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Einleitung

1. Einleitung

Im Jahr 2012 wurden in Europa 3,45 Millionen neue Krebserkrankungen diagnostiziert und
1,75 Millionen Menschen starben an den Folgen der Krankheit ®. Es existieren eine Vielzahl
von Ursachen die zur Entstehung dieser Krankheit beitragen, u.a. genetische Veranderungen,
Umweltfaktoren, Chemikalien, exzessive Sonnenlichtaussetzung, Strahlung oder Viren. Diese
Faktoren fuhren zu Verdnderungen der Desoxyribonukleinsédure (deoxyribonucleic acid,
[DNA]). Diese Anomalien sind irreversible Modifikationen der Sequenz und/oder Struktur
der DNA oder reversible epigenetische Verédnderung der Chromosomen. Betreffen diese
Modifikationen eine bestimmte Gruppe von Genen (Protoonkogene, Tumorsuppressorgene)
und flhren zu deren Aktivierung oder Inhibition, kdnnen sich normale Zellen zu Krebszellen
entwickeln, die ein unkontrolliertes Wachstum aufweisen 2. Tumore werden in gutartig
(benigne) - langsam wachsende Zellen, die nicht in umliegende Gewebe einfallen - oder
bosartig (maligne) - schnell wachsende Zellen, die in umliegende Gewebe einfallen und
haufig weit entfernte Organe besiedeln (metastasieren) - unterteilt. Die maligne Form wird als
Krebs bezeichnet. Die Karzinogenese ist ein komplexer Prozess, indem die malignen Tumore
eine Vielzahl von biologischen Fahigkeiten entwickeln, die als Voraussetzungen der
Krebsentstehung charakterisiert sind 3. Tumore sind komplexe Gebilde, die aus mehreren
Zelltypen bestehen, die miteinander in Wechselwirkung stehen. Das Wissen und die
Erforschung  der  zugrunde liegenden  Mechanismen der  Pathogenese  und
Resistenzentwicklung ist ein wichtiger Aspekt in der Tumorforschung, um eine geeignete
Therapie gegen den Primartumor und die Metastasen zu entwickeln.

1.1. Tumortherapie

Die Behandlungsstrategie von Krebs richtet sich nach der Art, GroRe und Lokalisation des
Tumors, sowie das Fehlen oder dem Vorhandensein von Metastasen. Es existieren die
klassischen Therapieformen - Resektion, Bestrahlung oder Chemotherapie - und die
zielgerichteten Therapieformen, wie Hormontherapie, Immuntherapie oder gezielte Therapie
(targeted therapy).

1.1.1. Alkylantien als Chemotherapeutika

Alkylierende Agenzien sind chemische Verbindungen, die eine Alkylgruppe auf biologische
Molekiile Ubertragen, wodurch ihre Struktur und/oder Funktion verdndert wird. Alle
Lebewesen sind diesen Verbindungen stdndig ausgesetzt, da sie eine hohe Présenz in der
Umwelt aufweisen und als metabolische Stoffe in den Zellen vorkommen #. Hauptquellen von
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exogenen Alkylantien sind Nahrungsmittel und Schadstoffe (z.B. Tabakrauch) >°.
Alkylierende Agenzien besitzen aufgrund ihrer zytotoxischen und karzinogenen
Eigenschaften eine schadigende Wirkung auf den menschlichen Organismus. Dennoch
werden einige Alkylantien in der Tumortherapie als systemische Chemotherapeutika
(Zytostatika) verwendet ’. Alkylierende Agenzien werden abhangig von ihrer chemischen
Reaktion (Nucleophile Substitution [Sn]) in zwei unterschiedliche Typen unterteilt: Sn1 und
Sn2. Beim Sn1-Typ reagiert das alkylierende Agens direkt mit dem biologischen Molekiil,
wobei beim Sn2-Typ erst ein Zwischenprodukt gebildet wird. Alkylantien reagieren mit den
Stickstoff- oder Sauerstoffatomen der DNA und fiihren zur Bildung von kovalenten
Addukten 8. Das Muster der DNA-Lsionen ist abhangig von der Anzahl der reaktiven Stellen
des Alkylanz (monofunktionell, bifunktionell), des chemischen Reaktionsmechanismus (Sn1,
Sn2), der angehangten Alkylgruppe (Methylgruppe, Chlorethylgruppe) und dem DNA-Typ
(Doppelstrang, Einzelstrang). Die entstehenden DNA-Addukte tben diverse Effekte auf das
Zellsystem aus. Einige Lé&sionen fuhren zu Mutationen in der DNA-Sequenz, was deren
Integritdt beeintrachtig und die Entstehung von Tumoren fordert. DNA-Addukte sind
ebenfalls in der Lage die Zelltodmechanismen der Zelle zu aktivieren; dies geschieht tber
eine Blockierung der Replikation und/oder Transkription, sowie durch Prozessierung in
toxische L&sionen wie den DNA-Doppelstrangbruch (DNA double strand break, [DSB]).
Obwohl die Bildung der DNA-Addukte durch alkylierende Agenzien die Hauptwirkung
darstellen, werden weitere biologische Molekile in der Zelle alkyliert und geschadigt,
einschlieBlich Ribonukleinsduren (ribonucleic acid, [RNA]), Proteine, Lipide und
mitochondriale DNA.

Zytostatika, die als Chemotherapeutikum verwendet werden, sind haufig vom Sn1-Typ und
mono- oder bifunktionell. Sn1-alkylierende Agenzien sind in der Lage die Sauerstoff- und
Stickstoffatome der DNA zu modifizieren, wohingegen die Sn2-Alkylantien hauptsdchlich
nur die Stickstoffatome verandern. Zwei wichtige Klassen der Zytostatika sind die
monofunktionellen methylierenden oder chlorethylierenden Agenzien. Insgesamt fuhren diese
Zytostatika zu 13 verschiedene Basenmodifikationen: Ni-, N3-, N8- und N7-Alkyladenin, O
und Ns-Alkylcytosin, N1-, Ns-, O%- und N7-Alkylguanin sowie Nz- und O*Alkylthymidin °.

1.1.2. Methylierende Agenzien

Monofunktionelle methylierende Agenzien fiihren zu Modifikationen an der DNA, wobei
N7-Methylguanin [N7MeG], Ns-Methyladenin [NsMeA] und O°®-Methlyguanin [0®MeG] die
primaren Addukte darstellen 2. Die N7MeG-Lésion ist die haufigste Methylierung der DNA
(ca. 60-80 % der Alkylierungen), besitzt selbst aber keine mutagene oder toxische
Eigenschaft. Nach spontaner Depurinierung entsteht jedoch eine apurinische Stelle, die
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mutagen und toxisch wirkt. Die NsMeA-Lasion, die 10-20 % der Alkylierungen représentiert,
weist eine hohe zytotoxische Wirkung auf. Dieses Addukt blockt DNA-Polymerasen und
inhibiert somit den Replikationszyklus !. Beide Stickstoff-Modifikationen werden von der
Basenexzisionsreparatur [BER] (1.2.2.) repariert. Unter den Sauerstoffatomen der DNA wird
die OS-Position des Guanins am haufigsten methyliert und generiert das DNA-Addukt
0°®MeG. Die Bildung dieser Lasion, obwohl sie nur 6-8 % der Alkylierungen représentiert, ist
aufgrund ihrer pleiotropen Effekte von enormer biologischer Relevanz (1.1.2.1.). Das DNA-
Reparaturprotein  O®-Methylguanin-DNA-Methyltransferase [MGMT] (1.2.1.2.) ist in der
Lage dieses DNA-Addukt zu entfernen (Abbildung 1). Weitere Modifikationen der DNA, die
mutagene und zytotoxische Eigenschaften besitzen, représentieren nur einen geringen Anteil
an den DNA-L&sionen und werden von den Reparaturmechanismen der Zellen repariert.

Snl-methylierende Agenzien finden Anwendung als systemische Chemotherapeutika. Die
Zytostatika Dacarbazin, Procarbazin und Temozolomid [TMZ], aus der Stoffklasse der
Triazine, sowie das Nitrosoharnstoff Streptozotocin [STZ] werden zur Behandlung von
metastasierenden Melanomen, Sarkomen, Hodgkin-Lymphomas, Insulinomen oder malignen
Gliomen verwendet 7. Die Zytostatika Procarbazin und Dacarbazin bendtigen zur Bildung
ihrer reaktiven Metaboliten eine metabolische Aktivierung 23 wobei Streptozotocin die
DNA  direkt  methyliet ' TMZ  generiert sein  aktives  Metabolit
Monomethyl-triazenoimidazol-carboxamid  [MTIC] durch spontane Hydrolyse im
physiologischen Milieu ** (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ubersicht der Bildung von O®MeG durch Temozolomid und die Reparatur durch
MGMT. Details siehe im Text (1.1.2. und 1.2.1.2.). Modifiziert nach Kaina et al., (2007) und
Pegg et al., (2011).

1.1.2.1. Prozessierung und biologische Effekte der O®MeG-Lasion

Die Alkylierung der O®-Position des Guanins fiihrt abhangig vom Zelltyp und den zellularen
Komponenten zu verschiedenen biologischen Effekten. Obwohl diese L&sion nur zu einem
geringen Anteil durch Snl-alkylierende Agenzien gebildet wird, ist sie flr deren
Hauptwirkung der mutagenen und zytotoxischen Effekten verantwortlich. Das
MGMT-Protein ist in der Lage diese Lasionen zu entfernen. Deshalb bestimmt die Expression
dieses Proteins in Tumoren sowie dessen pharmakologische Inaktivierung die Effektivitat von
Zytostatika (1.3.1.). Die kleine O°MeG-Léasion blockt nicht die DNA-Replikation und
verbleibt aufgrund der hohen Stabilitat kontinuierlich in der DNA, wenn sie nicht vom
MGMT-Protein entfernt wird . Diese Lé&sion (bt abhidngig vom zelluliren Hintergrund
mutagene, klastogene und zytotoxische Effekte aus ° (Abbildung 2).
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Mutagene Eigenschaften besitzt O®MeG durch die Basenfehlpaarung mit Thymidin .

Beim Replikationszyklus fligen konventionelle DNA-Polymerasen oder
Translasions-Polymerasen *® die falsche Base Thymidin, mit einer Wahrscheinlichkeit von
1/3, in den gegeniiberliegenden DNA-Strang ein, anstelle der korrekten Base Cytosin °. Wird
die O®MeG/Thymidin-Fehlpaarung nicht vom MGMT-Protein entfernt und/oder Gber die
Basenfehlpaarungsreparatur (DNA mismatch repair, [MMR]) weiter prozessiert, findet im
anschlieBenden Replikationszyklus eine Transition von Guanin/Cytosin zu Adenin/Thymidin
statt. Der Einfluss beider Reparaturwege auf die Mutationsrate von Sn1-methylierenden
Agenzien wurde vielfach experimentell untersucht und bestétigt. So weist schon eine geringe
Expression des MGMT-Proteins einen erfolgreichen Schutz vor Mutationen und dem Zelltod
auf. Demgegeniiber induzieren MMR-profiziente Zellen in Anwesenheit von O®MeG den
Zelltod (siehe unten) und MMR-defiziente Zellen tolerieren den Schaden, allerdings mit einer
erhéhten Mutationsrate 222, Die Prasenz von MGMT in proliferierenden Zellen, besonders
Stammzellen, hat in der Krebstherapie eine wichtige Rolle. Dieses Protein verhindert die
Induktion von Mutationen und somit die Bildung von Zweittumoren durch alkylierende
Chemotherapeutika.

O°MeG wurde schon vor 30 Jahren als karzinogene Lasion identifiziert. Die stindige Prasenz
dieser DNA-Lé&sion nach Gabe von alkylierenden Agenzien im Rattenhirn, verbunden mit
einer geringen MGMT-Expression, korreliert mit der Bildung von Hirntumoren 2%, Die
Karzinogenitit von O°MeG wurde des Weiteren durch Studien mit transgenen Mausen, die
MGMT Uberexprimieren oder eine funktionsunfahige Variante des Proteins tragen
(knock-out), bestatigt. Mause mit erhohter MGMT-Expression weisen nach Behandlung mit
alkylierenden Agenzien eine Reduktion in der Tumorbildung und Karzinogenese in
verschiedenen Geweben auf 252°. Ubereinstimmend zeigen MGMT-defiziente Méuse im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine vermehrte Induktion von Tumoren nach Behandlung mit
alkylierenden Agenzien 303,

Die DNA-Lasion O®MeG fiihrt ebenfalls zu Schwesterchromatidaustauschen (sister
chromatid exchange, [SCE]) und Chromosomenaberrationen [CA] *2. Geringe Dosen von
Sn1-methylierenden Agenzien, die nicht toxisch wirken, bewirken eine Induktion von SCE,
wobei hohere Konzentrationen fiir die Entwicklung von CA erforderlich sind 3. SCE und CA
werden im zweiten Replikationszyklus der S-Phase gebildet und erfordern die Prozessierung
liber eine intakte MMR 3*. Zellen mit einer defizienten MMR weisen weniger CA auf 353,
Die Blockierung der Replikationsgabel und die Bildung von DSB durch MMR-Prozessierung
werden als wahrscheinliches Modell zur Bildung von SCE und CA angesehen °.
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Schaden an der DNA fiuihren zu verschiedenen Zelltodmechanismen; diese sind unter anderem
Apoptose, Nekrose, Autophagie, Seneszenz oder mitotische Katastrophe 3%, Die
DNA-Lasion O®MeG lost vorwiegend Apoptose aus *. Im Vergleich zu MGMT-defizienten
Zellen fuhren Sn1-methylierende Agenzien in MGMT-profizienten Zelllienen zu einer
verminderten Apoptoseinduktion 3440, Identisch zur Mutagenitat und Klastogenitat, 16st die
O®MeG-Lasion nicht direkt die Apoptose aus, sondern erfordert eine Beteiligung der
DNA-Replikation #4? und die Prozessierung iiber die MMR 4344,

Die bedeutende Rolle der MMR bei der Apoptoseinduktion und Klastogenitat wird durch das
processing model erklart 2. In diesem Modell filhrt die Reparatur der Fehlpaarung
0®MeG/Thymidin durch die MMR zur erneuten Einsetzung der falschen Base Thymidin. Die
wiederholte Erkennung und Prozessierung der Fehlpaarung fiihrt zur standigen Persistenz von
Einzelstrangbriichen *° und in den darauffolgenden Replikationszyklen zum Blockieren und
Zusammenbruch der Replikationsgabel, der Entstehung von DSB und der Induktion der
Apoptose “6. Die Notwendigkeit von DSB zur Apoptoseinduktion, die im zweiten Zellzyklus
entstehen, wurde in verschiedenen Zellsystemen bewiesen 44247 (Abbildung 2).

Die Serin/Threonin-Proteinkinasen ataxia telangiectasia mutated [ATM] und ataxia
telangiectasia and Rad3-related [ATR], sowie das Tumorsuppressorprotein p53 besitzen eine
entscheidende Rolle fir die 0O°MeG-vermittelte Apoptose. Die Blockierung der
Replikationsgabel und Entstehung von DSB aktivieren ATM und ATR “8. Diese beiden
Proteine initiieren eine Kaskade von Proteinen die den Zellzyklus kontrollieren, an der
DNA-Reparatur beteiligt sind oder die Apoptose auslésen “°. Ubersteigt der induzierte
Schaden an der DNA die Reparaturkapazitit der Zelle, wird die Apoptose als
Schutzmechanismus ausgelost. Die O®MeG-Lasion aktiviert vorwiegend die Apoptose Uber
den extrinsischen oder den intrinsischen Signalweg *°.

Beim extrinsischen Signalweg fiihrt die Aktivierung des Rezeptors FAS zur Bildung eines
Signalkomplexes (death-inducing signaling complex). In diesem Komplex kommt es zur
Aktivierung der Caspase-8 und -10, die eine Kaskade von Caspasen initiieren. Diese
Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6 und -7) fuhren zur proteolytischen Spaltung und
Inaktivierung von zelluldren Proteinen sowie zur Aktivierung der Caspasen-aktivierten
DNasen, die am Abbau der DNA beteiligt sind. Der intrinsische Signalweg wird durch
intrazellularen Stress (oxidativer Stress, DNA-Schaden) ausgeldst. Proapoptotische Faktoren
der Bcl-2-Familie fiihren zur Freisetzung von Cytochrom C und anderen Proteinen aus dem
mitochondrialen Intermembranraum ins Zytoplasma. Die Bildung des Apoptosoms, bestehend
aus Pro-Caspase-9, apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1 [Apaf-1] und Cytochrom C,
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initiiert ebenfalls die Kaskade an Caspasen, die anschlieRend die Zerschneidung der DNA und
den Abbau intrazelluldrer Proteine bewirken 38,

Welcher der beiden Signalwege ausgeldst wird hangt unter anderem vom p53 Status der Zelle
ab °. Zellen mit einem mutierten p53-Protein aktivieren vorwiegend den mitochondrialen
Apoptoseweg “¢, wohingegen p53-Wildtyp Zellen die Apoptose (ber den FAS-Rezeptor
bevorzugen 444”0, Neben den bereits erwihnten Proteinen, die fiir die Schadensantwort und
Apoptosinduktion verantwortlich sind, existieren noch weitere Proteine, die einen Einfluss auf
die O®MeG-vermittelte Antwort besitzen, u. a. der Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer’ of activated B-cells [NF-«xB], die Serin/Threonin-Kinase AKT, die
Phosphatase Phosphatase and Tensin homolog [PTEN], Caspase-2, das antiapoptotische
Protein Survivin und die Kinasen Jun N-terminal kinase [JNK] sowie p38 *°.



Einleitung

N-Alkylierungen O-Alkylierungen
Glykosylase (AAG)
Me
¢ Uberleben/
20000C120000¢ erissen 5 —_ Mutaton
+ l . Replikation m¢m

20CEX0C
Y 2

Rp, 4/4, MutSa e y\t\?’v
0000C+ 20000¢ < »oood)fboooc
+ + Me T

MutL

,short patch” i Jlong patch“
' wiederholende
1 MMR-Zyklen
g PCNA
! " e
! xt::} 0000 Persistenz und e XX G XX
E Akkumulierung von 0C ¢ 20C M
POL B 0 POL d/e Einzelstrangbriichen e
: XC— XX
+ i * 2. Replikation
'
% i fucy e

| Folgestrang g Wi

20000C;0000C | 0000CT0000C = o Py
| ) .
H Leitstrang 5, Helikase °

3

/ POL &

Reparatur > DNA-Schaden / Reparatur < DNA-Schaden

Blockierung der
Replikationsgabel

Homologe Rekombination SIDOGEIDE e
3 G 3
° —0C3.
@ (NHEJ) S . : > 5
ctip O RS S
0 - ® BRCA1
BRCA2 ©® Chromosomenaberration
RAD51
%_/ _ @
FA-Kernkomplex g
Stabilisierung der Replikationsgabel + 2 Zusammenbruch der
Wiederaufnahme der DNA-Synthese ) Replikationsgabel >
Me e
POL a o o
5'%OqC- 3-20CTIIIIII— "~ J0CY
3" o
5 7 5 5 30CTTTTIITT
3 Helikase 3
PoLo Doppelstrangbruch T
l Genominstabilitat 7
Schadenstoleranz l
Apoptose Tumorentwicklung

~

Abbildung 2: Ubersicht der beteiligten Reparaturwege nach Behandlung mit methylierenden
Agenzien (z.B. TMZ) und die biologischen Konsequenzen der O°MeG-Lésion. Details siehe im Text
(1.1.2.1.; 1.2.). Modifiziert nach Kaina et al., (2007) und Fu et al., (2012).
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1.1.3. Chlorethylierende Agenzien

Chlorethylierende Agenzien aus der Gruppe der Nitrosoharnstoffe werden ebenfalls in der
Krebstherapie verwendet. Zu dieser Klasse der Zytostatika gehdren Carmustin, Nimustin,
Fotemustin und Lomustin [CCNU]. Diese Sn1-chlorethylierenden Agenzien werden
vorwiegend als second-line-Therapie zur Behandlung von Glioblastomen und
metastasierenden Melanomen verwendet 2, Diese chlorethylierenden Agenzien benétigen
keine metabolische Aktivierung. Bei physiologischen Bedingungen zerfallen die
Nitrosoharnstoffe in das reaktive 2-Chlorethyldiazohydroxid, welches zur Alkylierung der
DNA fiihrt. Des Weiteren wird uber die gebildete Isocyansdure eine Carbamoylisierung von
Proteinen verursacht, die aber keinen groRen Effekt auf die Zytotoxizitat der Zelle ausiibt >3,
Die Sn1-chlorethylierenden Agenzien reagieren ebenfalls mit den Stickstoff- und
Sauerstoffatomen der DNA. Identisch zu den methylierenden Agenzien ist die Alkylierung
der N7-Position des Guanins die primare DNA-Lasion (ca. 95 % der Alkylierungen) **. Das
gebildete N7-(2-Chlorethyl)-guanin, sowie die entstehenden Intrastrand-Crosslinks mit einem
benachbarten Guanin, werden effizient von der Nukleotidexzisionsreparatur [NER]
repariert *°. Die Alkylierung der O®-Position des Guanins fihrt zur Bildung der DNA-Lé&sion
O°®-Chlorethylguanin [O®CIEtG]. Diese Basenmodifikation, obwohl sie nur 2-5 % der
Gesamtalkylierungen betragt 4, ist fir die Hauptwirkung der Zytotoxizitat wvon
Sn1-chlorethylierenden Agenzien verantwortlich 6. Die Expression des MGMT-Proteins
bietet einen wirksamen Schutz gegenliber Sn1-chlorethylierenden Agenzien, da es die
O®CIEtG-Lésion erkennt und repariert 7.

1.1.3.1. Prozessierung und biologische Effekte der O°CIEtG-Léasion

Identisch zu O°MeG besitzt die O°CIEtG-Lasion mutagene, karzinogene, klastogene und
zytotoxische Effekte 32°7% Wird die DNA-Léasion OPCIEtG nicht von MGMT repariert,
bildet sich tber intramolekulare Umlagerung zuerst das stabile intermediédre Zwischenprodukt
N:-O5-Ethanoguanin und anschlieRend der Ni-Guanin-Ns-Cytosin Interstrand-Crosslink
[ICL] %% Der gesamte Prozess der intramolekularen Umlagerung bendtigt in den Zellen
6-12 Stunden *3. In diesem Zeitraum schiitzt das MGMT-Protein die Zelle vor der Bildung
des ICL, indem es direkt die OCCIEtG-Lasion entfernt oder mit dem Zwischenprodukt
N;-O°-Ethanoguanin reagiert und kovalent an der DNA verbleibt. Die biologische
Auswirkung der kovalenten Bindung des MGMT-Proteins an der DNA ist nicht bekannt 2,
Die kovalente Verknipfung der DNA-Strange ist eine extrem toxische L&sion. Schon eine
geringe Anzahl von 40 ICL im Genom reparatur-defizienter Zellen fiihrt zum Zelltod 3. Die
Reparatur der ICL ist komplex und erfordert die Beteiligung von mehreren
DNA-Reparaturmechanismen der Zelle (siehe 1.2.6.) (Abbildung 3).
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Der Mechanismus des Zelltods, der durch chlorethylierende Agenzien induziert wird, ist nicht
komplett verstanden. Im Gegensatz zu methylierenden Agenzien induzieren chlorethylierende
Agenzien den Zelltod durch Apoptose, Nekrose und/oder mitotischer Katastrophe 8%4%° Die
kovalente Verknupfung der DNA verhindert die Trennung der DNA-Strange und blockiert
somit die Replikation und Transkription der Zelle. Des Weiteren verdndern ICL die
Chromatinstruktur, dies konnte DNA-bindende Proteine beeinflussen und somit die
Expression lebenswichtiger Proteine verhindern %. Die Beeinflussung der Replikation wird
jedoch als Hauptwirkung der Zytotoxizitat der ICL angesehen. Die Blockierung des
Replisoms am ICL fihrt in der S-Phase zum Zusammenbruch der Replikationsgabel, der
Bildung von DSB und zum Zellzyklus-Arrest 645, Im Gegensatz zu methylierenden Agenzien
werden die DSB in der ersten S-Phase des Behandlungszyklus gebildet und sind nicht von der
Prozessierung der MMR abhéngig “. Die Entstehung der DSB und die Blockierung der
Replikationsgabel fuhren zur Aktivierung von ATM und ATR, die simultan zu den
methylierenden Agenzien einen entscheidenden Einfluss auf die Induktion von
DNA-Reparatur, Zellzyklus-Arrest und dem Zelltod besitzen #°.

Der Transkriptionsfaktor p53 ist flir chlorethylierende Agenzien ebenfalls von entscheidender
Bedeutung. Neben der Stimulation der Apoptose, reguliert p53 die Expression von
DNA-Reparaturproteinen “°. Die Hochregulation von NER-Proteinen, die bei der Reparatur
der ICL beteiligt sind (nach Aussetzung gegenuber ICL-bildenden Agenzien), besitzt einen
groRen Einfluss auf die Sensitivitat gegentiber chlorethylierenden Chemotherapeutika %47,
Dementsprechend fiihrt p53 abhangig von alkylierenden Chemotherapeutika - methylierend
oder chlorethylierend - zur Induktion der Apoptose oder Expression wichtiger
DNA-Reparaturproteine und somit zur Resistenz.
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Abbildung 3: Ubersicht der beteiligten Reparaturwege nach Behandlung mit chlorethylierenden
Agenzien (z.B. CCNU) und die biologischen Konsequenzen der OPCIEtG-Lasion. Details siehe im
Text (1.1.3.1.; 1.2.). Modifiziert nach Kaina et al., (2007); Fu et al., (2012) und Deans et al., (2011).
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1.2. DNA-Reparatur

Die DNA - Trédger der Erbinformation - ist das empfindlichste Biomolekil der Zelle, da es
nicht ersetzt werden kann. Schaden an der DNA entstehen jeden Tag durch endogene und
exogene Faktoren. Dementsprechend sind Zellen auf eine effektive Reparatur der DNA
angewiesen, um die genomische Integritat aufrecht zu erhalten. Die besondere Stellung von
DNA-Reparaturmechanismen wird Uber die Entwicklung von Krankheiten deutlich, die auf
Mutationen und Defekten in DNA-Reparaturgenen zuriickzufiihren sind %8°, In Tumoren ist
die Présenz der DNA-Schadensantwort (DNA damage response, [DDR]) kontraproduktiv; sie
stellt einen wichtigen Resistenzfaktor gegentiber der Krebstherapie dar. Sn1-alkylierende
Agenzien verursachen verschiedene Basenmodifikation, die auf unterschiedliche Weise
prozessiert und repariert werden. Dementsprechend sind mehrere
DNA-Reparaturmechanismen, die miteinander oder unabhéngig voneinander interagieren, flr
die Sensitivitdt gegeniiber alkylierenden Chemotherapeutika verantwortlich. Bei den
methylierenden Agenzien ist die Entfernung der priméaren Lé&sionen tber MGMT und BER,
die Prozessierung Uber MMR und/oder Translasionssynthese [TLS] sowie die Reparatur der
DSB uber homologe Rekombination [HR] von entscheidender Bedeutung (Abbildung 2). Bei
den chlorethylierenden Agenzien bestimmen die Reparaturmechanismen MGMT, NER und
ICL-Reparatur die induzierte Toxizitat (Abbildung 3).

Im né&chsten Abschnitt werden die oben erwahnten menschlichen Reparaturmechanismen kurz
beschrieben. Auf die O8-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (1.2.1.2.) wird aufgrund der
besonderen Stellung in dieser Arbeit detailliert eingegangen.

1.2.1. Direkte DNA-Reparatur

Bei der direkten DNA-Reparatur vermittelt ein einzelnes Protein eine fehlerfreie Entfernung
von wenigen spezifischen L&sionen. Die Reparatur bendtigt keine Einschneidung in das
Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA oder die Entfernung der geschadigten Base °.

1.2.1.1. Dioxygenasen

Die beiden Proteine AIkB homolog 2 und 3 [ABH2 und ABH3] gehdren zur Familie der
a-Ketogluterat- und Eisen(ll)-abhdngigen Dioxygenasen. Sie sind an der Reparatur von den
N-Alkylierungen  Ni-Methyladenin, N3-Methylcytosin, N3-Methylthymidin ~ und
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N1-Methylguanin beteiligt. Die Reparatur erfolgt tiber Hydroxylierung der Methylgruppe und
einer anschlieBenden spontanen Deformylierung °.

1.2.1.2. O%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

Die 0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase [MGMT] (alias O8-Alkylguanin-DNA-
Alkyltransferase [AGT]) ist ein wichtiges Reparaturprotein in Bakterien, Pilzen, Archaeen
und Eukaryoten. Dieses Protein wurde zuerst im Bakterium Escherichia coli [E. coli]
gefunden. Das Bakterium besitzt eine induzierbare Form (Ada) und eine nicht-induzierbare
Form (Ogt) des Reparaturproteins ‘%72, Das menschliche MGMT-Gen ist auf dem
Chromosom 10926 lokalisiert und dessen Transkription flihrt zu einem Protein, bestehend aus
207 Aminoséduren mit einer molekularen Masse von 21,645 Dalton. MGMT st im
Zytoplasma lokalisiert und transloziert vermutlich nach Alkylierung der DNA in den
Zellkern 3. Die Expression dieses Proteins ist nicht essentiell, jedoch nach Exposition der
knock-out-Tiere gegeniiber Alkylantien wurde eine erhdhte Toxizitdt, Mutagenitat und
Karzinogenitat nachgewiesen (1.1.2.1. und 1.1.3.1.).

Kristallstrukturen sind vom Ada-Protein aus E. coli und dem humanen MGMT vorhanden ",
Das Protein besteht aus einer C-terminalen Doméne, welche das aktive Zentrum und die
DNA-Bindungsstelle beinhaltet, und einer N-terminalen Domane, die fur die strukturellen
Eigenschaften verantwortlich ist ”°. Alkyltransferasen aller Spezies weisen eine konservierte
Aminosauresequenz um das aktive Zentrum auf, das PCHR-Motiv (Prolin-Cystein-Histidin-
Arginin). Das hochreaktive Cystein an der Position 145 ist flr den Transfer der Alkylgruppe
von der O5-Position des Guanins verantwortlich. Die anderen konservierten Aminoséuren des
Proteins unterstiitzen die Reaktivitat des Cysteins und sind am korrekten Ablauf der Reparatur
beteiligt (Abbildung 1). Die Reparatur wird Uber die Bindung des MGMT-Proteins in der
kleinen Furche der DNA initiiert. Die Bindung fuhrt zur Biegung der DNA um 15°,
Aufweitung der kleinen Furche und zum positionieren der geschédigten Base in die aktive
Tasche des Proteins. Nach Entfernung des Alkylrestes wird die Base wieder freigelassen 6.
Unbeschadigte Basen werden nur transient in die aktive Tasche positioniert und sofort wieder
freigelassen, da keine Reaktion des Cysteins mit einer Alkylgruppe stattfindet. Das
Uberpriifen der DNA erfordert keine Kofaktoren oder Energie aus der Hydrolyse des
Adenosintriphosphat [ATP]. Sie lauft bevorzugt in 5" zu 3" Richtung der DNA ab und
beteiligt eventuell Komplexe von MGMT-Molekiilen . Der Transfer der Alkylgruppe auf
das reaktive Cystein inaktiviert das Protein und bewirkt eine Konformationsanderung, die
eine Ubiquitinierung induziert. Die Ubiquitinierung von MGMT reduziert die DNA-Bindung
und fungiert als Signal des proteosomalen Abbaus . Die beteiligte Ubiquitin-Ligase sowie
die Erkennungssequenz der Ubiquitinierung sind beim Menschen noch unbekannt. Aufgrund
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der Inaktivierung repariert jedes MGMT-Protein nur eine DNA-Lé&sion. Deshalb ist die
Reparaturkapazitat der Zelle von der Menge der initialen Molekiile sowie der Dauer der
Resynthese des MGMT-Proteins abhéngig. MGMT besitzt nur eine geringe Sequenzspezifitat
fir die O5-Alkylguanin-Lasionen. Die O®MeG-Lision wird unabhangig von der gepaarten
Base (Cytosin oder Thymidin) effizient entfernt °. Die Reparatur von doppelstrangiger DNA
(double stranded DNA, [dsDNA]) und einzelstrangiger DNA (single stranded DNA,
[ssSDNA]) ist sehr effektiv, wobei die Affinitit fir die RNA gering ausfillt . Die
Alkyladdukte an der O®-Position des Guanins werden nicht mit gleicher Effektivitat repariert.
Die relativen Raten der Reparatur sind: benzyl > methyl > ethyl > n-propyl > n-butyl 8. Das
humane MGMT-Protein repariert ebenfalls die Addukte O*-Methylthymidin sowie gréRere
Addukte, einschlieBlich das O°-(4-oxo-4-(3-pyridyl)butyl]guanin, welches aus dem
karzinogenen Tabakrauchprodukt 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon [NNK]
hervorgeht 82,

Es existieren unterschiedliche Polymorphismen des MGMT-Gens. Diese Einzelnukleotid-
Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, [SNP]) treten im Promotor oder dem
aktiven Gen auf und beeinflussen womdglich die Expression des Proteins, sowie seine
Stabilitat oder Aktivitat. Es existiert jedoch keine eindeutige Korrelation zwischen den
verschiedenen Polymorphismen und der Krebsinzidenz oder dem Therapieerfolg . Die
Expression von MGMT im Normalgewebe und Tumoren ist variabel. In den meisten Spezies
ist die hochste Expression in der Leber zu finden, gefolgt von der Lunge und Niere. Das
Gehirn und die CD34-positiven Knochenmarkzellen weisen nur eine sehr geringe Expression
auf 88, Die MGMT-AKktivitit wurde in allen Tumortypen nachgewiesen und besitzt
innerhalb des Tumors ein heterogenes Expressionsmuster. Insgesamt weisen Tumore eine
hohere Expression des MGMT-Proteins auf als das umliegende Normalgewebe . Der
Regulationsmechanismus und die Auswirkungen von therapierelevanten Komponenten
(Strahlung, alkylierende Agenzien) auf die Expression des MGMT-Proteins sind bisher nicht
vollstandig erforscht. Eine speziesspezifische Regulation erschwert diesen Sachverhalt. In
Nagern induziert ionisierende Bestrahlung sowie Alkylantien eine transkriptionelle
Aktivierung des Promotors und eine hodhere Reparaturkapazitat. Diese Induktion wurde
jedoch nie fiir das humane System bestatigt 88, Der Transkriptionsfaktor p53 besitzt einen
Effekt auf den humanen Regulationsmechanismus des Proteins. Obwohl keine
Bindungsstellen im humanen MGMT-Promotor nachgewiesen wurden, wird die basale
Expression durch diesen Transkriptionsfaktor beeinflusst 8. Die epigenetische Pragung des
MGMT-Gens (bt einen groRen Einfluss auf die Expression des Proteins aus. Methylierungen
in den CpG-Inseln des Promotors fiinren zum Verlust der transkriptionellen Expression .
Dieses Methylierungsmuster existiert in diversen Tumorzelllinien sowie im Tumormaterial
und weist eine Korrelation mit dem Therapieerfolg gegentber alkylierenden
Chemotherapeutika auf °>°2. In der Therapie des Glioblastoms dient der Methylierungsstatus
des MGMT-Promotors als prognostischer Faktor %,
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1.2.2. Basenexzisionsreparatur

Die Basenexzisionsreparatur [BER] ist der primére Reparaturmechanismus fir kleine
Basenmodifikationen, die nicht die Helixstruktur des DNA-Stranges deformieren. Diese
Modifikationen entstehen durch Alkylierung, Oxidation oder Desaminierung von
DNA-Basen. Die BER wird in ,short-patch“ und ,long-patch Reparatur unterteilt
(Abbildung 2).

Der initiale Schritt wird Uber spezielle DNA-Glykosylasen eingeleitet, im Menschen sind
derzeit elf verschiedene DNA-Glykosylasen identifiziert. Diese Proteine erkennen und
entfernen die geschadigte Base durch Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung, daraufhin
entsteht eine apurinische/apyrimidinische Stelle [AP] in der DNA. Die Stickstoffmodifikation
N3MeA, N7MeG und Nz-Methylguanin, die durch Sn1-methylierende Agenzien entstehen,
werden von der N-Methylpurin-DNA-Glykosylase [MPG] (alias 3-Alkyladenin-DNA-
Glykosylase [AAG]) repariert °*. Die AP ist ein Substrat fiir die AP-Endonukleasen. Diese
Proteine hydrolysieren die Phosphodiesterbindung und erzeugen einen
DNA-Einzelstrangbruch (DNA single strand break, [SSB]), mit einer 3"Hydroxylgruppe und
einem 5°desoxyribose-Phosphat [dRP]. Die wichtigste humane AP-Endonuklease ist die
apurinic Endonulcease | [APE1] (alias Ref-1). Die anschlieRende Reparatur des SSB erfolgt
entweder tiber die ,,short-patch* oder ,,long-patch* BER. In der ,,short-patch*“ BER entfernt
die DNA-Polymerase 3 [Pol ] den 5°dRP-Teil und héngt ein oder zwei Nukleotide an. Die
Reparatur wird durch die Ligation des DNA-Stranges uber die DNA-Ligase Il [LIG3]
abgeschlossen. In der ,long patch* BER werden 2-8 Nukleotide um die AP synthetisiert.
Dieser Prozess wird von den DNA-Polymerasen 6 [POL 3] oder € [POL ¢], in Abhéngigkeit
der Faktoren proliferating cell nuclear antigen [PCNA] und dem 9-1-1-Komplex (Rad9, Radl
und Husl), durchgefihrt. Zum Schluss entfernt die Flap endonuclease 1 [FEN1] den
Uberhdngenden 5°dRP-Basenteil und die DNA-Ligase | [LIG1] stellt die
Phosphodiesterbindung wieder her %597,

Proteine wie X-ray repair cross-complementing protein 1 [XRCC1] und die
Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1 [PARP1] besitzen ebenfalls wichtige Funktionen in der
BER. XRCC1 interagiert mit vielen BER-Faktoren und aktiviert oder hemmt ihre
enzymatische Aktivitit. Die Bindung an POL R und LIG3 ist funktionell relevant 8. PARP1
wird Uber die Bindung an den SSB aktiviert und stimuliert die BER. Die Hauptfunktion
besteht in der Erleichterung des Zuganges der BER-Enzyme zum DNA-Schaden % und der
Rekrutierung von XRCC1 und POL R durch direkte Interaktionen .
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1.2.3. Basenfehlpaarungsreparatur

Die Basenfehlpaarungsreparatur [MMR] ist ein konservierter Reparaturweg, der vorwiegend
die Korrektur von Fehlpaarungen wahrend und nach der Replikation bewerkstelligt. Bei
diesem Reparaturmechanismus werden bis zu 1000 Basen des Tochterstranges mit der
Fehlpaarung entfernt und die Neusynthese erfolgt anhand der Sequenz des Elternstranges. Die
Beeintréachtigung dieses Reparaturweges steigert die Mutationsrate der Zelle um das 10 bis
100-fache. Die MMR repariert ebenfalls DNA-Lasionen die durch spontane oder induzierte
Desaminierung, Oxidation und Methylierung entstehen 1°1%2 (Abbildung 2).

Der exakte Mechanismus der MMR ist noch unklar, jedoch wird derzeit das
,,molecular switch model* befiirwortet 1%, Die Fehlpaarungen in der DNA werden (iber den
heterodimeren MutSa-Komplex detektiert, dies fuhrt zur Rekrutierung des heterodimeren
MutL-Komplexes. Fir die Prozessierung der O°MeG-Lision besteht der MutSa-Komplex aus
den Proteinen MutS homolog 2 [MSH2] und MutS homolog 6 [MSH6] sowie der
MutL-Komplex aus MutL homolog 1 [MLH1] und postmeiotic segration increased 2 [PMS2].
Uber einen ATP-getriebenen Konformationswechsel bildet sich eine Ringklemmen-Struktur,
bestehend aus MutSa und MutL, die sich entlang der DNA bewegt. Die Diskriminierung der
DNA-Strange und somit der Abbau des Tochterstranges erfolgt im Folgestrang anhand der
SSB zwischen den Okazaki-Fragmenten. Im Leitstrang ist das Signal noch unbekannt. Trifft
der MutSo/MutL-Komplex auf einen SSB in der DNA-Sequenz, der die akzessorischen
Proteine PCNA und Replikationsfaktor C [RFC] bindet, wird die Exonuklease | [EXO1] an
die Struktur rekrutiert. Diese Nuklease besitzt eine 5zu 3~ Endonuklease-Aktivitdt und
entfernt den Tochterstrang vor und hinter der Fehlpaarung. Ein 3’zu 5° Abbau héngt
zusétzlich von den Proteinen PCNA und RCF ab. Diese Proteine aktivieren die
Endonuklease-Aktivitdat von MLH1, das einen 5°-Einschnitt in die DNA durchfiihrt. Die
Aktivitdt von EXO1 wird letzten Endes vom MutL-Komplex beendet. Der Reparaturprozess
wird Uber die Neusynthese und Ligation des DNA-Stranges durch die Proteine POL 6 und
LIG1 vervollstandigt 10410,

1.2.4. Nukleotidexzisionsreparatur

Die Nukleotidexzisionsreparatur [NER] repariert grof’e DNA-L&sionen, die eine Deformation
der Helixstruktrur verursachen. An diesem Prozess sind mehr als 30 Proteine beteiligt. Die
NER wird in die global genome repair [GGR] - repariert den Schaden im ganzen Genom -
und die transcription coupled repair [TCR] — repariert vorwiegend die kodierenden Strange
in aktiven Genen - unterteilt. Die NER besteht aus drei essentiellen Schritten: (1) Erkennung
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der Lasion, (2) Einschneidung in die DNA und Heraustrennung des geschéadigten
Oligonukleotid und (3) der Neusynthese eines intakten DNA-Stranges (Abbildung 3).

Der initiale Schritt, die Erkennung des Schadens, findet in der TCR tber eine Blockierung der
RNA-Polymerase 11 [RNAP] am DNA-Schaden statt. Die Proteine Cockayne syndrome A und
B [CSA und CSB] besitzen fur die TCR bedeutende Funktionen, wobei ihre vollstandige
Beteiligung in diesem Prozess sowie deren Aktivierungssignale noch unbekannt sind.
Vermutlich erleichtern diese Proteine die Entfernung der Lé&sion und sind bei der
Wiederaufnahme der Transkription beteiligt. In der GGR wird die DNA-L&sion durch den
heterodimeren Protein-Komplex Xeroderma pigmentosum protein C [XPC] und RAD23
homolog B [RAD23B] erkannt. Die nachsten Schritte der Reparatur erfordern fir die GGR
und TCR die Beteiligung identischer Proteine. Nach Erkennung des Schadens wird der
Transkriptionsfaktor 11 H [TFIIH]-Komplex rekrutiert. Dieser Komplex besteht aus
10 Untereinheiten, einschlieflich den beiden Helikasen Xeroderma pigmentosum protein B
[XPB] und Xeroderma pigmentosum protein D [XPD]. Diese Helikasen bewirken eine
Offnung der DNA um den Schaden herum, dies dient als Rekrutierungssignal der Proteine
Xeroderma pigmentosum protein A [XPA] und Replikationsprotein A [RPA]. XPA veranlasst
die Dissoziation von Komponenten des TFIIH-Komplexes, dies erleichtert die Rekrutierung
der Endonukleasen Xeroderma pigmentosum protein F/Excision repair  Cross
complementation group 1 [XPF-ERCC1] (3°-5") und Xeroderma pigmentosum protein G
[XPG] (5°-3"), sowie die Freisetzung von XPC-RAD23B aus dem Proteinkomplex. Die
Rekrutierung von XPF-ERCC1 wird durch Interaktion mit XPA erleichtert, wobei fir XPG
weitere Interaktionen mit dem TFIIH-Komplex bedeutend sind. Im Anschluss fiihren die
Endonukleasen zur Einschneidung in die DNA und das Oligonukleotid mit der Lasion wird
entfernt. Im letzten Schritt der NER bewerkstelligen die DNA-Polymerase « [POL «], POL 3
oder POL g, in Kooperation mit den Proteinen PCNA und RFC, die Neusynthese des
DNA-Stranges. Die Ligation des Stranges wird durch einen Komplex aus XRCC1 und LIG3
oder FEN1 und LIG1 ausgefuhrt.

1.2.5. Doppelstrang-Reparatur

DNA-Doppelstrangbriiche [DSB] sind eine der schadlichsten Form von DNA-Schéden.
Werden sie nicht korrekt repariert, so fiuhren sie zu Mutationen, Deletionen, Translokationen
oder Amplifikationen im Genom %, DSB entstehen durch endogene Prozesse - reaktive
Metaboliten, Fehler in der Replikation oder Reparatur, V(D)J Rekombination — oder werden
durch exogene Quellen — Strahlung, Chemotherapeutika — erzeugt. Die Doppelstrangbruch-
Reparatur [DSBR] wird in die homologe Rekombination [HR] und Nicht-Homologe-
Endverkniipfung (Non-homologous end joining [NHEJ]) unterteilt. Die HR agiert vorwiegend
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in der S- und G2-Phase von replizierenden Zellen und bendtigt homologe
Schwesterchromatiden zur Durchfuhrung des Prozesses. Die NHEJ repariert den DSB
unabhangig vom Zellzyklus, ist aber fehleranféllig.

1.2.5.1. Homologe Rekombination

Der komplexe Prozess der homologen Rekombination [HR] ist noch nicht komplett erforscht.
Grundsatzlich besteht die Reparatur aus den folgenden Phasen: (1) Prozessierung der DNA zu
3"-Einzelstrangen, (2) Bildung der RAD51-Filamente, (3) Stranginvasion und Formierung
von Holliday-Strukturen (holliday junction, [HJ]), (4) Auflésung der HJ (Abbildung 2 und 3).

Die HR wird (ber die Rekrutierung des MRN-Komplexes (meiotic recombination 11
homolog 1 [MRE11], RAD50 homolog [RAD50], Nijmegen-Breakage-Syndrom [NBS]) an
den DSB initiiert. Der MRN-Komplex dient als Schadenssensor und rekrutiert ATM zum
DSB, woraufhin die Proteinkinase ihre pleiotropen Funktionen ausibt. Die Nukleaseaktivitat
von MRE11, in Kooperation mit den Nukleasen CtBP-interacting protein [CtIP] und EXO1
sowie weiteren Proteinen, fihren zur 5°-3"-Enfernung des DNA-Stranges am DSB und somit
zur Entstehung von langen 3'-Einzelstrdngen. Das Protein RPA bindet an diese
3’-Einzelstrang-Uberhéange. Diese Strukturbildung, aus ssDNA und RPA, verhindert die
Bindung von RAD51 homolog [RAD51] an den Einzelstrang und rekrutiert den
Protein-Komplex, bestehend aus den beiden Proteinen ATR und ATR-interacting protein
[ATRIP]. Dieser Komplex stimuliert identisch zu ATM die Reparatur durch Interaktion mit
diversen Proteinen. Die Bildung von RAD51-Filamenten ist ein wichtiger Schritt in der HR.
In diesem Prozess besitzt das Protein breast cancer 2 [BRCAZ2] bedeutende Funktionen; unter
anderem vermittelt es den korrekten Austausch von RPA zu RAD51 an die 3 -Uberhénge.
Zusatzlich interagiert BRCA2 mit weiteren Proteinen, einschlieBlich breast cancer 1
[BRCA1] und partner and localizer of BRCA2 [PALBZ2], die fiir den korrekten Ablauf der HR
unersetzbar sind. RAD51-Filamente ermdglichen den einzelstrangigen DNA-Uberhangen die
Suche nach Sequenzhomologie in den Schwesterchromatiden. Ist eine komplementare
Sequenz  vorhanden, ersetzt der RADS51-Einzelstrang den DNA-Strang am
Schwesterchromatid und eine D-Schleifen-Struktur wird innerhalb der DNA erzeugt.
Aufgrund dieser Strukturbildung synthetisiert eine DNA-Polymerase den neuen Strang in 3'-
5-Richtung. Abhéngig von den beteiligten Proteinen erfolgt die weitere Reparatur auf
unterschiedliche Art und Weise. Beim Prozess synthesis-dependent strand annealing [SDSA]
dissoziiert der synthetisierte DNA-Strang vom Leitstrang ab und bindet an die
gegenuberliegende ssDNA vom DSB. Es findet keine Erzeugung von chromosomalen
Rekombinationen statt. Alternativ entsteht beim Prozess der Doppelstrangbruch-Reparatur
durch die Neusynthese des DNA-Stranges und der Migration der D-Schleife eine zweite HJ.
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Abhangig vom Auflosungsprozess der HJ werden chromosomale Rekombinationen im
Genom integriert. Die Auflésung der HJ Uber den Helikasen-Komplex Bloom syndrome
protein [BLM] und DNA-Topoisomerase Il [TOPO3] verhindert die Erzeugung von
chromosomalen Rekombinationsprodukten. Die Alternative besteht in der Prozessierung uber
die Endonuklease Flap endonuclease GEN homolog 1 [GEN1] und/oder die structure-specific
endonuclease subunit 1 and 4 [SLX1 und SLX4]. Abhangig vom Einschnitt in die HJ finden
Integrationen von chromosomalen Rekombinationen im Genom statt oder werden
verhindert 108111,

1.2.5.2. Nicht-Homologe-Endverknuipfung

Die Nicht-Homologe-Endverknlpfung [NHEJ] vereinigt die DSB ohne Riucksicht auf
Sequenzhomologie. Dementsprechend fuhrt diese Reparatur zum Verlust von Nukleotiden.
Dieser Reparaturprozess tritt in jeder Phase des Zellzyklus auf und ist verantwortlich fur die
Reparatur von 85 % der induzierten DSB nach ionisierender Bestrahlung *2. Des Weiteren ist
dieser Prozess bei der Prozessierung von endogenen DSB, die bei Entwicklung der B- und
T-Zellen in der V(D)J-Rekombination auftreten, beteiligt. Immundefiziente (severe combined
immunodeficiency [SCID]) Mause sind Trager von mutierten NHEJ-Proteinen 13114 Die
Reparatur der NHEJ findet in 3 Schritten statt: (1) Detektion des DSB und Stabilisierung der
DNA-Enden, (2) Prozessieren und Entfernen der Uberhange, (3) Ligation des DNA-Stranges.

lonisierende Strahlung flhrt zu DSB mit nicht-ligierbaren DNA-Enden. Diese DSB werden
von den Kernproteinen X-ray repair cross complementing protein 6 (XRCC6) [Ku70] und
X-ray repair cross complementing protein 5 (XRCC5) [Ku80] als Dimer erkannt und
gebunden. Die Ku-Proteine translozieren entlang der DNA und flihren somit zur Rekrutierung
und Stimulation der Serin-Threonin Proteinkinase DNA-dependent protein kinase catalytic
subunit [DNA-PKcs]. Die DNA-PKcs an den gegeniiberlegenden DNA-Stréngen interagieren
miteinander und formen einen synaptischen Komplex. Im Anschluss werden die Proteine
Polynukleotid-Kinase/Phosphatase [PNKP], XRCC4 (X-ray repair cross complementing
protein 4)-like factor [XLF], Artemis, und der XRCC4-DNA-Ligase IV-Komplex rekrutiert.
Die DNA-PKcs vollziehen eine Autophoshorylierung, die zum Konformationswechsel und
der Dissoziation vom DSB fiihrt. Die Prozessierung der DNA-Enden erfolgt ber PNKP,
Artemis sowie weiteren Proteinen und ist weitgehend vom produzierten Schaden abhangig.
Zum Schluss ligiert der XRCC4-DNA-Ligase IV-Komplex die Enden zu einem
durchgehenden DNA-Strang 15118,
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Backup-NHEJ ist ein weiterer Reparaturmechanismus fur DSB. Dieser Prozess findet in
Zellen statt, denen Proteine des klassischen NHEJ fehlen. Bei dieser Reparatur sind die
Proteine PARP1, LIG3 und XRCC1 beteiligt 7.

1.2.6. Interstrand-Crosslink-Reparatur

Wichtige Erkenntnisse zur Reparatur der Interstrand-Crosslinks [ICL] wurden Uber Studien
der Fanconi anaemia [FA] erhalten; eine genetische Krankheit die eine Sensitivitat gegentiber
ICL aufweist. Die Entfernung von ICL erfordert die Beteiligung verschiedener
DNA-Reparaturmechanismen, wobei die Gene der FANC-Familie essentiell sind. Diese
Proteine sind an der Koordination der Reparaturwege HR, NER und TLS beteiligt
(Abbildung 3).

Die Reparatur von ICL in der G1-Phase findet nur ineffizient statt oder fehlt vollstandig.
Lasionen, die eine Deformation der Helixstruktur bewirken, werden teilweise von den
Endonukleasen ERCC1 und XPF im Rahmen der NER und in Kooperationen mit
TLS-Polymerasen entfernt. Die Hauptreparatur findet jedoch in der S-Phase des Zellzyklus
statt. Die teilweise prozessierten Lé&sionen der G1-Phase sowie Vorgange an der
Replikationsgabel am ICL fiihren zur Entstehung von DSB - in der Form von one-ended DSB
oder freien dsDNA-Enden, infolge einer chicken foot-Struktur. Diese Generation von DSB ist
essentiell fiir die Beteiligung der HR. Das Protein FANCM erkennt den DNA-Schaden (den
ICL) und verhindert den Zusammenbruch der Replikationsgabel durch deren Regression.
Zusétzlich vermittelt dieses Protein einen ATR-checkpoint kinase 1 [CHK1] vermittelten
Zellzyklus-Arrest. Die Stabilisierung der Replikationsgabel wird Uber die Rekrutierung des
FA-Kernkomplexes, bestehend aus wenigstens 7 FA-Proteinen, und durch weitere Proteine
der HR bewirkt. Dieser stabilisierte Proteinkomplex erlaubt die Synthese des
DNA-Leitstrangs, nachdem der ICL teilweise entfernt wurde. Vorerst werden bei der
ICL-Reparatur Nukleasen und Polymerasen zum FA-Kernkomplex rekrutiert, dies wird ber
die Monoubiquitinierung der DNA-assoziierten Faktoren FANCD2 und FANCI sichergestellt.
In der S-Phase agiert die Nuklease FANCD2/FANCI-associated nuclease 1 [FAN1]
zusammen mit dem heterodimeren Nukleasen-Komplex Mus81 structure-specific
endonuclease subunit (SLX3) [MUS81] / essential meiotic structure-specific endonuclease 1
[EME1] und vermittelt einen 5’und 3"-Einschnitt um den ICL. Nach dem unhooking der
Lasion leiten TLS-Polymerasen (POL «x (alias REV1), DNA-Polymerase v [POL v],
DNA-Polymerase { [POL (]) die Resynthese des DNA-Stranges ein. Die anschlieRende
Entfernung des ICL vom gegeniiberliegenden Strang, durch Beteiligung der NER oder
aufgrund spontaner Hydrolyse, bewirkt eine Fortsetzung der HR-Reparatur zur korrekten
Synthese des DNA-Stranges. In der spaten S-Phase besteht die Mdoglichkeit, dass zwei
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Replikationsgabeln an beiden Seiten des ICL blockiert werden. Die Reparatur des
FA-Kernkomplexes fuhrt in diesem Fall nach dem Prozess des unhooking zur Bildung einer
doppelten HJ. Diese Struktur wird letzten Endes durch einen Komplex, der die Helikase BLM
beinhaltet, oder ber struktur-spezifische Nukleasen der HR wieder gelost 6118119,

1.2.7. Translasionssynthese

Die Translasionssynthese [TLS] ist kein Reparaturmechanismus, sondern ein alternativer Weg
zur Toleranz von DNA-Schéden. Einige DNA-Lasionen flihren zur Blockierung der normalen
DNA-Polymerasen an der Replikationsgabel. Der TLS-Signalweg erlaubt den Zellen eine
alternative fehleranféallige Polymerase zu rekrutieren, um die Lé&sion zu Uberbriicken und die
Synthese fortzusetzen. Das menschliche Genom besitzt wenigstens sieben TLS-Polymerasen,
die keine Korrekturlesefunktion besitzen und an verschiedenen Reparaturwegen beteiligt sind.
Die TLS-Polymerasen POL 1, POL k, POL v und POL ( sind an der Uberbriickung der
0®MeG-Léasion sowie an der ICL-Reparatur beteiligt und ihre Depletion besitzt einen Einfluss
auf die Sensitivitit gegeniiber Sy1-alkylierenden Agenzien 18120121,

1.3. DNA-Reparaturhemmstoffe als therapeutisches Mittel von Tumoren

Chemotherapeutika und ionisierende Strahlung schadigen die DNA oder beeinflussen
fundamentale Prozesse der Zellen, wie die Replikation. Normale Zellen und Tumore reagieren
auf diese Behandlungen mit dem Prozess der DDR. Diese komplexen Signalwege
beeinflussen den Zellzyklus, verstarken die DNA-Reparatur und leiten gegebenenfalls den
Zelltod ein. Einige Tumorzellen weisen groRere Defizite in der DDR auf als normale
Zellen 22, Somit bietet die Beeinflussung der DDR in Tumorzellen eine Méglichkeit die
Krebstherapie zu verbessern. Hemmstoffe der DDR agieren als Monotherapie und in
Kombination mit DNA-schadigenden Chemotherapeutika. Die Verwendung von
Hemmstoffen als Monotherapie nutzt einen Defekt der DDR in Krebszellen aus, um eine
synthetische Letalitdt zu erreichen. Das Konzept der synthetischen Letalitat beruht auf der
Tatsache, dass zwei Mutationen in zwei separaten Genen letal sind, wohingegen jede
Mutation alleine lebensfahig bleibt. In der Tumortherapie fiihrt die Behandlung von
BRCA-mutierten 2° oder HR-defizienten 24 Tumorzellen mit einem PARP1-Inhibitor zur
selektiven Schédigung des Tumorgewebes. In der Kombinationsbehandlung sensibilisieren
die DDR-Hemmstoffe die Tumorzellen gegeniiber bestimmten Chemotherapeutika, indem sie
bestimmte Reparaturwege ausschalten. Unterschiede in der DDR und der Reaktion auf
DNA-Schaden zwischen Tumoren und Normalgewebe ermdglichen einen positiven Effekt
dieser Therapieform.
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Es existieren eine Vielzahl von DDR-Hemmstoffen, die verschiedene DNA-Reparaturwege
oder den Zellzyklus beeinflussen. Die wichtigsten Zielproteine dieser Hemmstoffe sind die
Proteine der Zellzyklus-Kontrolle CHKZ1, checkpoint kinase 2 [CHK2], ATM, ATR sowie
Inhibitoren fiir die DNA-Reparaturproteine MGMT, PARP1, RAD51 und DNA-PKGcs. Viele
dieser Hemmstoffe befinden sich in klinischen Studien oder finden schon derzeit Verwendung
in der Krebstherapie 12°127,

1.3.1. Potenzierung der Chemotherapie mit MGMT-Hemmstoffen

Das MGMT-Protein repariert die O8-Alkylguanin-Lasionen der DNA und ist somit ein
wichtiger  Resistenzfaktor ~ gegeniiber  methylierenden  und  chlorethylierenden
Chemotherapeutika (siehe 1.1.2. und 1.1.3.). Aus diesem Grund wurde bereits ab 1980
experimentelle Versuche unternommen die MGMT-Aktivitat zu senken, um so die Toxizitét
gegenlber alkylierenden Zytostatika zu steigern; u.a. durch Vorbehandlung mit
0°%-Methylguanin oder methylierenden Agenzien ?8'2°. Jedoch erst die Einfiihrung von
irreversiblen Inhibitoren verstarkte die therapeutische Effizienz von Zytostatika gegeniiber
MGMT-exprimierenden Tumorzellen. Seit 1990 wurden eine Vielzahl von Hemmstoffen
entwickelt 3%, Dennoch weisen nur die beiden Inhibitoren O®-Benzylguanin [O°BG] und das
noch effektivere und oral verabreichbare Of-(4-Bromothenyl)-guanin [O°BTG] eine effiziente
MGMT-Inhibition in Tumorzellen auf, sowohl in vitro als auch in vivo. Die 1Cso-Werte fiir
O°BG und O°BTG betragen jeweils 180 nM und 3,4 nM 3. Experimente mit humanen
Tumor-Xenograft-Modellen zeigten fur beide Substanzen eine komplette Hemmung der
MGMT-Aktivitat in Tumorgeweben, sowie eine Reduzierung des Tumorwachstums nach
Kombinationsbehandlungen mit alkylierenden Agenzien. Kombinationsbehandlungen dieser
MGMT-Hemmstoffe mit alkylierenden Chemotherapeutika wurden in Phase | und Il Studien
durchgefihrt, die unter anderem Hirntumore, Melanome, Lymphome und weitere Tumorarten
im fortgeschrittenen Stadium beinhalteten; sie fuhrten allerdings trotz Hemmung des
MGMT-Proteins im Tumor nicht zur Steigerung der therapeutischen Effizienz. Die Ursache
liegt in der kompletten Hemmung von MGMT in allen Geweben, was zur Zunahme der
systemischen Toxizitat, insbesondere der Myelosuppression, fiihrt. Daher war in den Studien
eine drastische Reduktion der zu verabreichenden Dosis der Chemotherapeutika nétig, um die
systemischen Nebenwirkungen zu reduzieren - auf ca. 1/5 der ublichen Zytostatika-Dosis.
Unter diesen Bedingungen ist die therapeutische Effizienz einer Alkylantien-Therapie
drastisch reduziert 13134,

Derzeit werden verschiedene Strategien verfolgt, um eine Verringerung der systemischen
Toxizitdt bei Verwendung der Ublichen Zytostatika-Dosis zu erreichen. Die lokale
Verabreichung des MGMT-Hemmstoffes oder Chemotherapeutikums direkt in das
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Tumorgewebe bietet eine Alternative. Die Verabreichung erfolgt mittels eines Tragers oder
Ommaya-Reservoirs. Diese Behandlungsart ist jedoch nicht fliir metastasierende Tumore
geeignet 1% Eine weitere Strategie bedient sich der Verwendung einer mutierten
MGMT-Form (P140K). Diese MGMT-Variante weist eine hohe Resistenz gegentiber der
Inhibition durch O°BG auf (der ICso-Wert betragt ber 2 mM), ohne die Fahigkeit zur
Reparatur der Alkylantien-induzierten DNA-Schaden zu verlieren ¢, Der retrovirale
Gentransfer der resistenten MGMT-Variante in hamatopoetische Stammzellen bietet einen
wirksamen Schutz vor der Myelosuppression bei der Kombinationsbehandlung 3", Die
Limitierungen einer Gentherapie sind jedoch in dem Risiko der Insertionsmutagenese durch
die retroviralen Vektoren begriindet.

Die selektive Inaktivierung des Reparaturproteins MGMT in Krebszellen — gezielte
Pharmakotherapie — wiirde eine Reduzierung der Zytostatika-Dosis vermeiden und auf diese
Weise zu einer Verbesserung der Chemotherapie beitragen. Einige Strategien verfolgen exakt
diesen Ansatz. Folatrezeptoren weisen eine erhdhte Expression im Tumorgewebe auf. Eine
selektive Aufnahme Uber diese Rezeptoren schiitzt das Normalgewebe und fuhrt zu einer
Anreicherung des Hemmstoffes im Tumor. Aus diesem Grund wurden Folat-Konjugate
synthetisiert, die eine effektive MGMT-Hemmung aufweisen und Tumorzellen gegenuber
alkylierenden Agenzien sensibilisieren 8, Tumore sind komplexe Strukturen, die veranderte
Bedingungen und Eigenschaften im Vergleich zum Normalgewebe aufweisen. Die
Ausnutzung dieser Gegebenheit, bei Verwendung bestimmter physiochemischer
Eigenschaften des Hemmstoffes, ermdglicht ebenfalls eine selektive Akkumulierung im
Tumorgewebe (physical targeting). Zu diesem Zweck wurde eine O°BG-Variante
synthetisiert, die im physiologischen Milieu eine geringe Hemmung des MGMT besitzt.
Unter den hypoxischen Bedingungen des Tumors wird dieser Hemmstoff zum effektiven
Inhibitor O°BG reduziert und soll somit MGMT vorwiegend im Bereich des Tumors
inhibieren 1%,

1.4. Transporter als gezielte Pharmakotherapie in der Krebstherapie

Die Therapieformen Resektion und Bestrahlung sind auf einen bestimmten Bereich des
Tumors beschrankt. Die Chemotherapie ist somit essentiell fir die Behandlung von
Metastasen, die Hauptursache des Todes bei Krebs. Antiproliferative Medikamente, die in der
Krebstherapie verwendet werden, sind normalerweise nicht selektiv fir den Tumor.Deshalb
bendtigen sie eine Verabreichung von hohen Dosen und verursachen somit eine hohe
Toxizitat im Normalgewebe 4. Die gezielte Pharmakotherapie (drug targeting) ermdglicht
eine selektive Anreichung des Arzneistoffes im Tumorgewebe; dies reduziert die auftretenden
Nebenwirkungen und bewirkt eine Steigerung des therapeutischen Index. Eine Akkumulation
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des Arzneistoffes wird aufgrund spezifischer Charakteristika des Zielgewebes erreicht. Diese
beinhalten eine spezielle Bedingung des Gewebes (z.B. Hypoxie), dem Vorhandensein
bestimmter Zelltypen oder der erhéhten Expression von Komponenten (Antigenen) 41, Neben
der direkten Applikation des Arzneistoffes in das Zielgewebe (Ommaya-Reservoir), die
ebenfalls als Strategie des drug targeting angesehen wird, bietet das Konzept des aktiven und
passiven Targeting die Moglichkeit der selektiven Anreichung im Zielgewebe. Beim passiven
Targeting wird das Medikament in oder an einen Carrier gebunden; dies ist ein groRes
Molekil oder ein Nanopartikel. Die lochrigen Blutgefdle des Tumors ermdglichen eine
selektive Anreichung des Carriers aufgrund der erhdhten Permeabilitdt und Retention
[EPR-Effekt] im Tumorgewebe 42, Beim aktiven Targeting wird der Arzneistoff an einen
Antikorper oder Liganden gekoppelt. Die Anreichung im Tumorgewebe entsteht aufgrund der
erhdhten Expression von bestimmten Antigenen (Rezeptoren, Transporter) auf der
Zelloberflache der Krebszellen. Monoklonale Antikorper wurden aufgrund ihrer hohen
Affinitat fir die Antigene schon frih als aktive Targeting-Strategie verwendet. In der
Krebstherapie finden sie Anwendung als Single-Agens, als Antikoérper-Enzym-Konjugat oder
Antikorper-Arzneistoff-Konjugat 143144

Eine zweite Klasse von Antigen die zur gezielten Pharmakotherapie verwendet wird, sind
Transporter. Im menschlichen Genom kodieren ca. 4 % der Gene fiir Transporterproteine 4.
Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Aufnahme von Nahrstoffen und dem Efflux
von xenobiotischen Toxinen. Transporterproteine werden in zwei Hauptfamilien eingeteilt:
die solute carrier [SLC] und ATP-binding cassette [ABC] Transporter. Die SLC-Familie
beinhaltet Transporterproteine, die Substanzen entlang (facilitated transporter) oder entgegen
(secondary active transporter) ihrem Konzentrationsgradienten transportieren. Die secondary
active Transporter nutzen den Austausch (antiport) oder Kotransport (symport) von
intrazellularen und/oder extrazellularen lonen als Energiequelle zur Befdrderung der
Substanzen. Die ABC-Transporter verwenden die Hydrolyse von ATP zum Transport von
Molekiilen entgegen ihrem Konzentrationsgradienten 4. Diese Transportproteine werden
gewebespezifisch exprimiert und besitzen zusammen mit den drug-metabolizing enzymes —
beinhalten Enzyme des Cytochrom P450-Systems — wichtige Funktionen in der Adsorption,
Verteilung und Exkretion von Arzneistoffen 47,

Viele Transporter weisen eine erhohte Expression in Krebszelllinien und Tumorgeweben auf,
u.a. Nukleosidtransporter, Peptidtransporter, Aminosaurentransporter, Transporter flr
organische Anionen und Kationen sowie Glukosetransporter 248, Der Expressionsunterschied
zwischen Normal- und Tumorgewebe erlaubt ein gezieltes Wirkstoffdesign - Konjugation von
Né&hrstoffen an Arzneimitteln —um ein aktives Targeting tber Transporter zu erreichen.
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1.4.1. Glukosetransporter

Zucker, inshesondere Glukose und Fruktose, sind die hauptsachlichen Energiequellen fir
Zellen. Diese hydrophilen Substanzen benotigen fur die Aufnahme ins Zellinnere die
Beteiligung von speziellen Transportproteinen. Es existieren zwei Typen von
Glukosetransportern: (1) Die Familie der Natrium-abhangigen Glukosetransporter (sodium
dependent glucose transporter [SGLT]) beinhaltet sechs verschiedene Transporterproteine
(SGLT1-6), deren Sekundarstruktur aus 14 transmembranen Helices besteht. SGLT1 und
SGLT2 befordern Glukose und Galaktose entgegen ihres Konzentrationsgradienten in die
Zelle. Daflir wird die Energie eines Natriumgradienten verwendet, der (ber die
Natrium-Kalium-Pumpe generiert wird. Diese Proteine sind hauptsachlich fir die Aufnahme
von Zuckern in den Darm- und Nierenepithelien verantwortlich. (2) Die Glukosetransporter
der Familie facilitative glucose transporter (GLUT) befordern verschiedene Zuckerarten
entlang ihres Konzentrationsgradienten in die Zelle, ohne dass eine Energiequelle erforderlich
ist. Es existieren 14 GLUT, die abhangig von ihrer Struktur und Sequenz in 3 Klassen
gruppiert werden. Die GLUT werden gewebespezifisch exprimiert und weisen flr die
jeweiligen Zuckerarten unterschiedliche Affinitaten auf 149150,

Tumorzellen weisen haufig eine erhdhte glykolytische Aktivitat auf (Warburg-Effekt) 1°1; dies
wird als ein Hauptmerkmal von Krebs angesehen 3. Glykolytische Enzyme und
Glukosetransporter sind in einer Vielzahl von menschlichen Tumoren Gberexprimiert 122153,
Des Weiteren korreliert eine erhdhte Expression von GLUT1 mit einer schlechten Prognose in
einigen Tumorarten *#1%, Diese Abhangigkeit des Tumorgewebes — hohe Zuckeraufnahme
und gesteigerte glykolytische Aktivitat zur ATP-Generierung — ermdglicht der gezielten
Pharmakotherapie eine aktive Targeting-Strategie zu entwickeln. Diese beinhaltet zu einem
die pharmakologische Inhibition des Zuckertransportes und/oder der Funktion glykolytischer
Enzyme. Diese Therapieform bewirkt eine préferentielle Schadigung von Krebszellen 16157,
Ein weiterer Ansatz besteht in der Konjugation von Zuckern (vorwiegend Glukose) an einen
Arzneistoff. Dies ermdglicht eine selektive Anreicherung des konjugierten Molekils im
Tumorgewebe, wobei das parentale Molekil keine Selektivitat aufweist. Das Prinzip der
Synthese von Zucker-konjugierten Krebsmedikamenten wird schon seit 1995 verfolgt. Einige
Konjugate (Glufosfamid, Streptozotocin) finden bei der Behandlung von bestimmten
Tumortypen Anwendung. Das Insulinom, das aus den R-Zellen der Bauchspeicheldrise
entsteht, wird mit dem methylierenden Agens Streptozotocin behandelt. Streptozotocin ist ein
Glukose-Konjugat des Nitrosoharnstoffs, welches vermehrt tber den Glukosetransporter
GLUT2 aufgenommen wird, der in den B-Zellen der Pankreas Gberexprimiert wird 1°8, Des
Weiteren wird die gesteigerte Glukoseaufnahme erfolgreich in der Diagnose - insbesondere
bei Hirntumoren und Metastasen - ausgenutzt. Das radioaktive Glukoseanalogon 18-Fluor-
Desoxyglukose (FDG) wird uber einige GLUT in die Zelle aufgenommen, phosphoryliert und
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in der Zelle zuriickgehalten (metabolic trapping). Es wird per Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) detektiert und dient zur Bildgebung von Tumorgeweben %,

1.4.2. ATP-binding cassette Transporter

Die ABC-Transporter-Familie beinhaltet 49 Gene, die auf der Basis ihrer Sequenzhomologie
und Dominenorganisation in 7 Unterfamilien unterteilt werden (ABCA-ABCG) '
ABC-Transporter werden in menschlichen Zellen in der Plasma- und den
Organellenmembranen exprimiert und fungieren als Exporter von endogenen und exogenen
Molekiilen, u.a. Lipide, Gallensdure, Xenobiotika oder Peptiden !, Diese Proteine
verwenden die Energie aus der ATP-Hydrolyse, um Substanzen entgegen ihrem
Konzentrationsgradienten (unidirektional) Uber Membranen zu transportieren. Der Transport
besteht aus zwei Zyklen, die miteinander verbunden sind: (1) Der katalytische Zyklus der
ATP-Hydrolyse, der den Transport antreibt. (2) Der Substrat-Transport-Zyklus, welcher der
Beforderung des Molekiils Gber die Membran dient %2, ABC-Transporter sind in vielen
zelluléren Prozessen beteiligt, wobei eine wichtige Funktion der Schutz des Organismus vor
schadlichen Molekilen ist. Ihre gewebespezifische Expression, zelluldre Lokalisation (apikal
oder basal) sowie die Substratspezifitdt der einzelnen ABC-Transporter beeinflusst die
Toxizitdt von Organen und Geweben gegenlber Toxinen. Die Expression in der
Blut-Hirn-Schranke, Blut-Liquor-Schranke und der Placenta verhindert eine Adsorption von
schadlichen Komponenten in den sensitiven Organen wie dem zentralen Nervensystem oder
dem Fotus. ABC-Transporter in der Leber, Niere und dem Gastrointestinaltrakt schiitzen den
Organismus, indem sie die Toxine aus dem Organismus entfernen (Exkretion) oder die direkte
Adsorption aus dem Lumen verhindern.

Zusatzlich sind ABC-Transporter an der Adsorption, Verteilung und Exkretion von
Medikamenten beteiligt ®3. Daher nehmen sie Einfluss auf die Wirksamkeit wvon
therapeutischen Substanzen, indem sie die effektive Dosis im Zielorgan kontrollieren. Die
Expression dieser Transporter im Zielorgan wird mit einer Resistenz gegeniber einer Vielzahl
von Arzneimitteln (HIV-Mittel, Antivirale-Mittel, Immunsuppressiva, usw.) assoziiert. In der
Krebstherapie sind diese Transporterproteine von groRer Bedeutung. ABC-Transporter
werden in vielen Tumorarten exprimiert und bewerkstelligen den aktiven Efflux von
Krebsmedikamenten 1641 Jhre Redundanz in den Tumorgeweben stellt einen wichtigen
zelluldren Faktor der Resistenz gegenuber einer Vielzahl von unterschiedlichen wirksamen
Chemotherapeutika dar; ein Phanomen das als multidrug resistance (MDR) bekannt ist 7.
Bisher wurden 15 ABC-Transporter mit einer Resistenzentwicklung gegen
Chemotherapeutika in Zusammenhang gebracht. Drei der ABC-Transporterproteine weisen
den groRten Effekt auf die MDR auf und wurden in vielen Studien genauer untersucht 68,
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Das ABCB1 Protein (multidrug resistance protein 1, [MDRL1]) (alias P-Glykoprotein [P-gp])
besteht aus 12 hydrophoben Transmembranendoménen (a-Helices) und 2 hydrophilen
Nukleotid-Bindungsdomanen [NBD]. Dieser Proteinaufbau ist als ABC-Transporter-
Kernstruktur bekannt. Das P-gp ist an der apikalen Seite der Plasmamembran lokalisiert und
exportiert eine Reihe amphipathischer und hydrophober Arzneimittel. Das bevorzugte und
akzeptierte Modell dieses Transporters fir hydrophobe Molekiile ist das ,,vacuum cleaner
model* 1%°,

Das ABCC1 Protein (multi resistance protein 1, [MRP1]) besitzt zusétzlich zu den beiden
Transmembranendomanen und den NBD eine N-terminale membrangebundene Region, die
uber einen zytoplasmatischen Linker mit der Kernstruktur verbunden ist. Im Gegensatz zum
P-gp wird MRP1 auf der basolateralen Seite der Zellen exprimiert und ermoglicht den Efflux
von Glutathion [GSH], GSH-Konjugaten und hydrophilen Phase Il-metabolisierten
Produkten.

Das ABCG2 Protein (breast cancer resistance protein [BCRP]) exportiert identisch zu MDR1
eine Vielzahl von hydrophoben Substanzen, Konjugaten und geladenen Molekilen. Dieses
Protein ist ein Halbtransporter, bestehend aus 6 transmembranen Segmenten und einer NBD.
In der Plasmamembran bildet der Transporter ein Homodimer und ist vorwiegend an der
apikalen Seite lokalisiert 16,

Die MDR, aufgrund der Expression der ABC-Transporter, vermindert den therapeutischen
Erfolg einer Krebstherapie mit Chemotherapeutika. Ein Ansatz zur Uberwindung dieser
Resistenz ist die simultane Applikation von Hemmstoffen fir die ABC-Transporter. Diese
Strategie wird seit mehreren Jahren verfolgt und die ersten pra-klinischen Experimente waren
auch erfolgreich: die Inhibition der Efflux-Transporter war in der Lage Tumorzellen wieder
gegenliber Chemotherapeutika zu sensibilisieren. Jedoch war die Entwicklung von
spezifischen, nicht toxischen und effektiven Hemmstoffen fiir den Einsatz in klinischen
Studien schwieriger als erwartet; die meisten klinischen Studien zeigten keinen zusatzlichen
Vorteil durch die Modulation der ABC-Transporter. Einer der Hauptgriinde liegt wohl in der
veranderten Pharmokokinetik der Chemotherapeutika; die Verringerung des systemischen
Abbaus flhrt zu einer Steigerung der Toxizitdt im normalen Gewebe. Weitere Ursachen fir
den geringen Erfolg der Inhibitoren sind in der funktionellen Redundanz zwischen ABC-
Transporterfamilien und der Expression mehrerer Efflux-Transporter in den Tumoren
begriindet. Die Limitierung in den klinischen Studien wird aber teilweise auch auf das falsche
Design der Studien zuriickgefihrt 0. Zusitzlich zur Verwendung von Hemmstoffen
existieren weitere Strategien, um den Einfluss von ABC-Transportern auf die MDR zu
minimieren bzw. sie therapeutisch auszunutzen %

-27-



Einleitung

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Das DNA-Reparaturprotein  0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) st ein
wichtiger Resistenzfaktor gegentiber Zytostatika in der Tumortherapie. Die Verwendung von
klassischen MGMT-Hemmstoffen fuhrte bislang zu keiner Steigerung der therapeutischen
Effizienz, aufgrund der fehlenden Selektivitdt zum Tumor und der damit verbundenen
Reduktion in der Zytostatika-Dosis. In dieser Arbeit soll die Glukosekonjugation von
MGMT-Hemmstoffen als Targeting-Strategie untersucht werden. Ausgangspunkt ist die
Hypothese, dass eine selektive Hemmung von MGMT in Tumorzellen bzw. Tumoren
(aufgrund der Uberexpression von Glukosetransportern) erreicht wird, was eine Reduzierung
der therapeutischen Konzentration alkylierender Agenzien vermeidet. In vorherigen Arbeiten
wurden verschiedene Glukose-konjugierte MGMT-Hemmstoffe synthetisiert, die nicht
toxisch auf Zellen wirken und effektiv das MGMT-Protein inhibieren. Zwei von diesen
Glukose-konjugierten MGMT-Hemmstoffe, O°BG-Glu und O®BTG-Glu, werden in dieser
Arbeit hinsichtlich der Verwendung als Targeting-Strategie untersucht.

Zielsetzung der Arbeit ist die Untersuchung folgender Fragestellungen:

e Werden verschiedene Tumorzelllinien durch die Glukose-Konjugate im gleichen
Ausmalie gegeniliber den Zytostatika TMZ und CCNU sensibilisiert?

e Wirken die Glukose-Konjugate im Xenograft-Mausmodell und sind sie effektiver in
der Reduktion des Tumorwachstums als die nicht-konjugierten Inhibitoren O°BG und
O®BTG? Ist eine Reduktion der Zytostatika-Dosis erforderlich?

e Wie werden die Glukose-Konjugate in die Zellen aufgenommen? Sind die
Glukosetransporter GLUT und SGLT in die Aufnahme involviert? Existiert eine
tumorspezifische Aufnahme der Konjugate?

-28-



Einleitung

Im Laufe dieser Arbeit wurde ein neuer Faktor identifiziert, der einen wichtigen Einfluss auf
die Effektivitdit der Glukose-Konjugate hinsichtlich der Sensibilisierung gegenuber
Zytostatika ausuibt: die ABC-Transporter. Diese Klasse der Transporterproteine ist schon
lange als Ursache der multidrug resistance (MDR) in der Tumortherapie bekannt, da sie aktiv
eine Vielzahl von Chemotherapeutika aus der Zelle heraustransportiert. ABC-Transporter sind
bisher nicht mit MGMT-Hemmstoffen in Zusammenhang gebracht worden.

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die folgenden Fragen untersucht:

e Welchen Einfluss besitzen ABC-Transporter auf die Effektivitdit der
Glukose-Konjugate und den Inhibitoren OPBG und O°BTG? Fungieren diese
MGMT-Hemmstoffe als Substrate flr einen oder mehrere ABC-Transporter?

e Ist durch die simultane Verwendung von Inhibitoren fir ABC-Transporter eine
Steigerung der Effektivitit von MGMT-Hemmstoffen zu erwarten (in vitro und
in vivo)?
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien, die in dieser Arbeit routineméBig Anwendung fanden, wurden von den Firmen
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland) und Kodak (Rochester,NY, USA) bezogen.

Verbrauchsmaterialen, die in dieser Arbeit routinemaRig Anwendung fanden, wurden von den
Firmen Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland), GE Healthcare (Minchen,
Deutschland), B.Braun (Melsungen, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und
Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

2.1.1. Gerate und Software

2.1.1.1. Gerate

Beschreibung Handelsname Quelle

Analysewaagen TE 64-OCE Sartorius, Gottingen,
Deutschland

XP105 DR Delta Range Mettler-Toledo, Giel3en,
Deutschland

Brutschrank Heracell 150 Heraeus, Hanau, Deutschland
Dispergiergerat Ultra Thorrax T8 IKA, Staufen, Deutschland
Durchflusszytometer FACS Canto Il BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

FACS Calibur BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Einfrierbox Cryo 1°C "Mr. Frosty" Nalgene, Rochester, NY, USA
Elektrophorese Netzteil Power Pac 200/300 Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Elektrophorese Transferkammer Mini Protean Il Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
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Flussigszintillationszahler

Gefrierschrank

Heizblock

High Particle Performance Sizer
[HPPS]

Horizontale Gelkammer
Inverses Mikroskop
Kipproller

Kuhlschrank

Multipipette

Pipetten

pH-Messgerat

Photometer

Pipettierhilfe
Sterilbank

Ultraschallgerat

Ultraschallreiniger

Vakuumpumpe

Tri-Carb 2100TR

Forma 900

Thermomixer comfort

TM 130-6

Zetasizer Nano S

Mini-Protean Tetra System
Axiovert 40C
Roller Mixer SRT9

Premium No Frost

Multipipette plus

Pipet-Lite XLS

(L-10XLS, L-20XLS, L-200XLS,
L-1000XLS)

pH525

Multiscan EX

Pipetboy acu
Hera Safe

Sonifier Cell Disruptor B15

Sonorex Super RK 103H

N816.1.2 KN18
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Appligene, Heidelberg,
Deutschland

Canberra Packard, Dreieich,
Deutschland

Thermo FisherScientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

HLC, Bovenden, Deutschland

Malvern Instruments GmbH,
Herrenberg, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Mettler-Toledo, GielRen,
Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Thermo FisherScientific,
Waltham, Massachusetts, USA

IBS, Fernwald, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Branson Ultraschall,
Dietzenbach, Deutschland

Bandelin, Berlin, Deutschland

KNF, Freiburg, Deutschland

Kottermann, Hanigsen,



Wasserbad 3044 Deutschland
JB1 Grant, Cambridgeshire,
Grof3britannien
Zahlkammer Neubauer Marienfeld, Lauda-Kénigshofen,
Deutschland
Zellschaber Deutsch & Neumann, Berlin,
Deutschland
Zelltank (N2) Locator 6 plus Thermo FisherScientific,
Waltham, Massachusetts, USA
Zentrifugen Centrifuge 5424R Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Heraeus Pico 17 Centrifuge Thermo FisherScientific,
Waltham, Massachusetts, USA

2.1.1.2. Software

Handelstblicher Softwarename

Material und Methoden

Quelle

Ascent Software Version 2.6

BD FACSDiva Version 6
CellQuest Pro

EndNote Version X6
GraphPad Prism Version 6
MS Office Version 2007

Odyssey Version 3.0

WinMDI Version 2.9

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Thomson Reuters, New York City, NY, USA
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
Microsoft, Unterschleif3heim, Deutschland

LI-COR Biosciences, Bad Homburg,

Deutschland

Joeph Trotter; Scripps Research Institut, La Jolla,
CA, USA
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2.2. Zelllinien und Zellkultur

2.2.1. Zelllinien
Name Beschreibung N&ahrmedien
T98G? Humane Glioblastomzelllinie DMEM
GBP61 2 Humane Glioblastomzelllinie DMEM
D05 34 Humane maligne Melanomzelllinie RPMI-1640
A3751 Humane maligne Melanomzelllinie DMEM
HT29° Humane Kolon-Adenokarzinomzelllinie RPMI-1640
Caco-2° Humane Kolon-Adenokarzinomzelllinie DMEM
VH10-tert © Humane Vorhaut-Fibroblastenzelllinie, immortalisiert durch stabile DMEM
Transfektion mit Telomerase-Gen (TERT)
NIH-3T31 Maus-Fibroblastenzelllinie DMEM

1 Zellen wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen

2 Zellen wurden von Prof. Hopf (Institut fiir Neurochirurgie, Mainz) zur Verfiigung gestellt

8 Zellen wurden von Prof. T. Wolfel (Institut fir Hamatologie/Onkologie; Mainz) zur Verfiigung gestellt

4 Zellen wurden von Prof. C.W. Schmidt (Institute of Medical Research, Australien) zur Verfligung gestellt
5 Zellen wurden von der Firma ,,Cell Lines Service* in Heidelberg bezogen

& Zellen wurden von Prof. Mullenders (Institut fiir Toxikogenetik, Leiden) zur Verfiigung gestellt

2.2.2. Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Zellen, mit Ausnahme der Zelllinie Caco-2, fand unter wassergesattigter
atmospharischen Bedingungen mit 7 % CO2 bei 37°C statt. Die humane Kolon-
Adenokarzinomzelllinie Caco-2 wurde in einem speziellen Brutschrank unter reduzierten
Sauerstoffbedingungen (5 % Oz, 7 % CO», 37°C) kultiviert. Die verwendeten Nahrmedien
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sind in 2.2.1. aufgelistet. Allen Medien wurde 10 %
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Fetales Kalberserum (fetal calf serum, [FCS]) (PAA, Pasching, Osterreich) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zugesetzt. Bevor die Zellen ein
konfluentes Stadium erreichten, wurden sie mindestens zweimal in der Woche zu
angemessenen Verdlnnungen passagiert. Die adharenten Zellen wurden mit 0,5 mg/ml
Trypsin — 0,22 mg/ml Ethylendiamintetraacetat [EDTA] in phosphatgepufferter Salzlosung
(phosphate buffered saline, [PBS]) (137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 12 mM
Gesamt-Phosphat (HPO%* + H,PO4)) (PAA, Pasching, Osterreich) abgeldst und in frischem
Medium aufgenommen.

Zur dauerhaften Lagerung der Zellen wurden exponentiell wachsende Zellen verwendet. Die
Zellen wurden geerntet und anschlieBend bei 4°C und 1000 Umdrehungen pro Minute
(revolutions per minute) [rpm] fiir 5 Minuten pelletiert. Anschlielend wurden die Zellen in
einem Einfriermedium (Kultivierungsmedium + 10 % Dimethylsulfoxid [DMSO])
aufgenommen, in Kryordhrchen aliquotiert und tber Nacht in einer speziellen Einfrierkammer
bei -80°C eingefroren. Nach 24 Stunden erfolgte die Uberfithrung in flissigen Stickstoff.

Die Zellen der Stockkultur wurden zur Kultivierung bei 37°C aufgetaut, mit PBS gewaschen
und anschlieBend in frischem Medium aufgenommen. Bevor die Zellen in die Experimente
eingesetzt wurden, fand eine einwdchige Kultivierungsphase statt. Alle Zelllinien wurden
routineméBig nach Mykoplasmen (Venor®GeM Classic Mycoplasma PCR Detection Kit,
Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland) getestet und nur kontaminationsfreie Zellen wurden
flr die Experimente verwendet.

Fur die Experimente, wenn nicht anders beschrieben, wurde die Zelldichte der jeweiligen
Zelllinie mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Zellen 48 Stunden vor der
Behandlung ausgesét. Die Zellzahl wurde so ausgewahlt, dass die Zellen am Ende des
Experiments kein konfluentes Stadium erreicht haben.

2.3. Zytostatika, Hemmestoffe und Behandlung von Zellen

2.3.1. MGMT-Hemmstoffe

0°%-Benzylguanin [O°BG]: Zur Herstellung einer 10 mM Stocklésung wurde O°BG (Sigma,
Minchen, Deutschland) in DMSO gel6st und die Aliquots bei -20°C gelagert.
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0°%-(4-Bromothenyl)-guanin [O°BTG]: Der MGMT-Hemmstoff O°BTG wurde von Dr. Geoff
Margison (Paterson Institute for Cancer Research, Grof3britannien) zur Verfiigung gestelit.
Aliquots mit einer Konzentration von 5 mM wurden in DMSO gelost und bei -20°C gelagert.

2-amino-6-(benzyloxy)-9-(octyl-R-D-glycosyl)-purine [O°BG-Glu]: Das Zuckerkonjugat, auf
Basis von O°BG, wurde von Prof. Schirrmacher (Montreal Neurological Hospital and
Institute, Montreal, Kanada) synthetisiert. Stocklésungen von 25 mM wurden in DMSO
hergestellt und bei -20°C gelagert.

2-amino-6-(4-bromotiophen-2-yl-methoxy)-9-(octyl-R-D-glycosyl)-purine [O°BTG-Glu]: Das
Zuckerkonjugat, auf Basis von O°BTG, wurde von der Firma "Haoyuan Chemexpress Co.,
Limited" (Shanghai, China) bezogen. 5 mM Stocklésungen wurden in DMSO hergestellt und
bei -20°C gelagert.

Die Behandlung der Zellen erfolgte durch Zugabe der jeweiligen Stammldsung ins
Zellkulturmedium, wobei der DMSO-Anteil maximal 0,25 % betrug. Zur Hemmung des
MGMT-Proteins wurde mit allen Inhibitoren eine vierstlindige VVorbehandlung durchgefihrt.

2.3.2. Zytostatika

Temozolomid [TMZ]: Zur Herstellung einer 35 mM Stockldsung wurde TMZ (Schering-
Plough, Kenilworth, NJ, USA) in DMSO und sterilem Wasser (1:3) geldst. Die Aliquots
wurden bei -80°C gelagert.

N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine [MNNG]: MNNG (Sigma, Miinchen, Deutschland)
wurde in DMSO gel6st und anschliefend mit sterilem Wasser auf eine Stockldsung von
10 mM verdinnt (1:100 Verdunnung). Die Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

Lomustine [CCNU]: Eine 10 mM Stockldésung von CCNU (Sigma, Minchen, Deutschland)
wurde durch Ldsen in Ethanol hergestellt und bei -20°C gelagert.

Die Behandlung der Zellen erfolgte nach Inhibition des MGMT-Proteins durch Zugabe der
jeweiligen Stammldsung ins Zellkulturmedium.

2.3.3. Hemmstoffe flr Transporter

Sergliflozin A [Sergli A]: Der SGLT-Inhibitor Serglifozin A (Kissei Pharmaceutical, Japan)
wurde in DMSO gel6st und die 100 mM Stammlésungen bei -20°C gelagert.
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Phlorizin: Zur Herstellung einer 500 mM Stocklésung wurde der SGLT-Inhibitor Phlorizin
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in DMSO geldst und die Aliquots bei -20°C
gelagert.

Phloretin: Eine 500 mM Stocklésung des GLUT-Inhibitors Phloretin (Sigma, Munchen,
Deutschland) wurde durch Ldsen in DMSO hergestellt und bei -20°C gelagert.

Cytochalasin B [Cyt B]: Der GLUT-Inhibitor Cytochalasin B (Sigma, Muinchen,
Deutschland) wurde in DMSO auf eine Stocklésung von 10 mM eingestellt. Die Aliquots
wurden bei -20°C gelagert.

Verapamil: Zur Herstellung einer 10 mM Stockldsung wurde der P-gp-Inhibitor Verapamil
(Sigma, Miinchen, Deutschland) in DMSO geldst. Die Aliquots wurden bei -20°C gelagert.

MK571: Der MRP1-Inhibitor MK571 (Sigma, Minchen, Deutschland) wurde in DMSO
gelost und die 10 mM Stammldsungen bei -20°C gelagert.

Ko0143: Eine 5 mM Stocklésung des BCRP-Inhibitors Ko143 (Sigma, Munchen, Deutschland)
wurde durch Losen in DMSO hergestellt und bei -20°C gelagert.

Die Behandlung der Zellen erfolgte durch Zugabe der jeweiligen Stammldsung ins
Zellkulturmedium, wobei der DMSO-Anteil maximal 0,1 % pro Transporterinhibitor betrug.
Zur Hemmung der Transporter fand eine 15 bis 30-minutige Vorbehandlung mit den
jeweiligen Hemmstoffen statt, bevor die Zugabe der MGMT-Inhibitoren und Zytostatika
erfolgte.

2.4. Zellextrakte und Proteinbestimmung

2.4.1. Herstellung von Gesamtzellextrakten

2.4.1.1. Sonifizierung

Am Ende der Inkubationszeit wurden die adhdrenten Zellen mehrfach mit eiskalten PBS
gewaschen und mit einem Zellschaber geerntet. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation
(4.000 rpm, 4 Minuten, 4°C) pelletiert und in flissigen Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
der Zellpellets fand bei -80°C statt. Die eingefrorenen Pellets wurden auf Eis aufgetaut und in
einem Sonifizierungspuffer (20 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan [Tris] - HCI, 1 mM
EDTA, 1 mM R-Mercaptoethanol, 5 % Glycerin, 100 uM Phenylmethylsulfonylfluorid
[PMSF], pH = 8,5) aufgenommen und unter angemessen Bedingungen auf Eis sonfiziert
(1 x 11 Impulse bei Ausgangsregler: 4 und Auslastungsgrad: 40 %). Die Suspension wurde
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zentrifugiert (14.000 rpm, 10 Minuten, 4°C) und die unloslichen Zellfragmente entfernt. Die
Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradford-Methode (2.4.2.). Die Proben wurden fir den
darauffolgenden MGMT-Assay (2.7.) vorbereitet oder bei -20°C gelagert.

2.4.1.2. SDS-PAGE-Probenpuffer

Am Ende der Inkubationszeit wurde das Medium entfernt und die adhdrenten Zellen mit PBS
gewaschen. Der 95°C warme Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, [SDS-PAGE])-Probenpuffer (62,5 mM
Tris-HCI, 10 % Glycerin, 2 % SDS, 5 % R-Mercaptoethanol, 0,01 % Bromphenolblau,
pH =6,8) wurde zur Lyse direkt auf die Zelle gegeben. Die Suspension wurde aliquotiert,
sonifiziert und anschlieRend bei -20°C gelagert.

2.4.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Herstellung der Zellextrakte duch
Sonizierung (2.4.1.1.) erfolgte nach der Bradford-Methode X, Die Proteinextrakte (1-3 pl)
wurden auf eine 96-Well Mikrotiterplatte aufgetragen und mit 200 ul Bradford-Reagenz
(8,5 % Phosphorsaure, 4,75 % Ethanol, 1 % Coomassie-Brilliant-Blau G250) gemischt. Die
Inkubation fand fur 10-20 Minuten bei Raumtemperatur [RT] im Dunkeln statt. Die
Adsorption der Proben wurde bei einer Wellenldnge von 595 nm photometrisch bestimmt und
ihre Proteinkonzentration anhand der Standardgerade kalkuliert. Die Standardgerade wurde
flr jedes Experiment mittels bovine serum albumin [BSA] (0 bis 6 pg/ul) erstellt.

2.5. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese  [SDS-PAGE], basierend auf der Methode von
Laemmli et al., (1970) 2,

Die Proben wurden mit destilliertem Wasser und 4-fach SDS-PAGE-Ladepuffer
(250 mM Tris-HCI, 40 % Glyzerin, 8 % SDS, 20 % [-Mercaptoethanol, 0,04 %
Bromphenolblau, pH = 6,8) aufgenommen, um ein angemessenes Volumen der Proben in
einfach SDS-PAGE-Laufpuffer zu erhalten. Die Proteinextrakte wurden bei 95°C fir
5 Minuten oder 37°C fir 30 Minuten (fir die Detektion der ABC-Transporter) erhitzt.
Insgesamt wurden 30 pg (nach Bradford-Bestimmung) oder 15-20 pl pro Probe in das
Sammelgel aufgetragen. Im letzteren Fall erfolgte eine Quantifizierung der Proteinmenge
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mittels Detektion der Ladekontrollen (extracellular signal-regulated kinase 2 [ERK2] oder
heat shock protein 90 [HSP90]) und anschlieBender Verdinnung der Extrakte relativ zur
Bandenintensitat der Probe. Die Proteinextrakte wurden fir 15 Minuten bei 80 V im
Sammelgel (5 % Polyacrylamid, 125 mM Tris-HCI, 0,1 % SDS, 0,05 % Ammoniumpersulfat
[APS], 0,005 % Tetramethylethylendiamin [TEMED], pH = 6,8) konzentriert und bei 130 V
im Trenngel (5-15 % Polyacrylamid, 375 mM Tris-HCI, 0,1 % SDS, 0,05 % APS, 0,005 %
TEMED, pH = 8,8) aufgetrennt. Die Elektrophorese fand in einem SDS-PAGE Laufpuffer
(25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) statt und wurde in Abhangigkeit der
analysierten ProteingroRen zu verschiedenen Zeiten gestoppt. Bei jedem Experiment wurde
parallel ein Molekulargewichts-Standard aufgetragen.

2.6. Western-Blot

Die Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Whatmann, Dassel,
Deutschland), basiert auf der Methode von Towbin et al., (1976) 172,

Der Proteintransfer erfolgte mit 300 mA fiir 1 Stunde bei RT oder mit 50 mA (ber Nacht bei
4°C im Transferpuffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 20 % Methanol). Das Blocken von
unspezifische Bindungen erfolgte mittels Blocklosung (5 % Magermilch in Tris-buffered
saline [TBS] (20 mM Tris, 137 mM NaCl) + 0,1 % Tween-20, pH = 7,6). Zur Detektion der
Proteine wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C im Primdrantikorper inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei RT mit dem Sekundérantikorper. Fir
die Detektion der Proteine mittels Chemielumineszenz-Detektionssystem (Amersham
Biosciences, Uppsala, Schweden) wurden Meerrettichperoxidase-gekoppelte
Sekundarantikdrper verwendet. Bei der Detektion der Proben mit der Odyssey-Infrarot-
Abbildungsanlage  erfolgte  die Inkubation in Infrarot-Farbstoff-gekoppelten
Sekundarantikorpern. Zwischen jedem Schritt fand ein dreimaliges waschen der Membran mit
0,1 % Tween-20 in TBS statt. Die verwendeten Antikorper sind in 2.6.1. wiedergegeben.
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Protein Details Verdunnung Quelle
BCRP 70 kDa [Kilodalton], monoklonaler | 1 :500 Millipore, Billerica, MA,
Maus-Antikdrper USA
ERK2 42 kDa, polyklonaler Kaninchen- 1:4.000 Santa Cruz
Antikorper Biotechnologie,
Heidelberg, Deutschland
HSP90 90 kDa, monoklonaler Maus- 1:4.000 Santa Cruz
Antikorper Biotechnologie,
Heidelberg, Deutschland
MGMT 22 kDa, monoklonaler Maus- 1:1.000 Millipore, Billerica, MA,
Antikorper USA
MRP1 190 kDa, monoklonaler Maus- 1:250 Millipore, Billerica, MA,
Antikorper USA
P-gp 170 kDa, monoklonaler Maus- 1:250 Millipore, Billerica, MA,
Antikorper USA
Goat-Anti-Maus 19gG Peroxidase-Konjugat 1:2.000 Rockland
Immunochemicals,
Gilbertsville, PA, USA
Goat-Anti-Kaninchen Peroxidase-Konjugat 1:2.000 Rockland
1gG Immunochemicals,
Gilbertsville, PA, USA
Irdye 800CW Donkey Infrarot-Farbstoff-Konjugat 1:10.000 LI-COR Biosciences,
Anti-Maus IgG Bad Homburg,
Deutschland
Irdye 800CW Donkey Infrarot-Farbstoff-Konjugat 1:10.000 LI-COR Biosciences,

Anti-Kaninchen 1gG
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2.7. MGMT-Assay

Der MGMT-Assay beruht auf der Ubertragung einer Tritium-markierten Methylgruppe, der
Methylgruppe des Sauerstoffatoms des Guanins, auf das MGMT-Molekil. Die Methode von
Myrnes et al., (1984) wurde unter Berlcksichtigung einiger Modifikationen fiur die
Quantifizierung der MGMT-Aktivitat verwendet 174,

2.7.1. Herstellung der *H-DNA

Zur Herstellung der Tritium-markierten DNA [*H-DNA] wurde 100 mg Kalbsthymus-DNA
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in Propandiol-Puffer (20 mM 2-amino-2-mehyl-1,3-
propanediol, pH = 10) aufgenommen und mit Ethanol geféllt. Die Markierung der DNA mit
5 mCi 3H-Methylnitrosoharnstoff (Hartmann Analytic, Braunschweig, Deutschland) fand fur
30 Minuten bei 37°C und anschlieBender Uberfiihrung des Reaktionsgemisches fiir
30 Minuten bei RT statt. Die 3H-DNA wurde durch mehrfache Féllungen mit Ethanol
gereinigt und in TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH = 7,4) aufgenommen. Die
Reaktivitat wurde auf 80.000 counts per minute [cpm] pro 10 ul eingestellt.

2.7.2. Bestimmung der MGMT-Aktivitat

Zur Bestimmung der MGMT-AKktivitdt wurden Proteinextrakte (Hergestellt durch die
Methode 2.4.1.1.) mit 10 pl *H-DNA (80.000 cpm) in Reaktionspuffer (70 mM
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure [HEPES]-KOH, 1 mM Dithiothreitol
[DTT], 5 mM EDTA, pH = 7,8) fiir 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pg
BSA und 13 % Trichloressigsaure zur Fallung der Proteine wurde die DNA durch erhitzen auf
95°C fir 45 Minuten hydrolysiert. Nach dreimaligem Waschen mit 5 % Trichloressigséure
wurde das Pellet in 0,2 M Natriumhydroxid [NaOH] resuspendiert und die Radioaktivitat im
Flissigszintillationszédhler bestimmt. Die MGMT-Aktivitat wurde als fmol (Ubertragung der
Radioaktivitat von S3H-DNA auf Proteinmenge) pro Gesamtproteinmenge kalkuliert
[fmol/mg Protein].
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2.8. Durchflusszytometrie

2.8.1. Bestimmung des Zelltods mittels Sub-G1-Fraktion

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium, welches die abgeldsten Zellen
beinhaltet, zusammen mit den adhédrenten Zellen im Reaktionsgefal? gesammelt. Die Zellen
wurden bei 1.500 rpm fir 4 Minuten pelletiert und in PBS aufgenommen. Die Fixierung fand
mit 80 % Ethanol fur mindestens 20 Minuten bei -20°C statt. Nach der Fixierung wurden die
Zellen pelletiert (1.500 rpm, 4 Minuten, RT) und in PBS mit 30 pug/ul Ribonuklease A (zum
RNA-Verdau) aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die DNA mit
16,7 pg/ml Propidiumjodid [PI] angefarbt und die Proben mittels Durchflusszytometrie
(FACS Calibur) analysiert. Fir jede Probe wurden 10.000 Zellen analysiert und mit der
Software CellQuest Pro aufgezeichnet. Der Anteil an Zellen mit geringem DNA-Gehalt
(sub-diploid DNA content, [Sub-G1]) wurde mit der Software WinMDI Version 2.9
kalkuliert.

2.8.2. Bestimmung der Transportaktivitat von ABC-Transportern

Die Fahigkeit von ABC-Transportern zum aktiven Transport von Fluoreszenzfarbstoffen
entgegen ihrem Konzentrationsgradienten bietet die Maoglichkeit zur Analyse der
Transportfunktion sowie der Detektion von Substraten, Modulatoren oder Inhibitoren. Zwei
funktionelle Experimente die haufig Anwendung finden, ist der Akkumulations-Assay
(accumulation assay) und der Efflux-Assay (retention assay). Die Methoden von
Homolya et al., (1993) und Hollo et al., (1994) wurden unter Beriicksichtigung einiger
Modifikationen fur die Bestimmung der Transportaktivitat der einzelnen ABC-Transporter
verwendet 17>176,

In 2.8.2.3. sind die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, Hemmstoffe und Testsubstanzen mit
ihren eingesetzten Endkonzentrationen dargestellt. Der DMSO-Anteil betrug fir diese
Experimente maximal 3 %.
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2.8.2.1. Akkumulations-Assay

Exponentiell wachsende Zellen wurden mit einer Trypsin-EDTA-LGsung geerntet und in PBS
gewaschen. Die Zellen wurden im Aufnahme-Medium (5 % FCS in Glukose-Transportpuffer
(siehe 2.11.1.)) auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die Akkumulations-
Phase der Fluoreszenzfarbstoffe fand in Ab- oder Anwesenheit der jeweiligen Hemmstoffe
oder Substanzen fir 30 Minuten bei 37°C und einer Schittelgeschwindigkeit von 800 rpm
statt. Nach der Inkubation wurden die Zellen auf Eis gehalten, pelletiert (4.000 rpm,
4 Minuten, 4°C) und dreimal mit eiskalten PBS gewaschen. Die Zellen wurden in eiskaltem
PBS mit 20 pg/ml PI resuspendiert und sofort mittels Durchflusszytometrie (FACS Canto)
gemessen. Die Fuoreszenzfarbstoffe wurden mit einem Argonlaser (488 nm) angeregt und
unter Verwendung der Bandpass-Filter 530 nm (fir Rhodamin 123 oder
5(6)-Carboxy-2',7'-Dichlorfluorescein-Diacetat [CFDA]) oder 670 nm (fur Pheophorbid A)
detektiert. Fir jede Probe wurden 10.000 Zellen analysiert und die mediane
Fluoreszenzintensitat [MFI] mit der Software BD FACSDiva Version 6 kalkuliert. Tote
Zellen wurden nicht in die Auswertung eingebracht. Die Berechnung der Akkumulation
erfolgte anhand der folgenden Formel und wurde relativ zur Aufnahme mit nur dem
Fluoreszenzfarbstoff dargestellt:

MFI (Farbstoff) — MFI (Kontrolle)

Rel. Akkumulation =
MFI (Farbstoff + Substanz) — MFI (Substanz)

MFI (Farbstofr): Mediane Fluoreszenzintensitat nach Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff
MFI (kontrolle): Mediane Fluoreszenzintensitat der Zellen nach Inkubation im Medium
MFI (rarbstoff + Substanz): Mediane Fluoreszenzintensitat nach Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff

in Anwesenheit des Hemmstoffes/Substanz

MFI (substanz): Mediane Fluoreszenzintensitat der Zellen nach Inkubation mit dem
Hemmstoffes/Substanz
Rel. Akkumulation: Relative [Rel.] Akkumulation vom Fluoreszenzfarbstoff in Anwesenheit der Substanz

in Relation zur Akkumulation mit nur dem Fluoreszenzfarbstoff
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2.8.2.2. Efflux-Assay

Zur Bestimmung der Efflux-Kapazitat wurden die Zellen wie oben beschrieben nur mit den
einzelnen Fluoreszenzfarbstoffen beladen. Nach der Akkumulations-Phase wurden die Zellen
pelletiert (4.000 rpm, 4 Minuten, 4°C), einmal mit eiskalten PBS gewaschen und im
Efflux-Puffer (5 % FCS in Glukose-Transportpuffer) in Ab- oder Anwesenheit der jeweiligen
Hemmstoffe oder Substanzen fir 20 oder 120 Minuten bei 37°C und einer
Schiittelgeschwindigkeit von 800 rpm inkubiert. Eine Probe wurde wahrend der
Inkubationszeit im Efflux-Medium auf Eis gelagert und diente als 0-Wert (kein Efflux vom
Fluoreszenzfarbstoff). Nach der Inkubationsphase wurden die Zellen auf Eis gehalten,
pelletiert (4.000 rpm, 4 Minuten, 4°C) und dreimal mit eiskalten PBS gewaschen. Die Zellen
wurden in eiskaltem PBS mit 20 pg/ml Pl resuspendiert und identisch zum
Akkumulations-Assay analysiert. Die Berechnung des Effluxes der Fluoreszenzfarbstoffe
erfolgte anhand der folgenden Formeln und wurde immer in Relation zum Hemmstoff der
jeweiligen ABC-Transporter (Positivkontrolle [PK]) kalkuliert:
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(1)

Efflux (Substanz) =

()

Efflux (Hemmstoff) =

MFI effiux (substanz):

MFI ko (substanz):

MPFI effiux (Kontrolle):

MFI ko:
MFI o-wert:

MFI effiux (Hemmstoff):

MFI Ko (Hemmstoff)

Efflux (supstanz):

Efflux (Hemmstoff)-

Rel Efﬂ Ux (Substanz):

Material und Methoden

[MFI efflux (Substanz) — MFI Ko (Substanz)] - [MFI efflux (Kontrolle) — MFI Ko]
[MFI .\vere — MFI 1= [MFI - MFI ]

efflux (Kontrolle)

[MFI efflux (Hemmstoff) — MFI Ko [Hemmstoff)] - [MFI efflux (Kontrolle) — MFI Ko]

[MFI 0-Wert — MFI Ko] = [MFI efflux (Kontrolle) — MFI Ko]

(3)

Efflux (Substanz)
Rel. Efflux (s,pstans) =

Efflux (Hemmstoff)

Mediane Fluoreszenzintensitiat nach Akkumulation mit dem Fluoreszenzfarbstoff und
der Efflux-Phase in Anwesenheit einer Substanz

Mediane Fluoreszenzintensitit der Zellen in Anwesenheit einer Substanz

Mediane Fluoreszenzintensitat nach Akkumulation mit dem Fluoreszenzfarbstoff und
der Efflux-Phase im Medium

Mediane Fluoreszenzintensitit der Zellen nach Inkubation im Medium

Mediane Fluoreszenzintensitiat nach Akkumulations-Phase mit dem
Fluoreszenzfarbstoff

Mediane Fluoreszenzintensitiat nach Akkumulation mit dem Fluoreszenzfarbstoff und
der Efflux-Phase in Anwesenheit des Inhibitors

Mediane Fluoreszenzintensitit der Zellen in Anwesenheit des Hemmstoffes

Relative Hemmung des Effluxes vom Fluoreszenzfarbstoff in Anwesenheit der
Substanz

Relative Hemmung des Effluxes vom Fluoreszenzfarbstoff in Anwesenheit des
Hemmstoffes

Relative Hemmung des Effluxes vom Fluoreszenzfarbstoff in Relation zum
Hemmstoff (PK)
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2.8.2.3. Fluoreszenzfarbstoffe, Inhibitoren und Testsubstanzen

Substanz Funktion der Substanz Konzentration im Assay

Rhodamin 123 [Rho 123] * Fluoreszenzfarbstoff der vom 30 uM
P-gp transportiert wird

5(6)-Carboxy-2',7'- Fluoreszenzfarbstoff der vom 20 uM

Dichlorfluorescein-Diacetat MRP1 transportiert wird

[CFDA]*

Pheophorbid A [Pheo A] ! Fluoreszenzfarbstoff der vom 0,5 uM
BCRP transportiert wird

Verapamil Kompetitives Substrate fiir P-gp 100 uM

MK571 Inhibitor fur MRP1 40 uM

Ko143 Inhibitor fur BCRP 50 pM

O°BG MGMT-Inhibitor 100 uM

O°BTG MGMT-Inhibitor 100 uM

0°BG-Glu MGMT-Inhibitor 100 uM

O°BTG-Glu MGMT-Inhibitor 100 uM

! Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden von der Firma ,,Sigma-Aldrich* in Taufkirchen, Deutschland bezogen

2.9. Koloniebildungsassay

Exponentiell wachsende Zellen wurden in Einzelzellsuspension gebracht und in einer
angemessenen Zellzahl (200 bis 3.500 Zellen) in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat. Die
Zellzahlen wurden in unabhdngigen Experimenten bestimmt und so ausgewahlt, dass in An-
oder Abwesenheit der Behandlung mindestens 50 Kolonien nach der Inkubationszeit
gewachsen waren. Nach der Aussaht wurden den Zellen erlaubt fiir 6 Stunden an die Schalen
zu adharieren. AnschlieRend fand die Behandlung mit MGMT-Hemmstoffen und steigenden
Konzentrationen der Zytostatika statt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Tagen wurde das
Medium entfernt, die adhédrenten Zellen mit PBS gewaschen und mit einer LOsung
[Essigséure:Methanol:Wasser (1:1:8)] fur 30 Minuten fixiert. Die Kolonien (mindestens
50 Zellen) wurden mit einer Farbeldsung (1,25 % Giemsa und 0,125 % Kiristalviolett) fur
10 Minuten  angefarbt. Die Uberlebensrate wurde unter Beriicksichtigung der
Koloniebildungseffizenz relativ zur unbehandelten Kontrolle kalkuliert.
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2.10. Humanes Xenograft-Mausmodell

2.10.1. Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weibliche oder mannliche Nacktmé&use des Stammes
BALB/c nu/nu aus pathogen-freier Zucht der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) in
Mainz bezogen. Aufgrund des fehlenden Thymus ist dieser Mausstamm nicht in der Lage
T-Zellen auszubilden und weist somit einen immundefizienten Phénotyp auf. Die Haltung,
Pflege und Futterung der Tiere wurde in den zentralen Tierlaboren der ZVTE von
ausgebildeten Mitarbeitern durchgefiihrt. Die Tierversuchsvorhaben wurden unter
Berlcksichtigung des Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

2.10.2. Tumorwachstum und Applikation von MGMT-Hemmstoffen

In dieser Arbeit wurde ein Xenograft-Mausmodell verwendet. Hierbei wurde ein Tumor aus
der humanen Melanomzelllinie A375 zum Anwachsen gebracht. Humane A375
Melanomzellen wurden geerntet, in PBS aufgenommen und 7 x 10° Zellen wurden subkutan
in die linke und/oder rechte Flanke der Maus injiziert. Nach dem Erreichen einer angemessen
TumorgroRe (50-200 mm3) wurde mit der Behandlung begonnen. Die Glukose-Konjugate
wurden intraperitoneal [i.p.] oder intravends [i.v.] in Ab- oder Anwesenheit einer
30-mindtigen Vorbehandlung mit den ABC-Transporter-Hemmstoffen appliziert. Nach
definierten Inkubationszeiten wurden die Mause durch zervikale Dislokation (Genickbruch)
getotet, die Organe herausprépariert und in flissigen Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der
Gewebe fand bei -80°C statt. Zur Bestimmung der MGMT-Aktivitat wurden Gewebestlicke in
Sonifizierungs-Puffer + Protease-Inhibitoren-Cocktail (Roche, Mannheim, Deutschland)
aufgenommen und homogenisiert. Die weitere Verarbeitung der Einzelzellsuspension erfolgte
wie in 2.4.1.1. beschrieben.
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2.10.3. Kombinationsbehandlungen mit alkylierenden Agenzien

Eine Zusammenfassung der injizierten Substanzen ist in 2.10.4. dargestellt. Zur Generierung
des humanen A375-Xenografts wurden 7 x 10° Zellen subkutan in die linke und/oder rechte
Flanke der Mause injiziert. Bei einer TumorgréRe von 50-200 mm® wurde die
Kombinationsbehandlung initiiert (Tag 0). Die Applikation der MGMT-Hemmstoffe erfolgte
in Ab- oder Anwesenheit einer 30-mindtigen Vorbehandlung mit den ABC-Transporter-
Hemmstoffen. Nach einer Inkubationszeit von 2 (Experimente mit ABC-Transporter-
Hemmstoffen) bzw. 4 Stunden wurde den Mausen die Zytostatika TMZ oder CCNU
intraperitoneal verabreicht. Die Bestimmung des Mausgewichts (Toxizitatsmarker) und der
Tumorgrolie erfolgte im Abstand von 2-3 Tagen. Die TumorgrofRe wurde mit der folgenden
Formel berechnet und relativ zum Tag der Behandlung (Tag 0) kalkuliert:

Tumorvolumen [mm?] = (Lange x Breite x Hohe) * nt / 6
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2.10.4. Hemmstoffe und Zytostatika fir die Maus-Modell-Experimente

Substanz Funktion Applikation Losungsmittel
0%BG MGMT-Inhibitor 20 mg/kg intraperitoneal | Polyethylenglycol
fur 4 Stunden [PEG]:DMSO:Natriumchlorid
[NaCl] (1:1:1)
O%BTG MGMT-Inhibitor 20 mg/kg intraperitoneal | PEG:DMSO:NaCl (1:1:1)
fur 2 bzw. 4 Stunden
O°BG-Glu MGMT-Inhibitor 100 mg/kg PEG:DMSO:NaCl (1:1:1)
intraperitoneal fir 4
Stunden
125 mg/kg intravends 10 % DMSO in 0.9 %-ige
flir 2 Stunden NaCl-Ldsung
O°BTG-Glu MGMT-Inhibitor 100 mg/kg PEG:DMSO:NaCl (1:1:1)

Probenecid *

Elacridar 2

T™MZ

CCNU

Inhibitor fir MRP

Inhibitor fur
P-gp und BCRP

Methylierendes
Zytostatika

Chlorethylierendes
Zytostatika

intraperitoneal fir 4
Stunden

62,5 mg/kg intravends
fur 2 Stunden

200 mg/kg
intraperitoneal fiir 30
Minuten

10 mg/kg intraperitoneal
fur 30 Minuten

150 — 200 mg/kg
intraperitoneal

16 mg/kg intraperitoneal

10 % DMSO in 0.9 %-ige
NaCl-Lbésung

Mit 1 M NaOH gel6st und in

PBS verdinnt (pH = 7.4)

PEG:NaCl (1:2)

DMSO:NaCl (1:5)

PEG:DMSO:NaCl (1:1:6)

! Probenecid wurden von der Firma ,,Sigma-Aldrich* in Taufkirchen, Deutschland bezogen

2 Elacridar wurden von der Firma ,,MedKoo Biosciences* in Chaepel Hill, NC, USA bezogen
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2.11. Aufnahmestudien mit radioaktiv-markiertem Glukose-Konjugat

Die Aufnahme von radioaktiven Stoffen wurde unter Berucksichtigung einiger
Modifikationen nach der Methode von Nakanishi et al., (2010) durchgefiihrt 17, Zur Analyse
der Aufnahme des Glukose-Konjugates O°BTG-Glu wurde dieses von der Firma
,BIOTREND Chemikalien GmbH®* aus Ko6ln mit Tritium radioaktiv markiert
[*H-O°BTG-Glu]. Die Tritium-Markierung selbst wurde in Russland mittels
Tritium-Gasaustausch-Methode durchgefihrt und die Unversehrtheit des Molekils durch die
Analyse mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie [HPLC] bestatigt. In 2.11.3. sind
die verwendeten radioaktive Stoffe sowie die Transportpuffer angegeben.

2.11.1. Zellbasiertes System

Nach Erreichen eines semi-konfluenten Stadiums wurde das Medium entfernt und die Zellen
dreimal mit vorgewarmten Transportpuffer gewaschen. Reprasentativ flr die Zellzahl wurde
von einer Probe (1. Well) die Zellzahl mittels Neubauer-Kammer bestimmt. Fir einen Teil der
Experimente fand eine 15-30-minutige Vorinkubation mit den Inhibitoren der Transporter
oder mit Transportpuffern (veranderte Komponenten) statt. Die radioaktiven Substanzen
wurden in Ab- oder Anwesenheit von Inhibitoren/nicht-radioaktiven Substanzen (kalte
Substanzen) den Zellen im neuen Transportpuffer zugefugt und die Aufnahme fand im
Wérmebad bei 37°C statt. Nach bestimmten Inkubationszeiten wurde der Transportpuffer
entfernt, die Zellen dreimal mit eiskalten Glukose-Transportpuffer gewaschen und in
1 M NaOH lysiert. Die Radioaktivitat wurde im Flussigszintillationszahler bestimmt, die
akkumulierte Stoffmenge der radioaktiven Substanz kalkuliert und relativ zur Zellzahl oder
Zellzahl pro Zeit dargestellt.

Fur das Kompetitions-Experiment (Abbildung 17b) wurden zuerst die einzelnen Stamm-
Konzentrationen des kalten OPBTG-Glu (gelést in DMSO) mit dem radioaktiven
3H-0°BTG-Glu (geldst in Ethanol) in der organischen Phase gemischt und anschlieBend in
Transportpuffer auf die jeweilige Endkonzentration eingestellt. Weitere Modifikationen des
Versuchansatzes (z.b. Temperaturveranderung der Aufnahmereaktion) sind im Text
beschrieben.
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2.11.2. Multilamellare Vesikel

Die multilamellaren (mehrschichtigen) Vesikel [MLV], bestehend aus Phosphatidylcholin
und Cholesterol, wurden vom Institut fiir Biophysik in Mainz zur Verfiigung gestellt und nach
der Methode von Budai et al., hergestellt 178,

Zur Analyse der initialen Bindung wurden 2,5 mg MLV mit den radioaktiven Stoffen fir
5 Sekunden bei RT inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein dreimaliges pelletieren (14.000 rpm,
10 Minuten, RT) und waschen der MLV mit dem Glukose-Transportpuffer. Die
Radioaktivitat in den MLV wurde im Flussigszintillationszéhler bestimmt und der Anteil zur
eingesetzten Gesamtradioaktivitat kalkuliert.

2.11.3. Radioaktive Stoffe und Transportpuffer der Aufnahmestudien

Substanz spezifische Quelle
Radioaktivitat

*H-O®BTG-Glu 8 Ci/mmol BIOTREND, Koéln, Deutschland

3H-deoxy-Glukose 20 Ci/mmol PerkinElmer, Rodgau, Deutschland

14C-alpha-Methyl-Glucopyranosid 250 mCi/mmol PerkinElmer, Rodgau, Deutschland
Transportpuffer [TP] Zusammensetzung/Anderungen zum Standard-TP

(Modified Hank’s balanced salt solution)

Standard-TP 0,952 mM CacCly, 5,36 mM KClI, 0,441 mM KH;,PQOy,
0,812 mM MgSQy, 136,7 mM NaCl, 0,385 mM Na;HPO,,
1 mM Glukose, 10 mM HEPES, pH=7,4

Glukose-TP 25 mM Glukose

red. NaCI-TP 13,67 mM NacCl

Cholinchlorid-TP kein NacCl, aber 136,7 mM Cholinchlorid
KCI-TP kein NacCl, aber 136,7 mM KCI
Saccharose-TP 100 pM Glukose + 10 mM Saccharose
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2.12. Partikelbildung der MGMT-Hemmstoffe

Die ldentifikation der Partikelbildung in wassrigen Lésungen erfolgte mittels High Particle
Performance Sizer [HPPS] (Malvern Instruments GmbH, Herrenberg) im Institut fur
Biophysik der Mainzer Universitat. Dieses Gerat verwendet die Technik der dynamischen
Lichstreuung (dynamic light scattering, [DLS]) zur Bestimmung der PartikelgroRe. Die DLS
analysiert die Brownsche Molekularbewegung und kalkuliert daraus die Interferenz des
Lichtes und somit die GréRe von Partikeln 7°,

Die Losungen (1 % DMSO in PBS) mit den jeweiligen Konzentrationen der
MGMT-Hemmstoffe wurden in eine Quarzkiivette pipettiert und mittels HPPS analysiert. Die
Messung wurde bei 25°C durchgefuhrt. Die Durschnittswerte folgender Parameter wurde
kalkuliert: die PartikelgroRe, der Polydispersitats-Index und die Intensitat des Streulichtes.

2.13. Statistik

Fur alle quantitativen Analysen wurden mindestens drei unabhdngige EXxperimente
durchgefuhrt. Die Daten wurden mit der Software GraphPad Prism Version 6 verarbeitet. Es
wurden die entsprechenden  Mittelwerte mit ihren  jeweiligen  Standardfehler
(standard deviation, [SD]) kalkuliert und graphisch dargestellt. Zur Uberpriifung der
Signifikanz wurden die p-Werte mittels ungepaarten T-Test oder der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Dunnett-Test berechnet. Die p-Werte sind wie folgt
angegeben: *, p < 0.05; ns, nicht signifikant
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3. Ergebnisse

3.1. Sensibilisierung gegentber alkylierenden Agenzien

Das DNA-Reparaturprotein O®-Methylguanin-DNA-Methyltransferase [MGMT] stellt einen
Resistenzfaktor gegeniiber alkylierenden Zytostatika dar. Aus diesem Grund wird seit Jahren
eine pharmakologische Hemmung dieses Proteins versucht, um die Therapie in
MGMT-exprimierenden Tumoren zu steigern. Die therapeutisch verwendeten Inhibitoren
0°%-Benzylguanin  [O°BG] und OB-(4-Bromothenyl)guanin [O°BTG] hemmen das
MGMT-Protein im Tumorgewebe, ohne selbst toxisch zu wirken. Trotz vielversprechender
Ergebnisse in klinischen Phase | und 11 Studien, erreichte bis heute kein MGMT-Inhibitor die
klinische Phase Il Studie. Die Ursache liegt in der nicht-selektiven Hemmung von MGMT
begriindet. Dies erfordert eine Reduktion der Zytostatika-Dosis, die letzten Endes den
therapeutischen Index nicht verbessert. Folglich sind alternative Strategien erforderlich.

In dieser Arbeit wurde die Strategie der Glukosekonjugation von MGMT-Inhibitoren
verwendet, um ein Targeting zum Zweck der Hemmung des MGMT-Proteins in Tumorzellen
bzw. Tumoren zu ermdglichen. Die verwendeten Zuckerkonjugate sind 2-amino-6-
(benzyloxy)-9-(octyl-R-D-glycosyl)-purine und 2-amino-6-(4-bromotiophen-2-yl-methoxy)-9-
(octyl-B-D-glycosyl)-purine, im Folgenden jeweils als O°BG-Glu und O°BTG-Glu bezeichnet.
Die Strukturformeln der Zuckerkonjugate und ihrer jeweiligen Ausgangssubstanzen sind in
Abbildung 4 (Abb. 4) dargestellt.
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Abb. 4: Strukturformeln und Abkirzungen der verschiedenen MGMT-Hemmstoffe

3.1.1. Wirksamkeit Glukose-konjugierter Hemmstoffe im zellbasiertem in vitro-System

Vorhergehend wurde am Institut fiir Toxikologie in Mainz verschiedene Glukose-Konjugate
synthetisiert und ihre konzentrationsabhangige Hemmwirkung analysiert; diese
Untersuchungen fanden in der Zervixkarzinomzelllinie HeLa S3 statt 8. Zur Erweiterung
dieser Resultate auf ein Hirntumor-Modell wurde die zeit- und konzentrationsabhéngige
Hemmung des MGMT-Proteins in einer Glioblastomzelllinie charakterisiert. Die humane
Glioblastomzelllinie T98G wurde aufgrund der Expression von MGMT und dem
Glukosetransporter GLUT1 als Modellzelllinie ausgewahlt 81182 Der im Institut etablierte
MGMT-Assay, der die Ubertragung einer Tritium-markierten Methylgruppe von der DNA auf
das MGMT-Protein analysiert, fand Verwendung bei der Untersuchung des
Inhibitionseffektes.
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Die Fahigkeit der Glukose-Konjugate O°BG-Glu und OPBTG-Glu zur Inhibierung des
zellularen  MGMT-Proteins stieg mit der Konzentration und Inkubationszeit an
(Abb. 5a bis d). Die nicht mit Glukose-konjugierten Inhibitoren O°BG und O°BTG hemmten
MGMT bereits innerhalb von 15 Minuten [Min.] fiir 10 uM O°BG oder 1 Minute fiir 5 uM
O°BTG; die Glukose-Konjugate benétigten zur Erreichung der identischen Hemmung
mindestens 240 Minuten fiir 25 uM O°BG-Glu oder 60 Minuten fir 5 uM O°BTG-Glu
(Abb. 5¢ und d). In T98G Zellextrakten erfolgte die Inaktivierung des MGMT-Proteins mit
den Glukose-Konjugaten bereits nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten fiir 25 uM O°BG-
Glu oder 5 Minuten fir 5 uM O®BTG-Glu (Abb. 5e und f); im Zellsystem wurde nur eine
50 %-ige Hemmung nach diesen kurzen Inkubationszeiten erreicht. Dies bestatigt die
Wirksamkeit der Glukose-Konjugate zur Hemmung des MGMT-Proteins.
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Abb. 5: Hemmung der MGMT-Aktivitat in T98G Glioblastomzellen und deren Zellextrakten
MGMT-Hemmung in T98G Zellen in Abhéangigkeit der Konzentration nach Behandlung mit
OPBG-Glu fir 90 Minuten (a) oder O°BTG-Glu fur 15 Minuten (b). MGMT-Hemmung in T98G
Zellen in Abhangigkeit der Zeit nach Behandlung mit 10 uM O°BG, 25 uM O°BG-Glu (c),
5 UM O®BTG oder 5 uM O°BTG-Glu (d). Hemmung des MGMT-Proteins in T98G Zellextrakten nach
15-mindtiger Vorinkubation mit 25 uM OPBG-Glu (e) oder 5-mindter Vorinkubation mit 5 uM
O’BTG-Glu (f). Bei keiner Vorinkubation (0 Min.) erfolgte die Zugabe des Inhibitors und der
SH-DNA zum gleichen Zeitpunkt. Die Hemmung der MGMT-Aktivitat wurde mittels MGMT-Assay
bestimmt und relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestelit.
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In den anschlieRenden in vitro-Experimenten wurde fir die nicht-konjugierten Inhibitoren
eine Konzentration von 10 uM OPBG und 5 uM OPBTG sowie fiir die Glukose-Konjugate
eine Konzentration von 25 uM O°BG-Glu und 5 uM O°BTG-Glu verwendet. Fir alle
Hemmstoffe betrug die Expositionssdauer 4 Stunden [Std.].

Die Effektivitst von alkylierenden Chemotherapeutika ist von der Dauer der
MGMT-Inhibition abhdngig. Schon eine geringe MGMT-Aktivitdt fihrt  zur
Resistenzentwicklung in Tumoren 8, Auf dieser Grundlage wurde im zellbasierten
in vitro-System die Effektivitdit der MGMT-Hemmung nach dauerhafter Behandlung der
Zellen fir einen Zeitraum von 120 Stunden untersucht. Zur ldentifikation der endogenen
Resynthese vom MGMT-Protein und dem Auftreten eventueller Akkumulationsprozesse im
Zellinneren (insbesondere fiir die Glukose-Konjugate) wurde zusatzlich fir die beiden
Inhibitoren O°BG und OPBG-Glu die zeitabhangige Wiedererlangung der vollstandigen
MGMT-Aktivitat nach einer Puls-Behandlung (d.h. Entfernung des Inhibitors aus dem
Medium) analysiert. Die standige Prasenz der MGMT-Hemmstoffe fuhrte zur vollstandigen
Inhibition der MGMT-AKktivitat Uber einen Zeitraum von mindestens 120 Stunden (Abb. 6a).
Wurden jedoch die Inhibitoren nach erfolgter MGMT-Hemmung entfernt, so stieg die
MGMT-Aktivitat mit fortlaufender Inkubationsdauer wieder an und erlangte nach ungeféhr
72 Sunden ihr Ausgangsniveau (Abb. 6¢ und d). Der zeitliche Verlauf der Wiedererlangung
des MGMT-Proteins war fiir das Glukose-Konjugat O°BG-Glu und den Inhibitor O°BG
identisch, was darauf hinweil3t, dass keine verlangerte Akkumulation des Glukose-Konjugats
in den Zellen stattfindet. Die Daten der Aktivitatsmessung wurden in diesem Experiment
durch Bestimmung des MGMT-Proteins mittels Western-Blot verifiziert (Abb. 6b, e und f).
Da MGMT nach seiner im Zuge des Reparaturvorganges erfolgten Inaktivierung proteosomal
abgebaut wird, korreliert die Proteinmenge mit der enzymatischen Aktivitat 184,
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Abb. 6: Hemmung und Resynthese des MGMT-Proteins in T98G Glioblastomzellen
a) Behandlung mit 10 uM O°®BG, 25 uM O°BG-Glu, 5 uM O®BTG oder 5 pM O°BTG-Glu Uber einen
Zeitraum von 120 Stunden. Behandlung mit 25 uM O®BG-Glu fiir 4 Stunden (c) oder 10 pM O°BG fiir
15 Minuten (d) und ihre zeitabhéngige Resynthese der MGMT-Aktivitat. Die Pfeile kennzeichnen die
Zugabe (1) oder Entfernung (1) der Inhibitoren. Die relative MGMT-Aktivitat wurde mittels
MGMT-Assay bestimmt und relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Analyse der Expression
des MGMT-Proteins mittels Western-Blot nach Behandlung mit den jeweiligen MGMT-Hemmstoffen
fur 120 Stunden (b) oder Kinetik der Resynthese nach Behandlung mit 25 pM O°®BG-Glu fiir
4 Stunden (e) oder 10 pM OPBG fiir 15 Minuten (f). ERK2 diente als Ladekontrolle.
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Zusammenfassend bestatigen die Resultate die Aufnahme der Glukose-Konjugate in die Zelle
und ihre Fahigkeit zur dauerhaften MGMT-Hemmung, fiir die Zeit der Anwesenheit des
Inhibitors im Medium. Zusétzlich weisen die Ergebnisse darauf hin, dass eine Aufnahme der
Glukose-Konjugate per einfacher Diffusion nicht erfolgt, da zur vollstandigen Hemmung von
MGMT eine langere Inkubationszeit der Zellen mit dem Inhibitor benétigt wird als fur
permeable Substanzen zu erwarten ware.

3.1.2. Inaktivierung vom MGMT-Protein in verschiedenen Zelltypen

Membrantransporter besitzen eine wichtige Funktion in der Verteilung von Medikamenten im
Korper, der zelluldaren Aufnahme und Abgabe (Influx und Efflux), der therapeutischen
Effektivitat und dem Auftreten von Nebenwirkungen. Derzeit sind tber 400 Transportergene
im menschlichen Genom identifiziert worden, die eine zelltypspezifische Expression
aufweisen 7. Zur Bestimmung der Anwendbarkeit der Glukose-konjugierten Inhibitoren in
verschiedenen  Zelltypen wurden Tumorzelllinien und zwei nicht-transformierte
Fibroblastenzelllinien hinsichtlich ihrer MGMT-Hemmung (und somit indirekt hinsichtlich
der Aufnahme des Inhibitors) analysiert. Fir die Gesamtheit der analysierten Tumorzellen
wurde nach einer 4-stindigen Inkubationsdauer eine deutliche Hemmung der
MGMT-AKktivitat fir alle Inhibitoren gemessen (Abb. 7a). Bei den Zelllinien T98G, HT29
und Caco-2 war fiir das Glukose-Konjugat O°BG-Glu eine geringe Restaktivitat nachweisbar,
die aber weniger als 5 % der Gesamtaktivitat betrug. In den menschlichen VH10-tert
Hautfibroblasten ~wurde unter diesen Bedingungen ebenfalls eine komplette
MGMT-Hemmung flr alle Inhibitoren nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde bei der
murinen Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 mit beiden Glukose-Konjugaten eine komplette
Inaktivierung der MGMT-AKktivitat nach 4 Stunden Exposition nicht erreicht (Abb. 7b).
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Abb. 7: Hemmung der MGMT-AKtivitat in verschiedenen Zelltypen

Bestimmung der MGMT-AKktivitdt von Tumorzelllinien (a) oder Fibroblastenzelllinien (b) in
Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) von 10 pM O°BG, 25 uM O°BG-Glu, 5 uM O°BTG oder
5 UM O®BTG-Glu fir eine Expositionsdauer von 4 Stunden. Die MGMT-Aktivitat wurde mittels
MGMT-Assay bestimmt.
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Das DNA-Reparaturprotein MGMT wird in unterschiedlichen Spezies exprimiert. Die
Aminosaurezusammensetzung von MGMT st innerhalb und zwischen den Spezies nicht
identisch. Dies besitzt einen Einfluss auf die Wirksamkeit von MGMT-Hemmstoffen; der
Inhibitor O°BG bendtigt zur Inhibition des MGMT-Proteins der Maus eine 10-fach héhere
Konzentration als zur vergleichbaren Inhibition des menschlichen MGMT-Proteins %, Um
der Fragestellung nachzugehen, ob die Glukose-Konjugate eine geringere Hemmwirkung auf
das murine MGMT-Protein von der NIH-3T3 Zelllinie aufweisen, wurden dessen Zellextakte
hinsichtlich der MGMT-Hemmung untersucht. Eine kurze Inkubationsdauer von 15 Minuten
mit 25 uM des Glukose-Konjugates O°BG-Glu oder 5 Minuten fiir 5 pM O°BTG-Glu fiihrten
nur zu einer geringen Hemmung der MGMT-AKktivitat (Abb. 8). Unter diesen Bedingungen
wurde das menschliche MGMT-Protein von den T98G Zellextrakten vollstandig inhibiert
(Vergleiche Abb. 6e und f). Dies bestatigt eine geringere Hemmwirkung auf das murine
MGMT-Protein durch die beiden Glukose-Konjugate.
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Abb. 8: Inaktivierung des MGMT-Proteins in Zellextrakten der Maus-Zelllinie NIH-3T3
Hemmung des MGMT-Proteins in NIH-3T3 Zellextrakten nach 15-mindtiger Vorinkubation mit
25 UM OPBG-Glu (a) oder 5-minitiger Vorinkubation mit 5 pM O®BTG-Glu (b). Bei keiner
Vorinkubation (0 Min.) erfolgte die Zugabe des Inhibitors und der *H-DNA zum gleichen Zeitpunkt.
Die Hemmung der MGMT-Aktivitat wurde mittels MGMT-Assay bestimmt und relativ zur
unbehandelten Kontrolle dargestellt.

Zusammenfassend bestatigen die Daten die Anwendbarkeit der Glukose-konjugierten
Inhibitoren zur effektiven MGMT-Hemmung in humanen Tumorzellen. Die Daten weisen
zudem darauf hin, dass der (die) fur die Aufnahme verantwortliche(n) Transporter in vielen
unterschiedlichen Zelltypen exprimiert werden.
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3.1.3. Sensibilisierung gegeniiber methylierenden Agenzien

Alkylierende Agenzien finden aufgrund ihrer zytotoxischen Wirkung Anwendung als
Chemotherapeutika in Tumorarten wie Hirntumoren oder dem malignen Melanom. Diese
reaktiven Agenzien fiihren zu verschiedenen Addukten in der DNA, wobei die L&sionen
0°%-Methylguanin (fir Temozolomid [TMZ]) und O°®-Chlorethylguanin (fur Lomustin
[CCNU]) die hochste Toxizitat und Mutagenitidt aufweisen. Das DNA-Reparaturprotein
MGMT entfernt diese DNA-Addukte und ist somit ein wichtiger Resistenzfaktor in
Tumorzellen.

Nachdem gezeigt wurde, dass MGMT durch die Glukose-Konjugate in der Aktivitat gehemmt
werden kann, wurden Tumorzellen, die eine Resistenz gegeniiber dem alkylierenden Agens
TMZ aufweisen, mit einer Kombination aus Inhibitor und Chemotherapeutikum behandelt.
Der Zelltod wurde mittels Analyse der Sub-G1-Fraktion unter Verwendung der
Durchflusszytometrie bestimmt, da vorherige Studien die Induktion der Apoptose als
primdren Mechanismus des Zelltodes nach einer Behandlung mit alkylierenden Agenzien
aufzeigten *°. Fiir die Induktion der Apoptose bei den Melanomzelllinien D05 und A375 war
eine 24-stindige Vorbehandlung mit Interferon- [IFN-R] notig, um ein Caspase-8-Defekt
aufzuheben ¢ Wie in Abbildung 9a dargestellt, wurde nach Behandlung mit den
MGMT-Hemmstoffen gefolgt von 50 uM TMZ Apoptose nach 120 Stunden in verschiedenen
Tumorzelltypen induziert. Eine Ausnahme ist die Glioblastomzelllinie GBP61, die nicht
durch die Hemmstoffe gegen das methylierende Agens TMZ sensibilisiert wurde. Die
Effektivitat der Apoptoseinduktion war fir die Inhibitoren O°BG und O°BTG sowie dem
Glukose-Konjugat O°BTG-Glu in den anderen Tumorzelllinien identisch. Die Vorbehandlung
mit O®BG-Glu fiihrte nur zu einer vergleichbaren Apoptoseinduktion in der Melanomzelllinie
DO05. Die Zelllinien A375 und T98G zeigten eine verminderte Induktion des Zelltodes, die
dennoch signifikant unterschiedlich zu der alleinigen TMZ-Behandlung war. Dagegen war in
der Kolonkarzinomzelllinie HT29 kein signifikanter Unterschied durch die Vorbehandlung
mit O°BG-Glu nachzuweisen.
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DNA-Schaden induzieren abhéangig vom Zelltyp verschiedene Arten des Zelltodes 87188, Der
Koloniebildungsassay (colony formation assay, [CFA]) integriert die Gesamtheit der
Zelltodmechanismen und die Fahigkeit zur Proliferation 8. Zur Bestimmung, ob nach der
Behandlung mit O°BG-Glu und TMZ andere Mechanismen des Zelltodes eine Rolle spielen,
wurde der CFA fur die Zelllinie HT29 durchgefiihrt. Die Ergebnisse des CFA waren mit den
Resultaten der Apoptosemessung vergleichbar (Abb. 9b). Das Konjugat O°BG-Glu fiihrte zu
keiner Induktion des Zelltodes in den HT29 Zellen nach TMZ-Behandlung. Die anderen
MGMT-Hemmstoffe sensibilisierten die Zellen in gleichem Ausmal wie die Sub-G1-Analyse
anzeigte; die Vorbehandlung mit O°BTG besaB den stirksten Effekt und die anderen
Inhibitoren, O°BG und O°BTG-Glu, zeigten vergleichbare Resultate. Aus diesem Grund
wurde in den folgenden Experimenten die Messung der Apoptose mittels Sub-G1-Analyse als
Indikator fur den Zelltod festgelegt.
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Abb. 9: Induktion des Zelltodes nach Kombinationsbehandlung aus Inhibitoren und TMZ
a) Induktion der Apoptose in Tumorzelllinien nach 120 Stunden. Die Zellen wurden mit 10 uM O°®BG,
25 UM OPBG-Glu, 5 uM O°BTG oder 5 uM O°BTG-Glu fiir 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer
Behandlung mit 50 uM TMZ. Bei den Melanomzelllinien D05 und A375 fand eine 24-stiindige
Vorbehandlung mit 300 1U/ml IFN-R statt. Die Apoptose wurde mittels Sub-G1-Analyse bestimmt.
b) Identifikation der Koloniebildungsrate von HT29 Zellen mittels Koloniebildungsassay nach
Behandlung mit den identischen Konzentration der MGMT-Hemmstoffe und den angezeigten
TMZ-Konzentrationen. Die p-Werte (*, p < 0,05) beziehen sich jeweils auf die alleinige
TMZ-Behandlung der jeweiligen Zelllinien.
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Die Bildung von Doppelstrangbriichen [DSB], die nach Behandlung mit
0O®MeG-induzierenden Agenzien entstehen, fiihren zur Induktion von Apoptose. Bei
Verwendung héherer TMZ-Konzentrationen entstehen mehr DSB, deren Quantitat mit der
Induktion des Zelltods korreliert . Um die Ursache der fehlenden Apoptoseinduktion fir
0°®BG-Glu in einigen Zelllinien zu analysieren, wurde im nachsten Ansatz die Konzentration
vom TMZ erhoht sowie ein weiteres methylierendes Agens,
N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin  [MNNG] fur die Behandlung verwendet. Die
Behandlung mit 10 uM O°®BG und den erwahnten Genotoxinen fiihrte schon bei geringen
Konzentrationen  zu  einer  Apoptoseinduktion,  die  trotz  Erh6hung  der
Genotoxin-Konzentration nur geringfugig beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu fand beim
Glukose-Konjugat mit Erhéhung der Dosis ein stetiger Anstieg der Apoptoseinduktion statt.
Die Behandlung der Glioblastomzellline T98G mit 150 uM TMZ oder 2 uM MNNG fiihrte
nach 120 Stunden zu einer vergleichbaren Apoptoseausbeute wie nach der O°BG-Behandlung
(Abb. 10a und b). Die erhohte Apoptoseinduktion nach Konzentrationsteigerung des Alkylanz
war jedoch ein zellspezifischer Effekt. Im Gegensatz zu den Zelllinien T98G und A375, die
beide eine signifikante Steigerung der Apoptose nach Erhéhung der Dosis aufwiesen, zeigte
die Darmzelllinie HT29 auch nach einer Behandlung mit 150 uM TMZ und dem
Glukose-Konjugat O°BG-Glu keine eindeutige Induktion der Apoptose auf, obwohl in diesen
Zellen O®BG wirksam war (Abb. 10c).
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Abb. 10: Toxischer Effekt in Tumorzelllinien mit hohen Dosen von methylierenden Agenzien
Apoptoseinduktion in Abhangigkeit der Konzentration: Behandlung von T98G Zellen mit 10 uM
O®BG oder 25 uM O°BG-Glu fiir eine Inkubationsdauer von 4 Stunden und steigenden Dosen von
TMZ (a) oder MNNG (b). Apoptoseinduktion in verschiedenen Tumorzelllinien nach
Kombinationsbehandlung mit 10 uM O°BG oder 25 uM O°BG-Glu und einer geringen Dosis (50 pM)
oder hohen Dosis (150 uM) TMZ. Die Apoptosemessung erfolgte nach 120 Stunden mittels
Sub-G1-Analyse. Die p-Werte (*: p < 0,05; ns: nicht signifikant) beziehen sich jeweils auf die
markierten Behandlungen.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse auf eine unterschiedliche Wirksamkeit der Glukose-
Konjugate zur Sensibilisierung gegentber methylierenden Agenzien hin. Das effektivere
O®BTG-Glu Glukose-Konjugat sensibilisiert Tumorzellen im gleichen AusmaR wie die
Inhibitoren O°BG und O°BTG, wobei O°BG-Glu nur eine zellspezifische Induktion der
Apoptose auslost.
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3.1.4. Sensibilisierung gegeniber chlorethylierenden Agenzien

Chlorethylierende Agenzien sind eine weitere Klasse von Chemotherapeutika, die in der
Tumortherapie eingesetzt werden, z.B. CCNU zur Behandlung von Glioblastomen. Die
toxische Lasion O°-Chlorethylguanin  [O°CIEtG], die (ber eine Bildung von
Interstrand-Crosslinks [ICL] die Induktion von DSB bewirkt, wird ebenfalls vom
MGMT-Protein erkannt und entfernt (1.1.3.1.). Dementsprechend sind MGMT-exprimierende
Tumore auch gegenuber diesen Zytostatika resistent.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden verschiedene Tumorzelllinien mit 20 uM des
chlorethylierenden Agens CCNU behandelt. Nach identischer Vorbehandlung mit den
MGMT-Inhibitoren wurde die Induktion der Apoptose nach 96 Stunden analysiert. Die
Mehrzahl der Tumorzelllinien zeigte eine starke Apoptoseinduktion nach Behandlung mit den
MGMT-Hemmstoffen und CCNU (Abb. 11a). Eine Ausnahme war die Melanomzelllinie
A375, die kaum zu sensibilisieren war. Im Gegensatz zu TMZ war die Behandlung mit
CCNU plus dem Glukose-Konjugat O°BG-Glu effektiver; Zelllinien (T98G, HT29) die nur
geringfugig gegeniiber TMZ sensibilisiert wurden, zeigten eine signifikante Induktion der
Apoptose. Trotzdem zeigten die Darmkrebszelllinien (HT29, Caco-2) eine erhohte Resistenz
gegeniiber der Behandlung mit OPBG-Glu + CCNU; es wurde nicht das identische
Apoptoseniveau wie in der Kombinationsbehandlung mit den MGMT-Hemmstoffen O°BG,
O°BTG oder O°BTG-Glu und dem chlorethylierenden Zytostatika erreicht. Das
Glukose-Konjugat OPBTG-Glu induzierte in allen Zelllinien ein vergleichbares
Apoptoseniveau wie die Inhibitoren O°BG und O°BTG. Die Resultate der Apoptosemessung
wurde ebenfalls fur die Zelllinie HT29 mit dem CFA verifiziert (Abb. 11b). Die Rate der
Koloniebildung war vergleichbar mit der Apoptoseinduktion; O°BG-Glu bewirkte im
Vergleich zu den anderen Inhibitoren nur eine partielle Sensibilisierung der Zellen.
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Abb. 8: Induktion des Zelltodes nach Kombinationsbehandlung mit Inhibitoren und CCNU
a) Induktion der Apoptose in verschiedenen Tumorzelllinien nach 96 Stunden. Die Zellen wurden mit
10 uM OfBG, 25 pM 0O°BG-Glu, 5 uM O°BTG oder 5 pM O°BTG-Glu fiir 4 Stunden inkubiert,
gefolgt von einer Behandlung mit 20 uM CCNU. Die Apoptose wurde mittels Sub-G1-Analyse
ermittelt. b) Identifikation der Koloniebildungsrate von HT29 Zellen mittels Koloniebildungsassay
nach Behandlung mit den identischen Konzentrationen der MGMT-Hemmstoffe und den angezeigten
CCNU-Konzentrationen. Die p-Werte (*, p < 0,05) beziehen sich jeweils auf die alleinige
CCNU-Behandlung der jeweiligen Zelllinie.
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3.1.5. Hemmung der MGMT-Aktivitat im Mausmodell

Tiermodelle sind ein aussagekraftiges Instrument zur Bestimmung der in vivo-Aktivitit von
neuen Krebsmedikamenten, besonders hinsichtlich deren Effizienz und Toxizitat. Die
Hausmaus (Mus musculus) ist eines der besten Modellsysteme fir die Krebsforschung, u.a.
wegen ihrer physiologischen und molekularen Ahnlichkeit zum Menschen %1, Das am
haufigste verwendete Modell ist das Xenograft-Modell, wo menschliche Tumore oder
Zelllinien subkutan in athymische oder immundefiziente Mduse zum Wachsen gebracht
werden.

Zur ldentifikation der Konzentration und des Applikationsweges, die eine maximale
MGMT-Hemmung bewirkt, wurden in den ersten in vivo-Experimenten athymische
Balb/c nude Méuse, die ein menschliches A375-Melanom-Xenograft trugen, mit den
Glukose-Konjugaten behandelt und anschlieBend die MGMT-Aktivitat im Tumor und einigen
Mausgeweben analysiert. In  Abbildung 12a sind die MGMT-Aktivititen des
A375-Melanom-Xenografts und den unbehandelten Mausgeweben dargestellt. Eine
intraperitoneale [i.p.] Applikation von 100 mg/kg O®BG-Glu oder O°BTG-Glu bewirkte nach
4 Stunden Exposition eine uUber 95 %-ige Hemmung des MGMT-Proteins im Tumor.
Geringere Hemmstoff-Konzentrationen oder eine verringerte Inkubationszeit fuhrten nur zu
einer unvollstdandigen MGMT-Inaktivierung. Diese Bedingung der Behandlung reduzierte die
MGMT-Aktivitdt im Tumor noch 24 Stunden nach der Applikation (Abb. 12b). Die
intravendse [i.v.] Verabreichung von 125 mg/kg O°BG-Glu oder 62,5 mg/kg O°BTG-Glu
fihrte nach 2 Stunden nicht zur kompletten Hemmung des MGMT-Proteins im Tumor
(Abb. 12c). In den anschlieBenden in vivo-Experimenten wurde eine 4-stiindige
Vorbehandlung mit 100 mg/kg intraperitonealer Injektion der Glukose-Konjugate als
Behandlungsschema verwendet. Die Behandlung der M&use unter diesen Bedingungen fiihrte
nur zu einer partiellen MGMT-Hemmung im Nicht-Tumorgewebe (Abb. 12d und e), was fur
eine gewisse Selektivitat der Wirkung auf den Tumor spricht. Im Gehirn fand mit den
Glukose-Konjugaten kaum eine Inhibition der MGMT-Aktivitét statt, dies liegt vermutlich an
der Unféahigkeit der Konjugate die Blut-Hirn-Schranke zu tberwinden. Im Gegensatz zum
Tumorgewebe ist die Wiedererlangung der MGMT-Aktivitdt im Normalgewebe nur maRig.
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Abb. 12: MGMT-Hemmung im A375-Melanom-Xenograft-Modell nach Applikation der
Glukose-Konjugate

a) Zusammenfassung der MGMT-Aktivitat +/- Standardabweichung [SD] im Tumor und Geweben
von unbehandelten A375-tragende Balb/c nude Mausen. b) Intraperitoneale Applikation von
100 mg/kg O°BG-Glu oder O°BTG-Glu fiir 4 oder 24 Stunden und anschlieRender Bestimmung der
MGMT-Aktivitat im A375-Tumor. c¢) Intravendse Applikation von 125 mg/kg O®BG-Glu oder
62,5 mg/kg O°BTG-Glu fir 2 Stunden und anschlieRender Bestimmung der MGMT-Aktivitat im
A375-Tumor. MGMT-Aktivitdt in Mausgeweben nach 4 und 24-stiindiger intraperitonealer
Verabreichung von 100 mg/kg O°BG-Glu (d) oder O°BTG-Glu (e). Die MGMT-AKktivitat wurde
mittels MGMT-Assay bestimmt und relativ zur unbehandelten Kontrolle angegeben. Die Werte
reprasentieren den Mittelwert +/- Standardfehler von mind. 3 Mdusen pro Gruppe.
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3.1.6. Sensibilisierung gegentiber TMZ im Mausmodell

In den anschlieBenden Maus-Experimenten wurde die Wirksamkeit der Glukose-Konjugate
gegentber der Sensibilisierung mit Temozolomid untersucht. Dafur wurde das
Tumorwachstum tiber die Zeit quantifiziert und mit den Inhibitoren O°BG und O°BTG
verglichen. Als Behandlungsschema fir die beiden nicht-konjugierten Inhibitoren wurde eine
intraperitoneale Verabreichung mit 20 mg/kg durchgefuhrt: Dies flhrte im gleichen
Xenograft-Modell zu einer kompletten MGMT-Hemmung im Tumor, ohne selbst toxisch zu
wirken %2, Der Verlust des Korpergewichtes der Mause diente als Indikator fiir die mogliche
Toxizitat.

Die alleinige Behandlung A375-tragender nude-Mé&use mit 150 mg/kg TMZ oder den
jeweiligen MGMT-Hemmstoffen beeinflusste kaum das Tumorwachstums und wirkte nicht
toxisch auf den Mausorganismus (Daten der alleinigen Inhibitor-Applikation sind im Anhang
Abb. 34 zusammengefasst). In der Kombinationsbehandlung mit TMZ fiihrten beide
Glukose-Konjugate zu einer deutlichen Reduktion des Tumorwachstums, die identisch zu den
beiden Inhibitoren O°BG und OPBTG war (Abb. 13a und b). Die geringe Toxizitat war unter
diesen Bedingungen fir alle MGMT-Inhibitoren vergleichbar (Abb. 13c).

Im Anschluss wurde die TMZ-Konzentration fiir O°BTG und O°BTG-Glu auf 180 mg/kg
erhoht und dessen Auswirkung auf die Toxizitat analysiert. Die Kombinationsbehandlung mit
dem Glukose-Konjugat zeigte unter den Bedingungen der intraperitonealen Verabreichung
eine hohere Toxizitét als der nicht-konjugierte MGMT-Hemmstoff O°BTG (Abb. 13d).
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Abb.  13:  Wachstumskurve und  Toxizitdt des A375-Xenograft-Modell  nach
Kombinationsbehandlung mit MGMT-Hemmstoffen und dem methylierenden Agens TMZ
Intraperitoneale Applikation von 30 % DMSO in 0,9 % NaCl und PEG (o,V), 20 mg/kg O°BG (A),
100 mg/kg O°BG-Glu (e), 20 mg/kg O°BTG (#) oder 100 mg/kg O°BTG-Glu (m) fiir eine
Inkubationsdauer von 4 Stunden und anschliefender Behandlung mit 150 mg/kg TMZ. Bestimmung
des relativen Tumorwachstums (a und b) und des Kdrperwichtes (c) Uber die Zeit. d) Ermittlung des
relativen Kdrpergewichtes tber die Zeit. Intraperitoneale Applikation von 30 % DMSO in 0,9 % NaCl
und PEG (o) (ohne folgende Alkylanz-Injektion), 20 mg/kg OPBTG (#) oder 100 mg/kg
OPBTG-Glu (m) fiir eine Inkubationsdauer von 4 Stunden und anschlieRender Behandlung mit
180 mg/kg TMZ. Die Werte reprasentieren den Mittelwert +/- Standardfehler von mind. 6 Mdusen pro
Gruppe und beziehen sich jeweils auf den Tag 0 (Tag der Behandlung).

Insgesamt  bestdtigen die Resultate eine Wirksamkeit der Glukose-Konjugate im
in-vivo-Mausmodell gegenlber der Sensibilisierung mit TMZ. Jedoch erforderte die
komplette Hemmung der MGMT-AKktivitdt im Tumor eine ca. 2,5-fach héhere Konzentration
der Glukose-Konjugate als die Behandlung mit den Inhibitoren O°BG und O°BTG; dies
bewirkte eine Verstarkung der Toxizitat bei Verabreichung hherer TMZ-Konzentrationen.
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3.2. Aufnahmemechanismus der Glukose-Konjugate

3.2.1. Untersuchungen der Aufnahme fiir das Glukose-Konjugat O°BG-Glu

Die Zellmembran, bestehend aus einer Lipiddoppelschicht und Proteinen, isoliert das
Zellinnere von ihrer Umgebung. Sie funktioniert als selektiv permeable Membran, die einige
Molekiile in die Zelle transportiert (z.B. Néhrstoffe) und andere wieder ausschleusst
(z.B. Abfallprodukte). Der Mechanismus der Aufnahme ist vom Molekil abhéangig.
Hydrophobe Substanzen (die Mehrheit der Medikamente) durchqueren die Zellmembran
durch einfache Diffusion; entlang ihres Konzentrationsgradienten. Dagegen werden
hydrophile Substanzen von speziellen Membranproteinen in die Zelle transportiert. Diese
Aufnahmemechanismen bendtigen die Beteiligung von Transportern, Kanélen oder
Rezeptoren 1%, Targeting-Strategien nutzen die Aufnahme tiber Transporter oder Rezeptoren
aus, die in Krebszellen Uberexprimiert sind, um eine bevorzugte Akkumulation im
Tumorgewebe anzustreben.

Zur Bestimmung des Mechanismus, der fir die Aufnahme der Glukose-Konjugate
verantwortlich ist, stand zu Beginn der Studie nur eine indirekte Messmethode zur
Verfugung: die Hemmung der MGMT-Aktivitdt. Dabei wurde angenommen, dass die
Aufnahme des Inhibitors mit der Hemmung von MGMT Korreliert. Die Untersuchungen
begannen mit dem Glukose-Konjugat O°BG-Glu, da dieses am Beginn der Studie in
ausreichender Menge zur Verfiigung stand.

Zunéchst wurde ein Experiment durchgeflhrt, das die Aufnahme (ber passive Diffusion
ausschliel3t (Bestatigung der Ergebnisse in Abb. 5) und stattdessen auf eine Beteiligung von
Transportern hinweist. Es erfolgte eine Behandlung der T98G Zelllinie mit O°BG oder
O°®BG-Glu bei einer niedrigen Temperatur von 4°C fiir 30 Minuten (Aufnahme nur iiber
passive Diffusion). Im Anschluss der Vorinkubation und Entfernung der im Medium
befindlichen Hemmstoffe fand ein Austausch der Temperaturumgebung fir 90 Minuten statt.
Dies diente zusatzlich zur Unterscheidung von Rezeptor- (Aufnahme bei Uberfithrung zu
37°C) oder Transporter-vermittelter Aufnahme (keine Aufnahme beim Temperaturwechsel).
Der Inhibitor O°BG inhibiert das MGMT-Protein bei einer gleichbleibenden Temperatur von
4°C oder anschlieRender Uberfiihrung zu 37°C (Abb. 14). Dies beruht auf der zellpermeablen
Eigenschaft des Inhibitors. Im Gegensatz dazu zeigte das Glukose-Konjugat keine
signifikante Hemmung des Zielproteins nachdem der gesamte Transport der Zelle blockiert
wurde (4°C). Dies bestétigt die impermeable Eigenschaft des Glukose-Konjugates und der
Notwendigkeit eines Aufnahmemechanismus. Des Weiteren konnte eine Beteiligung der
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Rezeptor-vermittelten Aufnahme weitgehend ausgeschlossen werden, da eine anschlieende
Uberfihrung der Zellen von 4°C zu 37°C kaum einen Effekt auf die Inhibition der
MGMT-Aktivitat aufwies. Als Positivkontrolle (PK) der Rezeptor-vermittelten Aufnahme
diente ein bakterielles Toxin und dessen Effekt auf die Chromatinstruktur der Zelle 19
(Anhang Abb. 35).
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Abb. 14: Untersuchung der Transporter-vermittelten Aufnahme des Konjugates O°BG-Glu
Die Inhibitoren O°BG (10 uM) und O®BG-Glu (25 uM) wurden fiir 30 Minuten bei 4°C vorinkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine weitere 90-mintitige Inkubation bei 4°C oder die Uberfiihrung auf 37°C.
Die MGMT-Aktivitdt wurde mittels MGMT-Assay bestimmt. Details siehe Text. Die p-Werte
(*: p < 0,05; ns: nicht signifikant) beziehen sich jeweils auf die markierten Behandlungen.

Tumorzellen weisen haufig eine erhdhte glykolytische Aktivitat auf (Warburg-Effekt) und
zeigen eine erhdhte Expression von Glukosetransportern. Die Glukoseaufnahme erfolgt durch
die Glukosetransporter facilitative glucose transporters [GLUT] oder sodium dependent
glucose transporter [SGLT] (1.4.1.). Die folgenden Experimente zur Identifizierung des
Aufnahmemechanismus wurden in einem speziellen Transportpuffer [TP] " Modified Hank’s
balanced salt solution" durchgefiihrt 17, Dies bietet eine schnelle und effektive Anderung der
Pufferbedingungen (Glukose, NaCl, usw.), die fir Transport-Untersuchungen zwingend
erforderlich sind. Die Effektivitit der MGMT-Hemmung durch das Glukose-Konjugat
O®BG-Glu war im Medium und TP identisch (Anhang Abb. 36). Zur Uberpriifung der
Aufnahme des Glukose-Konjugates O°BG-Glu durch einen der Glukosetransporter wurden
zwei  Strategien verfolgt. Erstens wurde der Einfluss von  verschiedenen
Glukosekonzentrationen im Inkubationspuffer (Kompetitionsassay) auf die Aufnahme von
O°BG-Glu analysiert. Zweitens wurde die Hemmung des MGMT-Proteins in An- oder
Abwesenheit von Inhibitoren der Glukosetransporter untersucht. Die Reduzierung der
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Glukosekonzentration auf das 250-fache (auf 0,1 mM) zeigte Uber einen Zeitraum von
60 Minuten keinen Effekt hinsichtlich der MGMT-Hemmung (Abb. 15a). Nach einer
Inkubationsdauer von 15 Minuten flihrte die alleinige Prasenz der GLUT-Inhibitoren [GLUTj]
Cytochalasin B (10 puM) oder Phloretin (500 uM) sowie der SGLT-Inhibitoren [SGLTi]
Sergliflozin A (100 uM) oder Phlorizin (100 uM) zu keiner signifikanten Anderung in der
MGMT-Hemmung durch das Glukose-Konjugat O°BG-Glu (25 pM). Im Gegensatz dazu
bewirkte die Anwesenheit von GLUT und SGLT-Inhibitoren (Phloretin und Phlorizin)
entgegen der Erwartung eine schnellere Inaktivierung von MGMT durch die Behandlung mit
O°®BG-Glu; die bei der Zugabe von allen Glukosetransporter-Inhibitoren sogar signifikant
unterschiedlich war (Abb. 15b). Die Aufnahmehemmung von *H-desoxy-Glukose [*H-dGlu]
oder 4C-alpha-Methyl-Glucopyranosid [**C-AMG] durch die jeweiligen Inhibitoren wurde in
unabhéngigen Experimenten bestétigt (Anhang Abb. 37).
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Abb. 15: Untersuchung der Aufnahme von O®BG-Glu durch Glukosetransporter in T98G Zellen
a) MGMT-Hemmung nach angezeigten Inkubationszeiten mit 25 uM O®BG-Glu in Transport-Puffer
mit hoher (25 mM) oder niedriger (0,1 mM) Glukosekonzentration. b) Bestimmung der
MGMT-Aktivitat nach Behandlung mit 25 uM OPBG-Glu in An- (+) oder Abwesenheit (-) von
Inhibitoren der Glukosetransporter. Details siehe Text. Die MGMT-Aktivitat wurde mittels
MGMT-Assay bestimmt und relativ zur unbehandelten Kontrolle angegeben. Die p-Werte
(*, p < 0.05) beziehen sich auf die alleinige Behandlung mit O°BG-Glu.

Zusammenfassend weisen die bisher erhaltenen Daten (entgegen der Erwartungen) auf keine
Beteiligung von Glukosetransportern bei der Aufnahme von O°BG-Glu hin. Jedoch wurde
bisher nur eine indirekte Messmethode (MGMT-Assay) fur die Aufnahme-Experimente
verwendet, die eine Beurteilung aufgrund der erforderlichen langen Inkubationszeiten und den
hohen  eingesetzten  Inhibitor-Konzentrationen  erschwert.  Der  Einsatz  von
radioaktiv-markierten Glukose-Konjugaten (siehe unten) fur die Untersuchung der Aufnahme
reduziert mogliche Fehlerquellen und ist deutlich aussagekréaftiger.
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3.2.2. Transportuntersuchungen des radioaktiv-markierten Konjugats O°BTG-Glu

Radioaktive Molekdle finden h&ufig Verwendung in der Entwicklung und Erforschung neuer
Pharmazeutika. In nicht-klinischen Studien (Tiermodelle) liefern sie wertvolle Information
uber die Aufnahme, Verteilung, Verstoffwechslung und Ausscheidung sowie den toxischen
Eigenschaften der Substanz. Zusétzlich werden radioaktive Molekdle in einer Vielzahl von
weiteren Forschungsbereichen (in vitro) verwendet: Aufnahme in Zellen, Bindung an
Rezeptoren, DNA-Replikation, Zellzyklus-Untersuchungen und Inhibition von Transportern.
Am haufigsten werden die Radioisotope C'* und H® verwendet, wobei die Markierung mit
Tritium einfacher ist, weshalb viele Substrate flr in vitro-Analysen eine Tritium-Markierung
tragen . Das  Glukose-Konjugat ~ OBTG-Glu  wurde  mittels  der
Tritium-Gasaustausch-Methode, die hdufig fir Pharmazeutika oder komplexe Molekile
verwendet wird, markiert [*H-O®°BTG-Glu]. Die Position der Tritium-Gruppe(n) (Glukose,
Linker oder Hemmstoff) war nach der Synthese nicht bekannt (Abb. 16a). Der Metabolismus
des Glukose-Konjugates in der Zelle ist unbekannt. Jedoch kénnte das MGMT-Protein einen
Effekt auf die intrazelluldre Akkumulation des *H-OPBTG-Glu ausiiben, vorausgesetzt ein
Teil der Tritium-Markierung befindet sich in der Bromthiophengruppe. Dies wirde Einfluss
auf die Ergebnisse der Aufnahme-Studien besitzen, in denen verschiedene Zelllinien mit
unterschiedlichen MGMT-Status untersucht werden.

Um diese Annahme zu Uberprifen und gleichzeitig einen Hinweis zu erlangen, ob das
radioaktiv-markierte Glukose-Konjugat in der Lage ist MGMT zu inhibieren, wurde die
Radioaktivitdt in An- oder Abwesenheit des MGMT-Proteins in der Caco-2 Zelllinie
analysiert. Die Akkumulation von *H-O®BTG-Glu war nach der Inhibition des endogenen
MGMT (durch eine 30-miniitige Vorinkubation mit 10 uM O®BTG) signifikant geringer als in
den MGMT-exprimierenden Caco-2 Zellen (Abb. 16b). Dies bestatigt die Tritium-Markierung
der  Bromthiophengruppe sowie die Fahigkeit der MGMT-Hemmung des
radioaktiv-markierten Glukose-Konjugates. In den folgenden Aufnahme-Experimenten wurde
immer eine Vorinkubation mit 10 pM O®BTG fiir 30 Minuten durchgefiihrt. Dies diente dem
besseren Vergleich der Aufnahme zwischen den Zelllinien.
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Abb. 16: Charakterisierung des radioaktiv-markierten Glukose-Konjugats H3-O®BTG-Glu
a) Strukturformel von ®H-O®BTG-Glu. Die verschiedenen Tritiumgruppen (H®) weisen auf eine
unbekannte Position der Tritium-Markierung hin. b) Einfluss der MGMT-Menge auf die intrazellulére
Menge an °H-O®BTG-Glu. Caco-2 Zellen wurden in Anwesenheit, d.h. kein endogenes
MGMT-Protein in den Caco-2 Zellen (- MGMT), oder Abwesenheit (+ MGMT) von 10 uM O°BTG
fur 30 Minuten in Transportpuffer inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 31,25 pM
SH-O°BTG-Glu fir 2 Minuten. Die Zellen wurden lysiert, die Radioaktivitit mittels
Szintillationsz&hler detektiert und die Aufnahme pro Zellen kalkuliert.

Die  Kolonkarzinomzelllinie  Caco-2  wurde als  Ausgangszelllinie  fur  die
Transportuntersuchungen verwendet. Aufgrund der Expression von vielen Transportern dient
diese Zelllinie als aussagekraftiges in vitro-System bei Transportstudien 14719198 Als erstes
wurde in diesen Zellen die Bedingungen (Konzentration und Inkubationszeit) fir die
anschlieBenden Aufnahmestudien bestimmt. Caco-2 Zellen wurden mit steigenden
Konzentrationen des Tritium-markierten O°BTG-Glu (bei gleichbleibender Inkubationszeit)
oder verlangerten Inkubationszeiten (bei identischer Konzentration) inkubiert. Diese
Experimente fanden in Transportpuffer mit 1 mM Glukosekonzentration [Standard-TP] statt.
AnschlieBend wurde die Aufnahmerate des radioaktiv-markierten O°BTG-Glu pro Zellen oder
pro Zellen und Zeit kalkuliert. Die Aufnahme des Tritium-markierten Glukose-Konjugats
stieg mit der Konzentration und der Dauer der Inkubationszeit fortlaufend an. Bei einer
kurzen Inkubationszeit von 2 Minuten wurde flr einen Konzentrationsbereich bis 62,5 pM
3H-0°BTG-Glu keine Sattigung der Aufnahme erreicht (Abb. 17a und b). Die Aufnahme des
radioaktiven Glukose-Konjugats war im Bereich von 0 bis 2 Minuten sehr hoch und wurde
Uber die Zeit geringer; trotzdem nahm die Akkumulation des Glukose-Konjugates stetig zu
(Abb. 17¢) (kalkuliert auf die Gesamtzellzahl). Dennoch war die Aufnahme pro Zelle und Zeit
bei langen Inkubationszeiten deutlicher geringer als bei kurzen Inkubationszeiten (Abb. 17d)
(kalkuliert auf die Aufnahme pro Minute bei unterschiedlichen Inkubationszeiten); dies deutet
auf eine Sattigung der °H-O®°BTG-Glu-Aufnahme hin. Fir die folgenden
Aufnahme-Experimente wurde eine Konzentration von 31,25 pM *H-O®BTG-Glu (500 nCi)
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und eine Inkubationszeit von 2 Minuten festgelegt; diese Werte liegen nicht im
Sattigungsbereich.
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Abb. 17: Aufnahme des radioaktiv-markierten Konjugats *H-O®BTG-Glu in Caco-2 Zellen
Aufnahme in Abhangigkeit der Konzentration. Die Zellen wurden flir 2 Minuten mit den dargestellten
Konzentrationen von *H-O®BTG-Glu und 1 uM kaltem O®BTG-Glu in 1 mM Glukose-Transportpuffer
inkubiert. AnschlieRend wurde die Radioaktivitat bestimmt und die Aufnahme pro Zellen (a) oder pro
Zellen und Minute (b) kalkuliert. Aufnahme in Abhéngigkeit der Zeit. Behandlung der Zellen mit
31,25 pM 3H-OBTG-Glu und 1 pM kaltem OPBTG-Glu in 1 mM Glukose-Transportpuffer fir die
angezeigten Inkubationszeiten. AnschlieBend wurde die Radioaktivitat mittels Szintillationszéhler
detektiert und die Aufnahme pro Zellen (c) oder pro Zellen und Minute (d) kalkuliert.

In den folgenden Experimenten sollte die Beteiligung der Glukosetransporter GLUT und
SGLT auf die Aufnahme des Glukose-Konjugates analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde
die Aufnahme von 3*H-O°BTG-Glu bei simultaner Inkubation mit den GLUT- und
SGLT-Inhibitoren (identisch mit dem Experiment in Abb.15) sowie Veranderungen der
TP-Bedingungen analysiert. Neben der Erhéhung der Glukosekonzentration im TP (von
1 mM [Standard-TP] auf 25 mM [Glukose-TP], d.h. eine Veranderung des Verhaltnisses
Glukose-Konjugat zu Glukose von 1: 7,68*108) wurden ebenfalls andere Komponenten des
TP verédndert (die NaCl-Konzentration wurde auf 1/10 reduziert [red. NaCI-TP] oder komplett
durch identische Konzentrationen von Cholinchlorid [Cholinchlorid-TP] oder KCI [KCI-TP]
ersetzt); dies diente der Identifikation von Natrium-abhangigen Transportern fir die
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Aufnahme des  Zucker-Konjugates. Eine  Verdnderung der  Glukose- und
Natriumkonzentration im TP beeinflusste nicht signifikant die Aufnahme des
Glukose-Konjugates. Nur in der Anwesenheit einer hoheren Kaliumkonzentration war eine
geringe Erhéhung der 3H-O°BTG-Glu-Aufnahme zu messen (Abb. 18a). Identisch zu den
MGMT-Assay Ergebnissen in Abbildung 15 war in der Anwesenheit der GLUT; (10 pM
Cytochalasin B [Cyt B]/500 pM Phloretin) oder SGLT; (100 puM Sergliflozin A
[Sergli A]/100 puM Phlorizin) keine signifikante Reduktion der Aufnahme des Glukose-
Konjugates nachzuweisen.
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Abb. 18: Aufnahme von *H-O°BTG-Glu durch Glukosetransporter in Caco-2 Zellen

Die Zellen wurden fir 2 Minuten mit 31,25 pM H-O°BTG-Glu und 1 pM kaltem O®BTG-Glu in
verschiedenen TP (a) oder in Anwesenheit von GLUT; (10 uM Cyt B/500uM Phloretin) oder SGLT;
(100 puM Sergli A/500 pM Phlorizin) in Standard-TP inkubiert (b). AnschlieBend wurde die
Radioaktivitat mittels Szintillationszahler detektiert und die Aufnahme pro Zellen und Minute (a) oder
relativ zur Kontrolle (Abwesenheit von Inhibitoren) (b) kalkuliert.

Tumorzellen weisen im Gegensatz zu nicht-transformierten Zellen eine erhéhte glykolytische
Aktivitit und Expression von Glukosetransportern auf. Deswegen erfolgt die
Glukoseaufnahme in Tumorzellen schneller und in héherem AusmaR. Um diese Tatsache fur
die in diesem Projekt verwendeten Zelllinien zu Uberprifen und des Weiteren die
zellspezifische Aufnahme des Glukose-Konjugates zu analysieren, wurden einige
Tumorzelllinien sowie zwei Fibroblastenzelllinien hinsichtlich ihrer Glukose- und
3H-0°BTG-Glu-Aufnahme untersucht. Die Inkubation von 100 nCi °H-d-Glu (2,5 pM)
erfolgte in einem speziellen Saccharose-TP (100 puM Glukose, 10 mM Saccharose),
wohingegen die Aufnahme von 500 nCi *H-O®BTG-Glu (31,25 pM) weiter im Standard-TP
erfolgte. Die Aufnahme beider Substanzen wurde nach einer Inkubationszeit von 2 oder
30 Minuten analysiert. Die Resultate in Abbildung 19 zeigten fur das Glukose-Konjugat nur
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eine geringe Selektivitat fur die Tumorzellen. Die Aufnahme war flr beide Zeitpunkte in den
Tumorzelllinien und den Fibroblastenzelllinien VVH10-tert und NIH-3T3 vergleichbar (die
Werte der rel. Aufnahme zur VH10-tert Zelllinie lagen zwischen 0,6 und 1,5). Des Weiteren
war flr alle analysierten Zelllinien eine sehr hohe Aufnahme nach 2 Minuten (zwischen 20
und 45 fmol/10° Zellen) nachzuweisen, die tber die Zeit kaum Anstieg; mit Ausnahme der
Caco-2 Zelllinie (Abb. 19a und b). Im Gegensatz dazu war die Aufnahme der Glukose in den
Tumorzellen héher als in den Fibroblastenzellen; nach 2 Minuten war die Akkumulation der
3H-d-Glu 5 bis 9-fach hoher als in den VH10-tert Zellen. In allen Zellen stieg die
Glukoseaufnahme Uber die Zeit deutlich an, wobei die Fibroblastenzelllinien auch nach
30 Minuten nicht das Glukoseniveau der Tumorzellen erlangten (Abb. 19¢ und d).
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Abb. 19: Aufnahme von °H-O°BG-Glu und 3H-d-Glu in verschiedenen Zelllinien
Die Zellen wurden fiir 2 oder 30 Minuten mit 31,25 pM *H-O°BTG-Glu und 1 uM kaltem O°BTG-Glu
in Standard-TP (a und b) oder 2,5 pM 3H-d-Glu in Saccharose-TP (c und d) inkubiert. AnschlieRend
wurde die Radioaktivitat mittels Szintillationszahler detektiert und die Aufnahme pro Zellen (a und ¢)
oder relativ zur VH10-tert Zelllinie (b und d) kalkuliert.
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Zusammenfassend zeigten die erzielten Resultate der Aufnahmestudien, dass keine
Beteiligung von Glukosetransportern fiir die Aufnahme von *H-O®BTG-Glu (radioaktive
Aufnahmestudien, Abb. 18 und 19) oder O°BG-Glu (indirekte Aufnahmestudien durch
Bestimmung der MGMT-AKktivitat, Abb. 15) involviert ist. Damit ist ein Targeting uUber eine
selektive Aufnahme durch Glukosetransporter von O°BG-Glu und O®BTG-Glu nicht méglich.

Molekiile gelangen auf unterschiedliche Art und Weise (abhéngig von den Eigenschaften) in
die Zelle. Da eine Aufnahme der Glukose-Konjugate Uber passive Diffusion (Abb. 5),
Rezeptoren (Abb. 14) oder Glukosetransportern (Abb. 15,18 und 19) ausgeschlossen wurde,
blieb die Frage nach dem Aufnahmemechanismus bzw. Involvierung anderer Transporter
offen. Die Inaktivierung des Zielproteins MGMT in den Zellen (Abb. 7) beweist eindeutig ein
durchqueren der Zellmembran von den Glukose-Konjugaten (bestétigt durch den sensitiven
MGMT-Assay). Wie gelangen dann aber die Glukose-Konjugate in die Zellen?

Zellen exprimieren Gber 400 Transporter, von denen einige fur die Aufnahme von Nahrstoffen
und Arzneistoffen verantwortlich sind (Nukleosidtransporter, Organische Anionen- oder
Kationentransporter). Trotzdem existiert noch eine Vielzahl von Transportergenen, deren
Funktionen nicht charakterisiert sind. Zur Klarung der Frage, ob ein Transporter-vermittelter
Mechanismus fir die Aufnahme von *H-O°BTG-Glu vorliegt, wurde dessen Aufnahme bei
unterschiedlichen Temperaturen sowie nach Konzentrationserhdhung des nicht-radioaktiven
O®BTG-Glu (Kompetition) analysiert. Beim Kompetitions-Experiment wurde eine niedrigere
Konzentration von 6,25 pM (100 nCi) ®H-O°BTG-Glu verwendet; dies steigerte das
Verhéltnis von radioaktivem zu kaltem OPBTG-Glu. Zusitzlich wurde bei diesem Experiment
die untersuchte Gesamtzellzahl reduziert. Beide Veranderungen waren in diesem speziellen
Experiment nétig, um nicht im Sattigungsbereich zu arbeiten und die nachfolgenden Resultate
zu erzielen. Die Aufnahme von 31,25 pM 3H-O°BTG-Glu weist eine deutliche
Temperaturabhdngigkeit auf (Abb. 20a). Interessanterweise war bei einer niedrigen
Temperatur von 4°C (keine Transporter-Aktivitat) ebenfalls eine hohe Aufnahme
nachzuweisen. Der Kompetitionsassay zeigte eine Abnahme der *H-O®BTG-Glu-Aufnahme
bis zu einer Konzentrationssteigerung von 100 uM der nicht-radioaktiven Substanz. Eine
weitere Erhéhung auf 1 mM der kalten Substanz besall keinen weiteren Effekt auf die
Aufnahme der radioaktiven Verbindung; eine Sattigung wurde erreicht. Eine weitere
Steigerung der nicht-radioaktiven O°BTG-Glu-Menge war nicht méglich (sinnvoll), da die
1 mM Konzentration schon zu einer milchigen Tribung der Losung fuhrte.
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Abb. 20: Untersuchung der Transporter-vermittelten Aufnahme von *H-O®BG-Glu in Caco-2
a) Aufnahme in Abhéangigkeit der Temperatur. Die Zellen wurden fir 2 Minuten mit 31,25 pM
*H-O°BTG-Glu und 1 pM kaltem OPBTG-Glu in Glu-TP unter der Einwirkung verschiedener
Temperaturen inkubiert. b) Kompetitionsassay mit nicht-radioaktivem O®BTG-Glu. Die Zellen wurden
fur 2 Minuten mit 6,25 pM 3H-O°BTG-Glu und den angegeben Konzentrationen an kaltem
O®BTG-Glu in Glu-TP inkubiert. AnschlieRend wurde die Radioaktivitat mittels Szintillationszahler
detektiert und die Aufnahme pro Zellen x Zeit (2) oder relativ zur Kontrolle (Aufnahme ohne kaltem
OPBTG-Glu) (b) kalkuliert.

Die Daten in Abbildung 20 weisen auf widersprichliche Ergebnisse bezliglich einer
Transporter-vermittelten Aufnahme des Glukose-Konjugates hin. Die temperaturabhéngige
Aufnahme sowie deren Reduktion durch eine Konzentrationserhéhung mit kaltem
O°BTG-Glu (im Bereich von 1 bis 100 pM) weisen auf eine Beteiligung von Transportern
hin. Im Gegensatz dazu wiederlegt die hohe Aufnahme bei 4°C sowie eine maximale
Reduktion von ca. 50 % durch den Kompetitionsassay eine Involvierung der
Transporter-vermittelten Aufnahme. Dennoch wurden basierend auf diesen Experimenten
wichtige Informationen Uber die Stoffeigenschaften der Glukose-Konjugate erlangt (siehe
unten).
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3.2.3. Partikelbildung der Glukose-Konjugate

Die Zucker-Konjugate bestehen aus einem hydrophilen (dem Glukosemolekil) und einem
hydrophoben Bereich (Linker und O°BG/O°BTG). Diese Eigenschaft bietet dem Konjugat
eine Vielzahl an Mdoglichkeiten mit der Plasmamembran oder deren Komponenten
(Rezeptoren, Transporter- oder Membranproteine) zu interagieren, ohne direkt in die Zelle
transportiert zu werden. Eine direkte, schnelle und starke Bindung des *H-O®BTG-Glu an
einen dieser Faktoren wirde die hohe Aufnahme bei 4°C (in diesem Fall ware es keine direkte
Aufnahme in die Zelle, sondern nur eine Bindung an ihre duReren Bestandteile) erklaren. Zur
Untersuchung der Hypothese, wurden Aufnahme-Experimente bei extrem kurzen
Inkubationszeiten (2 und 6 Sekunden [Sek.]) in Caco-2 Zellen durchgefiihrt. Zusatzlich wurde
eine initiale Bindung (Inkubationszeit 5 Sek.) an Liposomen (multilamellarren Vesikel
[MLV]), die nur aus einer Lipiddoppelschicht bestehen, analysiert. In beiden Experimenten
fungierte die Zugabe von 2,5 pM 3H-d-Glu als Negativkontrolle. Die analysierten Molekiile,
3H-O°BTG-Glu und 3H-d-Glu, zeigten ein unterschiedliches Verhalten. Die hydrophile
3H-d-Glu wurde nicht nach einer kurzen Inkubationszeit von 2 oder 6 Sekunden in die Zellen
aufgenommen; sondern erst nach 2 Minuten wurde eine deutliche Akkumulation in den Zellen
nachgewiesen (Abb. 21a). Des Weiteren interagierte das Glukosemolekll nicht mit der
Membran der Liposomen (Abb. 21b). Im Gegensatz dazu wurde fir das Glukose-Konjuat ein
hoher Wert nach 2 bzw. 6 Sekunden in den Caco-2 Zellen detektiert; dieser betrug
ca. 40-50 % des 2 Minuten-Zeitpunktes und war deutlich héher als die 3H-d-Glu-Aufnahme
nach 120 Sekunden (Abb. 21a). Es wurde ebenfalls eine Bindung des *H-O°BTG-Glu an die
Liposomenmembran detektiert; der Wert lag bei ca. 3 % der zugefligten Radioaktivitat. Dies
deutet auf eine direkte Interaktion des Glukose-Konjugates mit der Plasmamembran hin,
wahrscheinlich aufgrund der hydrophoben Bereiche.
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Abb. 21: Aufnahme und Bindung von *H-O%BG-Glu und *H-d-Glu in Caco-2 und Liposomen
a) Caco-2 Zellen wurden fiir die angegebenen Zeitwerte mit 31,25 pM *H-O°BTG-Glu und 1 pM
kaltem O®BTG-Glu in Glu-TP oder mit 2,5 pM *H-d-Glu in Saccharose-TP inkubiert. AnschlieRend
wurde die Radioaktivitdt mittels Szintillationszéhler detektiert und die Aufnahme pro Zellen
kalkuliert. b) 2,5 mg Liposomen wurde fiir 5 Sekunden mit 50 nCi *H-O®BTG-Glu in Glu-TP oder
100 nCi °H-d-Glu in Saccharose-TP inkubiert. AnschlieRend wurde die Radioaktivitat mittels
Szintillationszahler detektiert und relativ zur eingesetzten Gesamtradioaktivitat kalkuliert.

Zusammenfassend lassen die erfassten Resultate keine SchlulRfolgerung hinsichtlich des
exakten Aufnahmemechanismus zu; lediglich die Aufnahme tber einen Glukosetransporter
konnte ausgeschlossen werden (siehe Diskussion). Dennoch verweisen die Ergebnisse auf
eine Problematik beziiglich der Experimente mit dem radioaktiv-markierten H3-O®BTG-Glu
hin: Die detektierte Radioaktivitat pro Zelle entspricht wahrscheinlich nicht der Aufnahme in
die Zelle selbst. Die Stoffeigenschaften der Glukose-Konjugate ermdglichen eine direkte
Bindung an die Lipiddoppelschicht, das die Messungen malgeblich beeinflusst und die
Interpretationen der Ergebnisse erschwert.

Die Stoffeigenschaften der Glukose-Konjugate (eine wahrscheinliche direkte Interaktion der
hydrophoben Bereiche mit der Zellmembran) mussen ebenfalls bei der Interpretation der
unerwarteten physikalischen Phanomene (insbesondere der Loslichkeit) berlicksichtigt
werden. Amphipathische Molekile beinhalten sowohl hydrophile als auch hydrophobe
Bereiche (wie die Glukose-Konjugate). Die Konjugation von Glukose an den hydrophoben
Hemmstoff OPBG/O®BTG sollte die Loslichkeit in wassrigen Losungen steigern. Dies war
jedoch nicht der Fall. Im Kompetitionsassay (Abbildung 20) wurde eine milchige Tribung bei
einer Konzentration von 1 mM O°BTG-Glu (1 mM O°BG-Glu fithrte zur identischen
milchigen Triibung) beobachtet. Zusétzlich wiesen die Glukose-Konjugate Schwierigkeiten
im Losungsverhalten bei den in vivo-Experimenten auf: die Glukose-Konjugate konnten nur
in einem Verhéltnis von 1:1:1 (DMSO:PEG:NaCl) gelost werden; im Gegensatz zu O°BG
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oder O°BTG, die in einem PEG:NaCl-Verhiltniss von 1:2 loslich waren. Die genaue
Betrachtung der Strukturformeln (Abb. 4) offenbarte eine strukturelle Ahnlichkeit mit
Glykolipiden oder Tensiden; insbesondere durch den langen hydrophoben C8-Linker.
Amphiphile Molekiile wie Tenside oder Lipide bilden in wassrigen Ldsungen Strukturen,
u.a. Mizellen oder Liposomen. Die Art der gebildeten Strukturen ist vom amphiphilen
Molekil, seiner Konzentration, der Temperatur und dem Druck abhéngig. Bei sehr geringen
Konzentrationen bilden amphiphile Molekiile eine monomolekulare Schicht an der
Wasser-Luft-Grenzschicht. Wird eine bestimmte Konzentration erreicht, die sogenannte
criticial aggregation concentration (besser bekannt fur die Bildung von Mizellen: critical
micelles concentration, [CMC]), beginnt der Prozess der Selbstaggregation und die Bildung
vieler unterschiedlicher Strukturen °°.

Milch ist eine kolloidale Dispersion, d.h. ein heterogenes Gemisch aus Teilchen
(Fetttropfchen) und Dispersionsmedium (Wasser). Aus diesem Grund war die milchige
Tribung im wassrigen Medium bei einer hohen Konzentration von 1 mM das erste Anzeichen
flir eine Aggregation und Strukturbildung der Glukose-Konjugate. Um das Phédnomen der
Strukturbildung zu verifizieren, wurde fir beide Glukose-Konjugate sowie die Inhibitoren
O°BG und O°BTG die Methode der dynamischen Lichtstreuung (dynamic light scattering,
[DLS]) verwendet. Die DLS detektiert Partikel in geringen Konzentrationen; fir die
Inhibitoren wurde ein Bereich von 1 uM bis 500 puM untersucht. Die hohe Sensitivitét dieser
Technik erlaubt nur eine vollstandige Charakterisierung der Messwerte (sind echte
strukturelle Partikel vorhanden, da Monomere nicht detektiert werden) nur bei
Berlcksichtigung folgender Parameter: (1) die GroRe der Partikel (angegeben als Radius der
am haufigsten vorkommt, da ebenfalls nur eine einzige Partikelgrée eine GroéRenverteilung
anzeigt); (2) dem Polydispersitats-Index [Pdl], beschreibt die Homogenitat der Partikel;
(3) die Intensitat des Streulichtes, ist ein MaR fur die Haufigkeit der Partikel (gemessen in kilo
counts per seconds, [kcps], Anzahl von Photonen pro Sekunde). Im Anhang Abbildung 38
wurden Messungen mit einer Positivkontrolle (Partikel mit StandardgroRe) und dem
Losungsmittel PBS durchgefiihrt. Die Kriterien fir die Anwesenheit von Partikeln wurden
anhand dieser Resultate und den Instruktionen des Herstellers (Malvern Instruments)
festgelegt: Radius variabel (auch die GroRe von Luftblasen und Staub wird detektiert),
Intensitat des Streulichtes > 150 (mindestens 30 % mehr als das verwendete Losungsmittel).
Die Messungen der DLS bestéatigten die Fahigkeit der Glukose-Konjugate zur Aggregat- und
Partikelbildung (Abb. 22c und d). Fir O°BG-Glu waren die Kriterien der Partikelbildung bei
einer Konzentration von 5 pM erreicht; O°BTG-Glu zeigte eine deutliche Prasenz von
Partikeln erst bei 25 uM. Fir die Glukose-Konjugate nahm die Grofie der Partikel und die
Intensitat des Streulichtes mit einer Erh6hung der Konzentration stetig zu; jedoch war fir
O®BTG-Glu der Anstieg in beiden Messwerten steiler. Des Weiteren war fir 500 uM
O®BTG-Glu keine Messung mdglich, aufgrund einer milchigen Trilbbung der Losung bei
dieser Konzentration. Diese Unterschiede der Glukose-Konjugate deuten auf verschiedene
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Fahigkeiten zur Aggregation und/oder der Formen ihrer Strukturen hin. Im Gegensatz dazu
war fir O°BG keine Partikelbildung nachweisbar (Abb. 22a). Bei O°BTG war bei einer
Konzentration von 250 pM eine Tendenz zur Partikelbildung erkennbar (Abb. 22b). Dies
erklart die leicht milchige Triibung von O°BTG bei einer Konzentration von 1 mM in PBS.
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Abb. 22: Nachweis der Partikelbildung von MGMT-Hemmstoffen in waéssriger Ldsung
Bestimmung der Messparameter Radius, Polydispersitats-Index [PdI] und Intensitit des Streulichtes
von O°BG (A) (a), O°BTG (#) (b), O°BG-Glu (e) (c) und O°BTG-Glu (m) (d) fir die angegebenen
Konzentration in PBS mittels dynamische Lichtstreuung. Anhand dieser Parameter wurde die Existenz
von Partikeln nachgewiesen; gekennzeichnet durch die Verbindung der einzelnen Messpunkte.
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Zusammenfassend zeigten die Resultate eine wichtige unerwartete Stoffeigenschaft der
Glukose-Konjugate. Aufgrund der amphiphilen Molekileigenschaft bilden die Konjugate in
wassrigen Losungen Strukturen aus, die wahrscheinlich Mizellen-&hnlich sind. Dieses
Phanomen erreignet sich schon bei niedrigen Konzentrationen, die in den
in vitro-Experimenten verwendet wurden. Dies fiihrt dazu, dass die effektive Dosis (Anzahl
der Monomere in der Dispersion) reduziert wird, was einen grof3en Einfluss auf die Resultate
ausubt und bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden muss (siehe
Diskussion).

3.3 Einfluss von ABC-Transportern auf die Effektivitdt der Wirkung von
MGMT-Hemmstoffen

Parallel zur Effektivitat der Glukose-Konjugate gegenuiber Zytostatika (Teil 3.1.) und der
Untersuchung des Aufnahmemechanismus (Teil 3.2)) wurde der Einfluss von
ABC-Transportern auf die Glukose-Konjugate und den Ausgangssubstanzen O°BG und
O®BTG untersucht. Efflux-Transporterproteine spielen eine wichtige Rolle in der Adsorption,
Verteilung und Exkretion von Arzneimitteln. Sie werden als ein Hauptmechanismus der
multidrug resistance [MDR] in Tumoren angesehen (1.4.2.). Trotz intensiver Forschung in
diesem Gebiet der Krebstherapie wurden ABC-Transporter bis heute nie in Zusammenhang
mit MGMT-Hemmstoffen gebracht bzw. deren Einfluss auf die MGMT-Targeting-Strategie
untersucht. Eine Untersuchung von ABC-Transportern im Zusammenhang mit
MGMT-Hemmstoffen ist aus den folgenden Griinden plausibel:

(1) Die Mehrheit der heutigen Krebsmedikamente (auch lipophile Pharmaka) sind Substrate
flir einen oder mehrere ABC-Transporter. Aus diesem Grund ist eine Involvierung dieser
Transporter fur die Effektivitat und Speicherung der MGMT-Inhibitoren (O°BG, O°BTG) im
Tumor nicht ausgeschlossen.

(2) Die Voraussetzung fir ein MGMT-Targeting auf der Basis von O°BG/O°BTG ist die
Konjugation eines hydrophilen Molekils (z.B. Glukose, fiir die selektive Aufnahme
unbedingt erforderlich) an den hydrophoben Inhibitor (O°BG/O®BTG). Dies fiihrt zur Bildung
eines amphipathischen Molekils. Diese Art von Molekilen werden allerdings von
ABC-Transportern bevorzugt erkannt und aus der Zelle ausgeschleust. Daher besitzen die
Efflux-Transporter wahrscheinlich immer einen Effekt auf die Speicherung der intrazelluléaren
wirksamen Konzentration bzw. dem Efflux von neu entwickelten Hemmstoffen (ebenfalls der
Glukose-Konjugate), womit sie fur das MGMT-Inhibitor-Targeting von zentraler Bedeutung
werden.

(3) Der aktive Export des Glukose-Konjugates O°BG-Glu durch die ABC-Transporter wiirde
eine plausible Erklarung fur dessen teilweise vorhandene Ineffektivitat nach erfolgter
TMZ-Behandlung liefern.
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(4) Erste Hinweise auf eine Wirkung von ABC-Transportern auf die Speicherung von den
Glukose-Konjugaten wurden schon in vorherigen Experimenten erhalten: (1) Bei der
Aufnahme und intrazellularen Speicherung von 3H-O°BTG-Glu wurde eine schnelle
Einstellung eines Gleichgewichtszustandes erreicht. Dies wird wahrscheinlich durch einen
aktiven Efflux durch die ABC-Transporter vermittelt (Abb. 17). (2) Die schnellere Inhibition
des MGMT-Proteins durch O°BG-Glu in Anwesenheit von Glukosetransporter-Hemmstoffen
wie Phloretin und Phlorizin, welche zur Gruppe der Flavonoide gehdren. Einige Substanzen
dieser Stoffklasse weisen zusatzlich zur GLUT/SGLT-Hemmung eine hemmende Wirkung
auf ABC-Transporter auf 2%,

3.3.1. ABC-Transporter in Tumorzelllinien

Die Transporter der ABC-Familie werden im Menschen gewebespezifisch und in einer
Vielzahl von Tumorarten im unterschiedlichen Ausmal3 exprimiert. Die drei ABC-Transporter
P-Glykoprotein [P-gp], multi resistance protein 1 [MRP1] und breast cancer resistance
protein [BCRP] sind in Tumorzellen am héaufigsten vorzufinden und werden als
hauptverantwortliche Efflux-Transporter der MDR angesehen.

Zuné&chst wurde die Expression vom P-gp, MDR1 und BCRP in Tumorzellen, die in diesem
Projekt verwendet wurden, mittels Western-Blot nachgewiesen und in Relation zur Zelllinie
T98G gesetzt. Die Glioblastomzelllinie T98G exprimiert diese drei ABC-Transporter und
wurde deshalb als Positivkontrolle angesehen 2°%. Im Vergleich zu den anderen
Tumorzelllinien exprimiert T98G die Efflux-Transporter MDR1 und BCRP in hohem
Ausmale, dagegen war das Signal fir P-gp nur marginal nachzuweisen. In der
Kolonkarzinomzellline HT29 wurden ebenfalls alle drei ABC-Transporter nachgewiesen,
wobei fur die Melanomzelllinie A375 nur eine eindeutige Expression vom P-gp und BCRP
detektiert wurde. In einer weiteren Kolonkarzinomzelllinie, Caco-2, wurde nur die Expression
des Proteins P-gp detektiert und in den anderen Zelllinien GBP61 und D05 wurde kein
Protein nachgewiesen (Abb. 23).
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Abb. 23: Expression von ABC-Transportern in verschiedenen Tumorzelllinien
Analyse der Expression der ABC-Transporterproteine MRP1, P-gp und BCRP in verschiedenen
Tumorzelllinien mittels Western-Blot. HSP90 und ERK2 dienten als Ladekontrollen.

Interessanterweise korrelieren die Expressionsdaten der ABC-Transporter mit den
Sensibilisierungsexperimenten von O®BG-Glu und TMZ. Zelllinien mit hoher
ABC-Transporterexpression (T98G, A375, HT29) wurden nicht oder nur maRig durch die
Kombinationsbehandlung O°BG-Glu + 50 uM TMZ sensibilisiert (Abb. 9). Die folgenden
Experimente wurden vorwiegend mit der Glioblastomzelllinie T98G durchgefihrt, da sie eine
hohe Expression der ABC-Transporter P-gp, MRP1 und BCRP aufweist.

3.3.2. MGMT-Hemmstoffe fungieren als Substrate von ABC-Transportern

Zur Analyse der Involvierung von ABC-Transportern auf die Effektivitdt der
Glukose-Konjugate wurde in einem ersten Ansatz die zeitliche Hemmung des Zielproteins
MGMT in Anwesenheit verschiedener ABC-Transporter-Inhibitoren analysiert. Zu diesem
Zweck wurden die klassischen Hemmstoffe Ko143 (inhibiert BCRP), Verapamil (inhibiert
P-gp) und MK571 (inhibiert MRP’s) verwendet 22, Mit den Hemmstoffen der
Efflux-Transporter (10 uM Verapamil, 10 pM MK571, 5 uM Ko143) fand eine 15-minitige
Vorinkubation statt, gefolgt von einer 15- oder 30-minltigen Exposition mit dem
Glukose-Konjugat O°BG-Glu (25 pM) oder O°BTG-Glu (5 uM). Die simultane Inaktivierung
der ABC-Transporter filhrte nach 15 Minuten fiir O°BTG-Glu und 30 Minuten fiir O°BG-Glu
zu einer kompletten Hemmung des MGMT-Proteins; die alleinige Présenz der
Glukose-Konjugate benétigte dafiir 240 (fiir O°BG-Glu) oder 60 Minuten (fiir O°BTG-Glu)
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(Vergleich Abb. 5 und Abb. 24). Die Behandlung mit dem Inhibitor MK571 zeigte fur
0°®BG-Glu den groRkten Effekt der MGMT-Inaktivierung (Abb. 24a). Beim Glukose-Konjugat
O°BTG-Glu wurde die MGMT-Hemmung in Anwesenheit jedes ABC-Transporter-Inhibitors
signifikant verstarkt. Nach 15 Minuten fuhrte die alleinige Behandlung mit Ko143, identisch
zur simultanen Inaktivierung, zum kompletten Verlust der MGMT-AKktivitat.
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Ko143 - - - - + + + Ko143 - - - - + +

Abb. 24: Einfluss von ABC-Transporter-Hemmstoffen auf die zeitliche Hemmung des
MGMT-Proteins durch die Glukose-Konjugate

T98G Zellen wurden mit 25 pM O®BG-Glu (a) oder 5 pM OPBTG-Glu (b) in Anwesenheit (+) oder
Abwesenheit (-) verschiedener ABC-Transporter-Hemmstoffe fur 15 oder 30 Minuten inkubiert. Fir
die Hemmstoffe der ABC-Transporter (10 uM Verapamil (P-gp), 10 uM MK571 (MRP), 5 uM Ko0143
(BCRP)) fand eine 15 minditige Vorinkubation statt, bevor die MGMT-Hemmestoffe zugesetzt wurden.
Die relative MGMT-Aktivitdat wurde mittels MGMT-Assay bestimmt und relativ zur unbehandelten
Kontrolle dargestellt.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Glukose-Konjugate als Substrat fur einen oder
mehrere ABC-Transporter fungieren. Dementsprechend bewirkte die Inhibition der
ABC-Transporter eine Steigerung der Inhibitormolekile im Zellinneren und somit eine
schnellere Hemmung des MGMT-Proteins. Die Inhibition einzelner ABC-Transporter
bewirkte unterschiedliche Effekte fur die beiden Konjugate; MK571 (inhibiert MRP’s) zeigte
den groRten Einfluss bei O°BG-Glu und Ko143 (inhibiert BCRP) bei O°BTG-Glu. Dies deutet
auf eine gewisse Spezifitit der Glukose-Konjugate fiir bestimmte Familien der
Efflux-Transporter hin; was in den anschlieBenden Experimenten verifiziert werden sollte.
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Die  verstérkte Hemmung des MGMT-Proteins in Anwesenheit der
ABC-Transporter-Inhibitoren stellt nur eine indirekte Messmethode dar. Dennoch zeigt sie,
dass die Glukose-Konjugate als Substrate fur ABC-Transporter fungieren. Die Inhibitoren
O°BG und O°BTG gelangen per passiver Diffusion in die Zellen und hemmen die
vollstaindige MGMT-AKktivitit nach kurzen Inkubationszeiten (15 Minuten fiir O°BG und
1 Minute fur O°BTG; Abb. 5). Aus diesem Grund konnte der MGMT-Assay nicht zur
Analyse verwendet werden, ob ebenfalls die Inhibitoren O°BG oder O®BTG als Substrate fiir
ABC-Transporter  fungieren. Eine akzeptierte Methode zur Untersuchung der
ABC-Transporter-Funktion  ist der ,Efflux-Assay* 2%, Zellen werden  mit
Fluoreszenzfarbstoffen beladen, die spezifisch von bestimmten ABC-Transporterproteinen
erkannt und heraustransportiert werden. In Anwesenheit von Molekilen (Inhibitoren,
Modulatoren, Substraten) erfolgt nach bestimmten Inkubationszeiten die Quantifizierung des
Fluoreszenzsignales in den Zellen. Eine Abwandlung dieser Methode ist der
Akkumulations-Assay. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden in Anwesenheit von Molekilen
inkubiert und anschlieBend die Signalstarke des Fluoreszenzfarbstoffes analysiert. Diese
Methoden sind Kompetitions-Experimente und messen nicht den Efflux der Testsubstanzen,
sondern nur die Beeintrachtigung des Transportes der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe.
Deshalb ist keine Unterscheidung maglich, ob eine Testsubstanz als Inhibitor oder Substrat
fungiert. Trotzdem dienen diese Methoden zur Identifikation von Inhibitoren, Modulatoren
oder Substraten der ABC-Transporter.

Als Positivkontrollen dienten die Hemmstoffe Verapamil (100 uM, fir P-gp), MK571
(40 uM, fiir MRP1) und Ko143 (50 uM, fur BCRP). Das detektierte Fluoreszenzsignal nach
Behandlung mit den ABC-Transporter-Hemmstoffen wurde fur die Efflux-Assays als
maximale  verbleibende Restmenge des Fluoreszenzfarbstoffes angesehen und
dementsprechend als 100 %-ige Hemmung des jeweiligen Transporters gesetzt. Der Einfluss
der MGMT-Hemmstoffe wurde immer in Relation zu den Positivkontrollen dargestellt. Fur
die Inhibitoren O°BG und O®BTG sowie den Glukose-Konjugaten wurden beide Assays mit
jeweils 100 puM als Einsatzkonzentration durchgefiihrt. Als Fluoreszenzfarbstoffe der
Efflux-Transporter wurden 30 UM Rhodamin 123 [Rho 123] (fiir P-gp), 20 uM 5(6)-Carboxy-
2',7'-Dichlorfluorescein-Diacetat [CFDA] (fir MRP1) und 0,5 uM Pheophorbid A [Pheo A]
(fur BCRP) verwendet 193204205 Opwohl Verapamil als kompetitive Substanz fiir den
P-gp-Transporter beschrieben wird, stimuliert diese Substanz ebenfalls die Transportfahigkeit
von MRP1 2%, Zusitzlich wurde experimentell bestatigt, dass Rho 123 auch von MRP1
erkannt und heraustransportiert wird; jedoch mit geringerer Affinitit 2°/. Diese Tatsachen,
zusammen mit der enorm starken Expression von MRP1 (im Vergleich zu P-gp) in T98G
Zellen, verlangten eine simultane Inhibition durch Verapamil und MK571 zur Analyse der
P-gp-Funktion in den T98G Zellen. Die Analyse der MRP1-Funktion beim Akkumulations-
und Efflux-Assay erfolgte in der Kolonkarzinomzelllinie HT29 (fur P-gp und BCRP wurde
T98G verwendet). Der Wechsel von T98G zu HT29 war aufgrund der zu hohen Expression
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des MRP1-Transporters in den T98G Zellen nétig, da in den T98G Zellen der
Fluoreszenzfarbstoff innerhalb kirzester Zeit (weniger als 5 Minuten) aus den Zellen
heraustransportiert wurde.

Die Resultate der Akkumulation-Assays bestétigten einen Effekt der MGMT-Hemmstoffe auf
einen oder mehrere ABC-Transporter, jedoch in unterschiedlichem AusmaRB. O°BG verstarkte
nur die Akkumulation des BCRP-Substrates, wohingegen die anderen drei
MGMT-Hemmstoffe die Akkumulation aller Fluoreszenzfarbstoffe deutlich erhéhten
(Abb. 25b bis d). In Abbildung 25a war die stimulierende Eigenschaft von Verapamil auf den
MRP1-vermittelten = Rho  123-Efflux =~ nachweisbar.  Zusétzlich  scheinen  die
MGMT-Hemmstoffe, mit Ausnahme von O°PBG, ebenfalls einen Effekt auf die
MRP1-Funktion auszutiben oder beeinflussen die Aufnahme des Farbstoffes auf eine andere
Art und Weise. Die simultane Inhibition von P-gp und MRP1 fuhrte dagegen zu einer
Akkumulation von Rho 123. Diese Akkumulation war bei der Inhibition von MRP1 in
Anwesenheit der MGMT-Hemmstoffe O°BTG, O°BG-Glu oder O°BTG-Glu sogar hoher als
mit der Positivkontrolle Verapamil.

Die Resultate des Efflux-Assays waren fast identisch mit den Akkumulations-Daten; O°BG
beeinflusste den Transport des Pheo A im deutlichen MalRe und ebenfalls den Export von Rho
123 bei simultaner Inhibiton des MRP1-Transporters. Die Resultate der simultanen Inhibition
vom MRP1 mit MK571 und P-gp (durch Verapamil oder den MGMT-Hemmstoffen)
verweisen wieder auf einen Rho 123-vermittelten Efflux durch MRP1. Die anderen
MGMT-Hemmstoffe flihrten zu einem verminderten Efflux aller drei Fluoreszenzfarbstoffe,
wobei der Effekt von CFDA nur maRig war. Zusétzlich war nachzuweisen, dass die
Efflux-Kapazitat der einzelnen ABC-Transporter in Prasenz der MGMT-Inhibitoren mit der
Bromthiophengruppe starker beeinflusst wurde als in Anwesenheit der Hemmstoffe mit der
Benzylgruppe (Vergleich: O°BTG mit O°BG und O°BTG-Glu mit 0°BG-Glu) (Abb. 26).
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Abb. 25: Akkumulation von Fluoreszenzfarbstoffen in Abhangigkeit von MGMT-Inhibitoren
Tumorzellen (HT29 fir MRP1 (d), T98G fir P-gp und BCRP) wurden mit 30 uM Rho 123 (a und b),
0,5 uM Pheo A (c) oder 20 uM CFDA (d) fur 30 Minuten bei 37°C in Abwesenheit (Kontrolle) oder
Anwesenheit von 100 pM des jeweiligen MGMT-Inhibitors inkubiert. Als Positivkontrollen dienten
eine simultane Inkubation der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe mit ABC-Transporter Hemmstoffen
(100 pM Verapamil (P-gp), 40 pM MK571 (MRP1), 50 pM Ko143 (BCRP)) bei identischen
Bedingungen. Die Akkumulation der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe wurde anhand der medianen
Fluoreszenzintensitat mittels Durchflusszytometrie bestimmt und relativ zur Kontrolle dargestellt.
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Abb. 26: Efflux von Fluoreszenzfarbstoffen in Abhéangigkeit von MGMT-Inhibitoren
Tumorzellen (HT29 fiir MRP1 (d), T98G fur P-gp und BCRP) wurden mit 30 uM Rho 123 (a und b),
0,5 uM Pheo A (c) oder 20 uM CFDA (d) fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert, gewaschen, und
anschlieBend erfolgte eine weitere Inkubation fiir 120 (a, b und c) oder 20 Minuten (d) in
Efflux-Puffer (Kontrolle) oder in Anwesenheit von 100 uM des jeweiligen MGMT-Inhibitors. Fir die
Positivkontrollen der jeweiligen ABC-Transporter wurden anstatt der MGMT-Hemmstoffe unter
identischen Bedingungen die spezifischen ABC-Transporter Hemmstoffe (100 uM Verapamil (P-gp),
40 uM MK571 (MRP), 50 uM Ko0143 (BCRP)) zugesetzt. Die verbliebende Restmenge der jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffe wurde anhand der medianen Fluoreszenzintensitat mittels Durchflusszytometrie
bestimmt und relativ zu den jeweiligen Positivkontrollen dargestellt.
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Insgesamt bestitigen die bisherigen Daten einen aktiven Export von O°BG, O°BTG und den
Glukose-Konjugaten durch einen oder mehrere ABC-Transporter. Unerwartet war die
Tatsache, dass O°BTG-Glu den Efflux der Fluoreszenzfarbstoffe stirker inhibiert als
O°BG-Glu. Da ein verstirkter Efflux von O°BG-Glu eine plausible Erklarung fiir dessen
Unwirksamkeit gegenuber einigen Tumorzellen gewesen ware. Einschrankungen der
verwendeten Methoden erschweren jedoch einige Aussagen Uber den Einfluss der
MGMT-Hemmstoffe auf ABC-Transporter (siehe Diskussion), z.B. ist keine Unterscheidung
mdglich, ob die jeweiligen Testsubstanzen als Substrate oder Inhibitoren fungieren.

3.3.3. Hemmung der ABC-Transporter zur Steigerung der Effektivitat von MGMT-
Inhibitoren

ABC-Transporter-Hemmstoffe werden seit Jahren in der Tumortherapie eingesetzt. Die
Blockierung der Efflux-Transporter steigert die intrazellulire Konzentration der
Chemotherapeutika und sensibilisiert somit Tumorzellen, die eine multidrug resistance
aufgrund der Uberexpression von ABC-Transportern aufweisen 28,

Zur Uberpriifung der Relevanz von Efflux-Transportern auf die Effektivitit von
MGMT-Hemmstoffen bei der Kombinationsbehandlung mit dem methylierenden Agens TMZ
wurde vorerst fiir O°BG-Glu die Induktion des Zelltodes in Anwesenheit der einzelnen
ABC-Transporter-Hemmstoffe analysiert. Die resistenten T98G Zellen (zumindest gegenuber
O®BG-Glu) wurden mit verschiedenen Kombinationen aus 25 pM O°®BG-Glu und
ABC-Transporter-Hemmstoffen (10 uM Verapamil (P-gp), 10 uM MK571 (MRP1) oder
5 UM Ko143 (BCRP) fur 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer Behandlung mit 50 uM TMZ.
Es fand eine 24-stindige Behandlung mit den Efflux-Hemmstoffen statt und anschlieRend
eine weitere Inhibition des MGMT-Proteins mit 25 uM O°BG-Glu oder 10 pM O°®BG. Diese
Strategie  imitiert eine in  vivo-Situation mit einer  Puls-Behandlung  der
ABC-Transporter-Hemmstoffe  und  verdeutlicht die Relevanz der kompletten
MGMT-Hemmung Uber einen langeren Zeitraum (ist eine 24-stiindige Behandlung mit
ABC-Transporter-Hemmstoffen ausreichend zur maximalen Induktion der Toxizitat). Die
alleinige Behandlung der Zellen mit den ABC-Hemmstoffen und dem Glukose-Konjugat
wirkten nicht toxisch (Anhang Abb. 39). Die Ergebnisse bestatigten eine aktive Rolle der
Efflux-Transporter an der Effektivitat von O°BG-Glu (Abb. 27a und b). Die alleinige, duale
oder komplette Hemmung der jeweiligen ABC-Transporter erhohte die Apoptose nach
Behandlung mit dem Glukose-Konjugat und TMZ. Jedoch flihrte nur die simultane Hemmung
der drei ABC-Transporter zur Induktion der hochsten Toxizitat. Dieses Ergebniss bestétigt,
dass O°BG-Glu durch mehrere ABC-Transporter aus den Zellen heraustransportiert wird. Des
Weiteren war eine komplette Hemmung des MGMT-Proteins nach 24 Stunden (Wechsel auf
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O°BG, Abb. 27b) effektiver als die weitere Inkubation mit O°BG-Glu (Abb. 27a). Dies deutet
auf eine noch vorhandene Reparaturkapazitit der O®MeG-Lasion nach 24 Stunden hin (in
Anwesenheit von O°BG-Glu) und bestitigt die Relevanz einer vollstandigen
MGMT-Hemmung uber einen langen Zeitraum.

404 * 60+ *
304 45

20+ 30

Induzierte Apoptose (%)
Induzierte Apoptose (%)

10+ 154

0- ik

TMZ + + + + + + + + ™Z + + + + + + + +
0°BG-Glu + + + + + + + + 0°BG-Glu + + + + + + + +
Verapamil - + - + + - + Verapamil - + - + + - +

MK571 - - + + + + MK571 - - + + + +
Ko143 - - - + - + + + Ko143 - - - + - + + +

Abb. 27: Induktion des Zelltodes nach erfolgter Kombinationsbehandlung aus
ABC-Transporter-Hemmstoffen, dem Glukose-Konjugat O°BG-Glu und TMZ in T98G Zellen
Induktion der Apoptose nach 120 Stunden. Die Zellen wurden mit 25 pM O®BG-Glu in Anwesenheit
(+) oder Abwesenheit (-) verschiedener ABC-Transporter-Hemmstoffe (10 uM Verapamil (P-gp),
10 yM MK571 (MRP1) oder 5 uM Ko143 (BCRP)) fur 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer
Behandlung mit 50 uM TMZ. Im Anschluss dieser 24-stiindigen Behandlung wurden die Inhibitoren
entfernt und es fand eine erneute Inkubation mit 25 pM O®BG-Glu (a) oder 10 uM O°BG (b) statt. Die
Apoptose wurde mittels Sub-G1-Analyse ermittelt. Die p-Werte (*, p < 0,05) beziehen sich jeweils auf
die alleinige O°BG-Glu-Behandlung mit TMZ.

Im néchsten Ansatz wurden weitere Tumorzelllinien, die ebenfalls resistent gegeniber der
Kombination aus 25 pM O°®BG-Glu und 50 pM TMZ waren, analysiert. Identisch zum
vorherigen Experiment wurden die Zellen mit 25 uM O°BG-Glu in An- oder Abwesenheit der
simultanen Hemmung der Efflux-Transporter (10 puM Verapamil, 10 uM MK571 und
5 UM Ko143) fur 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer 50 uM TMZ-Behandlung. Nach
24 Stunden wurden die Hemmstoffe entfernt und es fand eine weitere Inkubation mit 10 uM
O°®BG statt. Die Induktion der Apoptose wurde nach 120 Stunden analysiert und mit der
Behandlung aus ABC-Hemmstoffen und OPBG verglichen. In allen analysierten Zelllinien
war fir O°BG-Glu die Induktion der Apoptose in  Anwesenheit der
ABC-Transporter-Hemmstoffe signifikant erhoht (Abb. 28). In der Glioblastomzelllinie T98G
und der Kolonkarzinomzelllinie HT29 war die induzierte Apoptose immer noch geringer als
nach der O°BG-Behandlung; somit wurde nicht die maximale Induktion des Zelltodes durch
die Anwesenheit der ABC-Transporter-Hemmstoffe im Falle einer Behandlung mit
O®BG-Glu + TMZ erreicht.

-95-



80+

60+

40-

20+

Induzierte Apoptose (%)

@8 0°BG-Glu (4 Std.) + TMZ (24 Std.) - O°BG
3 ABC;/0°BG-Glu (4 Std.) + TMZ (24 Std.) > 0°BG
32 ABC;/0°BG (4 Std.) + TMZ (24 Std.) » 0°BG

) ns
— .
T I_I
. ns T
‘ | Tl
_ T T
mlills
T98G A375 HT29

Ergebnisse

Abb. 28: Induktion des Zelltodes nach Kombinationsbehandlung aus ABC-Transporter-
Hemmstoffen, MGMT-Inhibitoren und dem methylierenden Agens TMZ in Tumorzelllinien
Induktion der Apoptose nach 120 Stunden. Die Zellen wurden mit 25 uM O®BG-Glu oder 10 uM
O°®BG in Anwesenheit oder Abwesenheit von den ABC-Transporter-Hemmstoffen [ABCi] (10 pM
Verapamil, 10 pM MK571, 5 uM Ko143) fir 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer Behandlung mit
50 uM TMZ. Bei der Melanomzelllinie A375 fand eine 24-stliindige Vorbehandlung mit 300 1U/ml
IFN-R statt, um die Zellen zu sensibilisieren. Im Anschluss einer 24-stiindigen Behandlung wurden die
Inhibitoren entfernt und es fand eine erneute Inkubation mit 10 uM O®BG statt. Die Apoptose wurde
mittels Sub-G1-Analyse ermittelt. Die p-Werte (*, p < 0,05; ns, nicht signifikant) beziehen sich jeweils
auf die markierten Behandlungen.
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Nachdem eine Rolle der ABC-Transporter fiir die Effektivitait des OPBG-Glu-Konjugates
bestatigt wurde, sollte der Einfluss auf die anderen MGMT-Hemmstoffe analysiert werden.
Die Induktion der Apoptose in der T98G Zelllinie erlangte nach Behandlung mit 10 pM
O°BG, 5 pM OPBTG oder 5 pM OPBTG-Glu und 50 uM TMZ ein maximales Niveau
(Abb. 9). Demensprechend war fir die Untersuchung des Einflusses der ABC-Transporter
eine  Reduktion der Dosis notig, die zur identischen MGMT-Hemmung und
Apoptoseinduktion fiihrte wie die Behandlung mit 25 pM O°BG-Glu. In Abbildung 29 sind
die Resultate der hohen und niedrigen Konzentrationen von O°BG, O°BTG und O°BTG-Glu
beziglich MGMT-Hemmung (nach 4 Stunden Exposition) und Apoptoseinduktion nach
120 Stunden in der T98G Zelllinie zusammengefasst. Die geringeren Dosen von O°BG,
O°BTG und O°BTG-Glu fihrten zur seloen MGMT-Hemmung wie die Behandlung mit
25 uM O°BG-Glu (iiber 90 %-ige Reduktion der MGMT-Aktivitat) und einer vergleichbaren
Effektivitdt in der Kombinationsbehandlung mit 50 uM TMZ (induzierte Apoptose von
ca. 10 %).
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Abb. 29: MGMT-Hemmung und Apoptoseinduktion mit verschiedenen Dosen der MGMT-
Inhibitoren und der Kombinationsbehandlung mit dem methylierenden Agens Temozolomid
a) Hemmung der MGMT-AKktivitat nach 4 Stunden. T98G Zellen wurden mit 25 pM O°BG-Glu, einer
hohen (10 uM OfBG, 5 uM OPBTG, 5 uM O°®BTG-Glu) oder niedrigen Dosis (2 pM O°BG,
0,1 uM O°BTG, 0,3 pM O°BTG-Glu) der MGMT-Hemmstoffe behandelt. Die MGMT-Aktivitat
wurde mittels MGMT-Assay bestimmt und relativ zur unbehandelten Kontrolle analysiert. b) Nach
Behandlung mit identischen Konzentrationen der MGMT-Hemmstoffe fiir 4 Stunden wurden T98G
Zellen mit 50 pM TMZ behandelt und der Zelltod nach 120 Stunden bestimmt. Die Apoptose wurde
mittels Sub-G1-Analyse ermittelt.
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Im Anschluss wurde der Effekt der simultanen Inhibition der drei Efflux-Transporter (P-gp,
MRP1, BCRP) auf die TMZ-induzierte Apoptose untersucht. T98G Zellen wurden mit
geringen (2 uM O°BG, 0,1 uM OPBTG, 0,3 pM OPBTG-Glu) oder hohen Konzentrationen
(10 uM OPBG, 5 pM O°BTG, 5 uM OPBTG-Glu) der MGMT-Hemmstoffe in An- oder
Abwesenheit der ABC-Transporter-Inhibitoren (10 pM Verapamil, 10 uM MK571 und 5 pM
Ko143) fur 4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer Behandlung mit 50 pM TMZ und einer
Apoptosemessung nach 120 Stunden. Es fand eine 24-stindige Behandlung mit den
ABC-Transporter-Hemmstoffen statt und ein anschlieRender Wechsel auf 10 uM O°BG oder
den geringen Dosen der jeweiligegn MGMT-Inhibitoren. Die simultane Hemmung der
Efflux-Transporter fiihrte fiir die geringen Dosen von O°BG, O°BTG und O°BTG-Glu,
identisch zu 25 uM O®BG-Glu, zu einer verstarkten Induktion der Apoptose; diese war im
Anschluss des 24-stiindigen Austausches auf O°BG fir alle Hemmstoffe signifikant
unterschiedlich (Abb. 30a bis d). Jedoch wurde nie die maximale Induktion der Apoptose
erreicht, die nach der alleinigen Behandlung mit den jeweiligen hohen Dosen der
MGMT-Hemmstoffe und TMZ beobachtet wurde. Fiir die niedrigen Dosen von O®BTG und
O®BTG-Glu war die Behandlung mit den ABC-Transporter-Inhibitoren und die weitere
Inkubation mit den reduzierten Konzentrationen nur bedingt wirksam, bei O°BG war der
Unterschied ebenfalls signifikant. Die simultane Hemmung der Efflux-Transporter bei den
hohen Konzentrationen von O°BG, O°BTG und O°BTG-Glu filhrte zu keiner zusétzlichen
Steigerung in der Apoptoseinduktion, da die maximale Apoptosefrequenz bereits erreicht war.
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Abb. 30: Induktion des Zelltodes nach Kombinationsbehandlung aus ABC-Transporter-
Hemmstoffen, MGMT-Inhibitoren und dem methylierenden Agens TMZ in T98G Zellen
Induktion der Apoptose nach 120 Stunden. T98G Zellen wurden mit O°BG-Glu (c), einer hohen oder
niedrigen Dosis O°BG (a), O°BTG (b) oder O®BTG-Glu (d) in An- oder Anwesenheit von
ABC-Transporter-Hemmstoffen [ABCi] (10 puM Verapamil, 10 uM MK571, 5 uM Ko143) fir
4 Stunden inkubiert, gefolgt von einer Behandlung mit 50 uM TMZ. Im Anschluss einer 24-stiindigen
Behandlung wurden die Inhibitoren entfernt und es fand eine erneute Inkubation (gekennzeichnet
durch den ,—“) mit 10 uM O°BG oder einer geringen Konzentration der jeweiligen
MGMT-Inhibitoren statt. Die Apoptose wurde mittels Sub-G1-Analyse ermittelt. Die p-Werte
(*, p < 0,05; ns, nicht signifikant) beziehen sich jeweils auf die markierten Behandlungen.

Zusammenfassend bestatigen die Resultate, dass ABC-Transporter eine Relevanz auf die
Effektivitdt von MGMT-Hemmstoffen aufweisen. Der aktive Export der MGMT-Hemmstoffe
(insbesondere von O°BG-Glu) reduziert die intrazellulare wirksame Konzentration und wirkt
somit dem Alkylantien-induzierten Zelltod entgegen. Bei einer ausreichend hohen
Konzentration der MGMT-Hemmstoffe O°BG, O°BTG und O°BTG-Glu, die eine 100 %-ige
MGMT-Hemmung bewirkt, kann jedoch in den in vitro-Experimenten der Einfluss der
ABC-Transporter vernachldssigt werden.
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3.3.4. ABC-Transporter-Hemmung zur Steigerung des therapeutischen Effektes von
O®BTG-Glu im A375-Xenograft-Modell

Das Glukose-Konjugat O°BTG-Glu zeigte in den in vitro-Experimenten eine identische
Wirksamkeit hinsichtlich der Alkylantien-induzierten Toxizitat wie die Inhibitoren O°BG und
O°BTG (Abb. 9 und 11). Dennoch fiihrte die intravenose Applikation des Konjugates nicht
zur kompletten Hemmung der MGMT-AKktivitdt im Tumor des A375-Xenograft-Modells
(Abb. 12). Die Identifikation des aktiven Effluxes der Glukose-Konjugate durch die
ABC-Transporter bot eine mogliche Erklarung fir die unvollstindige Hemmung im
in vivo-System. Aus diesem Grund wurde die Auswirkung der ABC-Transporter-Hemmung
hinsichtlich der Effektivitat von O°BTG-Glu im Mausmodell untersucht.

Zuerst wurde die MGMT-Hemmung im A375-Tumor 2 Stunden nach einer intravendser
Applikation von 62,5 mg/kg O°BTG-Glu in An- oder Abwesenheit von Efflux-Hemmstoffen
analysiert. Im Mausmodell wurden dafur die ABC-Transporter-Hemmstoffe Elacridar
(10 mg/kg intraperitoneale Applikation, hemmt P-gp und BCRP) und Probenecid (200 mg/kg
intraperitoneale Applikation, hemmt MRP1) verwendet 2% die 30 Minuten vor den
MGMT-Hemmstoffen verabreicht wurden. Wie in Abbildung 31a dargestellt, fihrte die
Inhibition der ABC-Transporter zu einer verstarkten Hemmung von MGMT nach
intravenoser Verabreichung von 62,5 mg/kg O°PBTG-Glu. AnschlieRend wurde eine
Kombinationsbehandlung im A375-Xenograft-Modell durchgefiihrt. Diese bestand aus einer
2-stiindigen Inkubation der MGMT-Hemmstoffe (20 mg/kg O°BTG i.p. oder 62,5 mg/kg
O®BTG-Glu i.v.) in An- oder Abwesenheit der ABC-Transporter-Hemmstoffe, gefolgt von
einer intraperitonealen Verabreichung des chlorethylierenden Agens CCNU (16 mg/kg). In
diesem Versuchsansatz wurde CCNU verwendet, da dem MGMT-Protein eine reduzierte
Zeitdauer zur Verfiigung steht, die toxische O®CIEtG-Lasion zu reparieren (Bildung des
unreparierbaren ICL durch MGMT innerhalb von 8-12 Stunden) als die O°®MeG-Lasion
(Bildung des DSB im zweiten Zellzyklus, ca. 40 Stunden). Dementsprechend ist fir die
Induktion der maximalen CCNU-vermittelten Toxizitat eine kiirzere Hemmung von MGMT
erforderlich, im Vergleich zu TMZ. Die Kombinationsbehandlung aus O°BTG und CCNU
war extrem toxisch fiir die Mause, der Grofteil der Méause starb innerhalb der ersten 5 Tage
(Abb. 31b). Im Vergleich dazu wirkte eine Behandlung mit den verschiedenen
Kombinationen aus ABC-Transporter-Hemmstoffen, O°BTG-Glu und CCNU nicht besonders
toxisch auf den Mausorganismus; die maximale Abnahme des Gewichtes betrug
10 % (Abb. 31c und Anhang Abb. 40a). Die Prasenz der Efflux-Hemmstoffe fuhrte bei der
Kombinationsbehandlung aus O°BTG-Glu und CCNU allerdings auch zu keiner deutlichen
Reduktion des Tumorwachstums (Abb. 31d).
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Abb. 31: Effekte von ABC-Transporter-Hemmstoffen im humanen A375-Xenograft-Modell
a) Intravendse Applikation von 62,5 mg/kg O°BTG-Glu fiir 2 Stunden in An- oder Abwesenheit einer
30-minutigen Vorinkubation mit ABC-Transporter-Hemmstoffen (10 mg/kg Elacridar, 200 mg/kg
Probenecid i.p.). AnschlieBend wurde die MGMT-Aktivitdt im A375-Tumor mittels MGMT-Assay
bestimmt. b) Zusammenfassung der Gesamtanzahl verwendeter A375-tragender Balb/c nude Mé&use
fur die jeweiligen Behandlungen und die Todesfalle innerhalb der ersten 5 Tage. Wachstumskurve und
Toxizitdt des A375-Xenograft-Modells nach Kombinationsbehandlung. Intravendse Applikation von
10 % DMSO in 0,9 % NaCl (o,0) oder 62,5 mg/kg O°BTG-Glu in Ab- (m) oder Anwesenheit (=) einer
30-mindtigen Vorinkubation der ABC-Transporter-Hemmstoffe fur eine Inkubationsdauer von
2 Stunden, gefolgt von einer Behandlung mit 16 mg/kg CCNU. Bestimmung des relativen
Korperwichtes (c) oder des Tumorwachstums (d) Uber die Zeit. Die Werte représentieren den
Mittelwert +/- Standardfehler von mind. 5 Mdusen pro Gruppe und beziehen sich jeweils auf den
Tag 0 (Tag der Behandlung).
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Obwonhl das erste in vivo-Experiment zu keinem positiven Ergebnis fiihrte, sollte der Einfluss
von ABC-Transporter-Hemmstoffen auf die Effektivitit des MGMT-Inhibitors O°BTG-Glu in
einem weiteren Versuch analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde die Strategie wie folgt
verandert:

(1) Es fand eine Behandlung mit 200 mg/kg TMZ anstelle vom CCNU statt. Diese
Konzentration wurde in unabh&ngigen Experimenten bestimmt und lag sogar bei der
intravendsen Verabreichung des Glukose-Konjugates hoher als die maximale toxische Dosis
nach intraperitonealer Injektion (Abb. 11).

(2) 24 Stunden nach der TMZ-Injektion erfolgte eine zusatzliche Behandlung mit 30 mg/kg
O°BG. Dies diente der Hemmung des MGMT-Proteins (iber einen langeren Zeitraum und
imitierte die erfolgreiche Puls-Behandlung der in vitro-Experimente (Abb. 29)

Die alleinige Injektion von 200 mg/kg TMZ mit anschlieRender Applikation von O°BG nach
24 Stunden bewirkte eine starke Reduktion des Tumorwachstums bei einer akzeptablen
Toxizitat (Abb. 32b und c). Interessanterweise war der Verlauf des Tumorwachstums
vergleichbar wie nach der Kombinationsbehandlung aus den MGMT-Hemmstoffen und der
anschlieBenden Applikation von 150 mg/kg TMZ (Abb. 11). Diese Reduktion im
Tumorwachstum wurde nicht durch eine zusatzliche Vorinkubation mit 62,5 mg/kg
O°BTG-Glu V. gesteigert. Die Kombinationsbehandlung mit den
ABC-Transporter-Hemmstoffen und O°BTG-Glu war unter diesen Bedingungen zu toxisch
(4 von 6 Mdusen starben innerhalb 5 Tagen). Die Versuchsergebnisse zeigen, dass durch die
Anwesenheit  der  Efflux-Hemmstoffe  ebenfalls  die ~ Nebenwirkungen  der
Alkylantien-basierenden Therapie verstarkt werden. Diese sind unter anderem eine verstarkte
Hemmung des MGMT-Proteins im Normalgewebe (siehe Diskussion).
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Abb. 32: Effekte von ABC-Transporter-Hemmstoffen im  A375-Xenograft-Modell
a) Zusammenfassung der Gesamtanzahl verwendeter A375-tragender Balb/c nude Méuse fir die
jeweiligen Behandlungen und die Todesfalle innerhalb der ersten 5 Tage. Wachstumskurve und
Toxizitat des A375-Xenograft-Modells nach Kombinationsbehandlung. Intraventse Applikation von
10 % DMSO in 0,9 % NaCl (o,V) oder 62,5 mg/kg O°BTG-Glu in Ab- (m) oder Anwesenheit (=)
einer 30-mindtigen Vorinkubation der ABC-Transporter-Hemmstoffe (10 mg/kg Elacridar, 200 mg/kg
Probenecid i.p.) fur eine Inkubationsdauer von 2 Stunden, gefolgt von einer Behandlung mit
200 mg/kg TMZ. Nach 24 Stunden wurden alle Mause nochmals mit 30 mg/kg O®BG (gekennzeichnet
durch den ,—%) behandelt. Bestimmung des relativen Korperwichtes (b) oder des
Tumorwachstums (c) Uber die Zeit. Die Werte reprasentieren den Mittelwert +/- Standardfehler von
mind. 5 Mé&usen pro Gruppe und beziehen sich jeweils auf den Tag 0 (Tag der Behandlung).
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Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die ABC-Transporter-Inhibitoren ebenfalls im
Mausmodell eine Steigerung der MGMT-Hemmung durch das Glukose-Konjugat
O®BTG-Glu im Tumor bewirken. Jedoch fiihrte die Kombinationsbehandlungen mit den
alkylierenden Agenzien nicht zum erwiinschten Erfolg. Die unerwarteten Stoffeigenschaften
des Glukose-Konjugates erschweren maRgeblich eine genaue Beurteilung der Auswirkung
von Efflux-Hemmstoffen hinsichtlich der MGMT-Inhibitor-Targeting-Strategie im
Mausmodell (siehe Diskussion).
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4. Diskussion

4.1. Targeting-Strategie mit Glukose-konjugierten MGMT-Hemmstoffen

Krebs ist eine Krankheit, die Uber Verdnderungen der Erbsubstanz DNA ausgeltst wird. Sie
ist durch abnormales Wachstum von Korperzellen und deren Invasion in verschiedene
Gewebe gekennzeichnet. Jedes Jahr erkranken 490.000 Menschen in Deutschland an dieser
Krankheit und die Prognose sieht eine Steigerung der Neuerkrankungen um bis zu 30 % fur
das Jahr 2050 entgegen (www.krebshilfe.de). Trotz Behandlungserfolgen durch komplette
Resektion des Tumors oder Strahlungstherapie (lokale Behandlungsvarianten) sind
systemische Chemotherapeutika ein wichtiger Faktor der Tumortherapie. Diese dienen der
Behandlung von Metastasen, die die Hauptursache der Todesfalle darstellen 2%,
Chemotherapeutika beinhalten zytotoxische Agenzien sowie Substanzen, die eine Modulation
von spezifischen Signalwegen in den Krebszellen bewirken (targeted therapy). Trotz der
erfolgreichen Einfuhrung neuer Substanzen in den letzten Jahren sind die Zytostatika, die eine
Schédigung der DNA von Zellen bewirken, immer noch eine wichtige Behandlungsform (als
Mono- oder Kombinationstherapie) von Tumoren ’.

Ein Problem der Tumortherapie ist die Entwicklung von Resistenzmechanismen. Diese
vermindern die Effektivitat systemischer Chemotherapeutika in den Tumorzellen. Das
DNA-Reparaturprotein O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase [MGMT] ist ein wichtiger
Resistenzmechanismus gegenuber alkylierenden Zytostatika, deren Wirkung auf einer
Alkylierungen der O6-Position des Guanins beruht. Die Zytostatika basierende Therapie von
MGMT-exprimierenden  Tumoren  konnte durch den Einsatz  konventioneller
MGMT-Inhibitoren nicht verbessert werden. Die unselektive Hemmung von MGMT
verursacht keine Steigerung des therapeutischen Indexes in der Kombinationsbehandlung
(siehe 1.3.1.). Eine Alternative, die Kombination aus alkylierenden Zytostatika und
MGMT-Hemmstoffen zu verbessern, besteht in der selektiven Akkumulation des Inhibitors
im Tumorgewebe. Die Konjugation der Ausgangssubstanz an ein Glukosemolekil bietet eine
Strategie, um ein aktives Tumor-Targeting zu erreichen 2%,

In  vorherigen Studien wurden Glukose-Konjugate aus den MGMT-Inhibitoren
0°%-Benzylguanin [O°BG] und O°-(4-Bromothenyl)guanin [OPBTG] synthetisiert, die eine
effektive MGMT-Hemmung aufweisen. Diese Zuckerkonjugate, O°BG-Glu und O°BTG-Glu,
sind selbst nicht toxisch und bendtigen keine metabolische Spaltung zur Hemmung des
MGMT-Proteins &, Innerhalb dieses Projektes sollte die Effektivitat der Glukose-Konjugate
auf verschiedene Tumorzelllinien sowie in einem in vivo-Xenograft-Modell analysiert
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werden. Die Konjugate OPBG-Glu und OPBTG-Glu inhibierten die MGMT-AKktivitit
verschiedener Tumorzelllinien flr einen Zeitraum von 120 Stunden (Abb. 6 und 7). Des
Weiteren reduzierte sich nach intraperitonealer Applikation von jeweils 100 mg/kg die
MGMT-Aktivitat (Uber 95 %) im humanen Xenograft-Modell; im Normalgewebe wurde nur
eine ca. 50 %-ige Inaktivierung des MGMT-Proteins erreicht (Abb. 12). Die Behandlungen
mit den Glukose-Konjugaten und dem methylierenden Agens Temozolomid [TMZ] reduzierte
das Tumorwachstum im gleichen AusmaB wie nach einer Vorbehandlung mit den
unkonjugierten MGMT-Hemmstoffen. Eine Steigerung der Zytostatika-Dosis fuhrte mit dem
Glukose-Konjugat O°BTG-Glu nicht zum gewiinschten Erfolg. Die héhere Konzentration, die
fir eine komplette MGMT-Hemmung notwendig war (ca. 2.5-fach hoher als O°BTG),
verstérkte die Alkylantien-induzierten Nebenwirkungen (Abb. 13).

Insgesamt ist die Verwendung des klassischen Xenograft-Mausmodells flr diese Zwecke
kritisch zu beurteilen. Speziesunterschiede in Expression und Funktion von Transportern
erschweren die Voraussage der Effektivitdt in Klinischen Studien, insbesondere fir
Targeting-Strategien, die auf einem aktiven Aufnahmemechanismus beruhen 2. Beim
MGMT-Targeting mussen ebenfalls unterschiedliche Hemmwirkungen der Substanzen auf
das murine und humane MGMT-Protein bericksichtigt werden. Dies wurde fir die
Glukose-Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu bestatigt (Abb. 8). Zurzeit existiert keine
humanisierte MGMT-Maus, die das menschliche MGMT-Protein in allen Zellen exprimiert.
Aber die Verwendung einer humanisierten Blutstammzellen-Maus zeigte eine
unterschiedliche Sensitivitdt der murinen und humanen Blutstammzellen nach erfolgter
Kombinationsbehandlung mit O°BG und TMZ 2?2, Dies zeigt die Notwendigkeit der
Verwendung eines humanisierten Maussystems zur Beurteilung einer
MGMT-Targeting-Strategie.

Das Hauptziel dieses Projektes bestand darin, eine selektive MGMT-Hemmung im
Tumorgewebe zu erreichen, um somit die Reduktion der Zytostatika-Dosis in der
Kombinationstherapie zu verhindern. Die Konjugation des hydrophilen Glukosemolekils mit
den MGMT-Inhibitoren O®BG oder OPBTG verhindert eine passive Diffusion der
Glukose-Konjugate durch die Zellmembran. Deshalb ist die Involvierung eines aktiven
Aufnahmemechanismus fir die Konjugate Voraussetzung, um in die Zelle zu gelangen und
das MGMT-Protein zu inhibieren. Eine Aufnahme durch den Glukosetransporter GLUTL, der
in Tumorzellen Gberexprimiert wird, wurde fur eine erfolgreiche Targeting-Strategie
angestrebt. Die langsamere Hemmung des MGMT-Proteins durch die Glukose-Konjugate, im
Vergleich zu den permeablen Inhibitoren O°BG und O°BTG (Abb. 5), sowie die fehlende
Fahigkeit MGMT im reduzierten Temperaturbereich von 4°C zu inhibieren bestatigten die
impermeablen Eigenschaften der Glukose-Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu. Zusatzlich
wurde eine Rezeptor-vermittelte Aufnahme durch eine anschlieRende Uberfiinrung (nach
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Vorinkubation bei 4°C und Entfernung des Inhibitors) in den standardisierten
Temperaturbereich (37°C) ausgeschlossen (Abb. 14).

Zum Nachweis der Involvierung von Glukosetransportern in der Aufnahme der
Glukose-Konjugate wurde fir O°BG-Glu die Hemmung der MGMT-Aktivitat und fir das
radioaktiv-markierte O°BTG-Glu die zellulare Aufnahme in Anwesenheit spezifischer
Hemmstoffe der Glukosetransporter (GLUT und SGLT) sowie unter veranderten
Glukosekonzentrationen im Transportpuffer (Kompetition) analysiert. Die MGMT-Hemmung
bzw. zellulare Aufnahme wurde unter keinen Bedingungen reduziert (Abb. 15 und 18).
Entgegen der Erwartung fand in Anwesenheit der GLUT- und SGLT-Inhibitoren eine
schnellere  MGMT-Hemmung statt. Dies liegt an den dualen Eigenschaften der
Glukosetransporter-Inhibitoren. Flavonoide wie Phlorizin (inhibiert SGLT) und Phloretin
(inhibiert GLUT) besitzen ebenfalls eine hemmende Wirkung auf ABC-Transporter. Somit ist
der aktive Efflux von O®BG-Glu reduziert, was die schnellere MGMT-Hemmung bewirkt
(siehe 3.2.). In einem weiteren Versuchansatz wurde die Rate der Glukoseaufnahme und des
radioaktiven Glukose-Konjugates O°BTG-Glu in Fibroblasten und Tumorzellen analysiert.
Die Tumorzelllinien zeigten im Vergleich zu den Fibroblastenzellen eine erhdhte
Glukoseaufnahme. Bei der Aufnahme des ®H-O®BTG-Glu wurde kein Unterschied zwischen
den Zelltypen festgestellt (Abb. 19). Die Gesamtheit der erzielten Resultate lassen darauf
schlieRen, dass bei der aktiven Aufnahme der Glukose-Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu
kein Glukosetransporter involviert ist.

Obwohl durch die Konjugation von Glukose an die klassischen MGMT-Hemmstoffe O°BG
und O®BTG kein aktives Targeting lber die Glukosetransporter stattfindet, blieb die Frage
nach dem Aufnahmemechanismus offen. Dessen Identifikation konnte fur zukinftige
Strategien von Bedeutung sein. Die schnelle und effiziente Hemmung des MGMT-Proteins
(innerhalb 60 Minuten fir O°BTG-Glu und 240 Minuten fiir O°BG-Glu (Abb. 5)) in vielen
humanen Zellen (Abb. 7) kann nur durch einen zelltyp-unabh&ngigen Aufnahmemechanismus
oder die Involvierung von Transporter(n), die in verschiedenen Geweben vorkommen, erklart
werden.

Ein Transportmechanismus, der in allen Zellen stattfindet, ist der ,,Flip-Flop-Mechanismus®.
Diese Art der Aufnahme U(ber die Lipiddoppelschicht der Zellmembran (transbilayer
transport) wird fir eine Vielzahl von amphipathischen Molekdlen beschrieben. Ein Molekiil
ist amphipathisch, wenn seine hydrophoben und hydrophilen Teile rdumlich voneinander
separiert sind. Diese molekulare Eigenschaft der Substanz ermdglicht den Transport durch die
Zelle auf folgende Weise:
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(1) Eine sofortige Bindung der Substanz an die duRere Schicht der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran. Der hydrophobe Bereich ragt in den hydrophoben Kern der Doppelschicht
hinein und der hydrophile Teil interagiert mit den polaren Bereichen der Phospholipide und
dem &uBeren Milieu. Dieser Prozess geschieht in Millisekunden bis Sekunden 23214, (2) Der
Transport findet eher Uber eine Flip-Flop-Bewegung statt, anstatt durch passive Diffusion
entlang eines Konzentrationsgradienten. (3) Im Inneren der Zelle besteht ein
Konzentrationsgleichgewicht zwischen den Molekilen im Zytoplasma und den gebunden
Molekiilen an der inneren Schicht der Plasmamembran.

Die Rate der Flip-Flop-Bewegung tber die Lipiddoppelschicht variiert fur die einzelnen
Molekiile und betragt Sekunden, Minuten, Stunden oder sogar Tage. Das Anthrazyklin
Doxorubicin besitzt eine Flip-Flop-Rate mit einer Halbwertszeit von 0,7 Minuten, d.h. ein
Molekil verbleibt 0,7 Minuten an der &uBeren Membran, bevor es durch eine
Flip-Flop-Bewegung ins  Zellinnere transportiert wird. Die Flip-Flop-Rate der
amphipathischen Molekile ist von vielen Faktoren abhangig, u.a. Temperatur, Struktur und
Eigenschaften der Molekile, Bestandteile der Membran (Anteil von Proteinen, Cholesterol
und Lipiden), Rate der initialen Bindung sowie die Stdrke der Interaktionen mit der
Zellmembran 2%,

In den letzten Jahren wurde eine Involvierung von Carrier oder Transportern fur die
Aufnahme von Arzneistoffen intensiv diskutiert; besonders von Molekilen (lipophil,
amphipathisch), die normalerweise keinen Transporter/Carrier benétigen um in die Zellen zu
gelangen. Folgende Punkte stiizen die Annahme, dass Arzneistoffe bevorzugt Uber
Transporter aufgenommen werden:

(1) Molekiile akkumulieren bevorzugt in bestimmten Geweben, die nicht Uber eine passive
Diffusion oder intrazellulare Bindungen (Zielprotein) erklart werden konnen. (2) Eine
Vielzahl von Arzneimitteln werden durch einen oder mehrere Transporter aufgenommen. Die
Transporterfamilien SLC21 (Oganische-Anionentransporter) und SLC22
(Organische-Kationentransporter) weisen eine weite Gewebeverteilung auf und vermitteln
den Transport von vielen Arzneistoffen. (3) Transporterproteine interagieren mit hydrophilen
und/oder hydrophoben Bereiche der Substrate (identische Wechselwirkungen zu der
Lipiddoppelschicht). (4) Die Existenz von Efflux-Transportern, die lipophile und
amphipathische Molekdle transportieren, weist auf eine aktive Aufnahme derselben Molekdile
durch diese oder ahnliche Transporterproteine hin 2°,

Es sind Uber 400 Transporterproteine im menschlichen Genom identifiziert worden, deren
komplettes Substratspektrum nicht bekannt ist. Deshalb ist eine Involvierung von
Transportern fur die aktive Aufnahme der Glukose-Konjugate nicht ausgeschlossen.
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Zur Untersuchung des Aufnahmemechanismus der Glukose-Konjugate wurde eine Reihe von
Experimenten durchgefiihrt und nur die Gesamtheit der Daten lasst eine sinnvolle
Schlussfolgerung zu. Insgesamt werden die Glukose-Konjugate O®BG-Glu und
OSBTG-Glu bevorzugt tber den Flip-Flop-Mechanismus aufgenommen: Die Konjugate
sind amphipathische Molekile mit einem hydrophilen Glukosemolekil und einem grof3en
hydrophoben Bereich, bestehend aus Linker und MGMT-Hemmstoff (Abb. 4). Die initiale
Aufnahme nach 2 Minuten war in verschiedenen Zelllinien fast identisch (geringe
Unterschiede sind aufgrund der unterschiedlichen Membranbestandteile der Zellen zu
erklaren) (Abb. 19) und eine Potenzierung der intrazellularen Akkumulation wurde aufgrund
von Efflux-Transportern tber die Zeit geringer (Abb. 17 und 19). Die Aufnahme der Glukose-
Konjugate war temperaturabhéngig (Abb. 14 und 20), gekennzeichnet durch eine schnelle
initiale Bindung (an die Zellmembran oder Liposomen (Abb. 21)) und eine anschlielRende
langsame Aufnahme durch den Flip-Flop-Mechanismus (Reaktion 1. Ordnung)
(Abb. 5 und 17).

Die exakten Flip-Flop-Raten von O°BG-Glu und O®BTG-Glu konnten experimentell nicht
analysiert werden. Jedoch wird aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten eine identische
Geschwindigkeit vermutet. Obwohl der Flip-Flop-Mechanismus fur die Hauptaufnahme
verantwortlich ist, kann eine zusétzliche Involvierung von Transportern nicht ausgeschlossen
werden.

Targeting-Strategien sind auf ein optimales Wirkstoffdesign angewiesen. Die Konjugation des
Arnzeistoffes an das Targeting-Molekil (z.B. Nahrstoffe wie Glukose, Antikorper) sollte
seine biologische Funktion nicht beeintrachtigen. Fur die Glukose-Konjugate ist die Prasenz
eines langen Linkers zwischen diesen Molekilen erforderlich (wahrscheinlich aufgrund
sterischer Interaktionen), damit eine effiziente Hemmwirkung auf das MGMT-Protein
bestehen bleibt 2. Die Auswahl des Linkers (Lange, molekulare Eigenschaften) beeinflussen
die pharmakokinetischen und —dynamischen Prozesse der Konjugate 2821 Im Falle der
Glukose-Konjugate wurde ein hydrophober Linker mit 8 Alkylgruppen verwendet, der zu den
amphipathischen Eigenschaften des Molekils fiihrte (Abb. 4). Diese amphipathische
Stoffeigenschaft der Glukose-Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu bevorzugt die Aufnahme
uber den Flip-Flop-Mechanismus (siehe oben). Die Verwendung eines hydrophoben Linkers
fuhrt noch zu weiteren Eigenschaften der Glukose-Konjugate. Der starre
Alkylgruppen-Linker fihrt zu strukturellen Ahnlichkeiten mit Glykolipiden oder Tensiden.
Diese Molekiile besitzen in wéassrigen Losungen die Tendenz zur Partikelbildung in Form von
Liposomen oder Mizellen 1%,
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Fir die Glukose Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu wurde ebenfalls eine Partikelbildung
durch die dynamische Lichtstreuung bestétigt (Abb. 22). Die critical micellen concentration
[CMC] wurde nicht bestimmt, jedoch ist eine Formierung der Mizellen-dhnlichen Partikeln
schon bei in vitro-relevanten Konzentrationen zu beobachten (fir O°BG-Glu ab 5 pM und fiir
O°BTG-Glu ab 25 uM). Die Messungen weisen auf eine gréRere Tendenz zur Partikelbildung
fir O°BG-Glu hin (eventuell aufgrund der hydrophoben Benzylgruppe im Vergleich zur
hydrophilen Bromthiophengruppe), die im Vergleich zu den Mizellen-adhnlichen Partikeln aus
O®BTG-Glu wahrscheinlich auch stabiler sind. Die Anzahl der Monomere in Losung steigt
bis zur Partikelbildung (CMC) kontinuierlich an und eine weitere Konzentrationssteigerung
der Substanz erhoht nur die Anzahl der Partikel bei identischen aktiven Monomeren. Die
verwendeten in vitro-Konzentrationen betrugen fir O°BG-Glu 25 uM und O°BTG-Glu 5 uM.
Da die CMC fiir O°BG-Glu bei 5 uM liegt, wird fir die Glukose-Konjugate eine dhnliche
Monomeranzahl in den in vitro-Experimente angenommen. Die exakten biophysikalischen
Vorgange der Glukose-Konjugate in wassrigen Losungen kdnnen nicht analysiert werden,
aber es ist eine plausible Annahme, dass vor der Formierung der messbaren Partikel schon
intermedidre Strukturen vorliegen. Ob eine Adsorption dieser Zwischenprodukte an die
Membran stattfindet ist spekulativ. Des Weiteren kann keine Aussage Uber die Stabilitat der
Partikel, die exakte Form oder ob ein dynamischer Austausch mit Monomeren in der Lésung
stattfindet getroffen werden.

Vieles von den biophysikalischen Stoffeigenschaften der Glukose-Konjugate ist nicht
bekannt. Aber die Fahigkeit zur Partikelbildung hat weitreichende Konsequenzen auf die
Effektivitdt der Glukose-Konjugate. In allen durchgefiihrten in vitro-Experimenten
entsprechen die eingesetzten Konzentrationen nicht der Anzahl an Monomeren in der Lésung
(insbesondere fir OPBG-Glu). Die Formierung der intermedidren Strukturen und
Mizellen-ahnlichen Partikeln reduzieren die Anzahl der aktiven Monomere. Somit wird die
aktive Aufnahme der Glukose-Konjugate und damit ihre intrazelluldare Konzentration
(Abhdngig von der Konzentration in Ldsung) beeinflusst. Beim Xenograft-Mausmodell
wurden die Glukose-Konjugate bevorzugt als Mizellen-ahnliche Strukturen appliziert
(intraperitoneal [i.p.] und intravends). Dies erklart die Notwendigkeit von hohen
Konzentrationen fir eine komplette MGMT-Hemmung. Die Applikation von hohen Dosen
(i.p.), bei einem unselektiven Aufnahmemechanismus der Glukose-Konjugate, fiihrte bei den
Kombinationsbehandlungen mit TMZ zur identischen oder gesteigerten Toxizitdt im
Vergleich zu den Inhibitoren O°BG und O®BTG. Bei der intravendsen Applikation der
Glukose-Konjugate ist wahrscheinlich eine MGMT-Hemmung aufgrund einer passiven
Targeting-Strategie zu erwarten. Die Mizellen-&hnlichen Strukturen (identisch zu Liposomen,
Nanopartikeln) werden durch den Blutkreislauf zum Tumor transportiert und akkumulieren
dort aufgrund der erhdhten Permeabilitat und Retention [EPR-Effekt] im Tumorgewebe 42,
Jedoch war mit dieser Strategie keine 100 %-ige MGMT-Hemmung im Tumor zu erreichen.
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Eine Targeting-Strategie aufgrund des gesteigerten Glukoseverbrauchs der Tumorzellen ist
ein wirkungsvoller Ansatz. Diese Strategie wird schon seit Jahren in der Diagnostik (18-FDG)
und zur Behandlung einiger Tumorarten verwendet (u.a. Streptozotocin flr
Pankreaskarzinome) *°. Es muss jedoch sichergestellt werden, dass die Substanz von einem
Glukosetransporter (der im Zielgewebe tGberexprimiert wird) aufgenommen wird. Dieses Ziel
wird nicht durch eine simple Konjugation von Glukose an den Wirkstoff erreicht, sondern
erfordert jahrelange Analysen zur Bestatigung der Targeting-Strategie und Vermeidung von
Fehlerquellen. Deshalb sind weitere Targeting-Strategien, die eine Konjugation von Glukose
an ein Arzneimittel beinhalten (z.B. Glukose-Paclitaxel), noch nicht erfolgreich in klinischen
Studien getestet worden.

Das Hauptziel des Projektes wurde nicht erreicht: Die Glukose-Konjugate O°BG-Glu und
O°BTG-Glu ermdglichen keine selektive Hemmung des MGMT-Proteins im Tumor. Dennoch
wurden wichtige Erkenntnisse gesammelt, um flr zukilinftige Targeting-Strategien wichtige
Fehlerquellen zu vermeiden. Die Verwendung des hydrophoben Linkers war fur das
gesamte Projekt kontraproduktiv. Der hydrophobe Linker verursacht die stark
amphipathischen Eigenschaften der Konjugate, was zur Aufnahme {ber den
Flip-Flop-Mechanismus und zur Partikelbildung fihrt. Ein hydrophiler Linker ist fur eine
zukiinftige Strategie eine Notwendigkeit. Vorherige Versuche bestatigten den Austausch des
hydrophoben Linkers durch eine flexiblere Variante, jedoch ist die Ldnge von entscheidender
Bedeutung fir die Inhibitionsfahigkeit des Konjugates. Eine Alternative wére die
Verwendung eines hydrophilen Polyethylenglykol-Linkers, der schon erfolgreich bei der
Konjugation von Antikorpern verwendet wird 2. Eine weitere Anderung die unbedingt
beriicksichtigt werden sollte, ist die Verwendung von OPBTG als Ausgangssubstanz. Die
Grinde daflr werden im nédchsten Kapitel erlautert.

Abbildung 33 zeigt eine Zusammenfassung der Glukose-Konjugate, im Hinblick auf ihre
Aufnahme, Partikelbildung und weiteren EinflussgroRen, die fur eine erfolgreiche
Targeting-Strategie berticksichtigt werden sollten.
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Abbildung 33: Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse hinsichtlich der Aufnahme, dem Efflux
und den biophysikalischen Stoffeigenschaften der Glukose-Konjugate O®BG-Glu und O°BTG-Glu.
Vergleich der Glukose-Konjugate hinsichtlich der wichtigen Parameter Influx, Efflux und Affinitét
zum MGMT-Protein, die eine erfolgreiche Targeting-Strategie beeinflussen. Details siehe Diskussion.
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4.2. Einfluss von ABC-Transportern auf Targeting-Strategien mit MGMT-Hemmstoffen

Die Therapie mit systemisch verabreichten Chemotherapeutika ist aus verschiedenen Griinden
nicht immer erfolgreich. Ein wichtiger Faktor ist die Entwicklung der multidrug resistance
(MDR). Es existieren 3 Hauptmechanismen, die zur Resistenz in Tumorzellen flhren:
(1) reduzierte Aufnahme der hydrophilen Substanzen durch Transporter/Rezeptor.
(2) Modulation der Sensitivitdt gegentber Chemotherapeutika; aufgrund gesteigerter
DNA-Reparatur, Veranderungen im Zellzyklus oder Metabolismus, reduzierte Induktion des
Zelltodes. (3) Aktiver Efflux der Substanzen durch ABC-Transporter, die eine Reduzierung
der intrazellulidren Konzentration bewirken 220,

Die Involvierung von ABC-Transportern in der MDR ist schon seit Jahrzehnten bekannt.
Waéhrend der letzten 20 Jahre wurden eine Vielzahl von Inhibitoren fur die Efflux-Transporter
(vorwiegend P-gp, MRP1, BCRP) entwickelt, um die Sensitivitdit gegeniber
Chemotherapeutika wieder herzustellen. Die vielversprechenden in vitro-Resultate der
ABC-Hemmstoffe wurde in den anschlieBenden klinischen Studien nicht bestitigt *¢’. Die
Hauptgrinde  liegen  im  schlechten  Studiendesign  (keine  Analyse  der
ABC-Transporter-Expression in den Tumoren, Auswahl des falschen Chemotherapeutikums)
und den veranderten pharmakokinetischen Eigenschaften des Arzneistoffes. Die verénderte
Pharmakokinetik des Chemotherapeutikums fiihrte zur Steigerung der Nebenwirkungen und
erforderte eine Dosis-Reduktion, sodass der therapeutische Index nicht verbessert wurde. Im
Laufe der Zeit wurden weitere Strategien entwickelt, die den Einfluss der MDR durch
ABC-Transporter reduzieren sollen. Diese beinhalten eine Hemmung der Efflux-Transporter
Uber Peptide oder Antikorper, eine gezielte Herunterregulierung der ABC-Transporter im
Tumorgewebe, Schutz des Patienten vor den Nebenwirkungen durch eine Uberexpression von
ABC-Transportern in Stammzellen oder die Entwicklung/Modifikation von Arzneistoffen zur
Reduktion des aktiven Effluxes 17

Insgesamt besitzen ABC-Transporter einen groRen Einfluss auf die pharmakokinetischen
Eigenschaften der Arzneimittel, sind an vielen zellularen Prozessen beteiligt und flihren zur
MDR in Tumorzellen. Aus diesen Grunden sollte bei der Entwicklung neuer Arzneimittel und
Targeting-Strategien die Analyse des aktiven Transportes (Influx und Efflux) eine
notwendige Voraussetzung sein. Die Notwendigkeit dieser Analysen wurde von der US Food
and Drug Administration [FDA] empfohlen 2,
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Die Daten im ersten Teil der Diskussion widerlegen eine erfolgreiche Targeting-Strategie
durch die Glukose-Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu. Der Grund ist die Verwendung des
hydrophoben Alkylgruppen-Linkers, der eine Partikelbildung und die Aufnahme Uber den
Flip-Flop-Mechanismus begtinstigt (Diskussion 3.1.).

Dennoch blieb die Frage nach der unterschiedlichen Effektivitdt der Glukose-Konjugate
offen. In vorherigen Studien wurde die Fahigkeit zur Sensibilisierung gegeniber
alkylierenden Agenzien vorzugsweise mit dem Konjugat O°BTG-Glu analysiert. Jedoch
besitzen beide Glukose-Konjugate eine akzeptable Inhibitionsfahigkeit. Der 1Cso-Wert fiir
HeLa S3-Zellextrakte betragt fir O°BG-Glu 1,1 pM und OPBTG-Glu 0,032 puM (im
Vergleich zu O°BG und O°BTG von jeweils 0,3 und 0,009 uM). Aus diesem Grund wurden in
dieser Arbeit beide Glukose-Konjugate verwendet 8°,

Die ersten Experimente zeigten einen Unterschied der Effektivitat zwischen den beiden
Glukose-Konjugaten. Obwohl alle Hemmstoffe die MGMT-Aktivitat von verschiedenen
Zelllinien ber einen langen Zeitraum inaktivierten (Abb. 5 bis 7), sensibilisierte nur das
Glukose-Konjugat O°BTG-Glu die Tumorzellen im selben AusmaR wie die Inhibitoren O°BG
und O°BTG. Das Konjugat O°BG-Glu war bei der Verwendung von 50 uM TMZ und 20 pM
Lomustin [CCNU] nur bei bestimmten Zelllinien wirksam, wobei die Behandlung mit dem
chlorethylierenden Zytostatikum CCNU effektiver war (Abb. 9 und 11). Die Induktion der
Apoptose wurde fiir O°BG-Glu in einigen Zelllinien (T98G, A375) iiber eine Dosis-Erhéhung
des methylierenden Agens TMZ oder N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin  [MNNG]
gesteigert. Bei diesen hohen Konzentrationen der methylierenden Agenzien war das
Apoptoseniveau identisch zur 0O°BG-Behandlung. Jedoch war dieser Effekt nur
zelltypspezifisch, da die Kolonkarzinomzelllinie HT29 auch weiterhin resistent gegenuber der
hohen Dosis TMZ blieb (Abb. 10).

Die reduzierte Induktion des Zelltodes nach Behandlung der Zellen mit 50 uM TMZ l&sst sich
durch eine geringe Restaktivitit von MGMT erklaren. Die DNA-L&sionen O®MeG und
O®CIEtG fiihren zu pleiotropen Effekten (Einleitung Abb. 2 und 3). DNA-Schéden fiihren erst
nach der Uberschreitung eines kritischen Schwellenwertes (DNA-damage threshold) zur
Induktion des Zelltodes. Das Ausmass des Zelltodes korreliert dabei mit der Menge an
gebildeten Doppelstrangbriichen [DSB]. Dieser DNA damage threshold variiert zwischen
Zellen und ist von vielen Faktoren abhéngig, u.a. der DNA-Reparaturkapazitat, Zellzyklus,
Expression von Proteinen der Zelltodmechanismen (1.1.1.). Fir einen maximalen
therapeutischen Effekt durch die Kombinationsbehandlung aus MGMT-Hemmstoff und
alkylierendem Zytostatikum sollte die MGMT-AKktivitat kontinuierlich inaktiviert sein 183222,
Auf diese Weise ist sichergestellt, dass die O°®-Alkylguanin-Lasionen tber die Zeit nicht
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repariert werden und somit die maximale Anzahl an DSB entsteht. Die Behandlung mit
O®BG-Glu und die Verabreichung des Zytostatikums (das zusatzlich nochmal die
MGMT-Aktivitat reduziert) waren nicht effektiv genug, um eine kontinuierliche
MGMT-Inaktivierung zu erreichen. Aufgrund der Resynthese des MGMT-Proteins (Abb. 5)
wurden die O°-Alkylguanin-Léasionen (iber die Zeit entfernt und die Bildung der DSB
reduziert. Dies bewirkte eine reduzierte (fir T98G und A375) Induktion der Apoptose nach
der Behandlung mit 50 uM TMZ. Erst (ber eine Dosis-Steigerung auf 150 uM TMZ wurden
DSB in ausreichender Menge induziert, um die DNA-Reparaturkapazitit zu sattigen und
somit den Zelltodmechanismus der Zelle auszuldsen.

Das chlorethylierende Agens CCNU war im Vergleich zu TMZ effektiver in der Induktion der
Apoptose. Die meisten Tumorzelllinien wurden durch O°BG-Glu gegenlber dem
chlorethylierendem Zytostatikum sensibilisiert (Ausnahme bilden die Kolonkarzinomzellen).
Dies liegt an den folgenden Griinden:

(1) Die OSCIEtG-Lasion bildet in den ersten 12 Stunden einen Interstrand-Crosslink [ICL],
der nicht mehr vom MGMT-Protein repariert werden kann. Im Gegensatz dazu ist die
Persistenz der O®MeG (iber zwei Replikationszyklen erforderlich, um die Prozessierung der
Lasion und die DSB-Bildung zu gewahrleisten. Dies bietet dem MGMT-Protein eine lange
Zeitspanne zur Reparatur der O°MeG im Vergleich zu O®CIEtG. (2) Das MGMT-Protein hat
eine hohere Affinitdt zur Methylgruppe. (3) Fir die Formierung eines DSB sind weniger
O°CIEtG-Lasionen erforderlich als O°MeG-Lasionen.

Die Beobachtung, dass O°BG-Glu im Vergleich zu O®BTG-Glu nur eine unvollstiandige
MGMT-Hemmung bewirkte, fordert eine kritische Beurteilung der Messdaten sowie die
Identifikation des zugrundeliegenden Mechanismus. Jeder experimentelle Assay besitzt ein
Detektionslimit; der des MGMT-Assays liegt bei 0,63 fmol/mg Protein *2. Aus diesem Grund
konnen Zelllinien, in denen keine MGMT-Expression nachgewiesen wird, dennoch eine
geringe Reparaturkapazitat aufweisen. Dies wurde in Mutationsanalysen gezeigt 222,
Desweiteren ist die Herstellung und Verwendung von Zellextrakten ein wichtiger Faktor bei
der Analyse der MGMT-Aktivitat. Es wurde jedoch festgestellt, dass die MGMT-Aktivitat in
lebenden Zellen bis zu 15 % hdoher ist als in Zellextrakten, die aus den selben Zellen
hergestellt wurden 2%, Aus diesem Grund konnte nach der Behandlung mit den
MGMT-Inhibitoren die verbleibende MGMT-Aktivitat hoher liegen als in den Experimenten
bestimmt wurde. In der Gesamtheit wirde eine hohere MGMT-Aktivitat die geringere
Sensibilisierung durch O°BG-Glu erklaren.

-115-



Diskussion

Aber die Diskrepanz der gemessen und tatsachlich vorliegenden MGMT-Aktivitaten erklart
nicht die unterschiedliche Wirkung der Glukose-Konjugate. Die plausibelste Erklarung
besteht in der Korrelation der MGMT-Aktivitat mit dem Ausmal der Apoptoseinduktion.
0°®BG-Glu besitzt im Vergleich zu O°BTG-Glu einen verminderten 1Cso-Wert und konnte
deshalb nur Tumorzellen mit einer niedrigen MGMT-AKktivitat sensibilisieren. Aber wie in
Abbildung 40 ersichtlich ist, besteht keine eindeutige Korrelation zwischen Sensibilisierung
der Tumorzelllinien und ihrer MGMT-Aktivitat nach Behandlung mit O®BG-Glu und den
Zytostatika TMZ und CCNU. Eine Ursache fur die fehlende Korrelation sind intrazellulare
Resistenzmechanismen der Tumorzelllinien, zu denen Faktoren wie der p53-Status der
Zelllinie, endogene FasR-Expression und DNA-Reparaturkapazitat gehoren.

Ein weiterer Resistenzmechanismus von Tumorzellen sind ABC-Transporter (1.4.). Die
Efflux-Transporter beeinflussen die therapeutische Effektivitat von Arnzeimitteln, indem sie
die intrazellulare Konzentration im Tumor reduzieren 2%, Das Prinzip der verminderten
intrazellularen Konzentration bietet eine plausible Erklarung fir die Unwirksamkeit von
O°BG-Glu. ABC-Transporter wurden bisher nie mit der Effektivitit von
MGMT-Hemmstoffen oder MGMT-Targeting-Strategien in Verbindung gebracht. Der
Einfluss von ABC-Transporter auf die Glukose-Konjugate (O°BG-Glu, O°BTG-GIlu) sowie
auf die klassischen MGMT-Hemmstoffe (O°BG, O°BTG) wurde in dieser Arbeit untersucht.

Die Glukose-Konjugate O°BG-Glu und OPBTG-Glu zeigen beide die Fahigkeit zur
Partikelbildung und verwenden den gleichen Aufnahmemechanismus, um in die Zellen zu
gelangen. Die Flip-Flop-Raten und die Anzahl der Monomere der Glukose-Konjugate sollten
bei den verwendeten in vitro-Konzentrationen annahernd identisch sein (siehe
Diskussion 4.1.). Deshalb wurde eine verstirkte Aufnahme von O°BTG-Glu im Vergleich zu
O°BG-Glu als unwahrscheinlich angesehen. Trotzdem blieb die Frage offen, ob ein
verstarkter Efflux von OPBG-Glu stattfindet (unterschiedliche intrazellulare Konzentrationen)
oder die Affinitatsunterschiede zum MGMT-Protein (identische intrazelluldre Konzentration
und Efflux) die Diskrepanz in der Effektivitat bewirken.

Die Uberpriifung dieser Hypothesen begann mit den Expressionsanalysen der drei
ABC-Transporter, die am haufigsten mit einer MDR in Verbindung gebracht werden. Dabei
wurde festgestellt, dass die Expressionsdaten der Efflux-Transporter mit den Daten der
Sensibilisierung korrelieren (Abb. 23). Zelllinien, die nur eine geringe Induktion des Zelltodes
nach O®BG-Glu-Behandlung aufwiesen (T98G, A375, HT29), exprimieren ABC-Transporter
im hoheren AusmaR als die Zelllienen, die eine hohe Sensibilisierung gegeniiber O°BG-Glu
und 50 uM TMZ zeigten (DO05). Jedoch ist zu beachten, dass die Efflux-Kapazitat der
ABC-Transporter enorm hoch ist. Jeder einzelne P-gp Transporter beférdert in einer Sekunde
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1-10 Substrate aus der Zelle 2%, Deswegen ist bei den Zelllinien DO5 und GBP61, die im
Vergleich zu T98G nur eine geringe Expression an ABC-Transporter aufweisen, immer noch
ein aktiver Efflux der MGMT-Hemmstoffe mdglich. In dieser Arbeit wurden nur die
Efflux-Transporter P-gp, MRP1 und BCRP untersucht. Jedoch wurden bisher 15 ABC-
Transporter mit einer MDR in Verbindung gebracht 2%, Der Einfluss von zusitzlichen
ABC-Transportern auf den Efflux der Glukose-Konjugate oder den Inhibitoren O°BG und
O®BTG kann nicht ausgeschlossen werden.

Die simultane Inkubation der Glukose-Konjugate mit Hemmstoffen der ABC-Transporter
bewirkte eine schnellere Inaktivierung des MGMT-Proteins (Abb. 24) und steigerte fir
0O°BG-Glu die Induktion der Apoptose nach TMZ-Behandlung in den resistenten Zelllinien
(Abb. 27 und 28). Fiir eine maximale Induktion der Apoptose durch O°BG-Glu war die
Hemmung der drei ABC-Transporter P-gp, MRP1 und BCRP erforderlich, wobei die
Inhibition jedes einzelnen Efflux-Transporters fur sich schon eine gesteigerte Apoptose
bewirkte. Des Weiteren bewirkte eine 24-stiindige Puls-Behandlung von O°®BG-Glu in
Anwesenheit der ABC-Transporter—Hemmstoffe und der weiteren Inkubation mit O°BG-Glu
nicht die maximale Induktion der Toxizitat (Abb. 27a). Die geringe MGMT-Menge, die nach
24 Stunden wiedererlangt wurde, schiitzte die Zellen vor der Bildung zusatzlicher DSB. Die
Kolonkarzinomzelllinie HT29 war auch in Gegenwart der drei ABC-Transporter-Hemmstoffe
nicht im selben AusmaR zu sensibilisieren wie mit den anderen MGMT-Hemmstoffen
(Abb. 9 und 27). Dies kdnnte mit der erhohten Expression des MGMT-Proteins und der
Anwesenheit zusatzlicher ABC-Transporter zusammenhangen, die einen aktiven Efflux von
O°BG-Glu bewirken und somit die intrazelluldre Konzentration auf ein unwirksames Niveau
senken. Fir das Glukose-Konjugat O®BTG-Glu und den beiden Inhibitoren O°BG und
O®BTG musste die Konzentration in den in vitro-Experimenten reduziert werden, um den
Einfluss der ABC-Transporter auf die Alkylantien-induzierte Toxizitat zu analysieren. Die
hohen Dosen inaktivierten das MGMT-Protein schon Uber einen langen Zeitraum, sodass die
Prasenz der ABC-Transporter-Hemmstoffe keinen zusétzlichen Effekt bewirkte. Bei
Verwendung der reduzierten Konzentrationen (die eine ca. 90 %-ige Hemmung der
MGMT-Aktivitat bewirkten) steigerte die simultane Hemmung der ABC-Transporter
ebenfalls die Induktion der Apoptose. Identisch zu O®BG-Glu wurde die maximale Toxizitét
nur mit einer vollstandigen MGMT-Hemmung nach 24 Stunden erreicht (Abb. 29 und 30).
Dies weist darauf hin, dass eine dauerhafte Inhibition der ABC-Transporter bendtigt wird
(langer als 24 Stunden), um die vollstdndige Sensitivitat wieder herzustellen. Erfolgt die
Hemmungen der Efflux-Transporter nur fiir eine kurze Dauer erlangen die Tumorzellen,
aufgrund der Resynthese des MGMT-Proteins, einen Teil ihrer Reparaturkapazitat zurtck.
Die geringe MGMT-AKktivitat entfernt die induzierten O®MeG-Lésionen und vermittelt somit
die Resistenz der Tumorzellen gegenuber alkylierenden Zytostatika. Dieses Wissen ist fur
in vivo-Studien von Bedeutung, da identisch zu den MGMT-Inhibitoren die
ABC-Transporter-Hemmstoffe ber einen langen Zeitraum kontinuierlich appliziert werden
sollten, um eine maximale Effektivitt zu erreichen.
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Die Messungen im Akkumulations- und Efflux-Experiment weisen darauf hin, dass alle
MGMT-Hemmstoffe als Substrate fir Efflux-Transporter fungieren (Abb. 25 und 28). Die
Glukose-Konjugate sowie die Inhibitoren O°BG und O°BTG beeinflussten im
unterschiedlichen Ausmal} die Efflux-Kapazitat der ABC-Transporter P-gp, MRP1 und
BCRP. Interessanterweise zeigen die Daten, dass O°BTG-Glu im Gegensatz zu O°BG-Glu
einen hoheren Einfluss auf die einzelnen ABC-Transporter ausibt.

Diese Ergebnisse wiederlegen die anfangliche Hypothese, dass eine hohere Efflux-Rate von
O®BG-Glu im Vergleich zu O°BTG-Glu die verminderte Effektivitit von O°BG-Glu zur
Sensibilisierung gegenliber Zytostatika darstellt. Eine exakte Interpretation der Resultate wird
jedoch durch folgende Faktoren erschwert: (1) Die Anzahl der Monomere der
Glukose-Konjugate konnte bei der Verwendung von 100 puM aufgrund der verschiedenen
CMC unterschiedlich sein. Deshalb stehen bei O°BTG-Glu mehr Monomere zur Kompetition
der Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfligung. (2) Beide Experimente lassen keine Unterscheidung
zwischen Inhibitoren, Substraten oder Modulatoren der einzelnen ABC-Transporter zu. Es
wird nur die Reduktion des Effluxes der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe analysiert 227,

Interessanterweise ist der Einfluss von O°BTG auf die drei ABC-Transporter ebenfalls hoher
als von O°BG (die beiden sollten eine identische Monomeranzahl aufweisen). Eine groRe
Anzahl an Substanzen fungieren als Inhibitoren, Substrate oder Modulatoren der einzelnen
ABC-Transporter 28, Geringe Veranderungen der Molekilstruktur beeinflussen die
Efflux-Kapazitat der Transporter 22°, aufgrund von veranderten Interaktionen zwischen
Molekdil und Transporter. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die Bromthiophengruppe andere
Interaktionen mit den Efflux-Transportern bewirkt. Aus diesem Grund koénnten die
MGMT-Hemmstoffe OPBTG und O°BTG-Glu mit einer verminderten Efflux-Rate aus der
Zelle ausgeschleusst werden. Eine genaue Analyse der MGMT-Hemmstoffe hinsichtlich
deren Einfluss auf die ABC-Transporter kann nur mit zusatzlichen Experimenten erfolgen,
u.a. ATPase-Aktivitats-Assay, bidirektionaler Transport-Assay 2°. Die folgenden
Fragestellungen konnten untersucht werden: (1) Bewirkt die Bromthiophengruppe im
Vergleich zur Benzylgruppe eine Reduktion des Effluxes durch bestimmte ABC-Transporter.
(2) Beurteilung der Substratstirke von MGMT-Hemmstoffen im Vergleich zu anderen
Arzneimitteln (3) Werden MGMT-Hemmestoffe von mehreren ABC-Transportern erkannt und
heraustransportiert (Uber P-gp, MDR1, BCRP hinaus). (4) Bewirken MGMT-Hemmstoffe
(identisch zu Verapamil) eine Stimulation der Efflux-Kapazitat von MRP1 (Abb. 25a).

Diese zusatzlichen Analysen sind jedoch nicht fiir die Glukose-Konjugate O°BG-Glu und
O®BTG-Glu sinnvoll. Eine Targeting-Strategie ist mit den Glukose-Konjugaten in dieser
Form nicht mdglich. Eine Verénderung der Molekdlstruktur (z.B. Austausch des Linkers)
bewirkt neue Eigenschaften des Molekils und somit muss der Einfluss auf die
Efflux-Transporter von Grund auf neu untersucht werden.
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Die Gesamtheit der Untersuchungen zeigte eindeutig, dass die Glukose-Konjugate
O®BG-Glu und O®BTG-Glu sowie die klassischen Inhibitoren O°BG und O®BTG als
Substrate fur einen oder mehrere ABC-Transporter dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das erste Mal eine Involvierung von ABC-Transportern auf
die Effektivitdt von MGMT-Hemmstoffen nachgewiesen. Die Efflux-Transporter in Tumoren
reduzieren die intrazelluldre Konzentration von MGMT-Inhibitoren und wirken somit der
Entstehung einer therapeutisch wirksamen Dosis zur dauerhaften MGMT-Hemmung
entgegen. Diese Annahme wird durch weitere Studien in der Literatur unterstiitzt.

Targeting-Strategien zur gezielten Hemmung des MGMT-Proteins in Tumorzellen waren
bisher nicht erfolgreich. In allen Studien wurde O°BG (mit der geringeren Hemmwirkung) als
Ausgangssubstanz verwendet. Die Konjugation an Folat **® sowie ein Targeting aufgrund des
hypoxischen Tumormilieus ¥ sensibilisierten in vitro die Tumorzelllinien gegeniiber
chlorethylierenden  Agenzien (1.3.1.). Daten fir methylierende Agenzien oder
in vivo-Mausmodelle wurden nicht gezeigt. Dies lasst die Spekulation zu, ob eine
Sensibilisierung gegeniiber methylierenden Zytostatika (wie bei O°BG-Glu) aufgrund des
Einflusses von ABC-Transportern nicht erfolgreich war.

Die MGMT-Inhibitoren O°BG und O°BTG wurden in vielen klinischen Studien hinsichtlich
ihrer Konzentration zur MGMT-Inaktivierung im Tumor analysiert. Die Applikation von
verschiedenen Dosen fuhrte bei Patienten mit gleichen oder unterschiedlichen Tumorarten zu
unterschiedlichen Effektivitat in der MGMT-Hemmung. Viele Faktoren kdnnen fur diesen
Effekt verantwortlich sein. Jedoch ist eine plausible Annahme, dass die unterschiedliche
Expression der ABC-Transporter das Ausmall der MGMT-Hemmung in den Tumoren
beeinflusst. In diesen Studien wurde keine Analyse hinsichtlich einer bestehenden Korrelation
zwischen MGMT-Hemmung und Expression von Efflux-Transportern durchgefiihrt 231.232,

Die unvollstandige Inaktivierung des MGMT-Proteins im Tumor besitzt negative
Auswirkungen auf die Therapie und konnte zusétzlich die Entwicklung von resistenten
Tumoren aufgrund einer erhdhten Mutationsrate  fordern. Die  O%MeG-Lision
(hauptverantwortliche Lasion fir die Toxizitdt von methylierenden Zytostatika) wird
replikationsabhangig tber die Basenfehlpaarungsreparatur [MMR] in Doppelstrangbriiche
[DSB] prozessiert. Ein Teil der transienten DSB werden (ber die homologe Rekombination
[HR] repariert und fihren zur Entstehung von Schwesterchromatidaustauschen [SCE]. Die
DSB, die nicht repariert wurden, fiihren zu chromosomale Abberationen [CA] oder zum
Zelltod (bei Uberschreitung des DNA damage threshhold). In den folgenden Generationen
werden die persistierenden O®MeG-Lasionen auf die Tochterzellen weitergegeben und es
findet eine erneute Prozessierung zu DSB statt. Dabei wird der DNA-Schaden der Zelle tber
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die Generation hinaus potentziert. Zu den vorhandenen DNA-Schéden, aufgrund der
Formierung der DSB und CA in der ersten Generation, entstehen immer wieder zusatzliche
DSB und CA in den Zellen. Ist ein Ausmal? an DNA-Schéden erreicht, dass die Zellen nicht
mehr tolerieren konnen, wird der Zelltod ausgeldst > (Abbildung 2 Einleitung). Aus diesem
Grund fihrt eine Behandlung mit methylierenden Agenzien erst nach mehreren
Replikationszyklen zum Zelltod. Desweiteren ist fur die maximale Induktion des Zelltodes
eine komplette MGMT-Inaktivierung Uber einen langen Zeitraum notig. In der Anwesenheit
einer ausreichenden MGMT-Menge (200.000 Molekiile/Zelle 32) sind Tumore resistent
gegeniiber der O®MeG-induzierten Toxizitét. In der Abwesenheit von MGMT wird, neben der
Induktion des Zelltodes sowie der Formierung von SCE und CA, immer ein gewisser Anteil
an Mutationen entstehen. In MGMT-defizienten Tumoren oder bei einer vollstandigen
MGMT-Hemmung ist jedoch die Induktion des Zelltodes der bevorzugte Mechanismus.
Tumorzellen, die Mutation aufgrund der O®MeG-Lasion entwickeln, potentzieren ebenfalls
Uber Generationen hinaus den DNA-Schaden. Nach Akkumulation eines hohen
DNA-Schadens wird der Zelltod ausgelost. Im Gegensatz dazu kdnnte eine unvollstandige
MGMT-Hemmung die Entstehung von Mutationen férdern und somit die Entwicklung von
resistenten Tumoren. Nach Behandlung von Tumoren mit dem MGMT-Inhibitor und TMZ
wird nach einer transienten Hemmung des MGMT-Proteins die endogene Resynthese der
Zelle die MGMT-Aktivitat wieder steigern (in dem Ausmafll wie gro der Einfluss der
ABC-Transporter wirkt). Die Resynthese der MGMT-Molekiile bewirkt eine Entfernung der
O°MeG-Lisionen iber die Generationen hinaus. Dies reduziert die Bildung von neuen DSB
und vermindert die Induktion des Zelltodes. Gleichzeitig wird die Mutationsrate aufgrund der
Reparatur der O®MeG:Thymidin Paarung gesteigert; die Guanin: Thymdin-Fehlpaarung fiihrt
letzten Endes zur Transition von Adenin:Thymidin. Die erhohte Mutationsrate kdnnte die
Entwicklung von resistenten Tumorzellen férdern.

Aus diesem Grund sind Strategien erforderlich, die eine unvollstindige MGMT-Hemmung
vermeiden und den Einfluss der ABC-Transporter entgegen wirken. Es ist zu beachten, dass
sich der Status der ABC-Transporter wéahrend der Therapie andern kann und somit auch die
Effektivitdt der MGMT-Hemmung durch einen veranderten Efflux der MGMT-Inhibitoren.
Obwohl TMZ kein Substrat fur ABC-Transporter darstellt, bestdtigten Studien eine
Stress-induzierte Hochregulation der Efflux-Transporter oder eine Selektion von Zellen
(side population) mit erhéhter Expression an ABC-Transportern 233234 Dementsprechend
kann der Therapieerfoly im Laufe der Behandlung durch eine gesteigerte
Efflux-Transporter-Expression reduziert werden.

Der Einsatz von Hemmstoffen fiir ABC-Transporter wird seit Jahren in der Tumortherapie
verfolgt. In den in vitro-Studien wurde fir die Glukose-Konjugate durch eine komplette
Hemmung der Efflux-Transporter eine erhtéhte Sensibilisierung gegenuber Zytostatika
erreicht. Obwohl im in vivo-Mausmodell nur eine passive Targeting-Strategie durch die
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intravendse Applikation von O°BTG-Glu stattfindet (aufgrund der Partikelbildung), wurde
dennoch der Einfluss der Efflux-Hemmung auf die Effektivitdt des Glukose-Konjugates
analysiert. Die simultane Inhibition der ABC-Transporter fihrte zu einer gesteigerten
Inaktivierung des MGMT-Proteins im Tumor. Die Kombinationsbehandlungen mit CCNU
(Abb. 31) oder TMZ (Abb. 32) waren jedoch uneffektiv oder zu toxisch. Die geringe
Auswirkung der CCNU-Behandlung auf das Tumorwachstum konnte in einer schlechten
Sensibilisierung der Melanomzelllinie A375 gegenuber chlorethylierenden Agenzien liegen
(Abb. 11). Dennoch ist ein grofles Problem die Beeinflussung der pharmakologischen
Eigenschaften von O®BTG-Glu durch den Einsatz von ABC-Transporter-Hemmstoffen. Die
Verinderungen der pharmakokinetische Eigenschaften von OPBTG-Glu sind schlecht
voraussehbar und filhren eventuell zur Unterdosierung (bei CCNU) oder Uberdosierung (bei
TMZ). Die Uberdosierung ist nicht identisch zu beurteilen wie die Studien mit dem
Zytostatikum Doxorubicin. In diesem Fall fiihrten die ABC-Hemmstoffe zur reduzierten
Exkretion von Doxorubicin, was eine héhere Schadigung des Normalgewebes bewirkte 28,
Fur O°BTG-Glu kann eine reduzierte Exkretion durch die Hemmung der Efflux-Transporter
von Vorteil sein, da es selbst nicht toxisch wirkt. Jedoch exprimieren die hdmatopoetischen
Stammzellen ebenfalls ABC-Transporter zu ihrem Schutz vor toxischen Molekiilen 2%. Eine
Hemmung der ABC-Transporter fiihrt zur Inaktivierung des MGMT-Proteins in
hamatopoetischen Stammzellen (was ohne ABC-Transporter-Hemmstoffe nicht oder nur
teilweise passieren wirde) und somit zur Entwicklung der Myelosuppression. Aus diesem
Grund ist die Inhibition von ABC-Transportern im ganzen Organismus wahrscheinlich keine
geeignete Strategie, um die Effektivitit von MGMT-Hemmstoffen zu verbessern. In dieser
Arbeit wurde der Einfluss von ABC-Transporter-Hemmstoffen auf die Effektivitat von
O®BTG-Glu im Mausmodell untersucht. Das Glukose-Konjugat wird jedoch unselektiv in die
Zellen  aufgenommen. Deshalb ist eine  Voraussage des Einflusses von
ABC-Transporter-Hemmstoffen auf eine erfolgreiche MGMT-Targeting-Strategie schwierig.
Wird ein MGMT-Inhibitor selektiv vom Tumor aufgenommen (z.B. liber Glukosetransporter),
so sollte die simultane Applikation von ABC-Transporter-Hemmstoffen zur Steigerung der
Alkylantien-induzierten Toxizitat unbedingt experimentell untersucht werden.

Wichtige Voraussetzungen fir die Effektivitit einer therapeutischen Substanz sind gute
pharmakologische Eigenschaften, die eine hohe Aufnahme, eine wirksame intrazellulére
Konzentration und einen reduzierten Efflux aus dem Tumor garantieren. Derzeit wird die
Strategie verfolgt, Substanzen zu synthetisieren, die schlechte Substrate fiir ABC-Transporter
sind oder tber Modifikation der Molekiile den Einfluss der Efflux-Transporter reduzieren.
MGMT-Targeting-Strategien, die eine Konjugation des MGMT-Inhibitors an ein
Targeting-Molekal anstreben, missen immer den Einfluss von ABC-Transportern
beriicksichtigen, da amphipathische Molekiile bevorzugt von Efflux-Transportern erkannt
werden. In zukiinftigen MGMT-Targeting-Strategien sollte O°BTG als Ausgangssubstanz
verwendet werden. Dies wadre sinnvoll zur Steigerung der Effektivitdt von konjugierten
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MGMT-Hemmstoffen, die eine erfolgreiche Hemmung des DNA-Reparaturproteins in den
Tumorzellen anstreben. Der Grund liegt in der hoheren Inhibitionsfahigkeit von O°BTG im
Vergleich zu O°BG. Bei identischen Efflux-Raten der O°BG- und O°BTG-Konjugate durch
die ABC-Transporter, ist die Anzahl der O°BTG-konjugierten MGMT-Hemmstoffe in der
Zelle fur eine 100 %-ige MGMT-Inhibition ausreichend. Im Falle des O°BG-Konjugates wird
die intrazellulare Konzentration auf ein Mall reduziert das keine vollstandige
MGMT-Hemmung gewabhrleistet. Aus diesem Grund ist der Einfluss der ABC-Transporter
beim OPBTG-konjugierten MGMT-Hemmstoff geringer als bei dem O®BG-konjugierten
MGMT-Hemmstoff. Die verschiedene Inhibitionsfihigkeit der Glukose-Konjugate O°BG-Glu
und OPBTG-Glu fiir das MGMT-Protein, bei identischem Aufnahmemechanismus (Flip-Flop)
und einer vergleichbaren Efflux-Rate durch die ABC-Transporter, wird als Grund fir die
unterschiedliche Effektivitdat zur Sensibilisierung gegenuber alkylierenden Zytostatika
angesehen. Ob weitere Mechanismen bei der OPBTG-Glu-Aufnahme und Speicherung
involviert sind, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. Eine sinnvolle Untersuchung
ware die Analyse der verdnderten Interaktion von ABC-Transportern mit
MGMT-Hemmstoffen mit einer Bromthiophengruppe anstatt der Benzylgruppe. Erste
Hinweise deuten auf eine verminderte Efflux-Rate von Bromthiophenmolekilen bei
bestimmten ABC-Transportern hin 22°,
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5. Zusammenfassung

Das DNA-Reparaturprotein O5-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) st der
Hauptresistenzfaktor gegentiber der zytotoxischen Wirkung von Snl-alkylierenden
Zytostatika in  der Tumortherapie. Die Verwendung der MGMT-Hemmstoffe
0°%-Benzylguanin  [O®BG] und O°-(4-Bromothenyl)guanin [O®BTG] filhrte zu einer
Sensibilisierung des Normalgewebes, was eine Dosis-Reduktion der Zytostatika erforderlich
machte und die erhoffte Therapieverbesserung verhinderte. Aus diesem Grund ist eine
Strategie des Targetings dieser MGMT-Inhibitoren erforderlich, um Tumore selektiv zu
erreichen und die systemische Toxizitat in der Kombinationsbehandlung zu reduzieren. In
vorherigen Studien wurden Glukose-Konjugate aus den Inhibitoren O°BG und O°BTG
synthetisiert. Gedanklicher Ausgangspunkt dafir war die Tatsache, dass Tumorzellen einen
erhohten Glukoseverbrauch aufweisen und demzufolge Glukosetransporter Uberexprimieren.
Die Anwendbarkeit der Zuckerkonjugate, O°BG-Glu und O°®BTG-Glu, fiir eine
Targeting-Strategie wurde in dieser Arbeit untersucht.

Folgende wichtige Resultate wurden in dieser Arbeit erzielt: (1) Die Glukose-Konjugate
inaktivieren das  MGMT-Protein  in  Tumorzellen und im  Tumor eines
Xenograft-Mausmodells, was zur Sensibilisierung gegeniiber alkylierenden Zytostatika fiihrt.
(2) Die Glukose-Konjugate O°BG-Glu und O°BTG-Glu werden nicht (ber einen
Glukosetransporter in die Zelle aufgenommen. (3) Die Konjugation eines hydrophoben
Linkers fuhrt zur Partikelbildung der Konjugate. (4) ABC-Transporter exportieren
MGMT-Hemmstoffe (O°BG, OPBTG sowie die Zuckerkonjugate O°BG-Glu, O°BTG-Glu)
aus den Zellen und vermindern damit die therapeutisch wirksame Konzentration. (5) Die
Verwendung von O°BTG als Ausgangssubstanz einer MGMT-Targeting-Strategie konnte den
Einfluss von ABC-Transportern reduzieren.

Die anfinglichen in vitro-Experimente zeigten, dass die Glukose-Konjugate O°BG-Glu und
O®BTG-Glu im niedrigen Dosisbereich das MGMT-Protein in einer Vielzahl von
Tumorzellen inaktivieren und diese Zellen gegenuber den alkylierenden Agenzien
Temozolomid [TMZ] und Lomustin [CCNU] sensibilisierten. Im Xenograft-Mausmodell
inaktivierten die  Glukose-Konjugate nach intraperitonealer ~ Verabreichung die
MGMT-AKktivitdt im Tumor wund reduzierten das Tumorwachstum nach einer
TMZ-Behandlung im gleichen Ausmass wie die Inhibitoren O°BG und O°BTG. Trotzdem
war auch mit den Glukosen-Konjugaten keine Steigerung der Zytostatika-Dosis im
Mausmodell méglich. Die Untersuchungen der Aufnahme von O°BG-Glu und O°BTG-Glu
wiederlegten eine Involvierung der Glukosetransporter. Der Einsatz von spezifischen
Glukosetransporter-Inhibitoren und  Kompetitions-Experimenten  fihrte zu  keiner
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Verminderung der MGMT-Hemmung oder Aufnahme vom radioaktiven *H-O°BTG-Glu in
die Zelle. Dies legt nahe, dass die Glukose-Konjugate Uber einen unspezifischen
Mechanismus (aktiv) in die Zellen gelangen. Der Grund flr eine mogliche unselektive
Aufnahme konnte im hydrophoben Alkyllinker, der fur die Konjugation des Glukosemolekiils
verwendet wurde, begriindet sein. Dies flhrt zur Generierung von amphipathischen
Konjugaten, die eine initiale Bindung an die Plasmamembran aufweisen und eine Aufnahme
uber den Flip-Flop-Mechanismus (transbilayer transport) wahrscheinlich machen. Die
amphipathische Molekdlstruktur der Glukose-Konjugate fiihrte zu einer Partikelbildung in
wassrigen Losungen, die eine Reduktion der Menge an aktiven Monomeren von O°BG-Glu
und OBTG-Glu bewirken, die zur Hemmung von MGMT zur Verfiigung stehen.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Rolle von ABC-Transportern hinsichtlich
einer Targeting-Strategie von MGMT-Hemmstoffen. Obwohl seit Jahren bekannt ist, dass
eine hohe Expression dieser Efflux-Transporter in Tumoren zur Resistenzentwicklung
gegenuiber einer Vielzahl von Chemotherapeutika fiihrt (multi drug resistance), wurde ihr
Einfluss auf MGMT-Hemmstoffe oder einer MGMT-Targeting-Strategie niemals untersucht.
Die Resultate dieser Arbeit zeigten zum ersten Mal einen aktiven Efflux der
MGMT-Hemmstoffe durch ABC-Transporter. Die Inhibition von ABC-Transportern bewirkte
eine schnellere Inaktivierung von MGMT durch die Glukose-Konjugate. Des Weiteren
zeigten Kompetitions-Experimente  mit den MGMT-Hemmstoffen eine verminderte
Efflux-Rate von Fluoreszenzfarbstoffen, die spezifisch von ABC-Transportern exportiert
werden. ABC-Transporter reduzieren die wirksame Konzentration des Hemmstoffes in der
Zelle und beeintrachtigen somit die Effektivitit der MGMT-Inhibition. Diese Tatsache
bewirkt die unterschiedliche Sensibilisierung der Tumorzellen gegenuber Zytostatika durch
die Glukose-Konjugate, trotz identischem Aufnahmemechanismus. Eine simultane Hemmung
der ABC-Transporter P-gp, MRP1 und BCRP wirkte der reduzierten Effektivitdt von
O°BG-Glu gegeniiber methylierenden Chemotherapeutika entgegen, dadurch kénnen diese
Tumorzellen wieder mit einer geringen Dosis TMZ sensibilisiert werden. Die
pharmakologische Inhibition der ABC-Transporter verstérkte identisch zu O®BG-Glu auch die
TMZ-induzierte Toxizitét fiir niedrige Dosisbereiche der MGMT-Hemmstoffe O°BG, O°BTG
und O°BTG-Glu. Die Tatsache des aktiven Effluxes von MGMT-Hemmstoffen weist auf eine
mdogliche Problematik in der Krebstherapie hin. In Tumoren mit einer erhdhten Expression
von ABC-Transportern wirde nur eine unvollstandige Inaktivierung und eine schnellere
Resynthese des MGMT-Proteins stattfinden; dies bewirkt eine Reduktion des
Therapieerfolges und fordert die Entwicklung von resistenten Tumorzellen aufgrund einer
gesteigerten Mutationsrate. Eine Strategie, den Einfluss von ABC-Transportern zu reduzieren
und zukunftliche MGMT-Targeting-Strategien effizienter umzusetzen, ist die Verwendung
von OPBTG als Ausgangssubstanz. Die  hohere  Inhibitionsfahigkeit — der
Bromthiophenmolekiile (O°BTG und O®BTG-Glu) kénnte die erforderliche intrazellulare
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Konzentration flr eine vollstandige MGMT-Hemmung vermindern und auf diese Weise den
Einfluss von Efflux-Transportern reduzieren.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass eine Targeting-Strategie mit den
Glukose-Konjugaten O°BG-Glu und O°BTG-Glu Uber spezifische Glukose-Transporter nicht
zu realisieren ist. Es wurden aber wichtige Erkenntnisse fur zukinftige
MGMT-Targeting-Strategien erworben: (1) Die Verwendung eines hydrophilen Linkers ist
Voraussetzung, damit die negativen Folgen der Partikelbildung und die unselektive
Aufnahme Uber den Flip-Flop-Mechanismus vermieden werden. (2) ABC-Transporter
befordern MGMT-Hemmstoffe aus den Tumorzellen, was die Effektivitat der Therapie
beeinflusst. (3) Die Verwendung von O°BTG als Ausgangssubstanz steigert die Effektivitat
zukunftiger Targeting-Strategien, da Efflux-Transporter einen geringeren Einfluss haben als
bei der Verwendung von O°BG als Ausgangssubstanz.
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Abb. 34: Wachstumskurve und Toxizitdt des humanen A375-Xenograft-Modells nach
Behandlung mit den MGMT-Hemmstoffen oder dem methylierendem Agens Temozolomid
Intraperitoneale Applikation von 30 % DMSO in 0,9 % NaCl und PEG (o), 150 mg/kg TMZ (V),
20 mg/kg O°BG (A), 100 mg/kg O°BG-Glu (o), 20 mg/kg OPBTG (¢) oder 100 mg/kg O°BTG-Glu
(o). Bestimmung des relativen Tumorwachstums (a) und des Korperwichtes (b) Uber die Zeit. Die
Werte reprasentieren den Mittelwert +/- Standardfehler von mind. 6 Méusen pro Gruppe und beziehen
sich jeweils auf den Tag O (Tag der Behandlung).

NK 4°C PK 37°C

VergroRerung: 10.000

Abb. 35: Positivkontrolle fiir die Rezeptor-vermittelte Aufnahme in T98G Zellen
T98G Zellen wurden fur 30 Minuten bei 4°C mit dem bakteriellen Toxin B vom Erreger Clostridium
difficile ausgesetzt. Anschliefend erfolgte die Entfernung des Toxins aus dem Medium und die
Uberfihrung der Zellen in 4°C (keine Rezeptor-vermittelte Aufnahme) oder in 37°C
(Rezeptor-vermittelte Aufnahme) fir 90 Minuten. Eine Beurteilung der Zellstruktur wurde mittels
lichtmikroskopischer Aufnahme bei 10.000-facher VergréRerung durchgefihrt.
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Abb. 36: MGMT-Hemmung mit dem Konjugat O°BG-Glu in Medium und Transportpuffer
Behandlung von T98G Glioblastomzellen mit 25 uM O°BG-Glu in Kulturmedium (DMEM + 10 %
FCS) oder Transportpuffer fur die dargestellten Zeitpunkte. Die Hemmung der MGMT-Aktivitat
wurde mittels MGMT-Assay bestimmt und relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Die
p-Werte (*, p < 0.05; ns, nicht signifikant) beziehen sich jeweils auf die markierten Behandlungen.
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Abb. 37: Effektivitat von Glukosetransporter-Inhibitoren und hohen Glukosekonzentrationen
auf die Aufnahme von 3H-d-Glu in T98G Zellen und ™C-AMG in Caco-2 Zellen
a) Hemmung der °®H-d-Glu-Aufname Uber die GLUT-Transporter. T98G Zellen wurden fiir
15 Minuten mit 5 pM H3-d-Glu in Saccharose-TP inkubiert (Kontrolle). Zur Bestimmung des
Inhibitionseffektes fand die Aufnahme in Anwesenheit von 10 uM Cytochalasin B, 500 puM Phloretin
oder in einem 25 mM Glukose-TP statt. b) Hemmung der *C-AMG-Aufname Uber die SGLT-
Transporter. Caco-2 Zellen wurden fir 60 Minuten mit 20 pM *C-AMG in Saccharose-TP inkubiert
(Kontrolle). Zur Bestimmung des Inhibitionseffektes fand die Aufnahme in Anwesenheit von 100 uM
Sergliflozin A, 100 uM Phlorizin oder in einem 25 mM Glukose-TP statt. Nach der Inkubation wurde
die Radioaktivitat mittels Szintillationsz&hler detektiert und die prozentuale Hemmung zur Kontrolle
kalkuliert.
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Abb. 38: Dynamische Lichtstreuungs-Messung der Positiv- und Negativkontrollen
Bestimmung der Messwerte Radius (a), Polydispersitats-Index [PdI] (b) und Intensitét des Streulichtes
(c) von standardisierten Kalibrierungspartikeln (Positivkontrolle, [Standard]) und dem Lésungsmittel
PBS (Negativkontrolle) mittels dynamische Lichtstreuung. Anhand dieser Werte wurden die
Bedingungen fur die Existenz von Partikeln festgelegt (siehe Text).
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Abb. 39: Toxizitdt nach Kombinationsbehandlung mit ABC-Transporter-Hemmstoffen
Induktion der Apoptose nach 120 Stunden. T98G Zellen wurden mit 25 uM O°BG-Glu oder 50 uM
TMZ in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (-) verschiedener ABC-Transporter-Hemmstoffe (10 M
Verapamil (P-gp), 10 uM MK571 (MRP1) oder 5 pM Ko143 (BCRP)) behandelt. Im Anschluss dieser
24-stindigen Behandlung wurden die Inhibitoren entfernt und es fand eine erneute Inkubation mit
25 UM O°BG-Glu (a) oder 10 uM O°®BG (b) statt. Die Apoptose wurde mittels Sub-G1-Analyse
ermittelt.
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Abb. 40: Wachstumskurve des Tumors und Toxizitat des A375-Xenograft-Modells nach
Kombinationsbehandlung

Folgende Behandlungen wurden durchgefihrt: alleinige intraventse Applikation von 10 % DMSO in
0,9 % NaCl (o) oder 62,5 mg/kg O°PBTG-Glu (o); alleinige intraperitoneale Applikation der
ABC-Transporter-Hemmstoffe (10 mg/kg Elacridar, 200 mg/kg Probenecid i.p.) () oder 16 mg/kg
CCNU (V) sowie die intravenose Applikation von O°BTG-Glu bei einer 30-minitigen Vorinkubation
mit den ABC-Transporter-Hemmstoffen (o). Bestimmung des relativen Korperwichtes (a) oder des
Tumorwachstums (b) tber die Zeit. Die Werte repréasentieren den Mittelwert +/- Standardfehler von
mind. 5 Mé&usen pro Gruppe und beziehen sich jeweils auf den Tag 0 (Tag der Behandlung).
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Abb. 41: Einfluss der MGMT-Aktivitat auf die Effektivitat von O°BG-Glu nach Alkylantien-
Behandlung

Darstellung des Apoptoselevels nach Behandlung der Tumorzelllinien mit 25 pM O°BG-Glu fir
4 Stunden, gefolgt von 50 uM TMZ (a) oder 20 uM CCNU (b) als Funktion zur MGMT-Aktivitét. Es
besteht keine eindeutige Korrelation.
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Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

A Ampére

AAG 3-Alkyladenin-DNA-Glykosylase

Abb. Abbildung

ABC ATP-binding cassette

ABH?2 AlkB homolog 2

ABH3 AlkB homolog 3

AGT Of-Alkylguanin-DNA-AlKkyltransferase
AlIC 5-Aminoimidazole-4-carboxamide

AP apurinische/apyrimidinische Stelle

Apaf-1 apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1
APE1 apurinic Endonulcease |

APS Ammoniumpersulfat

ATM ataxia telangiectasia mutated

ATP Adenosintriphosphat

ATR ataxia telangiectasia and Rad3-related
ATRIP ATR-interacting protein

BCRP breast cancer resistance protein

BER Basenexzisionsreparatur

BLM Bloom syndrome protein

BRCA1 breast cancer 1

BRCA2 breast cancer 2

BSA bovine serum albumin

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

CH-AMG C'4-alpha-Methyl-Glucopyranosid

CA Chromosomenaberration

ca. circa

CCNU Lomustin

CFA Koloniebildungsassay (colony formation assay)
CFDA 5(6)-Carboxy-2’,7"-Dichlorfluorescein-Diacetat
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CHK1
CHK2
Ci
CMC
CSA
CSB
cpm
CtIP
CytB
DDR
DLS
DMSO
DNA
DNA-PKcs
dRP
DSB
DSBR
dsDNA
DTT
E. coli
EDTA
EME1
ERCC1
ERK2
EXO1
f

FA
FAN1
FCS
FDG
FEN1

Abklrzungsverzeichnis

checkpoint kinase 1

checkpoint kinase 2

Curie

critical micelles concentration

Cockayne syndrome A

Cockayne syndrome B

counts per minute

CtBP-interacting protein

Cytochalasin B

DNA-Schadensantwort (DNA damage response)
Dynamische Lichtstreuung (dynamic light scattering)
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
5"desoxyribose-Phosphat
DNA-Doppelstrangbruch (DNA double strand break)
Doppelstrangbruch-Reparatur

doppelstrangige DNA (double stranded DNA)
Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

essential meiotic structure-specific endonuclease 1
excision repair cross complementation group 1
extracellular signal-regulated kinase 2
Exonuklease |

femto

Fanconi anaemia

FANCD2/FANCI-associated nuclease 1

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)
18-Fluor-Desoxyglukose

Flap endonuclease 1

Gramm
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GEN1
GGR
GLUT
GLUTiI
GSH
*H-d-Glu
*H-DNA
*H-O°BTG-Glu
HEPES
HJ
HPPS
HR
HSP90
HPLC
i.p.

iv.

ICL
IFN-
JNK

kg

kcps
kDA
Ku70
Ku80
LIG1
LIG3

MDR
MDR1
MFI

Abklrzungsverzeichnis

Flap endonuclease GEN homolog 1
global genome repair

facilitative glucose transporter
GLUT-Inhibitoren

Glutathion

3H-desoxy-Glukose

Tritium-markierte DNA
Tritium-markiertes O°BTG-Glu
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Holliday-Struktur (holliday junction)

High Particle Performance Sizer
Homologe Rekombination

heat shock protein 90
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
intraperitoneal

intravends

Interstrand-Crosslink

Interferon-R

Jun N-terminal kinase

kilogramm

kilo counts per seconds

Kilodalton

X-ray repair cross complementing protein 6 (XRCC6)
X-ray repair cross complementing protein 5 (XRCC5)
DNA-Ligase |

DNA-Ligase IlI

mikro

milli

Molar

multidrug resistance

multidrug resistence protein 1

mediane Fluoreszenzintensitat
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Abklrzungsverzeichnis

MGMT O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

Min. Minute

MITC Monomethyl-triazenoimidazol-carboxamid

MLH1 MutL homolog 1

MLV multilamellaren (mehrschichtigen) Vesikel

MMR Basenfehlpaarungsreparatur (DNA mismatch repair)

MNNG N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin

MPG N-Methylpurin-DNA-Glykosylase

MRE11 meiotic recombination 11 homolog 1

MRP1 multi resistance protein 1

MSH?2 MutS homolog 2

MSH6 MutS homolog 6

Mt mutiert

MuUS81 Mus81 structure-specific endonuclease subunit (SLX3)

n nano

NacCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NBD Nukleotid-Bindungsdomanen

NBS Nijmegen-Breakage-Syndrom

NER Nukleotidexzisionsreperatur

NF-xB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

NHEJ Nicht-Homologe-Endverkniipfung (Non-homologous end joining)

NsMeA N3-Methyladenin

N7MeG N7-Metylguanin

NNK 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon

O°BG O°-Benzylguanin

O°*BG-Glu 2-amino-6-(benzyloxy)-9-(octyl-3-D-glycosyl)-purine

OBTG O°-(4-Bromothenyl)guanin

O*BTG-Glu 2-amino-6-(4-bromotiophen-2-yl-methoxy)-9-(octyl-R-D-glycosyl)-
purine

OSCIEtG O°®-Chlorethylguanin

O*MeG O°-Methylguanin
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PALB2
PARP1
PBS
PCNA
PEG
PET
P-gp
Pheo A
Pl

PK
PMSF
PMS2
PNKP
POL 3
POL &
POL ¢
POL
POL k
POL v
POL ¢
PTEN
RAD23B
RADS0
RADS51
Rel.
RFC
Rho 123
RNA
RNAP
RPA

rom

Abklrzungsverzeichnis

piko

partner and localizer of BRCA2
Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1
Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
proliferating cell nuclear antigen
Polyethylenglycol
Positronen-Emissions-Tomographie
P-Glykoprotein

Pheophorbid A

Propidiumjodid

Positivkontrolle
Phenylmethylsulfonylfluorid
postmeiotic segration increased 2
Polynukleotid-Kinase/Phosphatase
DNA-Polymerase R
DNA-Polymerase &
DNA-Polymerase ¢
DNA-Polymerase n
DNA-Polymerase k
DNA-Polymerase v
DNA-Polymerase

Phosphatase and Tensin homolog
RAD23 homolog B

RAD50 homolog

RAD51 homolog

Relativ

Replikationsfaktor C
Rhodamin 123

Ribonukleinséure (ribonucleic acid)
RNA-Polymerasen Il
Replikationsprotein A

Umdrehungen per Minute (revolutions per minute)
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RT

SCE

SCID

SD
SDS-PAGE

SDSA
Sek.
Sergli A
SGLT

SGLTi
SLC
SLX1
SLX4
Sn

SNP
SSB
sSDNA
Std.
STz
Sub-G1
TBS
TCR
TEMED
TFIIH
TLS
T™™Z
TOPO3
TP

Tris

Wit

Abklrzungsverzeichnis

Raumtemperatur

Schwesterchromatidaustausch (sister chromatid exchange)
severe combined immunodeficiency

Standardabweichung (standard deviation)

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

synthesis-dependent strand annealing
Sekunden
Sergliflozin A

Natrium-abhangiger Glukosetransporter
(sodium dependent glucose transporter)

SGLT-Inhibitoren

solute carrier

strucutre-specific endonuclease subunit 1
strucutre-specific endonuclease subunit 4
Nucleophile Substitution
Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms)
DNA-Einzelstrangbruch (DNA single strand break)
einzelstrangige DNA (single stranded DNA)
Stunde

Streptozotocin

sub-diploid DNA content

Tris-buffered saline

transcription coupled repair
Tetramethylethylendiamin
Transkriptionsfaktor 11 H
Translasionssynthese

Temozolomid

DNA-Topoisomerase 111

Transportpuffer
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Units, Einheiten fir Enzymaktivitat

Wildtyp
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Abklrzungsverzeichnis

XLF XRCCA4-like factor

XRCC1 X-ray repair cross-complementing protein 1
XRCC4 X-ray repair cross-complementing protein 4
XPA Xeroderma pigmentosum protein A

XPB Xeroderma pigmentosum protein B

XPC Xeroderma pigmentosum protein C

XPD Xeroderma pigmentosum protein D

XPF Xeroderma pigmentosum protein F

XPG Xeroderma pigmentosum protein G

ZNTE Zentrale Versuchstiereinrichtung
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