in den Histogrammen unter
den Bildern dargestellt sind. Die Werte der Proteinexpression wurden auf die unbehandelte
Wildtypzelle (A) oder auf die jeweilige unbehandelte Zelle (B und C) normalisiert. Als Test auf
statistische Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test (A) oder eine One-Way ANOVA mit
nachfolgendem Dunnett’s Test (B und C) durchgefiihrt. **: p < 0,01 [339].

Unter den jeweiligen Behandlungen sind kaum Verdnderungen in der Nrf2-
Expression zu verzeichnen. Lediglich die A2780cis-Zellen reagieren auf cDDP mit
einer leichten Erhohung des antioxidativen Regulators. Insgesamt geben diese
Daten jedoch Aufschluss dariiber, dass die A2780cis-Zellen ihrer intrinsisch hohen

intrazelluliren ROS-Werte (Abb. 16) mit einer verstirkten Expression des
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antioxidativen Nrf2 begegnen. Fiir die anderen Zellen scheint es dagegen weniger

von Bedeutung zu sein.

Das nichste Protein, dessen Expression untersucht wurde, ist das Trx und damit die
Komponente des Redoxsystems, welche durch die TrxR-Hemmung direkt von den

Goldverbindungen adressiert werden sollte (Abb. 4).
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Abbildung 18: Relative Expression von Trx in unbehandelten W1/W1CR- und A2780/A2780cis-
Zellen (A) sowie unter Behandlung mit MC3 [0,01 uM], Auranofin [0,1 pM] und cDDP [1 uM] in
W1/W1CR-Zellen (B) und A2780/A2780cis-Zellen (C). Dargestellt ist jeweils ein reprisentativer
Blot des biologischen Triplikats (n = 3), dessen relative Expressionen in den Histogrammen unter
den Bildern dargestellt sind. Die Werte der Proteinexpression wurden auf die unbehandelte
Wildtypzelle (A) oder auf die jeweilige unbehandelte Zelle (B und C) normalisiert. Als Test auf
statistische Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test (A) oder eine One-Way ANOVA mit
nachfolgendem Dunnett’s Test (B und C) durchgefiihrt. *: p < 0,05; **: p <0,01 [339].

Beim Vergleich der unbehandelten Zelllinien ist zunédchst zu erkennen, dass die
resistenten Subtypen mehr Trx als ihre jeweiligen Wildtypen exprimieren
(Abb. 18 A). Unter den Behandlungen mit den Goldverbindungen und cDDP
werden ebenfalls Ahnlichkeiten zwischen beiden Zellpaaren deutlich. Wihrend die

Wildtypzellen insbesondere auf eine Cisplatinbehandlung mit einem starken
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Anstieg der Trx-Expression reagieren, verbrauchen die resistenten Subtypen ihre
intrinsisch groferen Reservoirs unter dem FEinfluss der stressinduzierenden
Wirkstoffe (Abb. 18 B, C). Dass die Wildtypzellen in dieser Form auf die
Behandlung mit Cisplatin reagieren, 1dsst zudem Riickschliisse auf die Prozesse bei
der Resistenzgewinnung in diesen Zellen ziehen. So konnte sich durch die stdndige
Exposition gegeniiber dem Zytostatikum die intrinsisch erhohte Trx-Expression in

den Zelllinien A2780cis und W1CR manifestiert haben.

Es kann nun zusammengefasst werden, dass die WI1CR-Zellen aufgrund des
Verbrauchs ihrer Trx-Reservoirs durch den postulierten Wirkmechanismus der
Goldsubstanzen, die TrxR-Hemmung, absterben. Die A2780cis-Zellen weisen eine
verbesserte Redoxbalance auf, da zusdtzlich die Nrf2-Expression erhoht ist. Im
weiteren Verlauf der Untersuchungen mit den Goldsubstanzen wurde nur noch mit
dem A2780-Zellpaar gearbeitet, um den genauen Wirkmechanismus in ihnen zu
ergriinden und die Ursachen der erhohten Toleranz der A2780cis-Zellen gegen

Auranofin aufzudecken.

5.1.5 Beeinflussung des Zellzyklus durch die Goldverbindungen

Um die Effekte der Goldverbindungen tiefgriindiger zu untersuchen, wurde
betrachtet wie sie sich, verglichen mit Cisplatin, auf den Zellzyklus auswirken.
Dafiir wurden die A2780- und A2780cis-Zellen jeweils mit zwei Konzentrationen

der verwendeten Substanzen sowie mit PBS als Negativkontrolle behandelt.
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Abbildung 19: Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyklus unter den angegebenen
Behandlungen. Statistische Signifikanz wurde mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem
Dunnett's Test ermittelt. *: p <0,05; **: p <0,01; *** p < 0,001 [339].

Die Daten zeigen zunéchst, dass sich die beiden Varianten in ihrer intrinsischen
Zellzyklusregulierung nicht voneinander unterscheiden. Unter den angezeigten
Behandlungen erfahren nur die A2780-Zellen eine Verdnderung ihrer
Phasenverteilung. So induzieren sowohl ¢cDDP als auch Auranofin signifikante
Verldngerungen der S- und G2-Phasen. MC3 erzeugt dagegen einen Arrest in der
G1-Phase und verkleinert damit den Anteil der sich vermehrenden Zellen in S- und
G2/M-Phase (Abb. 19). Diese Daten deuten, wie bereits in den
Zellviabilitdtsmessungen festgestellt, auf Unterschiede in der Wirkweise von MC3

und Auranofin hin.

Um die Einfliisse der Goldverbindungen auf die Zellzykluskontrolle weiter zu
ergriinden, wurden die upstream Kinasen, die in den verschiedenen Phasen einen
Arrest induzieren konnen, durch selektive Inhibitoren adressiert. Ein weiterer
kausaler Zusammenhang besteht darin, dass diese Kinasen zudem in der Einleitung
von DNA-Reparatursignalwegen beteiligt sind. Des Weiteren zeigten
vorangegangene Arbeiten, dass Gold-Biscarbene auch mit der DNA wechselwirken

konnen [341, 342].

80



Ergebnisse und Diskussion

= A2780
mm A2780cis
S

ICso [UM]

—h
“
*
“ {ThH
T
IC50 [UM]
I
“ I+

N NI &> PR N
SO & a2 8 S S 8T N ~ qﬁ’Q IS
SN 0 ® SR & L , & S
A A & & & g LA
& o
& & & o & & & 73'9's & &£ & & &
<& ¥ & K & & F

Abbildung 20: ICso-Werte der Behandlung von A2780/A2780cis-Zellen mit Auranofin (A) oder
MC3 (B) als Monobehandlung oder in Kombination mit den angezeigten Inhibitoren. Die Daten
sind als Mittelwerte + SD eines n = 4 dargestellt. Als Test auf statistische Signifikanz wurde eine
One-Way ANOVA mit nachfolgendem Dunnett’s Test durchgefiihrt [339].

Die Kombinationsbehandlungen mit subtoxischen Mengen von ATM-, ATR-,
CHK1- und WEEI1-Inhibitoren erwirken keine Verdnderung im Ansprechen auf die
Goldverbindungen (Abb. 20). Ebenso bleibt die hohere Toleranz der A2780cis-
Zellen gegen Auranofin unter diesen Bedingungen erhalten. Dies spricht gegen eine

Aktivierung der genannten Kinasen unter dem Einfluss der Goldverbindungen.

5.1.6 Einfluss von ERK auf die Effektivitit von Cisplatin und Gold(I)-

Verbindungen

Da auch der Einfluss von DNA-Reparaturenzymen nicht die Erkldrung fiir den
Unterschied in der Wirkweise von Platin- und Goldverbindungen lieferte, wurde

als nichstes das Uberlebens-signaling der ERK-MAPK-Route untersucht.

Neben den proliferationsférdernden Eigenschaften ist zudem beschrieben, dass
ERK die Aktivitit von Nrf2 positiv beeinflussen und dadurch indirekt die
Expression antioxidativer Gene und Proteine vermitteln kann (Abb. 22) [343].
Dafiir wurde zunéchst die Expression des Proteins im Gesamten sowie im
aktivierten Zustand (phosphoryliert) unter den Behandlungen mit Gold(I)-
Verbindungen sowie Cisplatin und PBS als Negativkontrolle untersucht

(Abb. 21 A).
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Abbildung 21: Expressionen von ERK 1/2 und pERK 1/2 in A2780/A2780cis-Zellen sowie unter
Behandlung mit MC3 [0,01 uM], Auranofin [0,1 pM] und cDDP [1 uM] (A). Dargestellt ist jeweils
ein reprisentativer Blot des biologischen Triplikats (n=3) und das Verhiltnis der relativen
Expressionen von pERK 1/2 und ERK 1/2. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way
ANOVA und nachfolgendem Dunnett’s Test. Aulerdem ist die Kombinationsbehandlung von
SCH772984 mit den Goldverbindungen (B) und Cisplatin (C) dargestellt. Die statistische Analyse
erfolgte mittels ungepaartem t-Test. *: p < 0,05; **: p <0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 [339].

Anhand der Expressionsdaten (Abb.21 A) wird ersichtlich, dass nur in den
A2780cis-Zellen eine signifikante Aktivierung von ERK durch Cisplatin induziert
wird und damit auf einen moglichen Resistenzmechanismus hinweist. Zudem
korrelieren diese Befunde mit der Expression des downstream geschalteten Nrf2
unter diesen Bedingungen. Um diese Erkenntnisse mechanistisch zu verifizieren,
wurden die Zellen in einem Kombinationsbehandlungsversuch mit dem ERK-
Inhibitor (ERKi) SCH772984 vorbehandelt. Die resultierenden Daten decken eine
bivalente Rolle ERKs in der Regulierung der Apoptose auf. Wéhrend dessen
Inhibition fiir die Wirksamkeit von MC3 keinen zusitzlichen Nutzen erbringt, kann
der ICso-Wert von Auranofin signifikant reduziert und dadurch auch die Resistenz
der A2780cis gegen das Gold(I)-Phosphin iiberwunden werden (Abb. 21 B). In
Kombination mit Cisplatin tritt ein gegenteiliger Effekt des ERKi auf und die
Toxizitdt des Zytostatikums wird konzentrationsabhingig, signifikant reduziert
(Abb. 21 C). Eine Erkldrung der verschiedenen Folgen der ERK-Inhibition stellt
die in Abhéngigkeit zur Aktivitatsdauer geschaltete Funktion der MAPK dar. Es ist

beschrieben, dass eine dauerhafte Aktivierung die vermeintlich schiitzende Rolle
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von ERK umkehrt und ein pro-apoptotisches signaling induziert [344-346]. Dieser
Prozess trifft auf die A2780/A2780cis-Zellen zu, da unter dem Einfluss von
Cisplatin ein Anstieg der Expression von pERK detektiert wird und der ERKi vor

dessen Toxizitit schitzt

5.1.7 Zusammenfassung der Resistenziiberwindung durch organische

Goldverbindungen

Der zuriickliegende Abschnitt dieser Arbeit verdeutlicht, dass organische
Goldverbindungen ein hohes Potential zur Behandlung von Ovarialkarzinomen im
zelluldaren Kontext aufweisen. Dabei tritt besonders das Biscarbengold(I) MC3 mit
einer 100-fach hoheren Effektivitidt als das Standardzytostatikum Cisplatin in
Erscheinung und wirkt dabei gleichermallen gegen die chemoresistenten Klone. Die
Gold(I)-Phosphine Auranofin und UB-1 sind ebenfalls potente Wirkstoffe. In den
A2780cis-Zellen besteht jedoch, verglichen mit den anderen Zelllinien, eine leichte
Toleranz gegen sie. Dies verdeutlicht zudem eine unterschiedliche Wirkweise der

beiden Klassen an Goldverbindungen.

Die betrachteten Signalwege fiir die Untersuchung der zugrundeliegenden
Mechanismen hinter ihrer hohen Potenz sind in Abbildung 22 dargestellt. Es
besteht zunichst keine Korrelation der Effektivitit zur intrazellular vorliegenden
Wirkstoffmenge, was Effluxpumpen wie MRP2 zuzuschreiben ist, die in den
A2780cis-Zellen auf Genebene hochreguliert sind [347]. Des Weiteren zeigt die
Entstehung von ROS, dass das A2780-Zellpaar ein hoheres Level an oxidativem
Stress gewohnt ist, als die W1/W1CR-Zellen. In der Trx-Expression gleichen sich
die beiden Wildtyp- und resistenten Zellen. Da die A2780cis zudem iiber erhohte
Nrf2-Level verfligen, konnen sie den Verbrauch des reduzierenden Trx besser
kompensieren als die W1CR-Zellen, die damit dem postulierten Wirkmechanismus

der Goldverbindungen unterliegen.

Aufgrund dieser Erkenntnisse sowie der erhohten Toleranz der A2780cis-Zellen
gegen Auranofin wurden die upstream-Prozesse in diesem Zellpaar detaillierter
untersucht. Die durch gebildete ROS nachfolgend induzierten DNA-Schidden sind
fiir die hohe Effektivitdt der Goldverbindungen dabei nicht ursidchlich. In den Fokus
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riickt ERK 1/2, welche den antioxidativen Transkriptionsfaktor Nrf2 zu aktivieren
vermag und dadurch fiir die erh6hten Level in den A2780cis-Zellen verantwortlich
ist. Der Einsatz des ERKi demonstriert die Rolle der MAPK als wichtigen
Apoptoseregulator. Wihrend sie vor der Toxizitdt von Auranofin schiitzt, fordert

sie den Zelltod unter Cisplatinbehandlung durch ihre anhaltende Aktivitit.

Trotz der zuvor beschriebenen Erkenntnisse, konnten die zugrundeliegenden
Wirkmechanismen der Goldverbindungen nicht restlos aufgeklart werden. Die
prasentierten Daten sind in einer Publikation festgehalten [339]. Die untersuchten
Substanzen stellen dennoch vielversprechende Ansitze fiir eine Therapie
behandlungsresistenter Ovarialkarzinomen dar und sollten in nachfolgenden in vivo

Versuchen genauer erforscht werden.

Gold(I)-Verbindungen

/

TrxR1
/

\ 1
Uberleben — * e
PERK / S ~.
' T [Cipan | pR—
l ATR CHK1 DNA-Reparatur
ATM — CHK2

DNA-Schiden | =

Abbildung 22: Ubersicht der Signalwege, welche fiir die Erforschung der Wirkweise von
Goldverbindungen untersucht wurden [339].

84



Ergebnisse und Diskussion

5.2 Rolle des DNA damage response Signalwegs in der Cisplatinre-

sistenz von Ovarialkarzinomzellen

Die im Abschnitt 5.1.5 beschriebene Inhibierung wichtiger Kinasen der DNA-
Schadenserkennung und -reparatur erbrachte in Kombination mit den
Goldverbindungen keinen zusdtzlichen Effekt, da dies nicht ihrem
Wirkmechanismus in den Zellen entsprach. Da die DNA jedoch das primére
intrazelluldre Ziel des Cisplatins ist und ein bekannter Resistenzmechanismus
gegen dessen Wirksamkeit eine gesteigerte DNA-Reparatur darstellt, wurden die
genannten Kinaseinhibitoren auch in Kombination mit dem Zytostatikum getestet

[103].

5.2.1 Einfluss von ATR auf die Chemoresistenz gegen Cisplatin

Zunichst wurde der Einfluss der ATR-Kinase untersucht, da sie als Sensor von
DNA-Schiden direkt in die zelluldre Antwort platinbasierter Schiden involviert ist
[348].

5.2.1.1 Zellviabilitits- und Apoptoseassays mit Elimusertib

Mit einer Solobehandlung der Zellen mit dem hochselektiven ATRi Elimusertib
wurde zunéchst getestet, wie abhingig die vier Zelllinien A2780/A2780cis und
WI1/WICR von ATR sind [271]. Die hohe Toxizitit von Elimusertib im mittleren
bis hohen nanomolaren Bereich unterstreicht die Bedeutung von ATR fiir
Tumorzellen (Abb. 23 A). Dass eine alleinige Inhibierung einen so starken Effekt
erzielt, liegt womdglich auch an ihrer Rolle in der Bekdmpfung replikativen
Stresses [106]. Durch die ATR-Inhibierung koénnen darauffolgende Arreste der
Replikationsgabel nicht mehr revidiert werden, und es kommt zur Apoptose.
Auftillig ist zudem, dass die W1CR-Zellen einen signifikant hoheren ICso-Wert als

thr Wildtyp aufweisen und den entstehenden Stress besser kompensieren konnen.
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Abbildung 23: Exemplarische Dosis-Wirkungskurve der Behandlung von W1/WICR- und
A2780/A2780cis-Zellen mit Elimusertib sowie die ausgewdhlte Konzentration fiir eine
Kombinationsbehandlung (schwarzes Rechteck). In der Tabelle daneben sind die gemittelten 1Cso-
Werte £ SD des biologischen Triplikats gelistet (A). Gemittelte ICs-Werte £ SD der
Kombinationsbehandlung von Cisplatin mit Elimusertib (eli) eines n=35 (B). Die statistische
Analyse erfolgte mittels ungepaartem t-Test. *:p<0,05; **: p<0,01; ***p<0,001;
*HEE p <0,0001.

Aus den resultierenden Dosis-Wirkungskurven wurde mit 10nM eine
Konzentration fiir die Kombinationsbehandlungen gewihlt, die alleine keine
toxische Wirkung entfaltet. Anhand der nachfolgenden Untersuchungen wird
ersichtlich, dass die Zugabe von Elimusertib zu einer kompletten Sensitivierung
gegentliber Cisplatin in allen Zellen fiihrt. Zusétzlich liegen die ICso-Werte der
resistenten Klone bei der Kombinationsbehandlung unter denen der nur mit

Cisplatin behandelten Wildtypen (Abb. 23 B).

Zur detaillierteren Analyse dieser Erkenntnisse wurde der Anteil apoptotischer

Zellen unter diesen Behandlungen mittels des Annexin V/PI-Assays ermittelt.
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Abbildung 24: Darstellung des Apoptose-Assays in Form von représentativen Dotplots unter den
angegebenen Behandlungen. Die in Rot eingezeichneten Zellen sind entweder frith- (Q3) oder spét-
apoptotisch (Q2) (A). Gemittelte Werte + SD des Anteils apoptotischer Zellen des biologischen
Triplikats (n=3) (B). Als Test auf statistische Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test
durchgefiihrt. *: p < 0,05; **: p <0,01; *** p <0,001.

Die Ergebnisse in Abb. 24 bestétigen die Resultate der Zellviabilitidtsassays und
verdeutlichen den starken Effekt des Elimusertibs auf die Uberwindung einer
Cisplatinresistenz. Es wird zunéchst bestétigt, dass die resistenten Subtypen unter
alleiniger Behandlung mit cDDP, wie zu erwarten war, einen signifikant geringeren
Anteil apoptotischer Zellen haben als ihre jeweiligen Wildtypen. Jedoch ist der
Anstieg dieser Fraktionen durch die Zugabe von Elimusertib in W1CR- und
A2780cis-Zellen deutlich stdrker als bei den Wildtypen und tibertrifft zudem deren

Werte unter der Standardtherapie.
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5.2.1.2 Expression von ATR unter Elimusertib- und Cisplatinbehandlung

Als néchstes wurde die Proteinexpression unter den zuvor getesteten Behandlungen
in den Zellen betrachtet. Dafiir wurden zunichst die Expressionen von ATR und

dessen aktivierter Form pATR mittels Western Blot untersucht.

A B

Zelllinie W1 W1CR Zelllinie A2780 A2780cis

ATR |————-——-’-| ATR |-—— -—--—|
ATR [— — [ ATR [ —

(F')SE"‘ZS) | — e | (gemzs) | - . - — |

GAPDH |--—— ----| GAPDH |—--‘---‘—|

cDDP - + - + - + - + cDDP - + - + - + - +

eli - - + + - - + + eli - - + + - - + +

ns

g
@
1
5
2

2.5

»
o
1

2.0

1.5

1.0+ -1 |- —mpmm--
0.0 T

T
@ cDDP eli eli+ @ cDDP eli eli+ @ cDDP eli eli+ @& cDDP eli eli+
cDDP cDDP cDDP cDDP

pATR/ATR-Expression

Verhéltnis der normalisierten
pATR/ATR-Expression
Verhiltnis der normalisierten

Abbildung 25: Expressionen von ATR und pATR in W1/W1CR- (A) und A2780/A2780cis-Zellen
(B) unter den angegebenen Behandlungen: cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist jeweils ein
reprisentativer Blot des biologischen Triplikats (n=3) und das Verhdltnis der relativen
Expressionen von pATR und ATR. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way ANOVA und
nachfolgendem Tukey Test.

Die resultierenden Daten zeigen zunéchst, dass ATR in den W1CR-Zellen aktiver
ist als im Wildtyp W1, widhrend das A2780-Zellpaar ein sehr &hnliches
Expressionsverhalten zeigt. Cisplatin fiihrt nur in letzterem zu einem leichten
Anstieg der ATR-Aktivitit. Die Synergie zwischen Cisplatin und Elimusertib
verdeutlicht sich in der Kombination beider Wirkstoffe, da die Aktivierung von

ATR, wenn auch nicht signifikant, nur in diesen Proben unterdriickt wird (Abb. 25).

5.2.1.3 Transienter knockdown von ATR

Um die Bedeutung der ATR-Kinase fiir die Cisplatinresistenz noch genauer zu
untersuchen, wurde ein transienter knockdown mittels siRNA in den W1/W1CR-
und A2780/A2780cis-Zellen durchgefiihrt. Dies soll ebenfalls ausschlieen, dass
die durchschlagende Wirkung von Elimusertib durch off-target-Effekte verursacht

wird.

88



Ergebnisse und Diskussion

W1 W1CR A2780 A2780cis
1,0 0,4 1,0 0,6 1,0 07 10 04
ATR |"— . —_— -—-| |“— G e—— —v~|
Gesamt- | | | |
protein = - -t -
ctrRNA + - + - + - +
SiATR - + - + - + - +
154 ns * 15+ ns *
s s = scr
= 10+ = 10- 3 kd
& 5
a - a [ J
&) (2)
<= 5- 2 5
0 wn
Q o
o
0- 0
w1 W1CR A2780 A2780cis

Abbildung 26: Exemplarische Western Blots von ATR in W1/W1CR- und A2780/A2780cis-Zellen
unter Behandlung mit Kontroll-siRNA (ctr) oder ATR knockdown-siRNA (siATR). Uber den
Bildern ist die relative Expression von ATR unter den jeweiligen Bedingungen angegeben. Die
Histogramme reprisentieren die Mittelwerte = SD der ICso-Werte von Cisplatin unter der
Behandlung mit Kontroll-siRNA (scr) oder ATR knockdown-siRNA (kd). Die statistische Analyse
erfolgte mittels ungepaartem t-Test. *: p <0,05.

Der siRNA-knockdown hat in den Zellen nicht zu einer kompletten
Herunterregulierung der ATR-Expression gefiihrt. Dennoch sind Auswirkungen
auf die Cisplatintoleranz zu erkennen. Besonders ersichtlich werden sie in den
beiden resistenten Subtypen W1CR und A2780cis, die ein signifikantes Absenken
der ICso-Werte durch die reduzierten ATR-Level erfahren (Abb. 26). Dies
verdeutlicht die Bedeutung der Kinase fiir die Abwehr platinbasierter DNA-
Schédden in chemoresistenten Zellen und bestétigt zudem, dass die Wirkung des

Elimusertibs tatsdachlich der Inhibition von ATR zuzuschreiben ist.

5.2.1.4 Resistenziiberwindung mit Elimusertib in weiteren Zelllinien

Neben den zwei bisher beschriebenen Zellpaaren wurden die Versuche der
Kombinationsbehandlung von Elimusertib um das Zellpaar der Kuramochi und
ihrem cisplatinresistenten Subtyp Kuramochi'CDDP?*® sowie die EFO21-Zellen
erweitert. Fiir einen ersten Vergleich wurde zunichst die Expression von ATR in

allen sieben Zelllinien untersucht.
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Abbildung 27: Exemplarischer Western Blot der Expression von ATR in den gekennzeichneten
Zelllinien. Zudem ist der Mittelwert + SD der relativen Expression eines biologischen Triplikats
(n=3) auf W1-Zellen normalisiert dargestellt. Die Uberpriifung der statistischen Signifikanz
erfolgte mittels ungepaartem t-Test zwischen den jeweiligen Zellpaaren. *: p < 0,05.

Die Ergebnisse der Western Blots spiegeln ein sehr heterogenes Expressionsmuster
von ATR in den einzelnen Zellpaaren wider. Wéhrend zwischen den W1- und
WI1CR-Zellen kein Unterschied besteht, exprimieren die resistenten A2780cis-
Zellen etwas mehr als ihr Wildtyp. Beim Kuramochi-Zellpaar ist das umgekehrte
Phanomen zu beobachten — der Wildtyp weist signifikant hohere ATR-Level als die
resistente Variante auf. Die EFO21-Zellen, welche in den folgenden
Untersuchungen durch eine intrinsische Cisplatinresistenz in Erscheinung treten,

haben eine den A2780cis-Zellen vergleichbare ATR-Expression.

Als néchstes wurde auch in den drei verbliebenen Zelllinien getestet, ob eine
Kombination mit Elimusertib die Effektivitit von Cisplatin ebenso steigern kann,
wie es in den beiden zuvor untersuchten Zellpaaren WI1/WI1CR und

A2780/A2780cis aufgetreten ist.

Auch in diesen drei Zelllinien hat die gewihlte Elimusertib-Konzentration von
10 nM alleine keine Auswirkungen auf die Viabilitit (Abb. 28 A). Zusitzlich
wurde mit 1 nM eine noch geringere Menge des ATRi als Vorbehandlung getestet.
Die Kombination mit Cisplatin sorgt auch in diesen Zellen fiir eine deutliche
Effektivititssteigerung des Zytostatikums, die zudem konzentrationsabhdngig der
eingesetzten Elimusertib-Dosis ist. Dabei werden sowohl die resistent geziichteten
Kuramochi'CDDP?°®-_ als auch die intrinsisch resistenten EFO21-Zellen (ICso-
Werte vergleichbar mit denen der resistenten Subtypen) hoch signifikant

sensitiviert.
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Abbildung 28: Exemplarische Dosis-Wirkungskurve der Behandlung des Kuramochi-Zellpaars und
der EFO21-Zellen mit Elimusertib sowie die 10 nM der Kombinationsbehandlung als schwarzes
Rechteck eingezeichnet. In der Tabelle daneben sind die gemittelten ICso-Werte £ SD des
biologischen Triplikats gelistet (A). Gemittelte ICso-Werte + SD der Kombinationsbehandlung von
Cisplatin mit Elimusertib (eli) eines n =4 (B). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way
ANOVA und nachfolgendem Dunnett’s Test. *:p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
*HAk < 0,0001.

Fiir eine mathematische Bestitigung der beobachteten Synergie zwischen
Elimusertib und Cisplatin wurde zusitzlich der Kombinationsindex (CI) kalkuliert.
Dies erfolgte mittels SynergyFinder Plus [322]. Die angezeigten CI-Werte in der
Heatmap (Abb. 29) wurden jeweils aus der Kombination fixer Konzentrationen der

beiden Wirkstoffe errechnet, von denen pro Zelllinie jeweils vier dargestellt sind.

Combination Index der Behandlungen mit Elimusertib und Cisplatin

— 2.5
eli [1 nM] +
cDDP [1 uM] 0.8
2.0
eli [10 nM] +,
cDDP [1 uM] 5= 15
eli [1 nM] + ] 1.0
¢DDP [10 uM]
0.5
eli [10 nM] + ]
¢DDP [10 uM]

A2780 A2780cis Kuramochi Kuramochi
c 2000

Cl < 1 > Synergismus Cl = 1 > additiver Effekt Cl > 1 > Antagonismus

Abbildung 29: Heatmap der mittels SynergyFinder Plus kalkulierten CI-Werte flir die
Behandlungen mit Elimusertib und Cisplatin in den angegebenen Konzentrationen in den sieben
untersuchten Zelllinien.
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Die berechneten CI-Werte bestétigen die z. T. hochsignifikanten Sensitivierungen
gegen Cisplatin durch die Zugabe subtoxischer Mengen des ATRi Elimusertib in
den Zellviabilititsassays. Lediglich bei der Behandlung der Kuramochi*CDDP2%%-
Zellen mit beiden Substanzen in den niedrigen Konzentrationen wird ein
Antagonismus kalkuliert. Dagegen ist fiir sie bei den restlichen drei Kombinationen
ein starker Synergismus errechnet. Insgesamt fallen besonders die Kombinationen
mit 10 nM Elimusertib mit Werten deutlich unter eins auf und bestitigen damit die

durchschlagende Wirkung des ATRi.

Zusammenfassend zeigen diese Daten sowohl, dass erhohte Level der ATR-Kinase
nicht zwangsldufig eine Resistenz gegen Cisplatin anzeigen (Abb. 27), wohingegen
siec aber einen sehr empfindlichen Angriffspunkt cisplatinresistenter
Ovarialkarzinomzellen darstellt, die eine essentielle Rolle in der Reaktion auf die

induzierten DNA-Schiaden sowie des replikativen Stresses einnimmt.

5.2.2 Beteiligung von downstream Effekten und Proteinen der ATR-

Kinase in der Cisplatinresistenz

Mit den folgenden Experimenten soll nun die Aufklidrung der zugrundeliegenden
Mechanismen hinter der Resistenziiberwindung durch Elimusertib erfolgen. Dafiir
wurde zundchst die Regulierung des Zellzyklus in den Zellpaaren W1/W1CR und
A2780/A2780cis untersucht. Anschlieend erfolgte eine genauere Analyse der

Beteiligung von downstream-Kinasen an der Auspragung der Cisplatinresistenz.

5.2.2.1 Einfliisse von Cisplatin und Elimusertib auf den Zellzyklus

Es ist bekannt, dass ATR durch das nachgeschaltete signaling Arreste in der S- und
G2/M-Phase des Zellzyklus induziert [112, 113]. Mittels Durchflusszytometrie
wurde die Verteilung der Zellen auf die jeweiligen Phasen unter den Einfliissen von

Cisplatin und Elimusertib analysiert.
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Abbildung 30: Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyklus unter den angegebenen
Behandlungen (A). Cisplatin wurde mit [1 pM] und Elimusertib mit [10 nM] eingesetzt. Statistische
Signifikanz wurde mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Dunnett's Test ermittelt.
*:p<0,05; **:p<0,01; ***p<0,001. Ubersicht des untersuchten Signalwegs, der durch die
platinbasierten DNA-Schidden eingeleitet wird, mit den Angriffspunkten der nachfolgend
eingesetzten Inhibitoren. Erstellt mit BioRender.com (B).

Die Auswirkungen der Behandlungen auf den Zellzyklus sind in den betrachteten
Zelllinien sehr heterogen (Abb. 30 A). Beim Vergleich der W1-Zellen mit ihrem
resistenten Subtyp WI1CR fillt zundchst auf, dass letztere eine intrinsisch
verlingerte S-Phase aufweisen. Auf Cisplatin reagieren beide mit einem
signifikanten Anstieg der Zellen in G2/M-, zugunsten der Gl-Phase. Die
zusitzliche Inhibition von ATR fiihrt zu einer leichten Verkiirzung der S-Phase in
den W1-Zellen, was fiir eine Beteiligung der Kinase in der Einleitung eines Arrests
an diesem checkpoint spricht. Die W1CR-Zellen erfahren durch die zusétzliche
ATR-Inhibition keine weitere Verschiebung der Phasen, verglichen mit den cDDP-
einzelbehandelten Proben. Der Zellzyklus der A2780-Zellen wird durch die
Kombinationsbehandlung stérker dereguliert. Cisplatin alleine induziert bereits
signifikante Verldngerungen von S- und G2/M-Phase. Durch den Zusatz von
Elimusertib verschiebt sich das Verhiltnis noch weiter in Richtung eines Arrests in
der G2/M-Phase. Auch bei diesen Zellen wird somit die regulatorische Rolle von
ATR in der Einleitung des checkpoints der S-Phase ersichtlich. Thr resistenter
Subtyp A2780cis weist dagegen, wie schon in den Versuchen mit den
Goldverbindungen (siehe 5.1.5), keine Verdnderungen in der Regulierung des

Zellzyklus unter den genannten Behandlungen auf.
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5.2.2.2 Expression von CHK1 in W1- und A2780-Zellen

Das erste downstream Protein, welches von ATR in Reaktion auf replikativen
Stress oder DNA-Schéden aktiviert wird, ist CHK 1 [112]. Aus diesem Grund wurde
zur Aufkldrung der hohen Wirksamkeit des ATRi Elimusertib sowie dessen
Einfliisse auf die Zellzyklusregulierung analysiert, wie das Aktivierungsmuster der

Kinase beeinflusst wird.

A B
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Abbildung 31: Expressionen von CHK1 und pCHKI1 in W1/W1CR- (A) und A2780/A2780cis-
Zellen (B) unter den angegebenen Behandlungen: ¢cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist
jeweils ein reprasentativer Blot des biologischen Triplikats (n = 3) und das Verhéltnis der relativen
Expressionen von pCHK1 und CHK1. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way ANOVA
und nachfolgendem Tukey Test. *: p <0,05; **: p <0,01.

Diese Daten legen deutliche Unterschiede zwischen den cisplatinresistenten Zellen
und ihren Wildtypen offen. Sowohl W1- als auch A2780-Zellen haben eine deutlich
gesteigerte Aktivitit von CHKI unter dem Einfluss des Cisplatins, die in
Kombination mit Elimusertib erheblich unterdriickt wird. In den resistenten
Subtypen ist eine stark abweichende Regulierung der CHKI1-Expression
ersichtlich. Die platininduzierte Aktivierung ist bei beiden deutlich schwéicher
ausgepragt und der ATRi vermittelt eher einen gegenteiligen Effekt als in den
Wildtypen. Unter der Kombination aus Cisplatin und Elimusertib sind die Level
aktivierter CHK1 vergleichbar oder sogar hoher (W1CR), als in den Proben, die nur
mit dem Zytostatikum inkubierten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass CHK 1 in den

chemoresistenten Zellen auch ATR-unabhéngig aktiviert werden kann, und es nicht
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durch ein geradliniges signaling, wie in Abb. 30 B dargestellt, vermittelt wird.
AuBerdem erkldren diese Daten die weniger stark ausgeprigten Effekte von

Elimusertib auf die Zellzyklusregulierung der beiden resistenten Subtypen.

5.2.2.3 Kombination von Cisplatin mit CHK1i und WEE1i

Die gegensitzlichen Auswirkungen des ATRi auf die Expression von CHKI1
fiihrten zur Fragestellung, wie die einzelnen Zellen auf eine Hemmung der Kinase
selbst und der ihr nachgeschalteten WEE1 reagieren [279]. Dafiir wurde zunéchst
die Toxizitit der Inhibitoren SCH900776 (CHK11) und Adavosertib (WEE1i) in
einer Einzelbehandlung analysiert und anschlieBend Konzentrationen fiir die

folgenden Kombinationsuntersuchungen ausgewdhlt, die alleine moglichst geringe

Auswirkungen haben (Abb. 32).

100 W1
W1ICR
A2780
A2780cis

Kuramochi
Kuramochi
"CDDP2000
EFO21

50+

Viabilitat (%)

[ BT i

SCH900776 SCH900776 Adavosertib Adavosertib
[0,1 M) [ uM] [10 nM] [100 nM]

Abbildung 32: Mittelwerte + SD der relativen Viabilitidt der angegebenen Zelllinien unter der
Behandlung mit SCH900776 [0,1 uM] und [1 uM] sowie Adavosertib [10 nM] und [100 nM] in
Prozent, jeweils bezogen auf eine PBS-behandelte Negativkontrolle.

Die Daten in Abbildung32 zeigen, dass die cisplatinresistenten
Kuramochi"CDDP?*® am empfindlichsten auf den CHK 1i reagieren und unter einer
Einzelbehandlung mit der hoheren Konzentration nur ca. 75 % der Viabilitét ihrer
Negativkontrolle aufweisen. Ahnliches gilt fiir die EFO21-Zellen, die nur
geringfligig robuster gegen die CHK 1-Inhibition sind. Mit diesen vier ermittelten
Konzentrationen erfolgten nun die Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin, deren

Ergebnisse in Abbildung 33 dargestellt sind.
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Abbildung 33: Gemittelte ICso-Werte + SD der Kombinationsbehandlung von Cisplatin mit
SCH900776 (CHKI1i) (A) und Adavosertib (WEE1i) (B) in W1/W1CR- und A2780/A2780cis-
Zellen (n=3) sowie in Kuramochi/Kuramochi'*CDDP?>®- und EFO21-Zellen (n=4) (C). Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Dunnett’s Test.
*:p <0,05; ¥*%: p <0,01; ***: p<0,001; ****: p <0,0001.

Die Inhibition der beiden ATR-downstream Kinasen CHK1 und WEEI in
Kombination mit Cisplatin beeinflusst die untersuchten Zelllinien auf
unterschiedliche Weise. Dabei 1ist ein sensitivierender Effekt, unter
Beriicksichtigung der Verwendung einer hoheren Dosis, von SCH900776 in mehr
Zelllinien zu beobachten als von Adavosertib. So wird die Resistenz in W1CR-,
Kuramochi'CDDP?*®-  und EFO21-Zellen durch eine CHKI-Inhibition
konzentrationsabhédngig tiberwunden, wihrend die WEEI-Inhibition nur in den
Kuramochi"CDDP?*?-Zellen zu einem hochsignifikanten Effekt fiihrt. Die EFO21-
Zellen werden durch Adavosertib ebenso in ihrer Cisplatintoleranz beeinflusst.
Jedoch fillt auf, dass die Effekte des WEE1i keiner Konzentrationsabhéngigkeit
unterliegen. In WI1CR-Zellen ist die hohere Dosis sogar weniger effektiv als eine

Vorbehandlung mit 10 nM.

Diese Daten deuten auf eine unterschiedliche Bedeutung der downstream Proteine
von ATR fiir die Abwehr platinbasierter Schiden in den verschiedenen Zelllinien
auf. Beim Vergleich der CHK1-Aktivierung (Abb. 31) in A2780cis- und WI1CR-

Zellen wird bspw. ersichtlich, dass erstere diesen Signalweg in Reaktion auf
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Cisplatin weniger durchlaufen als letztere. Folgerichtig ist die Inhibierung mit

SCH900776 in den A2780cis-Zellen weniger effektiv als in den W1CR (Abb. 33).

Es kann nun insgesamt geschlussfolgert werden, dass die Inhibition von ATR einen
starkeren Synergismus mit Cisplatin hervorruft als die ihrer downstream Substrate
CHK1 und WEE1l. Zudem variiert die Regulierung dieses Signalwegs in den
untersuchten Zelllinien und liefert nicht die vollstindige Erkldrung, warum
Elimusertib universell zu einer kompletten Sensitivierung gegeniiber Cisplatin

fiihrt.

5.2.2.4 Regulierung der homologen Rekombination durch ATR

Die ATR-Kinase beeinflusst nicht nur die Aktivitdit des DNA damage response
signalings, sondern kann ebenso eine Schadensreparatur durch die homologe
Rekombination induzieren [118]. Deshalb wurde zur weiteren Aufkldrung des
Wirkmechanismus von Elimusertib untersucht, wie die Expressionen wichtiger
HR-Proteine beeinflusst werden. Zundchst wurde mit BRCAI1 einer der
Hauptinitiatoren des gesamten Signalwegs analysiert [156]. Die Untersuchungen
wurden im W1- und A2780-Zellpaar durchgefiihrt, da bei ihnen die Wirksamkeit
des ATRi v. a. bei letzterem von den Effekten der CHK 11 und WEE11 abwich.
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Abbildung 34: Expressionen von BRCA1 und pBRCAI in W1/W1CR- (A) und A2780/A2780cis-
Zellen (B) unter den angegebenen Behandlungen: ¢cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist
jeweils ein reprasentativer Blot des biologischen Triplikats (n = 3) und das Verhéltnis der relativen
Expressionen von pBRCA1 und BRCAI1. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-Way
ANOVA und nachfolgendem Tukey Test. *: p <0,05; **: p <0,01.

Cisplatin verursacht in allen vier Zellarten einen Anstieg der BRCA1-Aktivitit,
was, auller in A2780, durch Elimusertib verhindert wird (Abb. 34). Bei ihnen
nimmt unter der Behandlung mit dem ATRi die Expression des gesamten,
unphosphorylierten BRCA1 ebenso ab, weshalb der Quotient im Vergleich zu den
cisplatinbehandelten Proben unverdndert ist. Insgesamt wird mit der Hemmung der
Einleitung der HR ein weiterer Wirkmechanismus von Elimusertib ersichtlich. Die
Expressionsdaten der Rekombinase Rad51, die einen der Haupteffektoren dieses

Signalwegs darstellt, bestétigen diese Befunde (Abb. 35).
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Abbildung 35: Expression von Rad51 in WI/W1CR- (A) und A2780/A2780cis-Zellen (B) unter
den angegebenen Behandlungen: ¢cDDP [1 pM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist jeweils ein
reprisentativer Blot eines biologischen Quartetts (n =4) und die auf die jeweilige unbehandelte
Wildtypzelle normalisierten Rad51-Expressionen. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-
Way ANOVA und nachfolgendem Tukey Test. *: p <0,05; **: p <0,01.

Auch bei diesem Protein ist eine cisplatininduzierte Steigerung der Expression zu
erkennen, die durch eine Kombination mit Elimusertib zuriickgedrdangt wird.
Dadurch kann der starke Synergismus zwischen Cisplatin und ATRi sowohl mit
einer in ihrer Ausprigung variierenden Hemmung der DDR-Proteine, als auch der

Unterdriickung einer HR-vermittelten DN A-Reparatur begriindet werden.

5.2.3 Einfluss der Helikase Schlafen11 auf die Cisplatinresistenz

Die Expression von Schlafen11 (Slfn11) gilt als Biomarker fiir das Ansprechen von
Tumorzellen auf DNA-schddigende Substanzen wie Cisplatin. So steht eine
Resistenz gegen dieses Zytostatikum in Verbindung mit epigenetisch unterdriickten
Mengen der Helikase [139, 140]. Da ebenso beschrieben ist, dass Zellen, die sehr
sensitiv auf eine Inhibierung von ATR reagieren, geringe Level an Slfnll
aufweisen, wurde dieser potentielle Biomarker in dieser Arbeit genauer untersucht
[349]. Als erste Befunde in diesem Zusammenhang dienen die gesammelten Daten
der Zytotoxizitit des Cisplatins in den sieben analysierten Zelllinien und die jeweils

zugehdrigen, intrinsischen Proteinexpressionen von Slfnl1.
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Abbildung 36: Gemittelte ICso-Werte = SD der Behandlung mit Cisplatin in den angezeigten
Zelllinien (n = 6) (A). Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem t-Test.
*E*%: p <0,0001. In (B) ist ein exemplarischer Western Blot des biologischen Triplikats der Slfnl1-
Expression in den angezeigten Zelllinien dargestellt.

Die Daten in Abb. 36 offenbaren, dass eine unterdriickte Expression von Slfnl1
nicht zwangsldufig mit einer Cisplatinresistenz einhergehen muss. Denn sowohl die
sensitiven A2780-, als auch Kuramochi-Wildtypzellen weisen wie ihre resistenten
Subtypen keine Slfnll-Expression auf, trotz einer signifikant hdoheren
Empfindlichkeit gegeniiber dem Zytostatikum. Lediglich beim W1-Zellpaar tritt
der erwartbare Fall ein, dass die Wildtyp-Zelle ein Signal aufweist, das in der
resistenten Variante unterdriickt wird. Diese unterliegt dadurch nicht mehr den
proapoptotischen Eigenschaften von Slfnll in Reaktion auf DNA-Schidigungen
[350]. In den nidchsten Experimenten wurde versucht die Expression von Slfnl1 mit
epigenetisch wirksamen Verbindungen, die in Abschnitt 2.4.4 vorgestellt sind, zu

induzieren und dadurch eine Sensitivierung gegeniiber Cisplatin zu erzielen.

Die detaillierten Untersuchungen zur Rolle von Slfnll als potentiellen
Angriffspunkt einer antitumoralen Therapie wurden mit den Zellpaaren W1 und
A2780 durchgefiihrt. Dies dient der Erforschung beider aufgetretener Szenarien, in
denen sich Wildtyp- und resistente Zelle in ihren Slfnll-Level entweder

unterscheiden oder beide eine unterdriickte Expression aufweisen.
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Abbildung 37: Mittelwerte + SD der relativen mRNA-Expression von Slfnl1 im W1-Zellpaar unter
Behandlung mit Decitabin (Dec), Tazemetostat (Taz) oder Entinostat (Ent), normalisiert auf
unbehandelte W1-Zellen (A). Reprisentative Western Blots eines biologischen Triplikats der zuvor
genannten Behandlungen im W1-Zellpaar (B). Mittelwerte + SD der ICso-Werte von cDDP unter
Vorbehandlung mit den genannten Substanzen (C). Die statistische Analyse erfolgte mittels
ungepaartem, zweiseitigem t-Test. *: p < 0,05; **: p <0,01.

Im W1-Zellpaar werden die Unterschiede zwischen beiden Subtypen auch mittels
qPCR gemessener mRNA-Expression von Slfnll ersichtlich (Abb. 37 A). Des
Weiteren ist zu erkennen, dass von den drei untersuchten Wirkstoffen nur der
HDAC-Inhibitor Entinostat imstande ist, die Slfnl1-Level zu erh6hen. Dagegen
scheint das silencing der Expression nicht durch DNA-Methyltransferasen oder die
Histonmethyltransferase EZH2 vermittelt zu sein, da weder Decitabin noch
Tazemetostat einen Effekt erzielen. Diese Befunde sind durch die detektierten
Proteinexpressionen unter den jeweiligen Behandlungen bestétigt (Abb. 37 B). Die
durchgefiihrten Viabilititsassays deuten zudem auf eine Korrelation zwischen
Slfn11-Expression und Cisplatinresistenz hin. Lediglich unter Vorbehandlung mit
Entinostat, welches auch die einzige Verbindung ist, die die Expression beeinflusst,

wird eine signifikante Sensitiverung gegen das Zytostatikum erzielt.
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Abbildung 38: Mittelwerte + SD der relativen mRNA-Expression von Slfnll im A2780-Zellpaar
unter Behandlung mit Entinostat (Ent), normalisiert auf mit [0,1 pM] behandelte A2780-Zellen (A).
Repridsentativer Western Blot eines biologischen Triplikats der zuvor angezeigten Behandlungen,
verglichen mit unbehandelten W1-Zellen (B). Mittelwerte £ SD der I1Cso-Werte von cDDP unter
Vorbehandlung mit den angezeigten Substanzen (C). Die statistische Analyse erfolgte mittels
ungepaartem, zweiseitigem t-Test. *: p < 0,05.

Bei Betrachtung der Messungen des A2780-Zellpaares muss zunéchst beachtet
werden, dass beide Varianten die Slfnll-Expression intrinsisch so stark
unterdriicken, dass sie sogar auf mRNA-Ebene nicht detektierbar ist. Wie zuvor
beobachtet, ist auch bei diesen Zellen lediglich Entinostat in der Lage eine
Expression von Slfnl1 zu erzeugen, die im Wildtyp deutlich stirker ausfillt als in
der resistenten Variante (Abb.38 A). Beim Betrachten des Western Blots
(Abb. 38 B) ist jedoch ersichtlich, dass dies nicht auf Proteinebene {ibertragbar ist,
da verglichen mit den W1-Zellen keine Banden zu erkennen sind. Dennoch entfaltet
Entinostat eine sensitivierende Wirkung auf Cisplatin (Abb. 38 C). Diese geht
womdglich auf andere Effekte des HDAC-Inhibitors zuriick, welcher schlie8lich
nicht selektiv die Expression von Slfnll beeinflusst. Wie im W1-Zellpaar,
erzeugen Decitabin und Tazemetostat weder einen Effekt auf die Expression von

Slfn11, noch auf die ICso-Werte des Zytostatikums.
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5.2.4 Zusammenfassung der Resistenziiberwindung durch die

Adressierung des DDR-Signalwegs

Es kann nun festgehalten werden, dass Slfnll nicht als allgemeingiiltiger
Biomarker einer Cisplatinresistenz fungieren kann. Zudem ist kein Zusammenhang
zwischen seiner Expression und dem Ansprechen auf den ATRi Elimusertib zu
erkennen, da alle Zellen, auch die Slfnl1-exprimierenden W1, durch Elimusertib
sensitiviert werden. Des Weiteren ist die Behandlung mit einem HDAC-Inhibitor
der vielversprechendste epigenetische Weg, die Expression der Helikase zu
induzieren und resistente Tumore zusitzlich zu sensitiveren. Jedoch kann dies nicht
eindeutig auf die Beeinflussung der Slfnl1-Level zuriickgefiihrt werden, weshalb
auch andere Mechanismen, wie eine Unterdriickung der HR, fiir dessen

Wirksamkeit in Betracht gezogen werden miissen [351].

Insgesamt geht ATR in diesem Kapitel als ein Schliisselpunkt der intrinsischen und
erworbenen Cisplatinresistenz hervor, da alle Zellen einem starken Synergismus
von Elimusertib und ¢cDDP unterliegen. Einblicke in die beteiligten Signalwege
zeigen, dass die zugrundeliegenden Mechanismen hinter der ATR-induzierten
Abwehr des Zytostatikums heterogen reguliert sind. In manchen Zelllinien, wird
der downstream geschaltete DDR-Weg konsequent durchlaufen und mit CHK11
und WEEI1i ebenso eine Sensitivierung erreicht. Fiir andere Zelllinien, wie die
A2780cis, scheint die ATR-vermittelte Aktivierung der HR von groBerer
Bedeutung zu sein. Insgesamt ist Elimusertib, v. a. unter Berlicksichtigung der
eingesetzten Dosen, der effektivste der hier eingesetzten DDR-Inhibitoren.
Klinische Testungen, die bereits angelaufen sind, miissen nun beweisen, dass die
Wirksamkeit auch in die Praxis {ibertragbar ist und zudem keine intolerablen
Nebenwirkungen hervorruft [352]. In der Zukunft sollten Studien auch Patientinnen
mit resistenten Tumoren beinhalten, um fiir diese Félle eine vielversprechendere
Behandlung als die bisher etablierten zu ermdglichen. Die in diesem Abschnitt
gezeigten Daten sind in einer Publikation erfasst, die sich zum Zeitpunkt der
Erstellung dieser Arbeit in Revision im Journal BBA Molecular Basis of Disease

befand.
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5.3 Untersuchung von Kreuzresistenzen gegen PARPi

Die Wirkstoffklasse der PARPi hat sich in den letzten Jahren in der
Erhaltungstherapie eines platinsensitiven Ovarialkarzinoms etabliert. Sie werden
meist jedoch nur eingesetzt, wenn der Tumor Mutationen in einem der BRCA-Gene
oder des HR-Signalwegs aufweist [39]. Zudem treten auch gegen diese
Verbindungen Resistenzen auf, die hdufig mit einer erhohten Toleranz gegen
Cisplatin einhergehen [353, 354]. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher
wenig erforscht und Daten zu Testungen von PARPI in cisplatinresistenten Zellen
gibt es kaum. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, wie sie auf eine
Behandlung mit drei der zugelassenen Vertreter ansprechen und auftretende

Resistenzen potentiell {iberwunden werden kdnnen.

5.3.1 Kreuzresistenz von Cisplatin und Niraparib

Die ersten Vortestungen der Wirksamkeit von PARPi im W1-Zellpaar erfolgten mit
Niraparib, da dieser Vertreter auch fiir die Behandlung von Patientinnen mit
BRCA-Wildtyp zugelassen ist [39, 231]. AuBerdem wurde untersucht, ob eine

Kombinationsbehandlung mit diesem PARPi die Cisplatinresistenz iiberwinden

kann.
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Abbildung 39: Mittelwerte + SD der ICso-Werte (n = 4) von Niraparib (A) und Cisplatin nach einer
Vorbehandlung mit Niraparib (B) in W1- und W1CR-Zellen. Zudem sind exemplarische Dosis-
Wirkungskurven des Ansprechens auf Cisplatin, Niraparib oder beiden zusammen in W1- und
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WI1CR-Zellen dargestellt (C). Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem
t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Die Daten belegen eine signifikante Kreuzresistenz zwischen Cisplatin und
Niraparib, da die W1CR-Zellen gegeniiber dem PARPiI eine ca. 3x hohere Toleranz
als ihr Wildtyp aufweisen (Abb. 39 A). Zudem ist ersichtlich, dass die ICso-Werte
von Cisplatin durch eine Vorbehandlung mit 1 uM Niraparib, einer subtoxischen
Menge, nicht beeinflusst werden. Die Dosis-Wirkungskurven einer gleichzeitigen
Behandlung mit beiden Substanzen in der jeweils gleichen Dosis belegt diese
Befunde ebenso. Insbesondere in den W1CR-Zellen ist keinerlei Verschiebung der
Kurve zu erkennen. Bei den W1-Zellen halbiert sich die ICso bei paralleler
Behandlung. Aus diesen Daten lésst sich schlussfolgern, dass die cisplatinresistente
Zelle nicht durch eine gleichzeitige Gabe von PARPi sensitiviert wird. Damit ist
auch die Rolle des BER, der DNA-Reparatursignalweg, welcher maf3geblich von
PARP1 gesteuert wird, fiir die Cisplatinresistenz als untergeordnet anzusehen
[172]. Des Weiteren bietet die enorme Toleranz der W1CR-Zellen gegen Niraparib
Anlass fiir weitere Untersuchungen iiber deren Ursache. Dafiir wurden zunéchst
weitere Zelllinien sowie zusdtzliche PARPi fiir eine reprasentativere Datenlage

hinzugezogen.

5.3.2 Zytotoxiziit weiterer PARPI in den Ovarialkarzinomzelllinien

Um einen ersten Uberblick der Wirkungen der drei zugelassenen PARPi Niraparib,
Olaparib und Rucaparib in allen bisher verwendeten Zelllinien zu erhalten, wurden

zunichst ihre ICso-Werte bestimmt.
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Abbildung 40: Mittelwerte = SD der ICsp-Werte (n = 4) von Niraparib, Olaparib und Rucaparib in
den angezeigten Zelllinien (A). Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem
t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001.
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Die Effektivitit der drei PARPi ist in dem untersuchten Zelllinienspektrum aduBerst
heterogen (Abb. 40). Niraparib weist von ihnen in nahezu allen Zellen den
geringsten, mittleren ICso-Wert auf. Zudem sind bei diesem Vertreter
Kreuzresistenzen im WI1- und A2780-Zellpaar ersichtlich, in denen der
cisplatinresistente Subtyp jeweils eine signifikant erhohte Toleranz aufweist.
Dieses Phédnomen ist ebenso bei Olaparib festzustellen, welches in diesen vier
Zelllinien jedoch weniger potent ist als Niraparib. Auffallig ist zudem die Umkehr
der Kreuzresistenz im Kuramochi-Zellpaar unter Olaparibbehandlung. Zudem ist
dieses Pérchen deutlich robuster gegen die beiden PARPi als das W1-Paar und die
A2780-Zellen. Dies ist erstaunlich, denn Kuramochi-Zellen besitzen eine Mutation
von BRCA2, welche seit der Entdeckung dieser Verbindungen als Marker fiir gutes
Ansprechen gesehen wird und in der Praxis die diagnostische Voraussetzung fiir
eine Behandlung mit einem der PARPi darstellt [311]. Die intrinsisch
cisplatinresistenten EFO21-Zellen weisen bei allen drei PARPi ICso-Werte
vergleichbar zu denen der Kuramochi'CDDP?*-Zellen auf und sprechen damit
ebenfalls nicht gut auf diese Wirkstoffklasse an. Der dritte untersuchte Vertreter,
Rucaparib, hat relativ vergleichbare ICso-Werte in allen Zelllinien. Lediglich die
A2780cis weisen einen signifikant erhohten Wert, verglichen mit ihrem Wildtyp,
auf. Trotz seiner insgesamt geringeren Aktivitit kann festgehalten werden, dass
Rucaparib der effektivste PARPi in den Kuramochi'CDDP?°- und EFO21-Zellen
ist. Dies verdeutlicht, dass jeder zugelassene PARPi unter bestimmten Umstdnden
effektiver sein kann als die anderen. Es lésst sich in diesem Rahmen daher keine
Aussage dariiber treffen, welcher der Inhibitoren in der Praxis als Mittel der Wahl

verwendet werden sollte.

5.3.3 Expression von PARP1 und Effektivitit eines PARP1-selektiven

Inhibitors

Fiir die Untersuchung einer Abhéngigkeit des Ansprechens auf die einzelnen
Vertreter der PARPi und der intrinsischen PARP1-Expression wurde diese in den
siecben Zelllinien analysiert. Eine Unterdriickung dieser gilt als bestétigter
Resistenzmechanismus [250, 251]. Sie ist vor allem fiir die Charakterisierung der

cisplatinresistenten Zellen von Interesse, da durch Genomanalysen bereits bekannt
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ist, dass sowohl A2780-, als auch Kuramochi- und EFO21-Zellen eine

Uberexpression des Enzyms aufweisen [311].

Die detektierten Ergebnisse liefern erste Aufschliisse iiber die Ursachen des
heterogenen Bildes der Viabilititsdaten (Abb. 41 A). Die W1CR- und A2780cis-
Zellen weisen jeweils signifikant hohere Level an PARP1 als ihre Wildtypen auf.
Beim Kuramochi-Zellpaar ist die Datenlage umgekehrt und der resistente Subtyp
hat eine signifikant verringerte PARP1-Expression, was wiederum die erhohte
Toleranz des Wildtyps gegeniiber Olaparib erkldrt. Generell korrelieren die
relativen PARPI1-Level in allen Zellen stark mit dem Ansprechen auf Olaparib,
wihrend auf Grundlage dieser Daten kein direkter Riickschluss auf die Effektivitit

der anderen beiden Vertreter gezogen werden kann.
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Abbildung 41: Exemplarischer Western Blot der Expression von PARP1 in den gekennzeichneten
Zelllinien. Zudem ist der Mittelwert + SD der relativen Expression eines biologischen Triplikats
(n=3) auf WI1-Zellen normalisiert dargestellt (A). Die statistische Analyse erfolgte mittels
ungepaartem, zweiseitigem t-Test. *: p < 0,05. Exemplarische Dosis-Wirkungskurve eines n = 3 der
Behandlung von W1/W1CR- und A2780/A2780cis-Zellen mit NMS-P118 (B).

Die zugelassenen PARPi sind allesamt unselektiv und inhibieren mit
unterschiedlicher Potenz die verschiedenen Subtypen der Enzymklasse [355]. Um
spezifisch die Rolle von PARP1 in der Kreuzresistenz zu ergriinden, wurde nun mit
NMS-P118 ein selektiver Inhibitor im W1- und A2780-Zellpaar getestet [237]. Die

resultierenden Dosis-Wirkungskurven (Abb. 41 B) zeigen, dass nur in W1- und
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WI1CR-Zellen eine ICso abgelesen werden kann, die sich im Mittel auf ca. 60 uM
belduft und damit deutlich {iber denen, der zugelassenen PARPi liegt. Die A2780-
Zellen zeigen nur unter der allerhochsten Konzentration ein leichtes Sinken der
Viabilitdt, wahrend ihr cisplatinresistenter Subtyp A2780cis gdnzlich unbeeinflusst
bleibt. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass PARP1 fiir das Uberleben des W1-
Zellpaares von groBerer Bedeutung ist als fiir die A2780/A2780cis-Zellen, aber
auch, dass eine alleinige Inhibition von PARP1 fiir eine effektive Behandlung von

Ovarialkarzinomen nicht ausreichend ist.

5.3.4 Bedeutung von Slfnl1 fiir die Resistenz gegen PARPi

Auf der Suche nach weiteren Biomarkern fiir ein Ansprechen auf die Behandlung
mit einem PARPi sowie die Uberwindung von Resistenzen gegen sie, riickte als
nichstes die Helikase Slfnl1 wieder in den Fokus. Sie wird nicht nur mit einer
Resistenz gegen Cisplatin, sondern auch gegen die Klasse der PARPi in
Verbindung gebracht [140]. Durch die Erkenntnisse aus Abschnitt 5.2.3 ist bereits
bekannt, dass die unterdriickte Expression von Slfnl1 nicht zwingend mit einer
Cisplatinresistenz einhergehen muss (Abb. 36). Vergleicht man diese Daten mit den
ICso-Werten der einzelnen PARPi wird auch fiir die Resistenz gegen diese
Substanzklasse kein einheitliches Bild ersichtlich. Gegen Niraparib und Olaparib
ist mit W1 diejenige Zelllinie am empfindlichsten, die als einzige eine intrinsische
Slfn11-Expression vorweist (Abb. 36, 40). Die anderen Zelllinien, bei denen die
Helikase auf Proteinebene nicht detektiert werden konnte, zeigen unterschiedlich
starke Auspragungen einer Toleranz gegen diese beiden Vertreter. Bei Rucaparib
scheint es dagegen keinerlei Korrelation mit den Slfnl1-Leveln zu geben, da die

W1-Zellen eine dhnliche ICso wie alle anderen aufweisen.

Der Einfluss einer Re-Expression von Slfnll durch die Behandlung mit dem
HDAC-Inhibitor Entinostat soll nun ein besseres Verstindnis filir den

Zusammenhang der Helikase und den ICso-Werten der drei PARP1 liefern.
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Abbildung 42: Mittelwerte + SD der ICso-Werte der drei PARPi als Solobehandlung oder unter
Vorbehandlung mit Entinostat [0,1 pM] (n=3) in W1-, WICR-, A2780- und A2780cis-Zellen. Die
statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01.

Die in Abb. 42 dargestellten Daten zeigen, dass W1- und W1CR-Zellen durch die
Vorbehandlung mit Entinostat, was in diesen Zellen eine Expression von Slfnl1
verstirkt bzw. re-induziert (Abb. 37), signifikant gegen Niraparib und Olaparib
sensitiviert werden. Bei Rucaparib tritt dieser Effekt nicht auf, was, wie in den
zuvor interpretierten Daten darauf hindeutet, dass kein Zusammenhang zwischen
Slfn11-Expression und dem Ansprechen auf diesen PARP1 besteht. In den A2780-

Zellen sind dhnliche Tendenzen zu erkennen, die jedoch nicht signifikant sind.

Dass die Sensitivierung durch Entinostat gegen Niraparib und Olaparib in diesen
Zellen nicht so stark ist, wie in den zuvor besprochenen, liegt womdglich an der
schwicheren Induzierung der Slfnl1-Expression, die nur auf Genebene detektiert
werden konnte (Abb. 38). In den A2780cis-Zellen wird keine Reduktion der ICso-
Werte erzielt, was auf die génzlich fehlende Beeinflussung der Slfnll-Level
zuriickgefiihrt werden kann. Anhand dieser Erkenntnis ist auch ein Unterschied
zwischen der Resistenz gegen Cisplatin und den PARPi ersichtlich. Gegen ersteres
fiihrt die HDAC-Inhibition ebenfalls zu einer Sensitivierung, was in den A2780cis-
Zellen nicht auf einen Slfnll-bezogenen Mechanismus zuriickzufiihren ist

(Abb. 38). Gegen die PARPI ist dieses Phdnomen nicht aufgetreten und spricht
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dafiir, dass zumindest die Toleranz gegen Niraparib und Olaparib von einer

unterdriickten Expression der Helikase vermittelt ist.

Zusammenfassend kann  nun  geschlussfolgert  werden, dass die
Kombinationsbehandlung aus Niraparib oder Olaparib mit Entinostat starke
antitumorale Effekte, auch in cisplatinresistenten Zellen, erzielen kann. Diese
hingen mit der durch den HDAC-Inhibitor induzierten, verdnderten
Expressionsregulation von Slfnl1 zusammen. Die unterschiedliche Sensitivierung
gegen die einzelnen PARPi ist moglicherweise von ihrer Befdhigung zum PARP-
Trapping beeinflusst. Diese ist bei Niraparib stirker ausgeprégt als bei den beiden
anderen untersuchten Vertretern und die Entinostat-Vorbehandlung hat den groften
Einfluss auf dessen ICso-Werte [356]. Ein dhnlicher Zusammenhang wurde in einer
anderen Arbeit mit dem nochmal deutlich stirkeren PARP-Trapper Talazoparib
geschlussfolgert [148]. Demzufolge sprechen auch die hier untersuchten
cisplatinresistenten Tumorzellen besser auf eine Behandlung mit einem starken

PARP-Trapper an, wenn die Helikase exprimiert wird.

Fiir die anderen untersuchten Verbindungen, Olaparib und Rucaparib, gilt, dass sie
sich in dieser Fahigkeit nahezu gleichen [245, 246]. Die unterschiedlichen Folgen
fiir die Resistenz gegen diese beiden Vertreter durch die HDAC-Inhibition stellt
womoglich ihr unterschiedliches Wirkspektrum dar. So inhibiert Rucaparib neben
den PARP-Enzymen auch einige Tankyrasen und hat in anderen Arbeiten ein
breiteres Wirkspektrum als die beiden anderen Vertreter demonstriert
[246, 355, 357]. Dies liefert auch eine Erklarung fiir die beobachteten Unterschiede
in den ICso-Werten der sieben untersuchten Zelllinien. Wahrend die Werte von
Niraparib und Olaparib deutlichen Schwankungen unterliegen, sind die von
Rucaparib weitestgehend konstant (Abb. 40), was auf dessen groBere Unselektivitét

zuruckzufuihren ist.

5.3.5 Bedeutung der ATR- und den downstream Kinasen fiir die

Resistenz gegen PARPi

Die durchschlagenden Effekte der Vorbehandlung mit subtoxischen Mengen des

ATR-Inhibitors Elimusertib auf die Cisplatinresistenz der Ovarialkarzinome sollen
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nun im Zusammenhang mit der Kreuzresistenz gegen die PARPi untersucht
werden. Die ersten Versuche erfolgten zundchst mit Niraparib und dem W1- und

A2780-Zellpaar.
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Abbildung 43: Gemittelte ICso-Werte £ SD der Viabilitdtsassays von Niraparib und der
Kombination mit Elimusertib (eli) eines n = 3 (A). Gemittelte Werte + SD des Anteils apoptotischer
Zellen des Annexin V/PI-Assays eines biologischen Triplikats (n=3) (B). Darstellung des
Apoptose-Assays in Form von représentativen Dotplots. Die in Rot eingezeichneten Zellen sind
entweder friih- (Q3) oder spét-apoptotisch (Q2) (C). Als Test auf statistische Signifikanz in (A) und
(B) wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. *:p <0,05; **:p<0,01; ***p<0,001;
**%* p <0,0001.

Die Daten des MTT-Assays (Abb.43 A) zeigen eine hoch signifikante
Sensitivierung gegen Niraparib durch die Behandlung mit Elimusertib. Ebenso ist
eine komplette Resistenziiberwindung festzustellen, die insbesondere bei den hoch
toleranten A2780cis-Zellen erwdhnenswert ist. Sie erfahren eine etwa 8-fache
Reduzierung ihres ICso-Werts, welcher damit unterhalb des solobehandelten

Wildtyps liegt. Die Befunde des Apoptose-Assays bestitigen die Ergebnisse der
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Viabilitdtsmessungen. Der Anteil apoptotischer Zellen wird durch die Zugabe des
ATRI, auBer in den bereits intrinsisch sensitiven W1-Zellen, signifikant erh6ht und
erreicht in allen Zelllinien ein dhnliches Niveau. Diese Daten belegen erneut die
grofle Bedeutung von ATR fiir die cisplatinresistenten Zellen. Die Kinase ist auch
fiir die Abwehr des von Niraparib induzierten replikativen Stresses sowie der

entstehenden DNA-Schédden essentiell.

Fiir eine Generalisierbarkeit dieser Befunde wurden in weiteren Versuchen die
Zelllinien EFO21 sowie das Kuramochi-Paar hinzugezogen. Des Weiteren wurden
die Kombinationsbehandlungen auch mit Olaparib und Rucaparib durchgefiihrt und
die anderen, zuvor verwendeten DDR-Inhibitoren SCH900776 (CHKI1i) und
Adavosertib (WEE11) ebenfalls mit diesen drei PARP1 getestet.

log,(ICs Solobehandlung/ IC5, Kombinationsbehandlung)

ATRi + Niraparib - 0.94 1.59 022 0.17 0.88 3
CHK1i + Niraparib - 0.14 0.47 024 034 0.04 018 001
WEEH1i + Niraparib 011 1.10 062 1.22 -018 017 019
12
ATRI + Olaparib - 1.90 206 1.26 1.94 1.06 072 035
CHK1i + Olaparib - 009 026 053 018 031 047 023
WEEH1i + Olaparib 089 033 020 024 0.50 058 036 .
ATRi + Rucaparib- 126 071 0.30 0.13 017 0.15 003
CHK1i + Rucaparib - 006 004 0.09 001 019 0.11 002
WEE1i + Rucaparib- 0.33 003 0.24 002 013 006 0413 I 0

W1 WI1CR  A2780 A2780cis Kura- Kuramochi EFO21
mochi "'CDDP?%

Abbildung 44: Ubersicht des errechneten log,-Verhiltnisses aus den 1Cso-Werten von Solo- und
Kombinationsbehandlungen der angezeigten PARPi mit dem ATRi Elimusertib [10 nM], dem
CHK1i SCH900776 [100 nM] oder dem WEE1li Adavosertib [10 nM] als Heatmap. Die Werte
wurden mindestens aus biologischen Triplikaten (n = 3) erfasst.

Die Ergebnisse der Behandlungsschemata von allen Zelllinien sind in einer
Ubersicht in Abb. 44 als logz-Verhiltnis dargestellt. Dies bedeutet, dass der Wert 1
die Halbierung des ICso-Werts durch eine Kombinationsbehandlung darstellt. Es ist
zu erkennen, dass die grofte Synergie der PARPi mit der ATR-Inhibition besteht
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und damit Analogien zu den Versuchen mit Cisplatin deutlich werden. Hierbei ist
auffillig, dass vor allem Niraparib und Olaparib von einer Co-Behandlung mit
Elimusertib in ihrer Wirkung verstiarkt werden, wéhrend dies fiir Rucaparib nur im
W1-Zellpaar gilt. Die gleichzeitige Gabe des CHK1i oder WEE1i haben deutlich
geringere sensitivierende Effekte. Lediglich die Kombination aus Niraparib und
Adavosertib halbiert die ICso-Werte der WI1CR- und A2780cis-Zellen. Insgesamt
werden v. a. diese beiden resistenten Subtypen sowie ihre Wildtypen von den
Kombinationsbehandlungen sensitiviert. Beim Kuramochi-Zellpaar erzielt
lediglich das Zusammenspiel von Olaparib mit dem ATRi Elimusertib einen Effekt,
was aufgrund der vorliegenden BRCA2-Mutation bemerkenswert ist. Die EFO21-
Zellen konnen durch die Inhibierungen des DDR-Signalwegs nicht nennenswert

gegen die getesteten PARP1 sensitiviert werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass auch die Substanzklasse der PARPi am
besten durch die ATR-Inhibition in ihrer Wirkung verstérkt wird. Die downstream
Kinasen CHK1 und WEE1 scheinen fiir die zelluldre Reaktion auf den induzierten
Stress und die DNA-Schiden weniger bedeutend zu sein. Moglich erscheint, dass
analog der Kombinationsexperimente mit Cisplatin die Inhibition von BRCA1 und
damit des HR-Signalwegs durch Elimusertib, anstelle des unterdriickten DDR-
signalings, zur Sensitivierung flihrt. Fraglich bleibt, wieso dies nicht in den
BRCA2-mutierten Kuramochi-Zellen zu beobachten ist. Mdglicherweise ist das
HR-signaling aufgrund dieser Gegebenheiten génzlich dereguliert und wird durch
andere Signalwege kompensiert, weshalb der ATR1 wenig Effekt zeigt. Die Theorie
wird durch die Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin bestéirkt, da die CHK1-
und WEEI1-Inhibition in diesem Zellpaar dhnlich starke Sensitivierungen wie die
von ATR hervorrufen (Abb. 33). Dadurch scheint im Falle der Platinresistenz der
Kuramochi'CDDP?°®-Zellen eher das DDR-signaling ursichlich zu sein, als die

HR wie in anderen untersuchten Modellen.

Ob dies jedoch tatsdchlich die zugrundeliegenden Mechanismen sind und warum
durch diese drei Inhibitoren nicht alle Zelllinien in dhnlicher Weise sensitiviert
werden, sollte das Ziel nachfolgender Untersuchungen sein. Zudem bleibt die Frage
ungeklért, worin die Unterschiede in der Resistenzvermittlung gegen die drei

PARP1 begriindet sind. Scheint sie gegen Niraparib und Olaparib dhnlich reguliert
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zu sein, wirken die vielversprechendsten Kombinationsbehandlungen mit
Rucaparib kaum. Zum weiteren Verstdndnis flir die unterschiedlich ausgeprigte
PARPi-Resistenz riickt deshalb die ndchste, regulatorische Kinase in der DNA-

Schadenserkennung, ATM, als neues target in den Fokus der Untersuchungen.

5.3.6 Bedeutung der ATM-Kinase fiir die Resistenz gegen PARPi

Die ATM-Kinase steht wie die zuvor untersuchte ATR am Anfang der
Signalkaskaden einiger DNA-Reparaturwege sowie der Zellzykluskontrolle. Sie
kann u. a. die HR einleiten und bietet als Angriffspunkt deshalb Potential zur
Sensitivierung gegen PARPi. Zudem ist bekannt, dass Tumore mit einer mutierten
Variante dieser Kinase gut auf PARPi ansprechen [358]. Die Ergebnisse der
Kombinationsbehandlungen mit dem selektiven ATMi AZD1390 sind in Abb. 45
dargestellt. Durch Viabilititsuntersuchungen im Vorfeld wurde mit 1 uM erneut

eine Konzentration gewdhlt, die alleine keine toxische Wirkung entfaltet.
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Abbildung 45: Gemittelte ICso-Werte = SD der Viabilitdtsassays der Behandlungen mit Niraparib
(A), Olaparib (B) oder Rucaparib (C) alleine oder mit AZD1390 (ATMi) [1 uM] (n = 3). Als Test
auf statistische Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. *: p <0,05; **: p <0,01;
*¥*% p <0,001; **** p <0,0001.

Die Daten zeigen erneut ein heterogenes Bild des Ansprechens auf die
Kombinationsbehandlungen. Wihrend die WI/W1CR- und A2780-Zellen gegen
alle PARPi signifikant sensitiviert werden, zeigen die A2780cis-Zellen nur
signifikante Verdnderungen im Ansprechen auf Olaparib und Rucaparib, wobei
diese bei letzterem sehr gering ausféllt. Auch in Kombination mit Niraparib ist ein
Absinken des ICso-Werts zu erkennen, was aufgrund der hohen
Standardabweichung jedoch nicht signifikant ist. Bei der cisplatinresistenten
Variante der Kuramochi-Zellen tritt ein solcher Effekt nur gegen Olaparib auf. In

threm Wildtyp sowie den EFO21-Zellen ist dies bei keinem der untersuchten
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Vertreter der Fall. Als Erklarung fiir das ausbleibende Ansprechen auf den ATMi
der EFO21 konnte die genetische Uberexpression der Kinase in diesen Zellen
dienen [311]. Somit reicht die eingesetzte Konzentration von AZD1390
moglicherweise nicht aus, um das nachgeschaltete signaling komplett zu
unterdriicken. Dass die A2780cis-Zellen nicht wie ihr Wildtyp signifikant gegen
Niraparib sensitiviert werden, konnte neben der hohen Standardabweichung auch
einer anderen zelluldiren Gegenreaktion geschuldet sein. Sie werden, von allen
untersuchten Zelllinien, am stérksten durch die Vorbehandlung mit dem ATRi
Elimusertib gegen diesen PARP1 sensitiviert (Abb. 44). Dies konnte bedeuten, dass
ATR fiir die zelluldre Antwort auf den durch Niraparib induzierten Stress in diesen

Zellen wichtiger ist als ATM.

Zur weiteren Untersuchung der Funktion der ATM-Kinase wurde der Inhibitor
AZD1390 auch in Kombination mit Cisplatin getestet, um mogliche Unterschiede

zwischen den Resistenzen gegen diese beiden Substanzklassen aufzudecken.
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Abbildung 46: Gemittelte ICso-Werte + SD der Viabilititsassays der Behandlungen mit Cisplatin
(A), alleine oder mit AZD1390 (ATMi) [1 uM] (n = 3). Als Test auf statistische Signifikanz wurde
ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. *: p < 0,05; **: p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. (B)
zeigt eine Ubersicht des errechneten log,-Verhiltnisses aus den ICso-Werten von Solo- und
Kombinationsbehandlungen der angezeigten PARPi und Cisplatins mit dem ATMi AZD1390
[1 uM] als Heatmap. Die Werte zur Berechnung entstammen den zuvor gezeigten Histogrammen.

Die erfassten Daten in Abb. 46 decken deutliche Unterschiede zwischen der
Cisplatin- und der PARP-Inhibitorresistenz auf. Wahrend die Zelllinien W1, WICR
und A2780 durch AZD1390 gegen alle PARPi z. T. sehr stark sensitiviert werden,
zeigt der Wirkstoff keine Verbesserung des Ansprechens auf Cisplatin. Im
Gegenteil wird die Resistenz der W1CR-Zellen sogar signifikant verstirkt. In den
EFO21- und Kuramochi-Zellen ist, wie schon bei den Kombinationsbehandlungen
mit den PARPi, kein Effekt zu erkennen. Im cisplatinresistenten Subtyp
Kuramochi'CDDP?*® ist dagegen eine signifikante Halbierung der ICso von
Cisplatin aufgetreten, die im untersuchten Zelllinienspektrum einzigartig ist. Die
Unterschiede im Kuramochi-Zellpaar liegen womdglich in den Verdnderungen der

zelluldren Abldaufe im Zuge der Resistenzziichtung gegen das Zytostatikum. So
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konnte es sein, dass die Kuramochi'CDDP?-Zellen andere ATM-vermittelte
DNA-Reparatursignalwege hochregulieren, die fiir die Abwehr von Cisplatin-
induzierten Schiden von Bedeutung sind. Diese vermittelten Prozesse scheinen
wiederum fiir die Abwehr von Olaparib wichtiger zu sein, als fiir die anderen beiden
PARPi, da AZD1390 nur dessen Wirkung in diesen Zellen verstdrken konnte. Diese
Vermutungen miissen jedoch in weiterfithrenden Untersuchungen bestétigt werden,
bspw. in einem ATM-kd Versuch mit einer entsprechenden Analyse der Aktivitét

beteiligter Signalwege unter diesen Bedingungen.

In Summe bietet die subtoxische Inhibition von ATM eine vielversprechende
Moglichkeit zur Sensitivierung gegen PARPi. Gegen Olaparib werden dabei die
meisten Zelllinien signifikant sensitiviert (Abb. 45, 46 B). Im Gegensatz zu den
vorher getesteten ATRi, CHKIi und WEEIli sind mit dem ATMi auch
Resistenziiberwindungen gegen Rucaparib aufgetreten. Die dabei erzielten log:-
Quotienten zeigen im W 1-Zellpaar mit diesem Vertreter sogar die grote Synergie
unter den untersuchten PARPi1 auf (Abb. 46 B). Die genauen Mechanismen hinter

diesen Effekten sollen im Folgenden noch etwas genauer analysiert werden

5.3.7 Zelluliare Auswirkungen der ATM-Inhibition

Fiir erste Untersuchungen nach den Ursachen dieses starken Effekts von AZD1390
in Kombination mit den PARPi wurde der Einfluss auf den Zellzyklus untersucht,
da ATM ein wichtiger Induktor des G1-checkpoints ist [121, 122]. Dies erfolgte in
den Zellpaaren W1/W1CR und A2780/A2780cis, wo die groBten Effekte erzielt

wurden. Diesbeziigliche Daten mit Niraparib sind in Abb. 47 erfasst.
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Abbildung 47: Exemplarische Diagramme der Zellzyklusmessungen von unbehandelten, mit
Niraparib [1 pM], mit AZD1390 (ATMi) [1 uM] oder mit deren Kombination behandelten
W1/WI1CR- und A2780/A2780cis-Zellen eines biologischen Dublikats (n = 2).

Die Daten liefern erste Erkenntnisse, warum die Zellen so stark auf eine
Kombination aus ATMi und PARP1i ansprechen. In allen Zelllinien, auller W1, tritt
ein breiterer und teilweise hoherer Peak der G1-Phase unter Niraparibbehandlung
auf. Dies spricht fiir ein Durchlaufen des Gl-checkpoints mit anschlieBendem
Zellzyklusarrest durch den vom PARPi induzierten Stress. Dass das Signal in den
W1-Zellen so schwach ausfillt, ist ihrer hoheren Sensitivitdt, verglichen mit den
anderen Zelllinien, gegen Niraparib geschuldet. In den Proben der
Kombinationsbehandlung aus ATMi, welcher alleine keinen Einfluss auf die
Phasenverteilung des Zellzyklus zeigt, und Niraparib ist in allen Zelllinien eine
deutliche VergroBBerung des G2-Peaks zu erkennen. Zudem ist eine Verkleinerung
der Gesamtpopulation sowie Rechtsverschiebung der Farbintensitit unter diesen
Bedingungen ersichtlich, was mit einer bereits einsetzenden Apoptose zu erkléren
ist. Durch die damit assoziierte Auflockerung der Zellmembran gelangt mehr
Propidiumiodid in den Nukleus und das Signal wird verstarkt. Diese sehr starken

Effekte sind bei diesem Versuch bereits nach 24 h Inkubationszeit aufgetreten,
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wohingegen die Zellviabilititsmessungen (Abb. 45) erst nach 72 h detektiert
wurden. Diese Daten belegen, dass Niraparib einen G1-Arrest induziert, was durch
die gleichzeitige Gabe eines ATMi unterbunden und damit die stark synergistische
Wirkung zu erkldren ist. Die Versuche waren jedoch zum Ende dieser Arbeit noch
nicht ganz abgeschlossen, weshalb die Daten aus Abb. 47 nur als biologisches
Duplikat vorliegen und deshalb noch keine statistische Analyse durchgefiihrt
wurde. Aufgrund der Deutlichkeit der Verschiebungen sind sie trotzdem
aussagekraftig und fiir die Erkldarung der Wirkweise dieser beiden Substanzen von
Bedeutung. Die nachfolgenden, finalen Untersuchungen sehen zudem noch eine
Beteiligung der ATM-Kinase in einem anderen, nicht DNA-Reparatur assoziierten

Kontext, vor.

5.3.8 Beeinflussung der HSP27-Aktivitit durch ATM-Inhibition

Fiir die letzten Tests dieser Arbeit wurde eine Verkniipfung des signalings der
DNA-Reparaturkinasen zu den Hitzeschockproteinen herangezogen, welche fiir die
Ausbildung von Resistenzen ebenso urséchlich sein konnen. Aus vorangegangenen
Arbeiten ist bereits bekannt, dass HSP27 ein wichtiger Regulator der
Cisplatinresistenz der W1CR-Zellen ist. Fiir die Untersuchungen zur intrinsisch
erhohten Toleranz gegen die PARP1 stellte sich nun die Frage, ob dieses Chaperon
auch eine Rolle in der Vermittlung von DNA-Reparaturprozessen spielt. Zunichst
wurde jedoch untersucht, ob diese Deregulierung der Expression ein generelles

Phinomen cisplatinresistenter Zellen ist.

Zu beachten ist an dieser Stelle jedoch, dass es sich bei den gezeigten, bisher
erfassten Daten nur um biologische Duplikate handelt und eine statistische Analyse
sowie die exakte Aussagefdhigkeit erst nach Erhoéhung der Stichprobenzahl

erfolgen kann.
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Abbildung 48: Exemplarische Western Blots von pHSP27 in allen untersuchten Zelllinien (A), von
HSF1 und HSP70 in unbehandelten W1- und W1CR-Zellen sowie die resultierende, relative
Expression (B). Exemplarische Western Blots von HSP27 und pHSP27 in unbehandelten W1- und
WI1CR-Zellen oder unter Vorbehandlung mit AZD1390 (ATMi) [10 uM] sowie die resultierende,
relative Expression (C) eines biologischen Duplikats (n = 2).

In Abbildung 48 A ist zu erkennen, dass alle drei Zelllinien mit erworbener
Toleranz eine deutlich verstirkte Expression der aktivierten Form pHSP27
vorweisen. Die trifft allerdings fiir die intrinsisch resistenten EFO21-Zellen nicht
zu. An dieser Stelle fehlen jedoch noch zusétzliche Expressionsdaten des gesamten
HSP27, aber die vorliegenden Befunde sprechen fiir eine Hochregulierung der
Aktivitdt dieses Chaperons wiahrend des Erwerbs der Resistenz. Eine detaillierte
Analyse der Expression weiterer Hitzeschockproteine ist zundchst nur im W1-
Zellpaar durchgefiihrt worden, da in diesen bereits der Zusammenhang mit der
Cisplatinresistenz belegt ist [192]. Die Daten in Abb. 48 B zeigen, dass nicht nur
das HSP27, sondern mit HSP70 auch ein weiteres, mit Resistenzphdnomenen
assoziiertes Chaperon, sowie der zugehorige Transkriptionsfaktor HSF1 in den
W1CR-Zellen deutlich hochreguliert sind. Da es Berichte {iber die Wechselwirkung
zwischen der ATM-Kinase und HSP27 gibt, sollte die Beeinflussung der Aktivitét
durch den Einsatz von AZD1390 untersucht werden [197, 199]. Die Daten aus
Abb. 48 C zeigen, dass der ATMi in der Lage ist die Expression von HSP27
innerhalb einer 24-stiindigen Inkubationszeit deutlich zu reduzieren. Dieser Effekt

lasst allerdings bei einer ldngeren Exposition nach und hat bereits nach 48 h wieder
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den Ausgangswert der unbehandelten Proben. Trotzdem konnte diese Interaktion
des Inhibitors mit der HSP27-Aktivierung eine Erkldrung fiir dessen starke
Wirksamkeit in Kombination mit den PARP1 in diesen Zellen sein. Warum dies
jedoch nicht fiir Cisplatin gilt (Abb. 46), muss noch weiter untersucht werden. Eine
mogliche Erklirung ist, dass fiir diese Resistenz andere Effekte des Chaperons,
bspw. die Bereitstellung reduzierender Verbindungen wie Glutathion, wichtiger
sind als die Wechselwirkung mit ATM. Zudem miissen weiterfiihrende
Experimente zeigen, ob die unterdriickte Phosphorylierung durch AZD1390 auch
in den anderen resistenten Zelllinien auftritt. Dennoch stellt der Zusammenhang
zwischen HSP27 und einer PARPi-Resistenz ein vollig unbekanntes Phidnomen dar,
welches nun in einem zukiinftigen Projekt mittels eines knockdowns des Chaperons

naher untersucht werden soll.

5.3.9 Zusammenfassung der Resistenzen gegen PARPi und Strategien

zu deren Uberwindung

Aus diesem Kapitel geht hervor, dass die untersuchten Zelllinien sehr heterogen auf
Niraparib und Olaparib ansprechen, wéhrend Rucaparib in nahezu allen gleich
effektiv ist. Dies bedeutet auch, dass eine Kreuzresistenz cisplatinresistenter Zellen
ebenfalls eher gegen Niraparib und Olaparib besteht. Zudem ist die BRCA2-
Mutation der Kuramochi-Zellen kein Indikator eines besseren Ansprechens gegen
diese Verbindungsklasse. Die Expression der Helikase Slfn11 steht ebenso mehr im
Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Niraparib und Olaparib, als auf
Rucaparib. Die Kombinationsbehandlungen mit den eingesetzten DDR-Inhibitoren
zeichnen ebenso ein heterogenes Bild der Wirkweise der untersuchten PARPi in
den einzelnen Zelllinien. Sie stellen, wie schon bei den Experimenten mit Cisplatin,
den ATRi Elimusertib als vielversprechenderen Ansatz als die Inhibition von
CHKI1 oder WEEI heraus. Noch stirkere sensitivierende Eigenschaften zeigt
dagegen der ATMi AZD1390, welcher eine massive Deregulierung des Zellzyklus
in Kombination mit Niraparib ausldst. Zudem legt seine Wechselwirkung mit dem
resistenzerzeugenden Chaperon HSP27 eine vollig neue Verkniipfung in der

Betrachtung der PARPi-Resistenz von Ovarialkarzinomen offen.
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Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass PARPi durchaus in platinresistenten
Tumoren wirksam sein konnen, die genaue Auswahl des Vertreters jedoch
Unterschiede  im  Therapieerfolg ~ ausmachen  kann. An  welchen
molekularbiologischen Faktoren dies abzulesen ist, miissen weiterfithrende

Untersuchungen zeigen.
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Abbildung 49: Ubersicht der Wirkmechanismen der drei verwendeten PARPi sowie der
untersuchten Ansitze zur Resistenziiberwindung.

123



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum ndheren Verstdndnis der Mechanismen einer
Chemoresistenz gegen Cisplatin sowie PARP-Inhibitoren in Ovarialkarzinomen
leisten. Besonderer Fokus liegt dabei auf der Kontrolle der Redox-Balance sowie
DNA-Reparatursignalwegen in cisplatinresistenten Zellen, verglichen mit ihren
jeweiligen Wildtypen. Dies erfolgt mittels Testungen neuartiger Wirkstoffe wie
organischen Goldverbindungen als Hemmer der Thioredoxinreduktase, selektiven
Inhibitoren gegen regulatorische Kinasen der DNA-Schadensreparatur sowie
epigenetisch wirksamen Substanzen und den durch sie induzierten Verdnderungen

zelluldrer Ablaufe.

Im ersten Abschnitt wird demonstriert, dass die goldhaltigen Wirkstoffe Auranofin,
UB-1 und MC3 starke antitumorale Effekte im WI1- und A2780-Zellpaar
vermitteln. Zudem sind Unterschiede in ihrer Potenz ersichtlich, die zeigen, dass
der Biscarben-Komplex deutlich niedrigere ICso-Werte erzielt als die Gold(I)-
Phosphine, gegen die zudem eine leichte Kreuzresistenz in den A2780cis-Zellen
auftritt. Als deren Ursache ist Nrf2 anzusehen, welches in diesen Zellen
iiberexprimiert vorliegt. Dessen upstream Substrat ERK 1/2 geht als wichtiger
Regulator der Apoptose in den Ovarialkarzinomzellen hervor, der zudem
unterschiedliche zelluldre Auswirkungen zwischen Gold- und Platinverbindungen
offenlegt. Wiahrend die Kinase fiir die Abwehr des oxidativen Stresses, induziert
durch die TrxR-Hemmung, von Bedeutung ist, fordert sie die Apoptose unter dem
Einfluss des Cisplatins. Die Goldverbindungen erweisen sich in diesen
Untersuchungen als vielversprechender Therapieansatz, welcher nun durch in vivo

Versuche auf Effektivitit und Vertrdglichkeit getestet werden sollte.

Als weiteres Ziel zur Resistenziiberwindung in den Ovarialkarzinomzelllinien
wurden DNA-Reparaturprozesse untersucht, welche die zelluldre Reaktion auf die
durch Cisplatin induzierten Schiaden einleiten. Aus den Untersuchungen geht die
ATR-Kinase als attraktives target fiir Kombinationsbehandlungen zur
Uberwindung einer Cisplatinresistenz hervor. Ihr selektiver Inhibitor Elimusertib
fiihrt in subtoxischen Dosen universell zu einer signifikanten Sensitivierung gegen

das Zytostatikum. Die Bedeutung der downstream Proteine ist im untersuchten
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Zusammenfassung

Zelllinienspektrum dagegen sehr heterogen. Wihrend die Inhibition von CHKI
oder WEEI in einigen dhnlich starke Effekte erzielte, erwirken diese Ansdtze in
anderen Zelllinien keinen Erfolg. Fiir die Reaktion auf DNA-Schéden ist zudem die
Aktivierung der homologen Rekombination via BRCA1 durch ATR bedeutsam.
Zusitzlich ist erwiesen, dass eine fehlende Slfnl1-Expression nicht als genereller
Resistenzmarker fiir Cisplatin fungieren kann. Eine durch den HDAC-Inhibitor
Entinostat induzierte Expression der Helikase eignet sich hingegen zur
Resistenziiberwindung. Dieses Vorgehen bietet ebenso eine Moglichkeit zur
Sensitivierung gegen die beiden PARPi Niraparib und Olaparib, welche stark
schwankende ICso-Werte in den sieben Zelllinien aufweisen. Dagegen zeigt
Rucaparib eine vergleichbare Wirksamkeit, unabhéngig einer Cisplatinresistenz.
Die Kombination mit dem ATRi Elimusertib erzielt auch bei dieser Substanzklasse
einen synergistischen Effekt, besonders mit Niraparib und Olaparib, die sich
insgesamt in ihrer Wirkweise ndherzustehen scheinen, als Rucaparib. Die
downstream Substrate von ATR bieten weniger sensitivierendes Potential - die
Inhibition von WEEI ist dabei effektiver als jene von CHK 1. Mit ATM sticht eine
weitere Kinase der DNA-Reparatur als vielversprechendes Ziel fiir
Kombinationsbehandlungen mit PARPi, nicht jedoch mit Cisplatin, heraus. Der
ATMi AZD1390 induziert mit Niraparib eine massive Akkumulation von G2/M-
Zellen. Neben dieser Beeintrachtigung des Zellzyklus, konnte auch die verminderte
Aktivitdt von HSP27, welches in allen Zellen mit erworbener Cisplatinresistenz

iberexprimiert vorliegt, flir den starken Synergismus ursichlich sein.

Insgesamt werden in dieser Arbeit neue Strategien gezeigt die Cisplatin- und
PARP-Inhibitorresistenz von Ovarialkarzinomen zu tiberwinden, welche nun durch
in vivo Versuche weiterverfolgt werden sollten. Gleichzeitig wird die Heterogenitét
deutlich, mit der bereits ein paar Vertreter derselben Tumorentitit auf verschiedene
Wirkstoffe reagieren. Fiir die Ubertragung in die klinische Praxis bedeutet dies die
Notwendigkeit eines griindlichen Screenings der molekularen Eigenschaften eines
Tumors fiir die korrekte Auswahl einer patientenindividuellen Behandlung.
Feststeht, dass es Wege gibt, behandlungsresistente Tumore zu bekdmpfen, die in
Zukunft dazu beitragen konnen das Leid Erkrankter zu mildern oder sie gar zu

heilen.
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Gating-Strategie des Annexin V-PI-Assays. Zunédchst wurde
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Temperaturprogramm und Detektionsprinzip der qPCR.

Erstellt mit BIORENAEr.COM ...ooovvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene

Zellviabilitdt unter dem Einfluss der Goldverbindungen und
Cisplatin. Gezeigt sind exemplarische Dosis-Wirkungskurven
einer Messung unter Behandlung mit Auranofin (A und B),
UB-1 (C und D) sowie MC3 (E und F) jeweils im Vergleich
zu Cisplatin in den Zellpaaren A2780/A2780cis und
WI1/WICR. In den Tabellen unter den Kurven sind die

gemittelten [Cso-Werte = SD (n = 4) aufgelistet [339]. ...............

Gemittelte ICso-Werte £ SD von Cisplatin als alleinige
Behandlung oder in Kombination mit den Goldverbindungen
in subtoxischen Mengen in A2780/A2780cis-Zellen (A) und
WI1/W1CR-Zellen (B). Als Vorbehandlung wurden Auranofin
mit [0,1 uM], UB-1 mit [1 uM] und MC3 mit [0,01 uM]
eingesetzt (n =4). Als Test auf statistische Signifikanz wurde
fiir jede Zelllinie eine One-Way ANOVA mit nachfolgendem
Dunnett’s Test durchgefiihrt, die Kontrolle ist dabei die
Solobehandlung mit Cisplatin; ***: p <0,001. In der Tabelle
unter den Histogrammen sind die ermittelten CI-Werte
aufgelistet. Es  gilt, dass  CI<1 = Synergismus,
Cl=1=additiver Effekt und CI> 1= Antagonismus

[321, 330Tcovvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s eesee e s e ee s

Intrazelluldrer Goldgehalt nach einer Behandlung iiber 72 h
mit 0,1 uM Auranofin (A) oder 0,01 uM MC3 (B) in
A2780/A2780cis- und WI1/W1CR-Zellen. Die dargestellten
Daten sind Mittelwerte + SD eines n = 3. Die Priifung auf
Signifikanz erfolgte mittels t-Test und wegen der stark
abweichenden SD mit nachfolgender Korrektur nach Welch.

¥ p <0,05; ¥ p < 0,01 [339]. cciiieieeeeee e

Intrazelluldrer ROS-Gehalt als Verhiltnis nach 24 h und nach
4 h Behandlung. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-
Way ANOVA und nachfolgendem Dunnett’s Test fiir jede
Zelllinie mit der unbehandelten Probe als Kontrolle.
*p<0,05 **:p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001

Relative Expression von Nrf2 in unbehandelten W1/W1CR-
und A2780/A2780cis-Zellen (A) sowie unter Behandlung mit
MC3 [0,01 uM], Auranofin [0,1 uM] und cDDP [1 puM] in
WI1/WI1CR-Zellen (B) und A2780/A2780cis-Zellen (C).
Dargestellt ist jeweils ein reprisentativer Blot des
biologischen Triplikats (n = 3), dessen relative Expressionen
in den Histogrammen unter den Bildern dargestellt sind. Die
Werte der Proteinexpression wurden auf die unbehandelte
Wildtypzelle (A) oder auf die jeweilige unbehandelte Zelle (B
und C) normalisiert. Als Test auf statistische Signifikanz
wurde ein ungepaarter t-Test (A) oder eine One-Way ANOVA
mit nachfolgendem Dunnett’s Test (B und C) durchgefiihrt.

552 15 < 0,01 [339] woreveeeeeeeeeeeeeeeseeee s ses e eese e e ee e ee e
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Relative Expression von Trx in unbehandelten W1/W1CR-
und A2780/A2780cis-Zellen (A) sowie unter Behandlung mit
MC3 [0,01 uM], Auranofin [0,1 pM] und cDDP [1 uM] in
WI1/WI1CR-Zellen (B) und A2780/A2780cis-Zellen (C).
Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Blot des
biologischen Triplikats (n = 3), dessen relative Expressionen
in den Histogrammen unter den Bildern dargestellt sind. Die
Werte der Proteinexpression wurden auf die unbehandelte
Wildtypzelle (A) oder auf die jeweilige unbehandelte Zelle (B
und C) normalisiert. Als Test auf statistische Signifikanz
wurde ein ungepaarter t-Test (A) oder eine One-Way ANOVA
mit nachfolgendem Dunnett’s Test (B und C) durchgefiihrt.

¥ p <0,05; ¥ p < 0,01 [339].eeiieciieeieeeeeee e

Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyklus unter den
angegebenen Behandlungen. Statistische Signifikanz wurde
mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Dunnett's Test

ermittelt. *: p <0,05; **: p <0,01; *** p <0,001 [339].............

ICso-Werte der Behandlung von A2780/A2780cis-Zellen mit
Auranofin (A) oder MC3 (B) als Monobehandlung oder in
Kombination mit den angezeigten Inhibitoren. Die Daten sind
als Mittelwerte = SD eines n =4 dargestellt. Als Test auf
statistische Signifikanz wurde eine One-Way ANOVA mit

nachfolgendem Dunnett’s Test durchgefiihrt [339]. ...................

Expressionen von ERK 1/2 und pERK1/2 in
A2780/A2780cis-Zellen sowie unter Behandlung mit MC3
[0,01 uM], Auranofin [0,1 uM] und cDDP [1 uM] (A).
Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Blot des
biologischen Triplikats (n=3) und das Verhiltnis der
relativen Expressionen von pERK 1/2 und ERK 1/2. Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-Way ANOVA und
nachfolgendem  Dunnett’s Test. AuBlerdem ist die
Kombinationsbehandlung von SCH772984 mit den
Goldverbindungen (B) und Cisplatin (C) dargestellt. Die
statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem t-Test.
*p<0,05, **:p<0,0l; ***p<0,001; ****p<0,0001

[339T. oo eeeeeeeeee oo s e e seee e see e s e

Ubersicht der Signalwege, welche fiir die Erforschung der

Wirkweise von Goldverbindungen untersucht wurden [339]. ....

Exemplarische Dosis-Wirkungskurve der Behandlung von
WI1/WICR- und A2780/A2780cis-Zellen mit Elimusertib
sowie die ausgewidhlte Konzentration fiir eine
Kombinationsbehandlung (schwarzes Rechteck). In der
Tabelle daneben sind die gemittelten ICso-Werte + SD des
biologischen Triplikats gelistet (A). Gemittelte ICso-Werte +
SD der Kombinationsbehandlung von Cisplatin  mit
Elimusertib (eli) eines n=35 (B). Die statistische Analyse
erfolgte mittels ungepaartem t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01;

85 0 < 0,001 F55% p < 0,000 +.ovveooreeeeereeeseesee e eeeseeeeeee
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Abbildung 24: Darstellung des Apoptose-Assays in Form von reprasentativen

Dotplots unter den angegebenen Behandlungen. Die in Rot
eingezeichneten Zellen sind entweder frith- (Q3) oder spit-
apoptotisch (Q2) (A). Gemittelte Werte + SD des Anteils
apoptotischer Zellen des biologischen Triplikats (n = 3) (B).
Als Test auf statistische Signifikanz wurde ein ungepaarter t-

Test durchgefiihrt. *: p <0,05; **: p <0,01; *** p <0,001........

Abbildung 25: Expressionen von ATR und pATR in WI/W1CR- (A) und

A2780/A2780cis-Zellen (B) wunter den angegebenen
Behandlungen: ¢cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist
jeweils ein repriasentativer Blot des biologischen Triplikats
(n=3) und das Verhéltnis der relativen Expressionen von
pATR und ATR. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-

Way ANOVA und nachfolgendem Tukey Test...........ccceeuunneenn.

Abbildung 26: Exemplarische Western Blots von ATR in W1/WI1CR- und

A2780/A2780cis-Zellen unter Behandlung mit Kontroll-
siRNA (ctr) oder ATR knockdown-siRNA (siATR). Uber den
Bildern ist die relative Expression von ATR unter den
jeweiligen Bedingungen angegeben. Die Histogramme
reprisentieren die Mittelwerte + SD der ICso-Werte von
Cisplatin unter der Behandlung mit Kontroll-siRNA (scr) oder
ATR knockdown-siRNA (kd). Die statistische Analyse

erfolgte mittels ungepaartem t-Test. *: p < 0,05.....cccceevrirennnenn.

Abbildung 27: Exemplarischer Western Blot der Expression von ATR in den

gekennzeichneten Zelllinien. Zudem ist der Mittelwert = SD
der relativen Expression eines biologischen Triplikats (n = 3)
auf W1-Zellen normalisiert dargestellt. Die Uberpriifung der
statistischen Signifikanz erfolgte mittels ungepaartem t-Test

zwischen den jeweiligen Zellpaaren. *: p < 0,05......cccceeeveennen.

Abbildung 28: Exemplarische Dosis-Wirkungskurve der Behandlung des

Kuramochi-Zellpaars und der EFO21-Zellen mit Elimusertib
sowie die 10 nM der Kombinationsbehandlung als schwarzes
Rechteck eingezeichnet. In der Tabelle daneben sind die
gemittelten ICso-Werte £ SD des biologischen Triplikats
gelistet  (A). Gemittelte ICso-Werte + SD  der
Kombinationsbehandlung von Cisplatin mit Elimusertib (eli)
eines n =4 (B). Die statistische Analyse erfolgte mittels One-
Way ANOVA und nachfolgendem Dunnett’s Test.

*p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001........

Abbildung 29: Heatmap der mittels SynergyFinder Plus kalkulierten CI-

Werte fiir die Behandlungen mit Elimusertib und Cisplatin in
den angegebenen Konzentrationen in den sieben untersuchten

ZEIINIETN. «eeeveiiiiieieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeees

Abbildung 30: Verteilung der Zellen auf die Phasen des Zellzyklus unter den

angegebenen Behandlungen (A). Cisplatin wurde mit [1 uM]
und Elimusertib mit [10nM] eingesetzt. Statistische
Signifikanz wurde mittels One-Way ANOVA und
nachfolgendem Dunnett's Test ermittelt. *:p <0,05;
##:p<0,01; **#*p<0,001. Ubersicht des untersuchten
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Signalwegs, der durch die platinbasierten DNA-Schiaden
eingeleitet wird, mit den Angriffspunkten der nachfolgend

eingesetzten Inhibitoren. Erstellt mit BioRender.com (B). ..........

Abbildung 31: Expressionen von CHK1 und pCHK1 in WI/W1CR- (A) und
A2780/A2780cis-Zellen (B) wunter den angegebenen
Behandlungen: ¢cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist
jeweils ein repriasentativer Blot des biologischen Triplikats
(n=3) und das Verhéltnis der relativen Expressionen von
pCHKI1 und CHKI. Die statistische Analyse erfolgte mittels
One-Way ANOVA wund nachfolgendem Tukey Test.

Fp <0,05; % p < 0,01, oo e

Abbildung 32: Mittelwerte = SD der relativen Viabilitidt der angegebenen
Zelllinien unter der Behandlung mit SCH900776 [0,1 uM]und
[1 uM] sowie Adavosertib [10 nM] und [100 nM] in Prozent,

jeweils bezogen auf eine PBS-behandelte Negativkontrolle........

Abbildung 33: Gemittelte ICso-Werte + SD der Kombinationsbehandlung von
Cisplatin mit SCH900776 (CHKI1i) (A) und Adavosertib
(WEEli) (B) in W1/WICR- und A2780/A2780cis-Zellen
(n=3) sowie in Kuramochi/KuramochiiCDDP*®- ynd
EFO21-Zellen (n=4) (C). Die statistische Analyse erfolgte
mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Dunnett’s
Test. *:p <0,05; **:p<0,01; *EE: p <0,001;

R s I 0 (0 R

Abbildung 34: Expressionen von BRCA1 und pBRCAI in W1/WICR- (A)
und A2780/A2780cis-Zellen (B) unter den angegebenen
Behandlungen: ¢cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist
jeweils ein repriasentativer Blot des biologischen Triplikats
(n=3) und das Verhéltnis der relativen Expressionen von
pBRCA1 und BRCAI. Die statistische Analyse erfolgte
mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Tukey Test.

Fp <0,05; % p < 0,01, oo

Abbildung 35:Expression von Rad51 in WI1/WICR- (A) und
A2780/A2780cis-Zellen (B) wunter den angegebenen
Behandlungen: ¢cDDP [1 uM] und eli [10 nM]. Dargestellt ist
jeweils ein repriasentativer Blot eines biologischen Quartetts
(n=4) und die auf die jeweilige unbehandelte Wildtypzelle
normalisierten Rad51-Expressionen. Die statistische Analyse
erfolgte mittels One-Way ANOVA und nachfolgendem Tukey

Test. *:p <0,05; ¥*:p < 0,01, cooiiieiieeeeeeee e

Abbildung 36: Gemittelte ICso-Werte + SD der Behandlung mit Cisplatin in
den angezeigten Zelllinien (n=6) (A). Die statistische
Analyse erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem t-Test.
*a%E p<0,0001. In (B) ist ein exemplarischer Western Blot
des biologischen Triplikats der Slfnll-Expression in den
angezeigten Zelllinien dargestellt............ccooeviiiininininnennne

Abbildung 37: Mittelwerte = SD der relativen mRNA-Expression von Slfnl 1
im WI1-Zellpaar unter Behandlung mit Decitabin (Dec),
Tazemetostat (Taz) oder Entinostat (Ent), normalisiert auf
unbehandelte W1-Zellen (A). Reprisentative Western Blots
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Abbildung 38:

Abbildung 39:

Abbildung 40:

Abbildung 41:

Abbildung 42:

Abbildung 43:

eines biologischen Triplikats der zuvor genannten
Behandlungen im W 1-Zellpaar (B). Mittelwerte + SD der ICso-
Werte von ¢cDDP unter Vorbehandlung mit den genannten
Substanzen (C). Die statistische Analyse erfolgte mittels
ungepaartem, zweiseitigem t-Test. *: p < 0,05; **: p <0,01.......
Mittelwerte + SD der relativen mRNA-Expression von Slfnl1
im A2780-Zellpaar unter Behandlung mit Entinostat (Ent),
normalisiert auf mit [0,1 pM] behandelte A2780-Zellen (A).
Reprisentativer Western Blot eines biologischen Triplikats der
zuvor  angezeigten  Behandlungen, verglichen  mit
unbehandelten W1-Zellen (B). Mittelwerte = SD der 1Cso-
Werte von cDDP unter Vorbehandlung mit den angezeigten
Substanzen (C). Die statistische Analyse erfolgte mittels
ungepaartem, zweiseitigem t-Test. *: p <0,05. .....coceviriininnns
Mittelwerte = SD der ICso-Werte (n =4) von Niraparib (A)
und Cisplatin nach einer Vorbehandlung mit Niraparib (B) in
WI1- und WICR-Zellen. Zudem sind exemplarische Dosis-
Wirkungskurven des Ansprechens auf Cisplatin, Niraparib
oder beiden zusammen in W1- und W1CR-Zellen dargestellt
(C). Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem,
zweiseitigem t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001....
Mittelwerte £ SD der ICso-Werte (n=4) von Niraparib,
Olaparib und Rucaparib in den angezeigten Zelllinien (A). Die
statistische ~ Analyse  erfolgte mittels ungepaartem,
zweiseitigem t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001;
HAFE D <O,0001. et
Exemplarischer Western Blot der Expression von PARP1 in
den gekennzeichneten Zelllinien. Zudem ist der Mittelwert +
SD der relativen Expression eines biologischen Triplikats
(n=3) auf WI-Zellen normalisiert dargestellt (A). Die
statistische =~ Analyse erfolgte mittels ungepaartem,
zweiseitigem t-Test. *:p <0,05. Exemplarische Dosis-
Wirkungskurve eines n = 3 der Behandlung von W1/W1CR-
und A2780/A2780cis-Zellen mit NMS-P118 (B).......ccccccuunee..e.
Mittelwerte = SD der ICso-Werte der drei PARPi als
Solobehandlung oder unter Vorbehandlung mit Entinostat
[0,1 uM] (n=3) in W1-, WICR-, A2780- und A2780cis-
Zellen. Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaartem,
zweiseitigem t-Test. *: p <0,05; **: p <0,01. ..cccevvevrvrerrreennen.
Gemittelte ICso-Werte = SD der Viabilititsassays von
Niraparib und der Kombination mit Elimusertib (eli) eines
n=3 (A). Gemittelte Werte + SD des Anteils apoptotischer
Zellen des Annexin V/PI-Assays eines biologischen Triplikats
(n=3) (B). Darstellung des Apoptose-Assays in Form von
reprisentativen Dotplots. Die in Rot eingezeichneten Zellen
sind entweder frith- (Q3) oder spét-apoptotisch (Q2) (C). Als
Test auf statistische Signifikanz in (A) und (B) wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefiihrt. *:p <0,05; **:p<0,01;
%k p <0,001; #F¥% p <0,0001..cceeiiiiiiiiiieiee
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Abbildung 44: Ubersicht des errechneten log-Verhiltnisses aus den ICso-
Werten von Solo- und Kombinationsbehandlungen der
angezeigten PARPi mit dem ATRi Elimusertib [10 nM], dem
CHK1i SCH900776 [100 nM] oder dem WEEIi Adavosertib
[10 nM] als Heatmap. Die Werte wurden mindestens aus
biologischen Triplikaten (n = 3) erfasst........cccceeeuvevveeviieneennnns 112

Abbildung 45: Gemittelte 1Cso-Werte = SD der Viabilititsassays der
Behandlungen mit Niraparib (A), Olaparib (B) oder Rucaparib
(C) alleine oder mit AZD1390 (ATMi) [1 uM] (n=3). Als
Test auf statistische Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test
durchgefiihrt. *:p <0,05; **:p<0,01; ***p<0,001;
FHEE D <O,0001. i 115

Abbildung 46: Gemittelte ICso-Werte = SD der Viabilititsassays der
Behandlungen mit Cisplatin (A), alleine oder mit AZD1390
(ATMi) [1 uM] (n=3). Als Test auf statistische Signifikanz
wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. *:p <0,05;
¥ p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. (B) zeigt eine
Ubersicht des errechneten logs-Verhiltnisses aus den ICso-
Werten von Solo- und Kombinationsbehandlungen der
angezeigten PARPi und Cisplatins mit dem ATMi AZD1390
[1 uM] als Heatmap. Die Werte zur Berechnung entstammen
den zuvor gezeigten Histogrammen. ...........c.ccoeeeereeenieenieeneenne. 117

Abbildung 47: Exemplarische Diagramme der Zellzyklusmessungen von
unbehandelten, mit Niraparib [1 uM], mit AZD1390 (ATMi)

[1 uM] oder mit deren Kombination behandelten W1/W1CR-
und A2780/A2780cis-Zellen eines biologischen Dublikats
(112 ettt 119

Abbildung 48: Exemplarische Western Blots von pHSP27 in allen
untersuchten Zelllinien (A), von HSF1 und HSP70 in
unbehandelten WI1- und WICR-Zellen sowie die
resultierende, relative Expression (B). Exemplarische Western
Blots von HSP27 und pHSP27 in unbehandelten W1- und
WICR-Zellen oder unter Vorbehandlung mit AZD1390
(ATMi) [10 uM] sowie die resultierende, relative Expression

(C) eines biologischen Duplikats (N =2)......cccceecveeeeiieriieeninens 121
Abbildung 49: Ubersicht der Wirkmechanismen der drei verwendeten PARPi
sowie der untersuchten Ansétze zur Resistenziiberwindung........ 123
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