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1. Einleitung

Mit einer Inzidenz von ungefahr 600.000 Neuerkrankungen pro Jahr ist das
kolorektale Karzinom der zweithaufigste maligne Tumor der Frau und das
dritthaufigste Karzinom des Mannes in Deutschland. Die Pathogenese des
Kolonkarzinoms ist komplex und multifaktoriell bedingt, beruht jedoch haufig auf
einer Akkumulation genetischer und epigenetischer Mutationen. Insbesondere das
TP53 Gen, welches fur den Tumorsuppressor p53 kodiert, und seine Downstream
targets, wie der, durch CDKN1 kodierte, cyclin-abhangiger Kinasen Inhibitor p21,
sind haufig von Mutationen betroffen. Diese spielen wichtige Rollen in der
Zellzyklusregulation und DNA Schadensantwort und werden in dieser Arbeit naher

untersucht.

Auf Grund von Tumorzellmutationen und steigenden Inzidenzraten an
Arzneimittelresistenzen ist die moderne Tumortherapie bemiht neue Substanzen
sowie neue Kombinationsbehandlungen in ihre Therapieschemata zu integrieren. Im
Rahmen meiner Dissertation befasse ich mich mit der Fragestellung, welche
Auswirkung eine Kombinationstherapie der etablierten Chemotherapeutika
Irinotecan, 5-Fluorouracil und Hydroxyurea jeweils mit dem kurzlich zugelassenen
Klasse | HDAC-Inhibitor Entinostat (MS-275) auf die Kolonkarzinomzellen hat.
Hierbei wird vor allem die replikative Stressantwort untersucht. Dies bedeutet, dass
die Schadensantwort  der DNA  und die  Aktivierung zelleigener
Reparaturmechanismen als  Reaktion auf replikativen  Stress  durch
Chemotherapeutika erforscht werden. Ist der akkumulierte DNA Schaden zu grof3,
sodass keine Reparatur mehr méglich ist, erfolgt zumeist ein Ubertritt der Zelle in

den programmierten Zelltod (Apoptose).

Hierfur werden in-vitro Experimente an den Kolonkarzinomszellreihen HCT116
Wildtyp, p53 knockout und p21 knockout durchgefuhrt. Zur Untersuchung der DNA
Schadensantwort auf replikativen Stress werde ich via Western Blot
Proteinaktivitaten verschiedener Signalkaskaden messen und zwischen den
Zelllinien, sowie den unterschiedlichen Behandlungen, vergleichen. Ferner werden
mit Hilfe von durchflusszytometrischen Analysen Zellzyklusprofile der behandelten

Zellen erstellt und Zelltodmessungen durchgeflihrt. Als Messungszeitpunkte fur die
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jeweiligen Experimente habe ich, basierend auf meinen Vorexperimenten zum
Proliferationsverhalten der HCT116 Zellen, einen Zeitrahmen von jeweils 24 h und 48
h gewahlt. Zuletzt werde ich die Effekte einer kombinierten Therapie mit Entinostat in
HCT116 PR130 knockout Zellen untersuchen. Der Ausgangspunkt hierbei sind die
Ergebnisse der Publikation von A. Goder et al. (2018), welche zeigen konnten, dass
eine fehlende Expression der regulatorischen Subeinheit der Serin/Threonin-Protein-
Phosphatase 2A (PPP2R3A/PR130) eine Sensibilisierung der Zellen auf HDAC-

Inhibitoren aufweisen.

Ziel dieser Experimente ist die genauere Erforschung des Einflusses von p53, p21
und PR130 auf die DNA Reparatur- und Schadensantwort in Kolonkarzinomzellen.
Weiteres sollen die Wirkmechanismen und Auswirkungen der Kombinationstherapien
in den jeweiligen Zellreihen untersucht werden, um ein mdoglichst zielgerichtetes
Therapiekonzept zu entwickeln. Sollte sich hierbei eine erhdhte Akkumulation an
DNA Schaden und Induktion von Apoptose zeigen, lielRe sich Uber die zusatzliche
EinfuUhrung von PR130, p53 und p21 als Marker im molekularen Screening zur

gezielten Therapie des kolorektalen Karzinoms diskutieren.



2. Literaturdiskussion

2.1 Pathogenese und Klassifikation des kolorektalen Karzinoms

Mit einer Inzidenz von ungefahr 600.000 Neuerkrankungen pro Jahr ist das
kolorektale Karzinom der zweit haufigste maligne Tumor der Frau und das dritt

haufigste Karzinom des Mannes in Deutschland (Hofheinz and Arnold, 2018).

Die Tumorgenese lasst sich aktuell in drei Kategorien, entsprechend ihrer
Pradispositionen und Risikofaktoren, zusammenfassen: die vererbte, die ,familiare”

und die sporadische Tumorgenese.

Weniger als 10% der kolorektalen Karzinome entstehen auf Grund einer tatsachlich
genetisch vererbten Pradisposition, welche das Lebzeitrisiko an kolorektalem
Karzinom zu erkranken deutlich erhoht. In diesen Fallen wurden spezifische
Mutationen fir die Entstehung des Krankheitsbildes identifiziert, wie beispielsweise
die Keimbahnmutation des Adenomatésen polyposis coli (APC)-Gens im Rahmen

der Familiaren adenomatosen Polyposis (FAP).

Die bisher am wenigsten verstandene und erforschte Kategorie bildet die der
Jfamilidaren kolorektalen Karzinome. Sie macht etwa 25% der kolorektalen
Karzinome aus. Typisch sind vermehrtes familidres Auftreten, jedoch ohne die
kennzeichnenden Charakteristika der vererbten Syndrome wie FAP, wie spezifische
Keimbahnmutationen. Ferner besteht fir Familienmitglieder 1. Grades eines
betroffenen Patienten ein um 1.7-fach erhdhtes Risiko gegenuber der
Allgemeinbevolkerung an kolorektalem Karzinom zu erkranken.
Die grote Gruppe der kolorektalen Karzinome bilden die sporadischen
Neumutationen. Sie betreffen vor allem Patienten Gber 50 Jahren und entstehen auf
Grund eines Zusammenspiels aus verschiedenen Risikofaktoren und der
Akkumulation mehrerer Mutationen in den Zellen. (Harold Frucht, Aimee L Lucas
2020)

Unabhangig von der primaren Einteilung in sporadisch, ,familiar® und vererbt, folgt

der Uberwiegende Anteil (95%) der kolorektalen Karzinome einem ahnlichen Verlauf,



indem sich das Karzinom Uber mehrere Schritte aus tubularen oder Vvilldsen
Adenomen und hyperplastischen Polypen entwickelt (siehe Abb. 1). Diese Adenome
und Polypen sind benigne Neoplasien des Epithels der Kolonmukosa. Jedoch
konnen auch Zellen der glatten Muskulatur oder des Bindegewebes innerhalb des
Darmtraktes entarten und zur Karzinomsentstehung fuhren. Durch Faktoren wie
Genmutationen, epigenetische Modifizierungen oder lokale Entzindungsreaktionen
wird die Progression der Zellen zur malignen Entartung vorangetrieben. Das Modell
der langsam voranschreitenden Adenom-Karzinom-Sequenz wie zuerst von Fearon
und Vogelstein (1990) beschrieben, basiert auf der schrittweise stattfindenden
Zelltransformation aus gesunden Epithelzellen Uber histologisch gutartig entartete
Zellen in invasive Karzinomszellen (siehe Abb.1). Hierfir wird eine Akkumulation
genetischer und epigenetischer Mutationen verantwortlich gemacht. Insbesondere
das TP53 Gen, welches fur den Tumorsuppressor p53 kodiert, und Gene, die die
Expression der Proteine des Phosphatidylinosytol-3-Kinase (PI3K) Signalwegs
kodieren, sind haufig von Mutationen betroffen (Cappell 2008).

Dysplasie Adenom Kolon Karzinom Invasives Kolon
Karzinom
§‘~///5
A ST S
& o
N “/(EI
) '
~
| APC KRAS SMAD4 P53 ® -
Adenom - ] ®
Karzinom PRAKANZEROSE PRAKANZEROSE KARZINOM KARZINOM
- Sequenz

* p53 Signalweg
Bcl2 Familie
p21

Abb. 1: Tumorprogression gemaR der Adenom-Karzinom-Sequenz
Abbildung 1 zeigt die Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen Karzinoms. Das APC-Gen
wird in gesunden Epithelzellen haufig von einer loss-of-function Mutation betroffen. Es kodiert das
Tumorsuppressorprotein APC und fiihrt bei einem Funktionsverlust zu einer Stérung der
epithelialen Architektur (Lesko et al. 2015). Im nachsten Schritt akkumulieren weitere Mutationen,
wie beispielsweise im KRAS-Gen, welches Uber den RAS/MAPK-Signalweg mafgeblich zur
Zellproliferation und Differenzierung beitragt. Im Zuge der malignen Transformation erfolgt meist
ein weiterer Mutationsschritt im SMAD4 Gen, welches Uber den Transkriptionsfaktor SMAD
Einfluss auf die TGF-beta Signalkaskade hat. TGF-beta bindet an den TGF-Rezeptor und
diffundiert in den Nukleus. Dies ermdglicht die Induktion verschiedener downstream targets und
moduliert unter anderem die Synthese von p21 (Zhao, Mishra, and Deng 2018). Im letzten Schritt
erfolgt meist eine Mutation von TP53 (Fearon and Vogelstein 1990). Modifiziert nach Fearon und
Vogelstein. Grafik erstellt durch BioRender.com.



Die 1933 gegrundete internationale Organisation Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) mit Sitz in Genf fuhrte zur besseren Charakterisierung und
Systematisierung von  Tumorerkrankungen ein einheitlich  standardisiertes
Klassifikationssystem (TNM) ein. Diese TNM Klassifikation wird auch fur die
histologische Einteilung des Kolorektalen Karzinoms verwendet (siehe Tab. 1). TNM
ist ein Akronym und steht fur die Kategorien ,Tumor®, ,Nodus® und ,Metastase®. Es
beschreibt demnach die anatomische TumorgréRe (Tumor, siehe Abb.2), sowie
Ausdehnung und Infiltrationsgrad in Lymphknoten (Nodus) oder anderes Gewebe
(Metastase). Eine kondensierte Form der TNM Kilassifikation, die UICC
Stadieneinteilung (siehe Tab. 1), findet vor allem im klinischen Alltag Verwendung.
Sie ermdglicht eine grobe Einschatzung der Prognose und dient als Anhaltspunkt fir
die Therapieentscheidung (Finlay A Macrae and Johanna Bendell 2021; Compton
and Greene 2004)

Tab. 1: Vereinfachte Darstellung der UICC Stadieneinteilung des Kolorektalen
Karzinoms modifiziert nach Wittekind (2013)

uUiCcC TNM Charakteristika

Stadium Klassifikation

Stadium 0 Tis Carcinoma in situ

Stadium | Tis-T2, NO, MO Infiltrationstiefe bis max. zur Tunica muscularis,
keine Lymphknoten (LK) Infiltration, keine
Metastasen

Stadium Il Tis-T4, NO, MO Infiltrationstiefe bis max. zum viszeralen

Peritoneum/benachbarten Strukturen, keine LK
Infiltrationen, keine Metastasen

Stadium Il Tis-T4, N1/2, MO Infiltrationstiefe bis max. zum viszeralen
Peritoneum/benachbarten Strukturen, 0 — =7
LK Infiltrationen, keine Metastasen

Stadium IV Tis-T4, N1/2, M1 Samtliche Infiltrationstiefen bis max. zum
viszeralen Peritoneum/andere Organe, 0 — 27
LK Infiltrationen, Fernmetastasen
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Tis T1 12 T3 T3 T4a T4b
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Abb. 2: Darstellung der Tumorinfiltration innerhalb der Kolonwand gemaR der TNM
Klassifikation

Schematische Darstellung der Kategorie “T” der TNM Kilassifikation zur Erganzung von Tabelle 1.
Tis entspricht dem Carcinoma in situ und bezeichnet einen lokalen, auf die Tunica mucosa
beschrankten Tumor. Karzinome im T1 Stadium reichen bis in die Tela submucosa, infiltrieren
aber im Vergleich zu T2 Tumoren nicht die Tunica muscularis. T3 Karzinome konnen sich
intraperitoneal (Infiltration der Tela subserosa) und extraperitoneal (Ausbreitung in das
perikolische Fettgewebe = sekundar retroperitoneale Anteile) manifestieren. Das T4 Stadium wird
in T4a und T4b unterteilt. T4a Tumore infiltrieren das viszerale Peritoneum, wahrend T4b Tumore
bereits andere Organe und Strukturen befallen (Compton and Greene 2004). Abbildung
modifiziert nach AMBOSS GmbH.

Perikolon

2.2 Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Therapie des Kolorektalen Karzinoms in UICC Stadium 0 und | erfolgt mittels
chirurgischer Resektion oder Hemikolektomie. Erste chemotherapeutische Ansatze
wurden in den 1950er Jahren entwickelt. Mittels von der Veteran American Surgical
Oncology Group (VASOG) und der Central Oncology Group (COG) durchgefiuhrten
klinischen Studien konnte eine bessere Uberlebensrate bei Patienten mit einer
kombinierten chirurgischen und medikamentdsen Therapie mit 5-Fluorouracil gezeigt
werden. Durch weitere Studien und Forschungen wurden systemische
Chemotherapien weiter etabliert und sind heutzutage gemal’ der aktuellen Leitlinien

der Deutschen Gesellschaft flir Gastroenterologie, Verdauungs- und

11



Stoffwechselkrankheiten (DGVS) (2019) ab UICC Stadium Il eine malgebliche
Komponente der kolorektalen Karzinomstherapie. Als Erstlinientherapie kommt
hierbei eine adjuvante (der chirurgischen Resektion folgende) Monotherapie mit
Fluoropyrimidinen in Frage. Fir die adjuvante Chemotherapie in Stadium |l sind zur
Zeit keine eindeutigen Richtlinien vorhanden und unterliegt der individuellen
Entscheidung des behandelnden Kollegiums. Hierbei werden Aspekte wie Alter,
Allgemeinzustand und molekulargenetische Faktoren berucksichtigt.
Als weitaus effektiver haben sich Kombinationstherapien erwiesen. Aus diesem
Grund wurden feste Therapieschemata etabliert (siehe Tab. 2) und werden
entsprechend der UICC Stadieneinteilung und dem Mutationsstatus der
Karzinomszellen eingesetzt (Fakih 2015). Die Indikation fir Kombinationstherapien
bestent ab dem UICC Stadium Ill (Deutsche Gesellschaft fur Gastroenterologie,
Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) 2019).

Tab. 2: Kombinationstherapieschemata der Erstlinientherapie in kolorektalen
Karzinomen

FOLFOX Folsaure
5-Fluoruracil
Oxaliplatin

FOLFIRI Folsaure
5-Fluoruracil
Irinotecan

FOLFOXIRI Folsaure
5-Fluoruracil
Oxaliplatin
Irinotecan

XELOX Capecitabin
Oxaliplatin

Das Zytostatikum 5-Fluoruracil gehort zur Gruppe der Fluoropyrimidine und ist ein
Antimetabolit. Auf Grund seiner Strukturahnlichkeit zu den DNA Nukleotiden Thymin
und Cytosin sowie zu dem RNA Nukleotid Uracil, kann 5-Fluoruracil an deren Stelle
in die DNA oder RNA eingebaut werden. Hierflr wird 5-Fluoruracil von dem Enzym
UMP-Pyrophosphorylase zuerst in 5-Fluor-UMP umgewandelt und weiter zu 5-Fluor-
UTP phosphoryliert. Im nachsten Schritt konkurriert es in der RNA Synthese mit
Uridintriphosphat (UTP). Wird statt dem UTP 5-Fluor-UTP eingebaut, so entsteht
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fehlerhafte RNA, wodurch die Protein Biosynthese gehemmt wird. Des weiteren
hemmt 5-Fluor-dUMP ebenfalls das Enzym Thymidylat-Synthase (TS). Vereinfacht
dargestellt, katalysiert TS die Umwandlung von Desoxyuridinmonophosphat (dUMP)
in Desoxythyminmonophosphat (dTMP) durch eine Methylgruppenubertragung von
dem Substrat 5,10-Methyl-Tetrahydrofolat auf das alpha-Kohlenstoffatom von dUMP.
Es entsteht dTMP und Dihydrofolat. Wahrend diesem Reaktionsvorgang bilden die
Argininseitenketten der TS eine reversible Wasserstoffbriickenbildung mit der
Phopsphatgruppe des dUMPs aus. Reagiert die TS stattdessen mit einem 5-Fluor-
UMP, so wird eine kovalente Fluor-Kohlenstoff-Bindung gebildet. Es bildet sich ein
TS — 5-Fluor-UMP - CH.-Tetrahydrofolsdure Komplex, bei welchem die
Bindungsstelle der TS blockiert ist. Dem Enzym ist es somit nicht mdglich weitere
Reaktionen zu katalysieren und ist effektiv gehemmt. Nachdem TS das einzige
Enzym der zelleigenen dTMP Produktion ist, kommt es zur Depletion des dTTP
Pools und im weiteren Verlauf zum Abbruch der DNA-Replikation und Reparatur
(Longley, Harkin, and Johnston 2003; Papamichael 1999). Durch die Hemmung der
TS wund der Depletion des dTTP Pools entsteht ein Uberschuss an
Desoxyuridintriphosphat (dUTP). Auf Grund der Nukleotidinbalance und dem
relativen Uberangebot an dUTP kommt es zu einem fehlerhaften Einbau des dUTPs
in die DNA. Die Integration des 5-Fluorouracil Metaboliten FAUTP in die DNA ist
ebenfalls moglich. Hierdurch erfolgt ebenfalls ein Abbruch der DNA-Replikation
(Peters et al. 2000).

Ein weiteres Chemotherapeutikum ist das Campthothericin-Derivat Irinotecan (CPT-
11). Irinotecan ist ein Prodrug und wird in der Leber zu seinem deutlich wirksameren
Metaboliten SN38 carboxyliert. Beide Formen inhibieren das Enzym Topoisomerase
I, welche wahrend der DNA-Replikation bendtigt wird (Bailly 2019). Durch das
Eréffnen der Replikationsgabel im Zuge der DNA-Replikation entsteht auf Grund von
Torsionskraften eine Supraspiralisierung des DNA Einzelstrangs. Die Topoisomerase
| 16st diese Supraspiralisierung indem sie einen Einzelstrangbruch in der DNA
herbeiflhrt, welcher im Anschluss wieder ligiert wird (Heinrich et al. 2014). Irinotecan
bildet mit Topoisomerase | einen Komplex an der DNA, wodurch zytotoxische,
protein-gekoppelte Einzelstrangbriche entstehen, die zum Zelluntergang fuhren
(Bailly 2019).
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Hydroxyurea ist ein Ribonukleotidreduktase Inhibitor und gehoért zur Gruppe der
Zytostatika. Durch die Hemmung des Enzyms Ribonukleotidreduktase wird die
Reduktion der Ribose zu Desoxyribose unterbunden. Somit wird die De-novo
Synthese der DNA malfgeblich gestort und die Zellen gehen in einen G1/S-Phase
Arrest uber (Timson 1975; Madaan, Kaushik, and Verma 2012). Hydroxyurea ist
aktuell unter Anderem zur Therapie von Melanomen, Ovarialkarzinomen und
Leukamien zugelassen, es ist jedoch aktuell noch kein Bestandteil der
Standardtherapie fur kolorektale Karzinome (FDA 2016).

2.3 Zellzyklus und Checkpoint Regulation

Der Zellzyklus, welche eine Zelle durchlauft um sich zu teilen, besteht aus vier
verschiedenen Phasen. Wahrend der Synthese Phase (S-Phase) wird die DNA
verdoppelt und in der Mitose Phase (M-Phase) teilt sich die Zelle in zwei identische
Tochterzellen. Diese beiden Phasen werden durch die Gap Phasen (G1- und G2-
Phase) getrennt. Bei diesen Phasen handelt es sich nicht um Phasen der Inaktivitat,
sondern um Phasen, welche der ZellvergroRerung und Zellorganisation dienen. Ein
korrekter Ablauf dieser beiden Phasen spielt eine kritische Rolle in der Kontrolle von
Nahrstoff Verteilungen in der Zelle und der Funktionalitat von Zellorganellen (Barnum
and O’Connell 2014).

G, B
»
Go |
d v
Cell Cycle B Cocomne) -
v ¥ G/S
/ Checkpoint
b G} (o) +— (o )
D

G2/M Intra-S
Checkpoint Checkpoint

Abb. 3: Checkpoint und Zellzyklusregulation

Schematische Darstellung der vier Phasen des Zellzyklus. Der Ubergang der G1-Phase in die S-
Phase wird Uber den G1/S Checkpoint reguliert. Dieser wird aus dem CDK2/Cyclin E
Proteinkomplex gebildet und Uber die ATM/CHK2 Signalkaskade aktiviert (Bartek and Lukas
2001). Die Proteine CDK2/Cyclin A/E bilden den Intra-S Checkpoint und wird Uber die ATR/CHK1
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Signalkaskade reguliert (Lébrich and Jeggo 2007). Der Ubergang von der G2-Phase und die M-
Phase wird sowohl Uber die ATR/CHK1 als auch ATM/CHK2 Kaskade gesteuert. Den G2/M
Checkpoint bilden der CDK1/Cyclin B Komplex (Satyanarayana and Kaldis 2009). Grafik erstellt
mittels biorender.com.

Der zentrale Mechanismus, Uber den der Zellzyklus reguliert wird sind die cyclin-
abhangigen Kinasen (CDK). CDKs sind Serin-Threonin Proteinkinasen, welche die
Schlisselsubstrate der DNA phosphorylieren. Der Ubergang der CDKs in ihre aktive
Form erfolgt durch die Bindung von Cyclinen an deren katalytische Untereinheit.
Cycline werden streng Uber ihre Synthese und ubiquitin-gesteuerte Proteolyse
reguliert. Zusatzlich kénnen Cycline ebenfalls tUber Cyclin-Kinase-Inhibitoren (CKI),
wie dem Protein p21, moduliert werden, indem sie die Ubertragung von
Phosphatgruppen auf ihre Substrate inhibieren.

Die korrekte Zellzyklusprogression wird anhand mehrerer Kontrollmechanismen in
den einzelnen Phasen, sogenannten ,Checkpoints®, Uberprift. Die drei wichtigen
Checkpoints sind der G1/S-Phase Checkpoint, der Intra-S-Phase Checkpoint und der
G2/M-Phase Checkpoint (siehe Abb. 3). Entstent in der G1 Phase ein
Doppelstrangbruch der DNA, wird das Protein Ataxia teleangiectasia mutated (ATM)
aktiviert. Es fuhrt Gber einen Signaltransduktionsweg zur Phosphorylierung und somit
Aktivierung von CHK2. CHK2 kann durch posttranslationale Modifikationen zu einer
schnellen Aktivierung des CDK2/Cyclin E gesteuerten G1/S-Phase Checkpoints
fuhren. Das Exprimieren des Tumorsuppressors p53, welches ebenfalls Uber ATM
initiiert wird, dient als Transkriptionsfaktor flir den CKI p21, wodurch CDK2 gehemmt
wird. Dieser Mechanismus flihrt ebenfalls zu einem G1-Phase Arrest. Er tritt jedoch
verzogert in Kraft und dient vermutlich vorrangig dem Erhalt des G1/S-Phase
Checkpoints (Bartek and Lukas 2001). Durch den Zusammenbruch der
Replikationgabel wird Ataxia teleangiectasia RADS51 (ATR) durch einen
Einzelstrangbruch der DNA aktiviert. Uber das Protein CHK1 wird eine CDK2/Cyclin
A/E abhangige Arretierung des Zellzyklus in der S-Phase bewirkt (siehe Abb. 4).
Dieser Mechanismus bildet den Intra-S-Phase Checkpoint (Lobrich and Jeggo 2007).
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Abb. 4: Regulierung des G2/M-Checkpoints und die zentrale Rolle des Proteins
WEE1. Regulierung des S-Phase Checkpoints

Uber DNA-Einzel- oder Doppelstrangbriiche erfolgt die Rekrutierung und Aktivierung vom
ATR/CHK1 und ATM/CHK2 Signalweg. CHK1 induziert die Proteinkinase WEE1, welche den
CDK1/Cyclin B Komplex phosphoryliert und somit inaktiviert. Hierdurch kommt es zu einer
Zellzyklusarretierung in der G2-Phase. Die Phosphatase CDC25 dephosphoryliert den
pCDK1/Cyclin B Komplex, woraufhin diese die Progression des Zellzyklus vorantreibt. CDC25
wird bei vorliegen eines DNA Schadens von den Proteinen CHK1 und CHK2 inhibiert. Im Falle
eines Doppelstrangbruchs der DNA wird Gber ATM/CHK2 der Tumorsuppressor p53 stabilisiert,
woraufhin p21 aktiviert wird. p21 inhibiert den CDK2/Cyclin E Komplex und induziert somit einen
S-Phase Arrest.

Die Abbildung 4 zeigt den Mechanismus des G2/M-Phase Checkpoints. Der G2/M-
Phase Checkpoint wird tber ATM und ATR vermittelt, welche Uber die Proteinkinasen
CHK1 und CHK2 Einfluss auf bedeutende Prozesse des Zellzyklus austben. Der
Eintritt in die M-Phase wird Uber CDK1/Cyclin-Komplexe vermittelt (Satyanarayana
and Kaldis 2009). CDK1 wiederum wird Uber ein Zusammenspiel zwischen der
Phosphatase CDC25 und den WEE Kinasen reguliert. Zu den WEE Kinasen gehodren
Membran-assoziiertes PKMYT1, WEE1B und WEE1, welches vor allem in
somatischen Zellen die bedeutendere Rolle spielt (Schmidt et al. 2017; Nakanishi et
al. 2000). WEE1 ist zustandig fur die inhibitorische Phosphorylierung von CDK1 an
der Position Tyr15. Dadurch wird ein Ubertritt in die Mitose aus der G2-Phase
verhindert. Erst durch die Dephosphorylierung von pCDK1 mittels CDC25 kann

CDK1 seine Funktion wieder aufnehmen und Phosphatgruppen von ATP auf seine

16



Substrate Ubertragen. So kann CDK1 selbst auch Uber feedback-loops seinen
Inhibitor WEE1 phosphorylieren und somit inaktivieren (Watanabe et al. 2004).
Gleichzeitig ist es CDK1 mdglich die Phosphatase CDC25 zu aktivieren und somit
Uber Autoamplifikation seine eigene Aktivitat zu steigern. Der Ubertritt in die M-Phase
wird wieder aufgenommen (Schmidt et al. 2017). Im Rahmen eines DNA-Schadens
wird Uber den G2/M-Checkpoint CDC25 von CHK1 inhibiert. Das Gleichgewicht von
CDK1 zu pCDK1 verschiebt sich auf Seiten des inaktiven pCDK1, da es nicht mehr
ausreichend von CDC25 dephosphoryliert werden kann. Dies fuhrt moglicherweise
zu einem verspateten Ubertritt in die Mitose und die Zelle verharrt in einem G2-Arrest
(Zeng et al. 1998; Jin, Gu, and Morgan 1996). In Tumorzellen ist eine
Uberexpression von WEE1 haufig zu beobachten (Leary, Auguste, and Mesnage
2016; Magnussen et al. 2012; H.-Y. Kim et al. 2016) wodurch diese sich als
moglicher Ansatzpunkt einer antitumoralen Therapie anbietet. In der Literatur konnte
gezeigt werden, dass die Hemmung von WEE1 ein Versagen des G2/M-Checkpoints
auslost und Zellen in eine mitotische Katastrophe treibt, sowie diese fir weitere
Chemotherapeutika sensibilisiert (Matheson, Backos, and Reigan 2016; Yin et al.
2018).

Wahrend p53 fur den Ablauf des G1/S-Phase Checkpoints eine mal3gebliche Rolle
spielt, ist seine Funktion im G2/M-Phase Checkpoint vernachlassigbar (Lébrich and
Jeggo 2007). Schlussfolgernd lie3e dies vermuten, dass in Zellen mit TP53 loss-of-
function Mutationen die Tumorgenese und Progression der kanzerdsen Zellen
weitgehend von der Funktionalitat des G2/M-Phase Checkpoints abhangig ist. Diese

Hypothese wird im Laufe dieser Arbeit weiter untersucht.

Wird ein DNA Schaden an einem der Checkpoints erkannt, kommt es zu einem
Stillstand des Zellzyklus. Die Zelle kann daraufhin Reparaturmechanismen einleiten

oder in den programmierten Zelltod Ubergehen (Roos, Thomas, and Kaina 2016).

2.4 Die DNA Schadensantwort

Die fehlerfreie DNA Replikation ist ein essentieller Prozess um die genetische
Information korrekt an die Tochterzellen weiterzugeben und den fehlerlosen Ablauf

der Zellfunktionen zu gewahrleisten (Mazouzi, Velimezi, and Loizou 2014).
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Verschiedene endogene sowie exogene Faktoren konnen diesen Prozess jedoch
stéren und Schaden in der DNA hervorrufen. Darunter fallen unter anderem die
Depletion des dNTP Pools durch Chemotherapeutika, eine durch die Aktivitat von
Onkogenen gesteigerte Initierung der DNA Replikationsurspringe (ORI), sowie
sterische Hindernisse wie DNA crosslinks, DNA Doppelstrangbriiche und RNA-DNA
Hybridprodukte. In solchen Fallen wird die Maschinerie der DNA Schadensantwort,
kurz DDR (DNA damage response), aktiviert. Die DDR bezeichnet ein komplexes
Zusammenspiel aus verschiedenen Signalwegen, die die DNA
Reparaturmechanismen, Checkpointmechanismen und Apoptose vermitteln (Fokas
et al. 2014). Frihe DDR Sensoren bilden die PIKKs (PI3K-related kinases) ATM und
ATR (Ubhi and Brown 2019). Eine Entkopplung der DNA Polymerase von der DNA
Helikase auf Grund von DNA-Schaden, kann zu einer Akkumulation von DNA
Einzelstrangen (ssDNA) fuhren. Hierdurch ist eine Verlangsamung, Stillstand oder
vollstandiger Zusammenbruch der Replikationsgabel maoglich, wodurch die DNA
Synthese zum Erliegen kommt. Dies wird gemeinhin als replikativer Stress
bezeichnet. Die Entstehung von chromosomaler Instabilitat, welche eine maligne
Entartung der Zellen vorantreibt, wird durch replikativen Stress gefoérdert (Zeman and
Cimprich 2014; Ubhi and Brown 2019). HU-induzierter DNA Schaden und replikativer
Stress sind unter anderem Ausloser der ATR Signalkaskade. Das Replikationsprotein
A (RPA) bindet an die akkumulierende ssDNA und stabilisiert die Replikationsgabel.
Zusatzlich aktiviert RPA das Protein ATRIP, welches an ATR bindet und dieses
rekrutiert. Uber weitere Rekrutierungsschritte wird ATR phosphoryliert und somit
aktiviert (Mordes and Cortez 2008; Derheimer et al. 2007). ATR wiederum
phosphoryliert sein unmittelbares Zielprotein CHK1 (Fokas et al. 2014), wodurch ein
Zellzyklus Arrest in G2 induziert wird (siehe 2.3 ). Eine Phosphorylierung von ATR an
Ser33 oder von seinem Zielprotein CHK1 an Ser345 ist demnach ein mdglicher
Hinweis auf replikativen Stress. Des weiteren phosphoryliert ATR auch die
Histonvariante H2AX (Chanoux et al. 2009) und p53 an Ser15, wodurch p53
stabilisiert wird. Der Mechanismus dahinter liegt in der Hemmung seiner Interaktion
mit der Ubiquitinligase MDM2, ein Enzym welches den ubiquitin-vermittelten Abbau
von p53 induziert (Lakin, Hann, and Jackson 1999). p53 spielt eine zentrale Rolle
bezuglich der Entscheidung der Zelle zwischen DNA-Reparatur und Apoptose (siehe
2.7 ). Die Phosphorylierung von p53 kann ebenfalls tber ATM induziert werden. ATM
wird Uber den MRN-Komplex an DNA Abschnitte mit DNA-Doppelstrangbriichen
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(DSB) rekrutiert und vermutlich Uber Autophosphorylisation (Bakkenist and Kastan
2003) aktiviert (Blackford and Jackson 2017). ATM kann die Effektorkinase CHK2
direkt phosphorylieren, woraufhin p53 ebenfalls an Ser15 phosphoryliert und
stabilisiert wird. Dies fuhrt Uber p21-vermittelte Mechanismen zur Arretierung des
Zellzyklus in G1 (Loughery et al. 2014a). Zusatzliche Zielproteine von ATM bilden
NBS1 und BRCA1. Uber Komplexbildungen und Induktion der nachfolgenden
Signalkaskade ist eine Aktivierung des Intra-S-Phase Checkpoints ebenfalls mdglich
(Kastan and Lim 2000). Ein weiteres Zielprotein von ATM ist H2AX. Eine
Phosphorylierung von H2AX (yH2AX) ist Teil der fruhen Schadensantwort auf DSBs
und unterstitzt die Rekrutierung weiterer Proteine an den Ort des DNA-Schadens
(Rogakou et al. 1999). ATM vermittelt vor allem Gber homologe Rekombination die
Reparatur von DNA-Schaden (Riballo et al. 2004; Morrison et al. 2000). DSBs storen
die Struktur von Nukleosomen mafgeblich und fordern chromosomale Instabilitaten
und Chromosomenaberrationen (Shrivastav et al. 2009). Sie stellen aullerst
zytotoxische Ereignisse innerhalb der Zelle dar und treiben die Entartung der Zelle
voran. Aus diesem Grund st eine rasche Aktivierung der DNA
Reparaturmechanismen unentbehrlich. Befindet sich die Zelle im Checkpoint-
vermittelten Zellzyklusarrest, kénnen DSBs vor allem dber nicht-homologe
Endverknipfung (NHEJ) und homologe Rekombination (HR) repariert werden. HR
wird Uber den MRN-Komplex initiiert und ist auf die S- und G2-Phase des Zellzyklus
beschrankt, da HR das Schwesterchromatid als Vorlage fur die Wiederherstellung
des geschadigten Chromatids bendtigt. Im Zuge dessen ist ein Verlust der
Heterozygotie zwischen miutterlichen und vaterlichen Chromosomen maoglich. Im
Gegensatz dazu ist eine Reparatur von DSB mittels NHEJ wahrend dem gesamten
Zellzyklus moglich (Brandsma and van Gent 2012), tritt jedoch bevorzugt in der G1-
Phase auf (Shrivastav et al. 2009). Hierbei werden DNA-abhangige Proteinkinasen
(DNA-PK), in manchen Fallen auch ATM, an die Bruchenden der DNA rekrutiert um
den Reparaturprozess zu starten. Sollten die DNA Enden inkompatibel sein, kdnnen
diese uber Nukleasen wie Artemis zurechtgeschnitten oder Uber DNA Polymerasen
aufgeflllt werden. Im Anschluss ligiert der DNA-Ligase-Komplex die beiden Enden
des DSB (Lieber 2010). Nach erfolgreicher DNA Reparatur tritt die Zelle wieder in
den Zellzyklus ein. Ist der Schaden der Zelle jedoch zu grof3, wird die Apoptose
induziert (siehe 2.7 ).
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2.5 Inhibierung von Histondeacetylasen mit MS-275 als
therapeutischer Ansatz in kolorektalen Karzinomen

Histondeacetylasen (HDACs) bilden eine Gruppe an Enzymen, welche Uber
epigenetische Regulation Einfluss auf die Chromatinstruktur und somit die
Genexpression ausuben (Kramer, Gottlicher, and Heinzel 2001; Milazzo et al. 2020).
HDACs dienen vorrangig der Modifikation von Histonen. Histone sind wahrend
inaktiven Phasen der DNA-Synthese durch vorhandene Aminogruppen an ihren
Lysinresten positiv geladen. Dies erleichtert ihre Bindung an die negativ geladene
DNA-Doppelhelix und ermoglicht ein kondensiertes Vorliegen des Chromatins. Eine
Transkription ist in diesem Zustand nicht moglich. Durch Acetylierung der
Aminogruppen in Amidgruppen Uber Histonacetylasen (HAT) wird die positive Ladung
der Histone neutralisiert, wodurch die Bindung von Histonen an die DNA deutlich
geschwacht wird. Es kommt zu einer Lockerung der Chromatinstruktur und die
Transkription der Genabschnitte wird ermdglicht. Die Aufgabe von HDACs ist die
Entfernung dieser Acetylgruppen. Dadurch wird der DNA-Histonkomplex in seine
kondensierte Form zurlckgefuhrt und weitere Transkriptionsvorgdnge werden
verhindert (Heinrich et al. 2014).

Neben der Funktion als epigenetischer Regulator, interagieren HDACs auch mit
zahlreichen zytoplasmatischen Proteinen und Cofaktoren, sodass sie Einfluss auf
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose (Singh, Shankar, and Srivastava
2005), Proteinhomdostase (Chuang et al. 2009) und eine unterstiutzende Wirkung auf
die Hypoxie-induzierte Angiogenese (M. S. Kim et al. 2001) haben. HDACs kénnen in
vier Gruppen, Klasse | - IV, kategorisiert werden. Die Klassen I, Il und IV werden
haufig als ,klassische®* HDACs (HDAC1-11) bezeichnet und agieren an ihrer
katalytischen Untereinheit Uber Zink-abhangige Mechanismen (Witt et al. 2009). Zur
Klasse lll zahlen im Gegensatz dazu die NAD"-abhangigen Sirtuine (SIRT1-7) (Van
Dyke 2014). In soliden Tumoren wurde héaufig eine Uberexpression an Klasse |
HDACs, sowohl auf der Protein Ebene als auch auf der mRNA Ebene, gefunden
(Wilko Weichert 2009). Insbesondere HDAC1-3 zeigten in undifferenzierten,
metastasierten kolorektalen Karzinomszellen eine gesteigerte Aktivitat. In einer in-
vivo Studie der Charité Universitatsmedizin (W. Weichert et al. 2008) konnte gezeigt

werden, dass eine Korrelation zwischen HDAC1-3 Uberexpression und erhohter
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Tumorzellproliferation, geringe Zelldifferenzierung und einer signifikant erniedrigten
Patientenuberlebensrate existiert. Dies dient als Ansatzpunkt, dass die Integration
eines HDAC Inhibitors (HDACI) in das Therapieschema mdglicherweise bei Patienten
mit einer solchen HDAC Uberexprimierung einen besonderen Therapievorteil
einbringen kdnnte. Aus diesem Grund wird im Rahmen der Dissertation die zellulare
Antwort von HCT116 Kolonkarzinomzellen auf Entinostat (MS-275) einzeln und in
Kombination mit weiteren Chemotherapeutika untersucht. MS-275 st ein
synthetisches Benzamid-Derivat HDACI, welches Klasse | HDAC1-3 selektiv hemmt.
Die Hemmung von HDAC1-3 flhrt zu einer Inhibierung der Zellproliferation und
terminalen Differenzierung und fuhrt subsequent zur Apoptose (Roisin M Connolly et
al. 2017; Richon et al. 2000; Xu, Parmigiani, and Marks 2007). Der Mechanismus
dahinter beruht auf der Induktion einer Histon Hyperacetylierung, wodurch die
Transkription spezifischer Genabschnitte aktiviert wird. Ein hierbei haufig induziertes
Zielgen ist CDKN1A auf Chromosom 6, welches den CKI p21 enkodiert. Es handelt
sich hierbei um eine p53-unabhangige Aktivierung von p21, die durch eine Histon-
Hyperacetylierung im Bereich der CDKN1A-Promotoren induziert wird. In humanen
multiplen Myeloma ARP-1 Zellen zeigte sich bereits eine Assoziation zwischen
Histon H3 und H4 Hyperacetylierung und CDKN1A-Promotoraktivitat (Gui et al.
2004). Infolge der universellen Hemmung von CDKs durch p21 (Xiong et al. 1993)
gerat die Zelle in einen Zellzyklusarrest. In der Literatur konnte gezeigt werden, dass
Harnblasenkarzinomszellen, die mit dem HDACi SAHA inkubierte wurden, in
Abhangigkeit von der Dosishohe in verschiedenen Zellzyklusphasen arretierten. Eine
geringe HDACi Konzentration resultierte Uberwiegend in einem G1-Phase Arrest,
wahrend Zellen, die mit hohen HDACi Dosen behandelt wurden, in G2/M-Phasen
arretierten (Richon et al. 2000). Ziel dieser Dissertation ist der zusatzliche Nachweis
dieser zellularen Prozesse in humanen Kolonkarzinomzellen. Im weiteren Schritt wird
die Auswirkung von einem p21 knockdown auf die Wirkmechansimen von MS-275

untersucht.

2.6 Einfluss von PR130 auf die DNA-Schadensantwort

Die Protein Phosphatase 2A (PP2A) ist eine Serin/Threonin Phosphatase, welche in
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ihrer aktiven Form aus drei Untereinheiten gebildet wird, besteht aus einer
strukturellen Untereinheit (PP2A-A), einer regulierenden Untereinheit (PP2A-B) und
einer katalytischen Untereinheit (PP2A-C). Aktuelle Forschungen liefern immer mehr
Hinweise, dass PP2A an einer Vielzahl intrazellularer Prozesse, wie die DNA-
Schadensantwort und Apoptose, beteiligt ist. Insbesondere die Untereinheit B kommt
in vielen verschiedenen Isoformen vor, welche durch alternatives Splicing oder
Translationen entstehen. Aufgrund dieser Vielfalt ist es der Untereinheit PP2A-B
moglich, die Substratspezifitat und Aktivitat der Phosphorylierung von PP2A
entscheidend zu regulieren (Dzulko et al. 2020; Schéafer 2015). In der Literatur
konnte gezeigt werden, dass die regulatorische Untereinheit PR130, welche durch
das Gen PPP2R3A kodiert wird, Auswirkungen auf die DNA-Schadensantwort hat.
Replikativer Stress (RS) fuhrt wie in Kapitel 2.4 beschrieben zu einer Aktivierung
komplexer Signalkaskaden, welche entweder die DNA-Schadensreparatur oder den
programmierten Zelltod einleiten. Entscheidende Schlisselproteine in diesem
Prozess sind ATR/CHK1 und ATM/CHK2. In der Arbeit von Goder (2019) konnten,
nach Inkubation von kolorektalen Karzinomszellen (HCT116) mit Hydroxyurea und
MS-275, Veranderungen der Aktivitat von ATM als auch Auswirkungen auf den WEE1
und p53 Signalweg festgestellt werden. Diese wurden auf die Interaktion mit der
PP2A Untereinheit PR130 zurlckgefuihrt. Die genetische Eliminierung von PR130 in
HCT116 Zellen durch die CRISPR/Cas-9 Technologie fuhrte zu einer Anfalligkeit fur
Zellzyklus-Stérungen und RS-induzierter Apoptose. In dieser Arbeit wird im
nachfolgenden Schritt die Rolle von PR130 in der DNA-Schadensantwort und
Zellzyklusprogression nach Inkubation mit weiteren Substanzen, die in der
onkologischen Therapie in der Klinik von Bedeutung sind (lrinotecan, 5-Fluoruracil),

einzeln und in Kombination mit MS-275 untersucht.

2.7 Apoptose

Das Einleiten der Checkpoint Mechanismen durch entstandenen DNA-Schaden
entscheidet Uber das Schicksal der Zelle. Sie kann entweder durch die erfolgreiche
Implementierung der DNA Reparaturmechanismen wieder in den Zellzyklus eintreten
und weiter proliferieren oder in den programmierten Zelltod, die Apoptose, Ubergehen

(Daniel 2003). Die Apoptose ist ein streng regulierter Vorgang und bezeichnet den
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systematischen Vorgang des Zellabbaus. Dabei wird der Zellinhalt in
Apoptosekorperchen verpackt und mittels Phagozytose eliminiert. Im Vergleich zur
Nekrose, welche durch das Anschwellen der Zellorganellen und dem Verlust der
Zellmembranstabilitat zum Untergang der Zelle fuhrt (Rock and Kono 2008), gelangt
beim apoptotischen Zellabbau kein freier Zellinhalt in das umliegende Gewebe.
Hierdurch kann eine inflammatorische Immunreaktion des Gewebes weitestgehend

vermieden werden (Elmore 2007; Kurosaka et al. 2003).

Die Entscheidung zwischen DNA-Schadensreparatur und Apoptose wird anhand
miteinander verknupfter Signalwege reguliert, welche im Rahmen der DDR aktiviert
werden. Entscheidend sind hierbei Proteine mit einer dualen Funktion wie p53, die
sowohl pro-apoptotisch als auch zum Uberleben der Zelle beitragen. Welche der
beiden Mechanismen p53 einleitet, hangt vom DNA-Schaden ab. Wahrend niedrige
DNA-Schadenswerte p53 nur vorlbergehend aktivieren, flihren hohe DNA-
Schadenswerte zu einer permanenten Aktivierung und Stabilisierung von p53. Die
vorhandene Menge an p53 ist entscheidend fur die Transkription seiner
Effektorproteine. Promotoren fur Genabschnitte, welche den Eintritt von
Zellzyklusarrest und Reparaturmechanismen kodieren, verfigen Uber eine hohe
Affinitat zu p53. Eine geringe p53 Aktivitat ist demnach bereits ausreichend um diese
zu starten. Im Vergleich hierzu verfugen Promotoren fur Apoptose-assoziierte
Genabschnitte Uber eine niedrige Affinitat zu p53. Ein deutlich héheres Angebot an
p53 ist daher noétig, um deren Transkription einzuleiten. Zusammengefasst lasst sich
daher schlussfolgern, dass die Entscheidung Uber Zelltod oder Uberleben unter
anderem vom Schwellenwert fur SchlUsselproteine wie p53 abhangig ist (Roos,
Thomas, and Kaina 2016).

Der zentrale Apoptose Mechanismus beruht auf der Aktivitat von Caspasen. Diese
gehoren zur Gruppe der Cystein Proteasen und kénnen in zwei Gruppen eingeteilt
werden: Die Gruppe der ,Initiatoren® (Caspase-2, -8, -9, 10) und der ,Effektoren®
(Caspase-3, -6, -7). Caspasen liegen im Zytosol der Zelle in ihrer inaktiven Form als
Proenzym vor (Khosravi-Far and White 2008). Entstehen in einer menschlichen Zelle
zytotoxische Ereignisse durch Stimuli wie Toxine oder oxidativen Stress, wird die
Apoptose uber den intrinsischen Signalweg eingeleitet. Dieser findet an den
Mitochondrien statt und unterliegt der Regulation der Bcl-2 Familie. Unter

physiologischen Bedingungen sorgt die anti-apoptotische Bcl-2 Familie fur die
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Stabilisierung der mitochondrialen Membranpermeabilitat. Entsteht in der Zelle ein
DNA-Schaden, wird in der p53-abhangigen Apoptose Uber p21 das Apoptose-
assoziierte Zielgen Noxa exprimiert. Noxa ist ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2
Familie mit nur einer BH3 (Bcl-2 homology 3)-Doméane (Oda 2000). Uber seine BH3-
Domane interagiert Noxa mit anti-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie wie
Mcl-1, wodurch dessen Abbau induziert wird (Willis 2005). Mcl-1 und Bcl-x. inhibieren
in gesunden Zellen Uber Komplexbildung die beiden pro-apoptotischen Proteine Bax
und Bak der Bcl-2 Familie (Haschka et al. 2015; Willis 2005). Steht die Zelle jedoch
unter zytotoxischem Stress fallt die Inhibierung von Bak und Bax uUber den oben
genannten Mechanismus weg, sodass diese durch Oligomerisation Poren innerhalb
der mitochondrialen Membran bilden. Durch diese Poren gelangt Cytochrom c in das
Zytosol und bildet mit Apaf-1 und ATP das Apoptosom (Acehan et al. 2002). Das
Apoptosom rekrutiert und aktiviert daraufhin Procaspase-9. Die aktive Caspase-9
spaltet im folgenden Schritt Effektorcaspasen und wandelt diese in ihre aktive Form
um, wodurch der Suizid der Zelle eingeleitet wird (siehe Abb. 5). Zusatzlich kénnen
weitere pro-apoptotische Proteine aus den Mitochondrien austreten wie
beispielsweise Smac/Diablo (Adrain, Creagh, and Martin 2001). Smac/Diablo
antagonisiert die Wirkung von Apoptose-inhibierenden Proteinen (IAPs) wie
beispielsweise Survivin (Roos, Thomas, and Kaina 2016), wodurch weitere
Caspasen rekrutiert werden konnen (siehe Abb. 5). Die Durchfuhrung der Apoptose

wird somit unterstitzt (Duprez et al. 2009).

Neben dem intrinsischen Signalweg ist die Apoptose ebenfalls Uber den
extrinsischen Signalweg induzierbar. Hierbei 16sen Todesrezeptoren an der
Zellmembran die Signalkaskade der Caspasen aus. Binden die entsprechenden
Faktoren an Rezeptoren der TNFR (tumornecrosis factor receptor) Superfamilie
CD95 oder an TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)-Rezeptoren wird ein
Zelltod-induzierender Signalkomplex (death-inducing signaling complex, DISC)
gebildet. Dieser rekrutiert und aktiviert Procaspase-8 und Procaspase-10. Caspase-8
und Caspase-10 ermoglicht durch die direkte Spaltung von Procaspase-3 die
Umwandlung in seine aktive Form und somit die Exekution der Apoptose (Fulda and
Debatin 2006; Duprez et al. 2009) (siehe Abb. 5).

Ist die Apoptose induziert, erfolgt die bereits oben genannte Phase der

Chromatinkondensation und Zellschrumpfung. Im Anschluss erfolgt eine Caspasen-
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vermittelte Fragmentierung der DNA und Zellstrukturproteine. Diese werden
schlussendlich in Apoptosekorperchen verpackt und von Makrophagen phagozytiert
(Elmore 2007).

Extrinsischer Signalweg

'5’4\@\“"%. FasL
TNFR/TRAIL
DISC E Intrinsischer
Pro-caspase-8 ] @ °© Signalweg
]Pro— @ @
caspase-10 l
I Familie
Noxa
: l ', Cytochrome C
ql2 BAX, BAK
v : 3 Aktivierung |,
e | R
Caspase-8 ... oo ‘
Caspase-10 SMAC/ APAF1 Apoptosom
' Diablo
Surivivn —x—| c
Caspase-9
c e Apoptose ‘ < J/
Caspase-3 Caspase-3

Abb. 5: Extrinsische und Intrinsische Apoptose-Signalweg

Der extrinsische Signalweg wird mittels der Bindung eines, meist T-Zell-gekoppelten, Fas-
Liganden (FasL) an den TNF-Rezeptor oder TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
initiiert. Durch die Bildung eines Zelltod-induzierenden Signalkomplexes (DISC) wird Uber
mehrere Zwischenschritte die Caspase-3 aktiviert, welche die Apoptose initiiert. Im intrinsischen
Signalweg aktivieren beispielsweise Toxine (T) oder oxidativer Stress (O) die pro-apoptotische
Bcl-2 Familie. Durch Interaktionen mit der anti-apoptotischen Bcl-2 Familie, wie beispielsweise
Mcl-1, fallt deren Hemmung auf die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak weg. Diese fihren
durch Oligomerisation zur Porenbildung in der mitochondrialen Membran. Das austretende
Cyctochrom C bildet mit APAF1 durch Oligomerisation das Apoptosom. Zusatzlich austretendes
SMAC/Diablo inhibiert Survivin, wodurch dessen Hemmung auf die Caspase 9 wegféallt.
Schlielich erfolgt die Induktion der Apoptose Uber die Caspase-3. Modifiziert und erstellt mit
biorender.com
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalie

Acrylamid Rotiphorese® Gel 40
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Annexin V

Aqua dest.

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue®
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol (DTT)

EDTA

Ethanol vergallt

FACS clean

FACS flow

Glycerin

Glycin

Isopropanol

Kaliumchlorid

Michpulver Blotting grade, pulv., fettarm
Natriumchlorid

NEWBIotTM Nitro Strippingbuffer
Nonidet® P40 (NP-40)

PBS Dulbecco

Phosphatase Inhibitor
Phosphorsaure

Propidiumiodid

Protease Inhibitor Mix (Complete™ Mini)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris-Puffer

Hersteller

Roth

Roth

Miltenyi Biotec
BRAUN
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Applichem

Roth

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Li-COR Biosciences
Fluka

Biochrom
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roche

Roth

Roth

Roth
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Tween® 20

3.1.2 Medium und Zusatze

Name

Dulbecco’s Modified Eagle Medium® (DMEM)
Fotales Kalberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin

3.1.3 Geriate

Gerat

Absaugpumpe Vacusafe
Blottinapparatur Mini Trans-Blot® Cell
CO.-Inkubator HeraCell150
Durchflusszytometer FACSCanto™
Durchflusszytometer FACSCalibur™
Eisflockenbereiter AF 80
Elektrophoresekammer

Feinwage Basic

Gefrierschrank Liebherr GNP2713

Gefrierschrank VIP Series -86°C Ultra-Low-
Temperature

GelgieRapparatur

Heizblock Thermomixer Comfort

Kihlschrank 4°C Liebherr Comfort

Mikroskop Primovert

Mini-Centrifuge; Tischzentrifuge
Penicillin/Streptomycin

Pipet-X

Pipette AutoRep E

Pipet-Lite XLS (2 uL, 20 uL, 200 uL, 1000 uL)
Rocking Platform

Rollenmischer RS-TR05

Ruhrplattform Variomag Mono
Sonifizier-Gerat UP2200Ht ultrasonic processor

Roth

Hersteller

Roth

Biochrom

Gibco Life Technologies

Hersteller
Integra

Bio-Rad
Thermo Scientific
BD Biosciences
BD Biosciences
Scotsman
Bio-Rad
Sartorius
Liebherr
SANYO

Bio-Rad
Eppendorf
Liebherr

Zeiss

Roth

Gibco

Mettler Toledo
Rainin

Rainin

VWR

Phoenix Instruments
Thermo Scientific
Hielscher
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Spannungsquelle PowerPac™ HC
Sterilbank LaminAir HB2472
Vortexer Vortex Genie 2

Waage Precisa Junior 500

Wasseraufbereitungssystem PURELAB Classic

Wasserbad AQUAIline AL 5

Western-Blot Odyssey®-Infrared Imaging System

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16

3.1.4 Labormaterialien

Material

CELLStar® Zellkulturflaschen (40 mL, 200 mL)

CELLStar® 6-Well-Zellkulturplatten
CELLStar® 6cm Wells

CELLStar® Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL)

Chromatography Paper Whatman™
Einmal-Skalpell
Einweghandschuhe Nitrile Powder-Free
FACS Rohrchen

Falcon Tubes (15 mL, 50 mL)
Filter-Pinzette

Glaswaren

Mini PROTEAN® Glass Plates
Neubauer Zahlkammer
Nitrocellulose Blotting Membrane
Pasteurpipetten

Pipette Tips Pipettenspitzen (10 uL, 200 pL,
1250 L)

Rotilabo®-Mikrotitierplatten
Safe-Lock Tubes 1,5 mL
Serologische Messpipetten aus Glas

Bio-Rad

Thermo Scientific
Scientific Industries
Precisa

ELGA LabWater
Lauda

Li-Cor Biosciences
Thermo Scientific

Hersteller
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
GE Healthcare Life Science
Feather

Abena

Sarstedt
Greiner Bio-one
Millipore

Schott Duran
Bio-Rad

Marienfeld-Superior Germany

GE Healthcare Life Science
Roth
Greiner Bio-one

Roth
Eppendorf
Hirschmann Instruments™
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3.1.5 Marker

Marker

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

3.1.6 Puffer und Losungen

Name
Annexin V Puffer

Blotpuffer

Blockpuffer
Bradford Reagenz

Net-N Lysepuffer

Propidiumiodid-L6sung
6x Probenpuffer nach Lammli

SDS-Elektrophoresepuffer
10x TBS-Puffer

TBS-T Puffer

Hersteller
Fermentas
Fermentas

Zusammensetzung

10 mM HEPES/NaOH pH 7,4
140 mM NacCl

2,5 mM CaCl2

0,1 % BSA

100 ml 5x LAmmli-Puffer
200 ml Ethanol 20%
ad 1 | H20pigest

5%iges Milchpulver in TBS-T

50 mg (0,01%) Coomassie Brilliant Blue®
25 mg (99,9%) Ethanol

50 ml Phosphorsaure

ad 500 ml H20pigest

100 mM NaCl

10 mM Tris-Hcl pH8
10 % Glycerin

1 mM EDTA

0,5 % NP-40

Zusatzlich:

Proteaseinhibitorcocktail-Tablette (1 Tablette/10

mL), Phosphataseinhibitor (1:100),
50 pg/mL Pl in PBS

375 mM Tris-Hcl pH 6,8
12 % SDS

30 % Glycerin

500 mM DTT

0,01 % Bromphenolblau

5x Lammli-Puffer
10 % SDS

20 mM Tris
1,4 M NaCl

10x TBS
0,05 % Tween®



3.1.7 Primare Antikorper

Antikorper

ac-H3G=™)
a-Tubulin
ATM

ATR

B-Aktin
CHK1

CHK2

cl. Caspase 3
cl. PARP1

Y-H2AXSer139)
GAPDH
MCL-1
Noxa

p21 (Cip1/Waf1)
p53
p_p53(s15)
pATM(S1981)
pATR
p-CDK1(12
p-CHK1 (5296)
p-CHK2
pan-HSP90
PR130
RAD51
Survivin
WEEA1

Wirt

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Kaninchen
Maus

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen

Maus

Verdiin-
nung

1:1000
1:1000
1:1000

1:1000
1:200
1:1000
1:1000
1:500
1:1000

1:500

1:1000
1:500

1:500

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:500

1:1000
1:2000
1:1000
1:1000
1:200

Katalog-
nummer

Milli 06-599
Ab176560
Ab32420

cs-2790S
Sc-47778
cs-2360
Cs-2662
cs-9661
552596

cs-9718
Ab128715
sc-819
OP180
Ab109520

NCL-p53-CM5p

Cs-2661
ab81292
GTX-128145
cs-4539S
cs-2349
Cs-2661
sc-13119
NBP1-87233
Ab6380
Ab134170
Sc-5285

Hersteller

Millipore
Santa Cruz
Abcam

Cell Signaling
Santa Cruz

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling

BD
Pharmigen

Cell Signaling
Abcam

Cell Signaling
Calbiochem
Abcam
Novocastra
Cell Signaling
Abcam
Genetex

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Novus
Abcam
Abcam

Santa Cruz

Samtliche Antikorper wurden in 2 %-iger Trockenmilch in 5 mL TBS-T angesetzt und

bei -20°C gelagert.
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3.1.8 Sekundare Antikorper

Antikorper

IgG Kaninchen IRDye® 800CW
IgG Kaninchen IRDye® 680RD
IgG Maus IRDye® 800CW

IgG Maus IRDye® 680RD
3.1.9 Zytostatika

Zytostatikum

5-Fluoruracil 50 mM
Hydroxyurea 10 mM
Irinotecan 10 mM
MS-275 5mM
3.1.10 Zelllinien
Zelllinie

HCT116""

HCT116P3"

HCT116P*'

HCT116 PR130
CRISPR/Cas9 control

HCT116 PR130
CRISPR/Cas9 Klon 3

HCT116 PR130
CRISPR/Cas9 Klon 16

3.1.11 Software

Name

Zotero

GraphPad Prism 6
LibreOffice Writer
Odyssey Software
FACSDiva™ 7.0

Image Studio Lite V. 5.2

Wirt

Esel
Esel
Esel
Esel

Stock Konzentration

Kultureigenschaft
Adharente Zellen
Adharente Zellen
Adharente Zellen
Adharente Zellen

Adhéarente Zellen

Adhéarente Zellen

Verdunnung Hersteller

in TBS-T

1:10000 Li-COR Biosciences
1:10000 Li-COR Biosciences
1:10000 Li-COR Biosciences
1:10000 Li-COR Biosciences

Verwendete Konzentration
5 uM
1 mM
5 uM
8 uM

Hersteller
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC

ATCC

ATCC

Hersteller

Corporation for Digital Scholarship
GraphPad Software

The Document Foundation
Li-COR Biosciences

BD Biosciences

Li-COR Biosciences
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3.2 Methoden

3.2.1 Auftauen der Zellen und Erhaltungskultur

Samtliche Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen und unter
Verwendung steriler Materialien durchgefihrt. Hierbei wurde unter einer
Sterilwerkbank mit Handschuhen gearbeitet und das Material mittels eines

Autoklaven sterilisiert. Die Desinfektion erfolgte mit 70%igem Ethanol.

Die Zellen wurden in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff mit 10%igem DMSO als
Frostschutzmittel gelagert. Zum Auftauen wurden diese in ein 37 °C warmes
Wasserbad Uberfuhrt und anschliel3end bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (1.000
rom, 5 min). Mit Hilfe einer Pasteurpipette und einer Vakuumpumpe wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpelett anschlieRend in 5 ml warmen Medium
resuspendiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Uberfiihrung in eine Zellkulturflasche,
welche in den Begasungsbrutschrank mit 5% CO, und 97% Luftfeuchtigkeit gestellt
wurde. Nach ein bis zwei Wochen Inkubation konnten die Zellen fir weitere Arbeiten

verwendet werden.

Far die Erhaltungskultur wurden die Zellen bei 37 °C im Inkubator gelagert. Um eine
starke Zunahme der Zelldichte und eine Ubermalige Apoptose der Zellen zu
verhindern, wurde das Zellmedium regelmalig erneuert und die Kultur in einem
Verhaltnis von 1:10 gesplittet. Hierfir wurde das alte Medium vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgesaugt. Im Anschluss wurden die Zellen mit PBS gespult um FCS
Ruckstande zu entfernen. Damit sich die Zellen von der Zellkulturflasche Iosten,
wurden diese fur etwa 10 min mit 500 uyl Trypsin/EDTA inkubiert. Durch das
Hinzugeben von 4,5 ml frischem Medium wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen
konnten grundlich resuspendiert und anschlieend bis auf 0,5 ml abgesaugt werden.
FUr die weitere Kultivierung der Zellen wurden die Zellkulturflaschen auf 5 ml mit
frischem Medium aufgefillt und im Inkubator aufbewahrt. Die HCT116 wurden in
DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (10 U/ml Penicillin, 10 ug/ml
Streptomycin) kultiviert.
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3.2.2 Zellaussaat

Zur Vorbereitung wurden die Zellen wie in Punkt 1.2.1 abgeldst und anschlieRend
sorgfaltig resuspendiert um die Zellen moglichst in einer Einzelzellsuspension
vorliegen zu haben. Von dieser Zellsuspension wurden 50 pyl enthommen, in ein 1,5
ml Reaktionsgefal® dberfuhrt und mit 50 pl PBS verdunnt. Die Zellzahlbestimmung
erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer. Hierfir wurden alle 4 Gro3quadranten
gezahlt und in folgende Formel eingesetzt um die Gesamtzellzahl pro ml zu

berechnen:

(gezdhlte Zellen Verdiinnungsfaktor )

10*
Anzahl geziihlter Grosquadrate *

Zellen proml =

3.2.3 Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika

Im Rahmen der Experimente dieser Promotionsarbeit wurden die Zellen sowonhl
einzeln mit Hydroxyurea (HU), Irinotecan (CPT-11) und 5-Fluoruracil (5-FU) sowie in
Kombination mit dem HDAC Inhibitor Entinostat (MS-275) behandelt. Die
Kombinationstherapie flr die Zellen der jeweiligen Zelllinien erfolgte flr samtliche

Experimente nach folgendem Schema:

Tab. 3: Schema fiir die Kombinationstherapie

5-FU + CPT-11 + HU +
Ct.  MS275 5FU o ooo0 CPT-M cone  HU o

Die Zytostatika lagen in Stocklésungen vor und wurden vor der Behandlung auf die

jeweilig benotigten Konzentrationen (siehe 3.1.9 ) mit PBS verdunnt.

3.2.4 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Herstellung der Proteinextrakte wurden die Zellen, nach Berechnung der

bendtigten Menge, in 6-Well Platten ausgesat und fur eine Nacht zur Adaption in den
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Brutschrank gestellt. Anschlielend erfolgte die Stimulationen der Zellen nach
Schema (siehe 3.2.3 , Tabelle 3). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
behandelten Zellen unsteril auf Eis geerntet. Hierflir wurden sie in beschriftete 15 ml
Falcons pipettiert. Danach wurden die Wells mit PBS gespult und ebenfalls in die
Falcons uberfuhrt. Um die Zellen vom Boden abzuldsen, wurden sie etwa 10 min mit
Trypsin/EDTA behandelt und anschlie3iend mittels des zuvor pipettierten Mediums in
das jeweils entsprechende 15 ml Roéhrchen dberfihrt. Samtliche weitere
Arbeitsschritte wurden ebenfalls unsteril durchgefuhrt. Vor der Lyse der Zellen
erfolgte ein Waschschritt. Bei Raumtemperatur wurden die Zellen hierfir 5 min bei
1.300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels einer Pasteurpipette und einer
Pumpe abgesaugt. Das anschlielend entstandene Pellet wurde mit 1 ml PBS
resuspendiert und in beschriftete 1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Es erfolgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt (13.300 rpm, 5 min) bei 4 °C. Der Uberstand wurde
sorgfaltig abgesaugt und das Pellet fur 30 min auf Eis mit NET-N Lysepuffer
inkubiert. Fir die Menge des bendtigten Lysepuffers galt hierbei als etwaiger
Richtwert 100 pl Lysepuffer pro 1 Mio. Zellen. Nachfolgend wurden die Zelllysate 10
s bei einer Amplitude von 10% und einer Power von 40% sonifiziert und
anschlielend ein weiteres Mal bei 4 °C zentrifugiert (13.300 rpm, 25 min). Dies
diente der Entfernung unléslicher Zellbestande. Im nachsten Schritt erfolgte eine
Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 3.2.5 ) und ein Ausgleich der Proben auf
eine einheitliche Proteinmenge mittels Aquades.. Dem Lysat wurde des Weiteren die
berechnete Menge 6x Probenpuffer beigefligt und anschlieRend im Heizblock fur 5
min bei 95 °C aufgekocht um die in der Probe enthaltenen Proteine zu denaturieren
und zu linearisieren. Die fertigen Proben wurden beschriftet und bei -20°C im
Gefrierschrank eingefroren. Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden die Proben in

den -80 °C Gefrierschrank umgelagert.

3.2.5 Bradford Proteinanalyse

Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehalts aus Gesamtzelllysaten wurde in
dieser Arbeit die photometrische Methode nach Bradford verwendet. Diese bedient

sich der Eigenschaft des negativ geladenen Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-

34



250 sein Absorptionsmaximum durch Komplexbildung mit positiven Seitenketten der
Proteine von 420 nm auf 595 nm zu verschieben. Da die Komplexbildung
proportional zur vorliegenden Proteinmenge verlauft, kann unter Verwendung einer
Standardeichgerade mit bekannten Proteinkonzentrationen und auf Basis des
Lambert-Beer'schen Gesetzes der Proteingehalt der Proben errechnet werden. Als
interner Standard flr die Eichgerade wurde BSA gewahlt und gemall Tabelle 4

vorverdinnt.

Tab. 4: Verdiinnungsreihe BSA Standard

1 mg/ml BSA Aquages:. [pl] Proteinkonzentration [ug/ml]

0 30 0

1,5 28,5 2,5
3 27 5

6 24 10
9 21 15
12 18 20
15 15 25

Die zu untersuchenden Proben wurden in einem Verhaltnis von 1:10 ebenfalls
vorverdunnt. Anschlielend wurden auf eine 96 Well Platte jeweils 10 pl Probe und
BSA Standard als Doppelbestimmung aufgetragen. Pro Well wurden zusatzlich 200
ul Bradford Reagenz hinzugefiigt. Nachdem die Platte etwa 5 min bei RT und

abgedunkelt inkubiert wurde, erfolgte die Messung am Photometer.

3.2.6 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Das Verfahren der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Lammli wird verwendet um Proteingemische in einem elektrischen Feld
nach ihrer Molekularmasse aufzutrennen. Die Auftrennung gelingt indem Proteine bei
95 °C denaturiert werden und das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
hinzugefugt wird. Dieses bindet an die freigelegten Polypeptidketten des Proteins
und bildet somit einen negativ geladenen SDS-Protein-Komplex. Diese werden auf

ein Gel, das aus Sammelgel und Trenngel besteht, aufgetragen. Wird ein
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elektrisches Feld angelegt, so wandern die Komplexe durch die als Molekularsieb
wirkende Polyacrylamidgelmatrix auf die Anode zu. Kleinere Molekule wandern
hierbei schneller unter weiter durch die Matrix, wahrend grélkere SDS-Protein-
Komplexe von dieser zuruckgehalten werden und langsamer wandern. Somit ergibt
sich eine leiterféormige Auftrennung des Proteingemisches, bei welcher die kleinsten

Proteine die unterste Lauffront bilden.

Die fur die SDS-PAGE bendtigten Gele wurden in der Regel einen Tag zuvor
gegossen und bis zum Zeitpunkt der Verwendung mit feuchtem Zellstoff eingewickelt
und im Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Hierflir wurden zwei Glasplatten mit einem
Abstand von 1 mm oder 1,5 mm in der Gelgiel3vorrichtung mit einer Klemme
zusammengebaut und mit dem zuvor zusammenpipettierten Trenngel-Gemisch
(Tabelle 5) aufgeflllt. Es folgte eine direkt anschlieRende Beschichtung mit 1 ml
Isopropanol um das Gel wahrend dem Polymerisationsvorgang vor dem Austrocknen
zu schitzen und um gleichzeitig die Entstehung eines mdglichst glatten Oberrands

im Gel zu gewahrleisten.

Tab. 5: Trenngel Rezept

Gelkonzentration 15% 10% 7,5%
Aquaest 4,3 mi 5,7 ml

1,5 M Tris pH 8,8 3ml

10% SDS (w/v) 120 pl

Acrylamid 4.5 ml 3ml

10% APS (w/v) 60 ul

TEMED 6 pl

Die angesetzte Menge ist ausreichend fiir 2 Gele mit 1Tmm Dicke

FUr den Nachweis kleinerer Proteine eignen sich Gele mit einem hdheren Anteil
Acrylamid besser, wahrend fur die Auftrennung von grof3en Proteine ein mdglichst
geringer Acrylamidgehalt gewahlt werden sollte. Nach Abschluss der Polymerisation
des Trenngels wurde das Isopropanol wieder vollstandig entfernt und das
Sammelgel-Gemisch (Tabelle 6) auf das Trenngel pipettiert und mit den

entsprechenden Kammen bis zum Eintritt der Polymerisation versehen.
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Tab. 6: Sammelgel Rezept

Sammelgel
Aquadest 4.4 mi
1 M Tris pH 6,8 760 pl
10% SDS (w/v) 60 pl
Acrylamid 760 pl
10% APS (w/v) 60 pl
TEMED 6 ul

Die angesetzte Menge ist ausreichend fiir 2 Gele mit 1Tmm Dicke

Die fertigen Gele wurden in Elektrophoresekammern gespannt und vollstandig mit
Elektrophoresepuffer befullt. Es wurden pro Tasche 30 -40 ug Protein aufgeladen und
fur den Ruckschluss auf die ProteingrofRe wurden 3,5 pl der angefarbten und
standardisierten Proteinleiter Page Ruler Plus in die erste oder letzte Probentasche
des Gels pipettiert. Unter einer konstanten Spannung von 95 V wurden die Proben
durch das Sammelgel laufen gelassen. Hatten die Proteinlauffronten das Trenngel
erreicht, so wurde die Spannung auf 125 V erhoht bis die Proteine vollstandig durch

das Gel gelaufen waren.

3.2.7 Western Blot

Nach Abschluss der SDS-PAGE erfolgte das Western Blot Verfahren. Dies dient dem
Transfer der Proteine um in einem spateren Schritt die Proteindetektion mittels
fluoreszenzgekoppelter Antikérper zu ermdglichen. Zuerst werden unter Verwendung
eines elektrischen Feldes Proteine aus einem Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Im Anschluss werden die Membranen mit
spezifischen Antikdrpern inkubiert um einzelne Proteine nachweisen zu konnen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Tankblot Verfahren verwendet. Die Blotkammer
wurde vollstandig mit Blotpuffer aufgefillt und wurde mit einer Blotkasette sowie
einem Kuihlakku zur Kihlung wahrend des Blotting-Verfahrens versetzt. Die
Blotkasette enthielt das ,Blotsandwich®, welches wie folgend aufgebaut wurde: Die
unterste Schicht bildete ein in Blotpuffer getrankter Schwamm. Danach wurden zwei
in Blotpuffer getrankte Filterpapiere aufgelagert, es folgte die Nitrocellulosemembran

und anschlieRend das proteinbeladene Elektrophoresegel. Darauf wurden erneut
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zwei mit Blotpuffer getrankte Filterpapiere gelegt und zum Schluss folgte ein weiterer
Schwamm. Alles wurde Luftblasenfrei zusammengebaut. Die Kasette wurde
anschlielend so in die Blotkammer eingebaut, dass die Seite der Membran zur
Anode zeigte. Durch das senkrecht zum Gel angelegte elektrische Feld wanderten
die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe in Richtung der Anode und wurden auf
die Membran transferiert. Es wurde eine Stromstarke von 350 mA pro Kammer
gewahlt und fur 2h eingestellt. Danach wurden die Membranen 5 min schuttelnd mit
TBST gewaschen. Dieser Schritt diente der Entfernung des SDS. Um eine
unspezifische Bindung von Antikdrpern zu verhindern und die proteinfreien Flachen
der Membranen zu sattigen, wurden die Membranen 1h schuttelnd mit 5% TM/TBST
geblockt. Anschlielend wurden die Nitrocellulosemembranen dreimal fir 5 min mit
TBST gewaschen um Uberschissige Trockenmilchreste zu entfernen. Zur Detektion
und Markierung der Proteine von Interesse wurden die Membranen mit spezifischen
primaren Antikorpern bei 4°C Uber Nacht auf Rollenmischern inkubiert. Nach
Ablaufen der Inkubationszeit wurden die Membranen erneut dreimal mit TBST
gewaschen um ungebundene Antikorper zu entfernen. Im nachsten Schritt erfolgte
die Inkubation mit sekundaren Antikorpern in abgedunkelten 50 ml Falcons bei RT fur
2h. Diese grin oder rot fluoreszenz-gekoppelten Antikérper binden an das Fc-
Fragment der primaren Antikdrper. Da multiple sekundaren Antikorper an den Fc-
Regionen eines primaren Antikdrpers binden koénnen, erfolgt dadurch eine
Signalverstarkung. (Heinrich et. al., 2014) Mit Hilfe des Odyssey® Imaging Systems
konnten diese Signale gemessen und dargestellt werden. Die Analyse erfolgte

anschlielend mittels der Image Studio Lite Software.

3.2.8 Durchflusszytometrische Analysen

Mittels durchflusszytometrischer Methoden ist es maoglich eine grolle Anzahl an
Zellen in kurzer Zeit zu analysieren (etwa 1.000 Zellen/sec). Das Verfahren basiert
darauf, dass Zellen mit hoher Geschwindigkeit durch eine Kapillare flieBen und dabei
von einem Laserstrahl erfasst werden. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter
channel, FCS) gibt Aufschluss Uber die Grolke der Zelle. Hierbei wird die Zeit

gemessen, die die Zelle benodtigt um den Laserstrahl zu passieren. Die bendtigte
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Passagezeit steigt proportional zur Grolke der Zelle an. Im Seitwartsstreulicht
(sideward scatter channel, SSC) kann die Granularitat der Zelle bestimmt werden. Je

starker die Streuung, desto hdher ist die Granularitat der Zellen.

Mittels Fluoreszenzfarbstoffen und fluoreszenzgekoppelten Antikorpern konnen
bestimmte Proteine und Zellstrukturen markiert und analysiert werden. Dabei wird
der Fluoreszenzfarbstoff durch spezifische Laser zum Leuchten gebracht. Anhand
der Intensitat lassen sich Ruckschlisse auf DNA Gehalt, Proteingehalt und

Proteinmodifikation ziehen (Basiji et al. 2007).

Samtliche Messungen erfolgten am FACS Canto Il und wurden anschlieRend mit der

Software FACSDiva™ ausgewertet.

3.2.8.1 Zellzyklusanalysen

Zur Analyse des Zellzyklus wurden 300.000 Zellen/ml in 2 ml einer 6-Well Platte
ausgesat und nach Schema (siehe 1.2.3) behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
von 24h, 40h oder 48h wurden die Zellen unsteril auf Eis geerntet und direkt in ein
FACS Rohrchen Uberfuhrt. Nach einem ersten Zentrifugationsschritt (1.300 rpm; 5
min) wurde das Medium mit einer Pasteurpipette und Pumpe abgesaugt und die
Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Es folgte ein zweiter Zentrifugationsschritt (1.300
rom; 5 min) nach dem erneut der Uberstand abgesaugt wurde und das Pellet
anschliefend in 100 ul kaltem PBS resuspendiert wurde. Anschlieend wurden 2 ml
80%-iger EtOH, der bei -20 °C gelagert wurde, tropfchenweise und langsam
schuttelnd auf einem Vortexer hinzupipettiert. Dadurch wurden die Zellen fixiert und
wurden anschlieBend mindestens 1h, meistens jedoch Uber Nacht, bei 20 °C
gelagert. Nachdem die Zellen vollstandig permeabilisiert waren, erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt (1.300 rpm, 5 min) und das Absaugen des Uberstandes. Die
Zellen wurden im Anschluss 1h bei RT mit einer Losung aus PBS und Rnase (1 pl
Rnase A (SL 10 mg/ml) auf 333 ul PBS) inkubiert, bevor sie mit 164 pl
Propidiumiodid-Lésung (PI) (SL: 50 pg/ml PBS) gefarbt und am Durchflusszytometer

gemessen wurden.
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Pl ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA von Zellen interkalieren kann nachdem
die Zellmembran perforiert wurde. Die gemessene Intensitat des Pl vermittelten
Signals steht proportional zum DNA Gehalt der Zelle und kann somit zur
Diskriminierung der Zellviabilitat und des Zellzyklus dienen. In der postsynthetischen
G2 Phase liegt die DNA bereits als Vorbereitung auf die Mitose doppelt in der Zelle
vor (4n), sodass in dieser Phase folglich die hochste Pl emittierte Intensitat
gemessen werden kann. Absteigend folgen die S-Phase (Replikation der DNA) und
G1 Phase (einfaches Vorliegen der DNA, 2n). Die subG1-Fraktion wird von der
Zellpopulation mit apoptotisch fragmentierter DNA gebildet und weist das geringste

Fluoreszenzsignal auf.

3.2.8.2 Zelltodmessung mittels AnnexinV-FITC/PI Farbung

Mittels einer an das Fluorochrom Fluorisothiocyanite (FITC) gekoppelten Farbung mit
AnnexinV ist es moglich den apoptotischen Zellanteil einer Population zu detektieren.
Das Protein AnnexinV bindet In Gegenwart von Calcium lonen an das in der
Zellmembran vorhandene Phosphatidylserin. Wahrend Phosphatidylserin in viablen
Zellen an der inneren Zellmembran verankert ist, wandert es wahrend der frihen
Apoptose an die auldere Zellmembran und steht AnnexinV-FITC als Bindungsstelle
zur Verfugung. Um zwischen der frihen und der spaten Apoptose/Nekrose
unterscheiden zu kénnen, erfolgt eine Doppelfarbung mit Pl. Pl ist es nicht mdglich
durch die intakte Zellmembran durchzudringen, sondern lediglich durch apoptotisch
permeable Membranen. Folglich werden nur Zellen in der spaten Phase der
Apoptose, deren Zellmembran porése Anteile aufweist, von Pl markiert.
Die Differenzierung der Populationen erfolgt mittels durchflusszytometrischer
Analysen. Viable Zellen sind demnach AnnexinV und Pl negativ, frih-apoptotische
Zellen nur AnnexinV positiv und spat-apoptotisch/nekrotische Populationen AnnexinV
und PI positiv (Vermes et al. 1995; Wallberg, Tenev, and Meier 2016).

Zur Untersuchung der Zelltodmessung wurden 300.000 Zellen/ml in 2 ml einer 6 Well
Platte ausgesat und nach Schema mit den gewlinschten Zytostatika behandelt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen unsteril auf Eis geerntet und in jeweils

beschriftete FACS Rohrchen Uberfuhrt. Es erfolgte ein erster Zentrifugationsschritt
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(1.300 rpm, 5 min) nach welchem der Uberstand mit einer Pasteurpipette und einer
Pumpe abgesaugt wurde. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert
und erneut zentrifugiert (1.300 rpm, 5 min). Im nachsten Schritt wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und die Zellen in 50 pl 1x AnnexinV-Bindepuffer resuspendiert.
AnschlielRend erfolgte die Farbung mit 2,5 pl AnnexinV-FITC und die Zellen wurden
30 min auf Eis und abgedunkelt inkubiert. Nach Ablaufen der Inkubationszeit erfolgte
die Farbung mit PI (430 ul 1x AnnexinV-Bindepuffer und 10 pl Pl) und die sofortige

Messung der Proben am Durchflusszytometer.

3.2.9 Statistische Analysen

Samtliche statistischen Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad Prism 6 Software
durchgeflhrt und auf Signifikanz untersucht. Die statistischen Tests wurden den
jeweiligen Experimenten entsprechend ausgesucht. Die Verteilung der Signifikanzen
entspricht wie folgend: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 und **** p<0,0001.
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4. Ergebnisse

4.1 Wachstumsverhalten der HCT116 Zelllinien

Das fur den Tumorsuppressor p53 kodierende Gen TP53 ist in Kolonkarzinomzellen
haufig von Mutationen betroffen. Wie bereits aus der Literatur bekannt ist, spielen
p53 und sein downstream target p21 maldgebliche Rollen in der Zellzyklusregulation
und Apoptoseinduktion (Roos, Thomas, and Kaina 2016; Armaghany et al. 2012).
Daher wurden zu Beginn dieser Arbeit, mittels einer Wachstumskurve, die
Wachstumsprofile und das Proliferationsverhalten zwischen den Zellreihen HCT116
Wildtyp (HCT116"T), HCT116 p53 knockout (HCT116°**) und HCT116 p21 knockout
(HCT116P?'"-) ermittelt und verglichen.

25-
T —— HCT116 p21 --
g 50- —=~ HCT116 p53 -/-
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Abb. 6: Wachstumskurve der verwendeten HCT116 Zelllinien

Die Zellen der Zellreihen HCT116"", HCT116"* - und HCT116"" * wurden unbehandelt und
gleichmaRig in eine 12 Well Platten ausgeséat. Die Ernte und Auszahlung der Zellen erfolgte nach
24 h, 48 h, 72 h und 96 h. Die Werte wurden auf den 24 h Wert normalisiert und der MW+SD

graphisch dargestellt (n=3).
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Wie Abb. 6 darstellt, weisen die Zelllinien innerhalb der ersten 24 h weitestgehend
parallel verlaufende Wachstumsgeschwindigkeiten auf. Wahrend die Zellreihen
HCT116"" und HCT116** * weiterhin anndhernd &hnliche Verdopplungszeiten
aufwiesen, zeigte sich bei den HCT116"" - Zellen ab 48 h eine deutliche
Beschleunigung des Zellwachstums. Zum 72 h Zeitpunkt hatte sich die
Gesamtzellzahl der HCT116*' * Population gegentiber den anderen beiden Zelllinien
bereits verdoppelt. Bei den HCT116"* 7~ Zellen konnten im Vergleich zu der Wildtyp
Zellreine nach 72 h ebenfalls eine geringfugig erhohte Proliferationsrate gezeigt
werden, die im weiteren Zeitverlauf zunahm. Um ahnliche Phasen der Zellteilung und
des Zellzyklus zu treffen und somit eine bessere Vergleichbarkeit der zellularen
Antwort auf replikativen Stress zu erlangen, wurden fir die nachfolgenden

Experimente die Messungszeitpunkte 24 h und 48 h gewahlt.

4.2 Charakterisierung der Zytostatika Irinotecan, 5-Fluoruracil und
Hydroxyurea

Irinotecan, 5-Fluoruracil und Hydroxyurea sind bereits von der Food and Drugs
Administration (FDA) zugelassene und etablierte Medikamente der Tumortherapie.
Auf Grund von Tumorzellmutationen und steigenden Inzidenzraten an
Arzneimittelresistenzen ist die moderne Tumortherapie bemiht neue Substanzen
sowie neue Kombinationsbehandlungen in ihre Therapieschemata zu integrieren
(Longley, Harkin, and Johnston 2003; Madaan, Kaushik, and Verma 2012; Bailly
2019). In den nachfolgenden Experimenten werden daher anhand von
Konzentrationsreihen das Ansprechen der Zellen auf diese Medikamente einzeln
getestet um im nachsten Schritt die Wirkmechanismen der Zytostatika in
Kombination mit dem HDAC-Inhibitor Entinostat (MS-275) zu Uberprifen.

4.2.1 Irinotecan

Irinotecan ist ein Topoisomerase | Inhibitor und findet Gebrauch in der

Erstlinientherapie des metastasierten Kolorektalen Karzinoms (Arzteblatt 2002). Zur
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genaueren Untersuchung der zellularen Antwort auf Irinotecan wurden die Zellen zu
Beginn mit unterschiedlichen Irinotecan Konzentrationen behandelt. Ziel dieser
Konzentrationsreihe war die Darstellung der Dosiswirkung auf die verschiedenen
Zellreinen und die Schwelle der beginnenden DNA Schadensantwort Aktivitat
festzustellen. Hierfir wurden die Proteine Ataxia Teleangiectasia Mutated (ATM) und
CHK1 mit ihren jeweilig durch Phosphorylierung aktivierten Formen (p-ATM und p-
CHK1) gewahlt und via Western Blot nachgewiesen (siehe Abb. 7).

Irinotecan [uM] 0 2 5 8 0o 2 5 8 0 2 5 8 [kDa]
ATM - oy g e Geeep Gty Gl Gomp Sn f'—-Fzso
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Abb. 7: Dosiswirkung von Irinotecan auf die HCT116 Zelllinien
Irinotecan wurde in steigender Konzentration (2 pM, 5 uM, 8 uM) fir 24h an den humanen
Kolonkarzinomzellen HCT116"", HCT116® * und HCT116p? ' getestet. Gesamtzellextrakte
wurden mittels Western Blot getestet. HSP9O0 dient als Ladekontrolle (n=2).

ATM zahlt zu den frih reagierenden Sensoren der DDR und wird, als Reaktion auf
Doppelstrangbriche in der DNA, phosphoryliert. Dadurch ist die Darstellung von
pATM als Marker flr beginnenden replikativen Stress moglich (Roos, Thomas, and
Kaina 2016). Aus den Experimenten geht hervor, dass das starkste p-ATM Signal in
den HCT116P% 7~ Zellen zu beobachten ist. Die ATM Expression bleibt in allen drei
Zelllinien, sowohl in den unbehandelten Kontrollzellen als auch unter
Dosissteigerung mit Irinotecan, weitgehend unverandert. Erste p-ATM Aktivitaten sind
bereits ab einer Konzentration von 2 yM und 24 h beobachtbar. Eine deutliche
Phosphorylierung von ATM in allen drei Zellpopulationen ist jedoch erst bei einer
Konzentration von 5 yM und 24 h zu erkennen. Da hohere Konzentrationen in der
HCT116"" Zellreihe wiederum zu einem Rilckgang von p-ATM Expression fihrt,

wurde eine Dosis von 5 pM Irinotecan fur nachfolgende Experimente gewahilt.

Um Zellaktivitaten in Folge von DNA Einzelstrangbrichen nachzuweisen, wurden die

Checkpoint Proteine CHK1 und ihre an Ser296 phosphorylierte Form p-CHK1 via
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Western Blot nachgewiesen (Roos, Thomas, and Kaina 2016). Es konnte keine
starke Zu- oder Abnahme von CHK1 innerhalb der Zelllinien und der Dosisreihe
festgestellt werden. Als ein Hinweis auf eine beginnende Schadensantwort konnte ab
einer Konzentration von 5 yM nach 24 h vorerst eine Phosphorylierung von CHK1 via
Western Blot detektiert werden. Ein deutlicheres Signal konnte bei einer
Konzentration von 8 uM in den HCT116"" und HCT116* " nachgewiesen werden.
Im Vergleich dazu konnte in HCT116°*' * mit den in diesem Experiment verwendeten
Konzentrationen und innerhalb von 24 h keine ausschlaggebende p-CHK1 Induktion
gemessen werden. Die untersuchten Proteine zeigten Hinweise auf die Wirksamkeit
des Topoisomerase | Inhibitors. Aus diesem Grund wurde zur weiteren Darstellung
moglicher Effekte von Irinotecan auf den Zellzyklus eine Analyse am
Durchflusszytometer durchgefuhrt (Abb. 8).
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Abb. 8: Zellzyklusverteilung der mit Irinotecan inkubierten HCT116 Zelllinien
HCT116"", HCT116*® - und HCT116°*' * Zellen wurden fir 24 h Stunden mit steigenden
Irinotecan Konzentrationen behandelt. Die Zellen wurden fixiert und mit Pl gefarbt. Die
Zellzyklusanalyse erfolgte am Durchflusszytometer. (A) Die subG1-Fraktion wurde von der
Gesamtpopulation subtrahiert und die verbleibende Population auf 100% gesetzt. (n=3; MW +
SD; two-way ANOVA, Bonferroni Korrektur; ** p<0,01; **** p<0,0001) (B) Darstellung der subG1-
Fraktion (n=3; MW + SD; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur).
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Durch die Behandlung mit Irinotecan ist in allen drei Zelllinien im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen ein gradueller G1-Phase Verlust zu erkennen. Insbesondere ab
einer Konzentration von 5 uM ist eine ubiquitare und signifikante Reduktion der G1-
Phase von etwa 50% auf knapp 10% zu sehen. Im Vergleich hierzu steigt die G2-
Phase in den behandelten Zelllinien bei einer Dosis von 5 yM im Mittel um 45.4% an.
Der hochste G2 Populationsanteil ist mit 76,1% in den HCT1167*' 7~ Zellen bei einer
Dosis von 8 uM Irinotecan zu detektieren (vgl: HCT116"" mit 75.2% und HCT116">* "
mit 72.3%). Zusétzlich wird in der Abb. 8 gezeigt, dass in der HCT116"*' 7~ Zelllinie
eine Reduktion der S-Phase bei 8 uM von 11.2% auf 7%, wahrend in den
HCT116° 7~ Zellen bei gleicher Konzentration ein Anstieg von 7.5% auf 14.6% zu
finden ist.

Die subG1-Fraktion ist in allen drei Zelllinien gering ausgepragt (unter 5%) und steigt
auch mit zunehmender Irinotecan Konzentration nicht signifikant an. Auch bei der
sensitiveren Methode der Zelltodmessung mittels AnnexinV/PI zur Differenzierung
zwischen friher Apoptose und spater Apoptose/Nekrose konnten keine statistisch
signifikanten Veranderungen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen gezeigt
werden (Abb. 9). Auffallend ist die im Vergleich zu den HCT116"" und den
HCT116°**" Zelllinien niedrigere Gesamtapoptose der HCT116*"' - Population. Dies
ist ein moglicher Hinweis auf eine erhohte Robustheit der HCT116"2" - Zellen im

Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien.
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Abb. 9: Zelltodmessung der mit Irinotecan behandelten HCT116 Zelllinien

HCT116 Zellen wurden mit steigender Dosis Irinotecan fir 24 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte
die Farbung mit AnnexinV-FITC und Pl und die Analyse am Durchflusszytometer. (n=2, MW + SD;
two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur).
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4.2.2 5-Fluoruracil

Das Antimetabolit 5-Fluoruracil (5-FU) findet als fester Bestandteil bereits etablierter
adjuvanter Kombinationstherapien wie dem FOLFOX Schema' bei Kolonkarzinomen
ab dem UICC Stadium III? oder als Monotherapie ab UICC Stadium II° Verwendung
(Deutsche Gesellschaft far Gastroenterologie, Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten (DGVS) 2019). Zur genaueren Untersuchung der zellularen
Antwort und der durch 5-FU ausgeldsten Signalkaskaden wurden die Zellen zu

Beginn mit unterschiedlichen 5-FU Konzentrationen behandelt.
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Abb. 10: Dosiswirkung von 5-Fluoruracil auf HCT116 Zelllinien

5-FU wurde in steigender Konzentration (2 uM, 5 uM, 8 uM) fiir 24 h an HCT116"", HCT116"%* "
und HCT116P?' " getestet. Gesamtzellextrakte wurden mittels Western Blot getestet. HSP90 dient
als Ladekontrolle (n=2).

Es erfolgte nach den Ergebnissen in 4.2.1 direkt die Messung des downstream
targets von ATM, die Proteine CHK1/p-CHK1 via Western Blot. Abb. 10 zeigt einen
Nachweis der Phophorylierung von CHK1 ab einer Konzentration von 2 yM 5-FU
nach 24 h in den Zellreihen HCT116"°* - und HCT116"?' . In der HCT116"" Zelllinie
ist eine leichte Phosphorylierung von CHK1 ab einer Konzentration von 5 yM 5-FU
nach 24 h messbar. Insgesamt zeigt die HCT116"" Zelllinie jedoch deutlich
verminderte Phosphorylierungen von CHK1 im Vergleich zu den knockout Zelllinien.
Wahrend das basale CHK1 Signal in den Kontrollen aller drei Zelllinien annahernd

gleich stark detektierbar ist, verliert die Signalstarke innerhalb der HCT116"" Zelllinie

1 FOLFOX Schema: Folsaure + 5-Fluoruracil + Oxaliplatin

2 UICC (Union for International Cancer Control) ist ein international anerkanntes
Tumorklassifikationssystem, das auf anatomischer Lage und Expansion des Tumors,
Lymphknotenbefall und Metastasierung basiert. Stadium Il entspricht bei Kolonkarzinomen einem
Tumor jeglicher lokaler Grof3e mit einem Lymphknotenbefall von 1- 7 regionaren Lymphknoten
ohne Metastasenbildung.

3 UICC Stadium Il entspricht lokalen Tumoren des Kolons jeglicher Grofte ohne Lymphknotenbefall
und ohne Metastasenbildung.
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mit steigender 5-FU Konzentration an Intensitat. In der Abb. 10 ist zu sehen, dass die
CHK1 Proteinsignatur in den HCT116P* * Zelllinien im Gesamten etwas stérker

ausgepragt ist als in den anderen beiden Zelllinien.

Zusatzlich wurde das Protein p21 untersucht, welches eine Rolle fur den
Zellzyklusarrest in Gegenwart von DNA schadigenden Substanzen spielt. p21 wird
von dem CDKN1A Gen auf Chromosom 6 kodiert und ist ein nachgeschaltetes Ziel
des TP53 Gens. Somit ist die basale und induzierte p21 Expression maf3geblich von
der p53 Proteinaktivitat abhangig (Gartel and Radhakrishnan 2005). In Abb. 10 kann
diese Beobachtung klar gezeigt werden. Das Signal von p21 ist in den HCT116""
Zellen deutlich starker ausgepragt als in der HCT116P% 7 Zelllinie. Die Regulierung
der p21 Expression ist jedoch nicht allein von p53 abhangig, sondern findet
beispielsweise auch, als Reaktion auf genotoxischen Stress, auf post-
transkriptioneller Ebene statt (Butz et al. 1998) oder kann Uber andere Signalwege
und Genabschnitte, wie beispielsweise BRCA1 (Somasundaram et al. 1997),
induziert werden. Diese Vorgange liefern eine mogliche Erklarung, weshalb in den
HCT116°° * Zellen weiterhin geringe Level an p21 Signalen gemessen werden
konnen. In den HCT116P*' * ist gemaRl den Spezifikationen einer knockout Zelllinie
kein p21 messbar (Abb. 10).

Die untersuchten Proteine lieferten erste Hinweise auf beginnende DNA
Schadensreparaturen und Zellzyklusarrest. Zur genaueren Darstellung der Effekte
von 5-Fluoruracil auf den Zellzyklus wurde im anschlielienden Schritt eine Analyse

am Durchflusszytometer durchgefihrt (Abb.11).
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Abb. 11: Zellzyklusanalyse der mit 5-Fluoruracil behandelten HCT116 Zelllinien

HCT116"", HCT116** - und HCT116*' - Zellen wurden fir 24 h Stunden mit steigenden 5-FU
Konzentrationen behandelt. Die Zellen wurden fixiert und mit Pl gefarbt. Die Zellzyklusanalyse
erfolgte am Durchflusszytometer. (A) Die subG1-Fraktion wurde von der Gesamtpopulation
subtrahiert und die verbleibende Population auf 100% gesetzt. (n=3; MW + SD; two-way ANOVA,
Bonferroni Korrektur; * p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001) (B) Darstellung der subG1 Population
(n=3; MW + SD; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur).

Abbildung 11 zeigt, dass mit steigender 5-FU Konzentration in den HCT116"" Zellen
ein gradueller G1-Phase Verlust mit einem zunehmenden S-Phase Arrest zu
beobachten ist. Ab einer Konzentration von 2 yM 5-FU nach 24 h ist die G1-Phase
von 65% bereits auf 46% abgesunken, bei einer Konzentration 5 yM 5-FU ist sie um
27% gesunken und sinkt auch bei 8 yM 5-FU kontinuierlich weiter ab. Die S-Phase
steigt erst ab einer Konzentration von 5 pM 5-FU nach 24 h signifikant an. Hierbei
nimmt der Anteil der S-Phase Population um mehr als das Doppelte zu, von 15% in
der Kontrolle auf 34% in den behandelten Zellen (Abb.11A). Ahnliche Ergebnisse
liefern auch die mit 5-FU behandelten HCT116"%"' * Zellen. Die G1-Phase sinkt bis zu
einer Dosis von 5 uyM 5-FU konstant ab und erreicht bei einer Konzentration von 5
MM 5-FU nach 24 h eine Reduktion um 23%. Bei hoheren Konzentration steigt die G1
Phase wieder geringflgig an (um 5%). Nach einer Behandlung mit 5 uM und 8 pM 5-
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FU nach 24 h kann ein S-Phase Anstieg auf 36% bis 37% detektiert werden. Im
Vergleich zur Kontrolle (16%) hat sich die S-Phase Population in den HCT1167*' -
ebenfalls mehr als verdoppelt (Abb. 11A). In der HCT116P> 7 Zelllinie sinkt die G1
Population bei einer Dosis von 2 uM 5-FU nach 24 h von 53% auf 29%. Im Vergleich
zu den anderen beiden Zelllinien steigt die G1-Phase jedoch mit ansteigender 5-FU
Konzentration wieder um 5% bis 6% im Mittel an (Abb. 11A). Der héchste S-Phase
Anteil der HCT116°* " pendelt sich bei einer Behandlung mit 5 uM 5-FU nach 24 h

mit 41% ein und sinkt danach wieder ab.

Die subG1-Fraktion gibt Hinweise auf induzierte Apoptose, da es die von DNase
fragmentierte DNA Population im Zellzyklus darstellt. In der Abb. 11B kann jedoch
kein signifikanter Anstieg an subG1 detektiert werden. Es Iasst sich jedoch kongruent
zu den Irinotecan Daten (siehe 4.2.1 ) eine geringe Induktion der subG1-Fraktion in
der HCT116P?' * Zelllinie nachweisen, die auch mit steigender 5-FU Konzentration
kaum ansteigt (Abb. 11B).

Zur genaueren Untersuchung der Apoptose wurde ebenfalls eine AnnexinV/PI
Analyse am Durchflusszytometer durchgefuhrt (Abb. 12). Abbildung 8 zeigt, dass der
Anteil von apoptotischen Zellen in der HCT116"" Zelllinie nach 24 h von 5% in der
Kontrolle auf 36% bis 48% in der mit 5-FU behandelten Population anstieg. Die
Verteilung zwischen friher und spater Apoptose entspricht jeweils in etwa der Halfte.
Die Induktion der Apoptose in den HCT116P% " um 10% und in den HCT116"?"' " um
4% unter Behandlung mit 5-FU ist vergleichbar mit den Irinotecan Ergebnissen
(siehe 4.2.1). Die statistische Auswertung der Daten zeigte keine Signifikanz.
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Abb. 12: Zelltodmessung der mit 5-Fluoruracil behandelten HCT116 Zelllinien
HCT116 Zellen wurden mit steigender Dosis 5-FU flr 24 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Farbung mit AnnexinV-FITC und Pl und die Analyse am Durchflusszytometer. (n=2, MW + SD;
two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur).
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4.2.3 Hydroxyurea

Zurzeit ist HU in der Krebstherapie von der US-amerikanischen Food and Drugs
Administration (FDA) lediglich zur Therapie von myeloischen und hamatologischen
Tumorerkrankungen, sowie Plattenzellkarzinomen, zugelassen, nicht aber zur
Therapie von Kolonkarzinomen (FDA, 2019). Zur Untersuchung von HU als
potenzielles Medikament in der Therapie von Kolonkarzinomen wurden im Rahmen
dieser Dissertation Experimente mit HU in verschiedenen HCT116 Zelllinien
durchgefihrt. Die Versuchsprotokolle flr diese Arbeit wurden basierend auf den

bereits publizierten Daten von Goder et al. (2018) entwickelt.

Das Zytostatikum HU inhibiert die Ribonukleotidreduktase, welche Ribose in
Desoxyribose reduziert. Dies flhrt zu einer Stérung der DNA-Replikation durch
Blockierung der Replikationsgabel und ihrem subsequenten Zusammenbruch
(Timson 1975). Aus diesem Grund wurden zu Beginn Zielproteine der DNA-
Schadensantwort via Western Blot untersucht. Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen an HU fur 24 h inkubiert und auf ATR/CHK1
Aktivitat untersucht (Abb. 13). Abbildung 13 zeigt, dass phosphoryliertes ATR in den
HCT116"" und HCT116"* - Zellen starker ausgepragt ist als in der HCT116"' -
Zelllinie. Wahrend in den HCT116"" das Signal ab 0,5 mM HU nach 24 h annahernd
gleich bleibt, ist in den HCT116P* * bei 2 mM HU nach 24 h die starkste
Phosphorylierung von ATR zu detektieren (Abb. 13). Mit zunehmender HU
Konzentration steigt auch die Phosphorylierung des CHK1 Signals in allen drei
Zelllinien an. In den HCT116"" und HCT116"*" 7 Kontrollpopulationen ist keine
pCHK1 Aktivitat messbar. Das basale Signal der Proteine ATR und CHK1 bleibt auch
bei zunehmender HU Konzentration in Western Blot Analysen annahernd konstant
(Abb. 13).
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Abb. 13: Dosiswirkung von HU auf HCT116 Zelllinien

HU wurde in steigender Konzentration (0,5 mM; 1 mM; 2 mM) fir 24 h an den humanen
Kolonkarzinomzellen HCT116"", HCT116* - und HCT116"' - getestet. Gesamtzellextrakte
wurden mittels Western Blot getestet. HSP90 dient als Ladekontrolle (n=2).

Zusatzlich wurden die Zellzyklus Checkpoint Proteine p53 und p21 via Western Blot
detektiert (Abb. 13). In Abbildung 13 ist klar zu erkennen, dass p21 in der HCT116""
Zelllinie starker exprimiert wird als in der HCT116"%* " Zelllinie. Auch die Intensitat des
p53 Signals ist in den HCT116"" Zellen hoher gegenliber den HCT116"2" - Zellen und
ist in den HCT116P% " nicht detektierbar (Abb. 13). Innerhalb der Zellreihen verandert
sich das Signal von p21 und p53 jedoch auch mit zunehmender HU Konzentration

nicht maf3geblich.

Nachdem die im Western Blot nachgewiesenen Proteine erste Hinweise auf eine
beginnende DNA-Schadensantwort lieferten und unterschiedlich stark ausgepragte
Signale der Checkpoint Proteine zwischen den Zelllinien detektiert wurden, wurden
im nachsten Schritt die Auswirkungen von HU auf den Zellzyklus getestet. Hierfur
wurden die Zellen fir 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an HU inkubiert
und anschliefend am Durchflusszytometer analysiert. Abbildung 14 zeigt, dass durch
die Behandlung von HU nach 24h ein Anstieg der S-Phase in allen drei Zelllinien zu
erkennen ist (0,5 mM HU: WT 23,5%; p53" 19,2%; p21" 22%). Bei einer
Konzentration von 0,5 mM HU verdoppelte sich die S-Phase in allen drei Zellreihen,
sinkt danach jedoch mit steigender Konzentration wieder ab (2 mM HU: WT 18%;
p537" 14,9%; p217" 11,5%) (Abb. 14). Die G1 Population sinkt um etwa 10% bei einer
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Konzentration von 0,5 mM HU in allen drei Zelllinien nach 24 h. Mit ansteigender HU
Konzentration nimmt die G1-Phase wieder zu und erreicht in den HCT116"" und
HCT116"*® " wieder den Wert aus den unbehandelten Kontrollzellen (2 mM HU: WT
56,7%; p53" 52,4%). In der HCT116"%"' " (ibersteigt die G1-Phase nach Inkubation mit
2 mM HU den Ausgangswert der unbehandelten Kontrolle (48,6%) um weitere 6%.
Die subG1-Fraktion veranderte sich innerhalb der Dosisreihe nur geringflgig (Abb.
14). Eine statistische Analyse der Zellzyklusdaten konnte keine Signifikanzen

nachweisen.
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Abb. 14: Dosiswirkung von Hydroxyurea auf den Zellzyklus der HCT116
Zelllinien

HCT116 Wildtyp, p53 -/- und p21 -/- Zellen wurden fir 24 h Stunden mit steigenden HU
Konzentrationen behandelt. Die Zellen wurden fixiert und mit PI gefarbt. Die Zellzyklusanalyse
erfolgte am Durchflusszytometer. (n=3; MW + SD; two-way ANOVA, Bonferroni Korrektur).

Eine Analyse der Induktion von Apoptose mittels AnnexinV/PI nach 24 h Inkubation
der Zellen mit HU, konnte ebenfalls keine statistisch signifikanten Ergebnisse
innerhalb der frihen und spaten Apoptosepopulation zeigen. Abbildung 14 zeigt

jedoch die Tendenz, dass die HCT116"%*7 Zelllinie am sensitivsten auf HU reagiert.
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Abb. 15: Zelltodmessung der mit Hydroxyurea behandelten HCT116 Zelllinien
HCT116 Zellen wurden mit steigender Dosis HU fir 24 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Farbung mit AnnexinV-FITC und Pl und die Analyse am Durchflusszytometer. (n=2, MW + SD;
two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur).

4.3 Wirkung von MS-275

MS-275 (Entinostat) ist ein Histondeacetylase Inhibitor (HDACI), welcher sich zurzeit
in der klinischen Testphase Il zur antikanzerogenen Therapie befindet. MS-275
inhibiert HDACs der Klasse | HDAC 1-3 und ermdéglicht somit die Transkription
verschiedener Genabschnitte (siehe 2.5 ). HDACI spielen in der Monotherapie von
soliden Tumoren eine untergeoordnete Rolle, aber in der Kombinationstherapie mit
Fluoropyrimidinen konnte gerade in Kolonkarzinomzellen vielversprechende
praklinische Ergebnisse erzielt werden (Mohammad, Barbash, and Creasy 2019;
Eckschlager et al. 2017; Fazzone et al. 2009).

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit von MS-275 wurde in einer Vorversuchsreihe
mittels Western Blot das acetylierte Histon H3 (ac-H3), welches ein bekanntes
Zielprotein von HDACs der Klasse | ist, nachgewiesen (Abb. 16A). Zusatzlich wurde
eine Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt, um die Auswirkung
der Hemmung der Klasse | HDACs auf die einzelnen Zellzyklusphasen zu
verdeutlichen (Abb. 16B).
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Abb. 16: Effekte von MS-275 auf die Histonacetylierung und den Zellzyklus
HCT116"", HCT116"* - und HCT116' * wurden mit 2 uM MS-275 flr 24 h inkubiert. (A)
Gesamtzellextrakte wurden mittels Western Blot getestet. HSP90 und Tubulin dienen als
Ladekontrollen. (n=2) (B) Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden 24 h
mit MS-275 inkubiert, anschlielend fixiert und mit Pl gefarbt. (n=3; MW + SD; two-way ANOVA,
Bonferroni Korrektur, **** p<0,0001).

Wie Abbildung 16A zeigt, ist in mit MS-275 inkubierten Zellen eine deutliche
Zunahme des acetylierten Histon H3 (ac-H3) im Gegensatz zur unbehandelten
Zellpopulation zu erkennen. Dieses Ergebnis kann in allen drei Zelllinien
gleichermaRen gezeigt werden. In den HCT116°* 7~ Zellen ist im Vergleich zu den
beiden anderen Zelllinien bereits in der unbehandelten Kontrolle ein starkeres ac-H3
Signal detektierbar. Die in Abbildung 16B dargestellte Zellzyklusanalyse verdeutlicht
die Zellzyklusphasenverschiebung nach MS-275 Behandlung. In den HCT116"" und
HCT116">® * Zellen kann ein geringfligiger G1 Phasenanstieg beobachtet werden
(HCT116"" 67,1%, Vergleich contr."" 61,5%; HCT116">* " 57,5%, Vergleich contr.”>* "
51,6%), wahrend in den HCT116P?' - Zellen die G1-Phase um 25,1% sinkt. In den
HCT116"%" - bleibt die S-Phase prozentual unverandert bei 15%. Im Vergleich dazu
reduziert sich die S-Phase in den beiden anderen Zelllinien um Uber die Halfte
(HCT116"" von 13,2% auf 4,1% und HCT116P " von 16,9% auf 7,5%). Auch in der
G2-Phase ist lediglich in den HCT116 P?' - Zellen ein signifikanter Anstieg um 25% zu
beobachten (Abb. 16B).

Die Analyse dieser Daten konnte ein deutliches Ansprechen der Zellen auf den
HDACi MS-275 auf molekularer Ebene zeigen (Abb. 16A). Jedoch lie3 sich lediglich
in HCT116P*' * Zellen eine signifikante Auswirkung der Einzeltherapie mit MS-275 auf

den Zellzyklus nachweisen. Aus diesem Grund, und da bereits in der Literatur
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vielversprechende Effekte einer Kombinationstherapie mit Fluoropyrimidinen erzielt
werden konnten, werden im nachsten Schritt die Auswirkung von MS-275 in
Kombination mit 5-FU und weiteren Chemotherapeutika auf die verschiedenen
HCT116 Zelllinien untersucht.

4.4 Zellzyklusanalysen der HCT116 Zelllinien

Anschlie®end an die Ergebnisse der Dosisreihen mit Irinotecan (siehe 4.2.1 ), 5-FU
(siehe 4.2.2 ), Hydroxyurea (sieche 4.2.3 ) sowie der Einzeltherapie mit MS-275
(sieche 4.3 ) wurde im nachsten Schritt die Effekte einer Kombination dieser
Wirkstoffe auf den Zellzyklus in allen drei Zelllinien untersucht. Hierfir wurden,
bezogen auf die vorangegangenen Ergebnisse der Dosisreihen, eine Konzentration
von 5 uM fur Irinotecan und 5- FU, 1 mM fur Hydroxyurea sowie 2 uM fir MS-275
gewahlt. Um eine adaquate Vergleichbarkeit zu gewahren wurden die drei Zelllinien
pro Versuch mit demselben Medikamentenansatz in einem fixen
Kombinationstherapieschema behandelt, gleichzeitig fur 24 h inkubiert und direkt

nacheinander mittels Durchflusszytometer analysiert.

Abbildung 17A zeigt ahnlich den Vorergebnissen aus den Dosisreihen einen
signifikanten Abfall der G1-Phase und Anstieg der S-Phase in den mit 5 yM 5-FU
inkubierten HCT116"™ Zellen im Vergleich zur Kontrolle. In Kombination mit 2 uM
MS-275 konnte eine zusatzliche Reduktion der G1-Phase um 4,7% dargestellt
werden. Ahnlich verhalt es sich mit den mittels 1 mM Hydroxyurea inkubierten Zellen.
Auch hier konnte in HCT116"" Zellen durch die Kombination mit 2 uM MS-275 eine
Wirkverstarkung der bereits aus der Dosisreihe (siehe 4.2.3) bekannten
Zellzyklusveranderungen dargestellt werden. Zusatzlich zum S-Phase Arrest zeigte
sich ein signifikanter G1-Phase Verlust durch die Kombination mit MS-275 (von
61,5% in der Kontrolle auf 54,7% in HU inkubierten Zellen auf 40,3% in HU + MS-275
inkubierten Zellen). Durch die Therapie mit 5 yM Irinotecan konnte ein signifikanter
G2-Phase Arrest in HCT116"" Zellen detektiert werden (von 25,2% in der Kontrolle
auf 73,3% in Irinotecan inkubierten Zellen). Auffallig an der Kombination von 5uM
Irinotecan mit 2 yM MS-275 ist die Reduktion der S-Phase mit einem signifikanten
Anstieg der G1-Phase (S-Phase Reduktion um 7,3%; G1-Phase Anstieg um 4,4% im
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Vergleich zur Irinotecan Einzelbehandlung). Wird die subG1-Fraktion (siehe Abb.
17B) der unterschiedlich therapierten Zellen betrachtet, sticht ein signifikanter
Anstieg aller mit 2 yM MS-275 therapierter HCT116"" Zellpopulationen ins Auge. Der
Hochstwert findet sich mit 13,2% in der mit 1 mM HU + 2 yM MS-275 inkubierten

Zellpopulation.

100+

(&)
o
|

Zellzyklusanalyse
[% der Population]

=
H ¥
=H
[+
-
— i

.
o+« R

n
C,
oo o
oo+ A

+
+ 1+
[
+
L+ 4+

[ T
+

+ 00

+

Ir}notecan
HU

+ 0o

104

subG1
[% der Populaion]
4

MS-275 -+ -+ + - o+ -+ + + -+ + - o+ + -+

5-FU e L R - - - - 4+ 4+ - - - -

Irinotecan - -+ o+ - - - -+ o+ - - -+ o+ -

HU - - - -+ 4 - - - -+ o+ - - B
WT p53 -/- p21 -/-

Abb. 17: Zellzyklusanalyse der mittels Kombinationstherapie inkubierten
HCT116 Zelllinien nach 24 h

HCT116"", HCT116* " und HCT116"' "Zellen wurden fir 24 h Stunden mit 2 yM MS-275, 5 uM
5-FU, 5 uM Irinotecan und 1 mM HU wie abgebildet inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und mit PI
gefarbt. Die Zellzyklusanalyse erfolgte am Durchflusszytometer. (A) Die subG1-Fraktion wurde
von der Gesamtpopulation subtrahiert und die verbleibende Population auf 100% gesetzt. (n=3;
MW + SD; two-way ANOVA, Bonferroni Korrektur; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001)
(B) Darstellung der subG1 Population (n=3; MW + SD; one-way ANOVA, Bonferroni Korrektur, ***
p<0,001; **** p<0,0001).

Um die Bedeutung von p53 und p21 in den gewahlten Kombinationstherapien zu
untersuchen, wurden stabile HCT116%' * oder HCT116P%® - Zelllinien verwendet.

Abbildung 17 zeigt des weiteren die durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse der
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beiden knockout Zelllinien nach 24 h. Hierbei ist vor allem in der MS-275
Monotherapie eine deutliche Diskrepanz der G1-Phasen zwischen den beiden
knockout Zelllinien erkennbar. In den HCT116"°® - Zellen zeigten sich nur schwache
Unterschiede zu den parenteralen HCT116 Zellen. Im Gegensatz dazu sinkt der
Anteil der HCT116P?' * Zellpopulation in der G1-Phase signifikant um 25.1% im
Vergleich zur Kontrolle. Durch die Therapie mit MS-275 werden die Zellen in der
Progression des Zellzyklus behindert. In der Theorie erfolgt subsequent eine
Abnahme der G1-Phase, wahrend die Zellen Uber die Zeit in der G2-Phase
arretieren. Hinweise darauf zeigt Abbildung 17A mit einem signifikanten
Phasenanstieg der G2-Phase in den mit MS-275 behandelten HCT116"?' - Zellen auf
57,2%. Dieser Trend lasst sich auch in den jeweiligen Kombinationstherapien
innerhalb der HCT116P?' " Zelllinien beobachten.

In beiden knockout Zelllinien ist eine signifikante Reduktion der G1-Phase sowohl in
der Monotherapie mit 5 uM 5-FU als auch in der Kombinationstherapie mit 5 yM 5-
FU und 2 pM MS-275 messbar. Zusatzlich kann in diesen Zellpopulationen ein
Anstieg der S-Phase beobachtet werden, wahrend keine signifikanten Anderungen
der G2-Phase messbar sind. Ahnlich wie die Zellzyklusanalysen in den HCT116""
Zellen (siehe Abb. 17) zeigten sich auch in den beiden knockout Zelllinien ein
signifikanter Anstieg der G2-Phase (siehe Abb. 17A). Der hochste prozentuale Anteil
der G2-Phase konnte hierbei in der Kombinationstherapie mit 5 yM Irinotecan und 2
UM MS-275 in den HCT116°® 7 Zellen mit 78,7% nachgewiesen werden. Gleichzeitig
zeigte sich auch hier eine signifikante Reduktion der G1-Phase um 36,8% mit einem
lediglich geringen Verlust der S-Phase. In den mit 1 mM HU behandelten Zellen
wurde nach 24 h lediglich in der HCT116"%'" ein signifikanter Anstieg der S-Phase
dargestellt (siehe Abb. 17A).

Wird Abbildung 17B betrachtet, so zeigt sich die Tendenz einer insgesamt hoheren
subG1-Fraktion in den HCT116>* 7 Zellen gegeniiber den HCT116°*' - Zellen.
Auffallend ist auch hier ein Anstieg der subG1-Fraktion in samtlichen
Zellpopulationen, welche mit MS-275 behandelt wurden, jedoch werden nicht in
demselben prozentualen AusmaR wie in den HCT116"" Zellen. Der hdchste
gemessene Anteil der subG1-Fraktion in der Zellpopulation betragt 6,6% und konnte
in den mit 1 mM HU und 2 yM MS-275 behandelten HCT116P% * nachgewiesen

werden. Innerhalb der HCT116P%' - Zellen war ebenfalls in den mit 1 mM HU und 2
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MM MS-275 therapierten Zellen ein signifikanter Anstieg der subG1-Fraktion

messbar.

Zur genaueren Darstellung und Differenzierung erfolgte im Anschluss die
Apoptosemessung mittels AnnexinV/Pl Messverfahren. Hierbei zeigten sich in den
HCT116"" Zellen nach 24 h nur gering erhohte Apoptoseraten mit einem Maximum
der Gesamtapoptose in der Kombination von 5-FU und MS-275 (31,3%) im Vergleich
zur Kontrolle (16,7%). Hierbei zeigte sich vor allem ein Anstieg der frihen
Apoptoserate um 9,7%, wahrend in der spaten Apoptose lediglich ein Anstieg um

4,8% im Vergleich zur Kontrolle messbar war (siehe Abb. 18A).
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Abb. 18: Zelltodanalyse der mittels Kombinationstherapie inkubierten Zellen
nach 24 h
HCT116"T, HCT116°** " und HCT116°*' “Zellen wurden fiir 24 h Stunden mit 2 yM MS-275, 5 yM
5-FU, 5 pM Irinotecan und 1 mM HU wie abgebildet inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung
mit AnnexinV-FITC und Pl und die Analyse am Durchflusszytometer. (A) Statistische Auswertung
der Zelltodmessung nach 24 h (n=3, MW + SD; two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur). (B)
Statistische Auswertung der viablen Zellen nach 24 h (n=3, MW + SD; two-way ANOVA;
Bonferroni Korrektur).
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Ahnlich zu den Ergebnissen der HCT116"" Zellen zeigten sich in den HCT116"%
Zellen nach 24 h der héchste Anstieg der Gesamtapoptose in den mit 5-FU und MS-
275 kombiniert behandelten Zellen (23,3%) im Vergleich zur Kontrolle (15,9%). In
den HCT116"" - Zellen bewahrte sich eher die Kombinationstherapie mit HU und
MS-275 (Gesamtapoptose 21,3%; Vergleich zur Kontrolle: 12,9%). Insgesamt
konnten nach 24 h jedoch in allen drei Zelllinien noch keine statistisch signifikanten

Ergebnisse der frihen Apoptose sowie der spaten Apoptose/Nekrose gemessen

werden.
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Abb. 19: Zelltodanalyse der mittels Kombinationstherapie inkubierten Zellen
nach 48 h

HCT116"", HCT116P* " und HCT116"*' “Zellen wurden fiir 48 h Stunden mit 2 uyM MS-275, 5 uM
5-FU, 5 pM Irinotecan und 1 mM HU wie abgebildet inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung
mit AnnexinV-FITC und Pl und die Analyse am Durchflusszytometer. (A) Statistische Auswertung
der Zelltodmessung nach 48 h (n=3, MW + SD; two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur). (B)
Statistische Auswertung der viablen Zellen nach 48 h (n=3, MW + SD; two-way ANOVA;
Bonferroni Korrektur, ** p<0,01; **** p<0,0001).

60



Zur weiteren Untersuchung des Zelltodverhaltens in den HCT116 Zellen wurden
daraufhin weitere AnnexinV/PI Analysen nach 48h durchgeflhrt. Die Ergebnisse
hiervon zeigt Abbildung 19. Im Vergleich zu den Ergebnissen nach 24 h ist nach 48 h
eine deutlich erhohte Apoptoserate in den HCT116"" Zellen, welche eine
Kombinationstherapie erhielten, zu detektieren. Insgesamt konnte in den mit 1 mM
HU + 2 yM MS-275 die hdchste signifikante Apoptoserate mit 17,2% friher Apoptose
und 38,5% spater Apoptose/Nekrose detektiert werden (Abb. 19A). In den mittels 5
UM Irinotecan + 2 yM MS-275 inkubierten HCT116"" Zellpopulationen zeigte sich vor
allem ein Anstieg der spaten Apoptose nach 48 h (frihe Apoptose: 10,5%, spate
Apoptose/Nekrose: 39,2%). Dies entspricht einem um 34,2% erhdhtem Anteil der
spaten Apoptose/Nekrose im Vergleich zur Kontrolle (Vergleich nach 24 h: Anstieg
um 6,9%), wahrend in der frihen Apoptose im Vergleich zur Kontrolle lediglich ein
Anstieg um 5,4% (Vergleich nach 24 h: Anstieg um 5,1%) festgestellt werden konnte
(Abb. 19, 18). Wahrend nach 24 h die hdchste Apoptoserate in der
Kombinationstherapie von 5 yM 5-FU + 2 yM MS-275 festgestellt werden konnte, ist
der Anteil der apoptotischen Zellen nach 48 h bei dieser Kombinationstherapie im
Vergleich zu den restlichen Kombinationstherapien in HCT116"" Zellen am
geringsten. Der Prozentanteil der frihen Apoptose ist hierbei nahezu unverandert
verglichen mit den Ergebnissen nach 24 h (nach 24 h: Zuwachs um 9,7%, nach 48 h:
Zuwachs um 10,1%, jeweils auf die Kontrollen bezogen). In der spaten
Apoptose/Nekrose lasst sich ein signifikanter Anstieg um 18% bezogen auf die

Kontrolle in HCT116"" Zellen darstellen.

Wie Abbildung 19 zudem verdeutlicht, sind die Unterschiede zwischen den HCT116
Zelllinien. Die HCT116°*' - Zellen weisen ein dhnliches apoptotisches Muster wie die
HCT116"" Zellen auf: Ein deutlicher Zuwachs der spaten Apoptose/Nekrose sowie
eine Reduktion der viablen Zellen ist in samtlichen mit MS-275 behandelten
HCT116P*' * Zellen nachweisbar (Abb. 19). Dieses Verhalten konnte in HCT 116" -
Zellen deutlich weniger eindrucklich nachgewiesen werden. Stattdessen fiel eine
hohere basale Apotoserate in der HCT 116 Kontrollpopulation im Vergleich zu den
nativen und p21 defizienten Kontrollzellen auf. Die HCT116P*' - Zellen weisen des
weiteren eine geringere Apoptoserate in den mit 5-FU und Irinotecan
einzelbehandelten Zellen im Vergleich zu den HCT116°%® * Zellen auf. Den hochsten

Anteil der spaten Apoptose/Nekrose mit 44,4% konnte in den mit 1 mM HU und 2 pM
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MS-275 behandelten HCT116%"' - Zellen detektiert werden. Zudem zeigte sich in den
HCT116°*' 7~ Zellen bei einer Monotherapie mit 1 mM HU der hochste signifikante
Anstieg der frihen Apoptose mit 22,2% im Vergleich zur Kombinationstherapie mit
15,1%. Auch in den HCT116P% " Zellen konnte die starkste Induktion von Apoptose in
den mit HU behandelten Zellpopulationen gemessen werden (frihe Apoptose:
13,6%; spate Apoptose/Nekrose: 28,2%). Wird die Apoptoserate in HCT116°% *
Zellen im Gesamten betrachtet, zeigte sich kaum ein Zuwachs an apoptotischen
Zellen durch die Kombination von MS-275 mit 5-FU oder Irinotecan. Generell konnte
kein signifikanter Anstieg der Apoptose im Vergleich zur Kontrolle in samtlichen
behandelten Zellpopulation der HCT116"* “ Zellen, ausgenommen der
Kombinationstherapie mit HU und MS-275, dargestellt werden (Abb. 19). Dies ist ein

moglicher Hinweis auf Resistenzmechanismen in p53 defizienten HCT116 Zellen.
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Abb. 20: Zellzyklusanalyse der mittels Kombinationstherapie inkubierten

HCT116WT Zellen nach 48 h

HCT116"T, HCT116*" und HCT116P*' - Zellen wurden fiir 48 h Stunden mit 2 yM MS-275, 5 uM
5-FU, 5 uM Irinotecan und 1 mM HU wie abgebildet inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und mit PI
gefarbt. Die Zellzyklus-analyse erfolgte am Durchflusszytometer (n=5; MW + SD; two-way
ANOVA, Bonferroni Korrektur; * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001).

Auf Grund der erhohten Apoptosewerte nach 48 h wurde nochmals eine
durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse durchgefuhrt. Von besonderem Interesse
war hierbei einen maoglichen Shift einzelner Zellzyklusphasen in die subG1-Fraktion
darzustellen. Hierflir wurden die verschiedenen Behandlungen der Zellen sowohl mit
der Kontrolle nach 48 h (Abb. 20) als auch mit den Therapieergebnissen nach 24 h
(Abb. 17) verglichen. Wie Abbildung 20 verdeutlicht, ist der Anstieg der subG1-
Fraktion innerhalb der HCT116"" Zelllinie nach 48 h in den Zellpopulationen, welche
mit 1 mM HU + 2 yM MS-275 (subG1 42%) und 5 pM Irinotecan + 2 yM MS-275
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(subG1 34.5%) behandelt wurden im Vergleich zur Kontrolle (subG1 8.9%)
besonders auffallend. Wird die Zellzyklusanalyse genauer betrachtet, zeigt sich in
beiden Kombinationstherapien ebenfalls ein deutlicher Abfall der G1-Phase
verglichen mit der Kontrolle (Von 49,4% in der Kontrolle auf 26,3% in Irinotecan +
MS-275 inkubierten Zellen und 25,2% in HU + MS-275 inkubierten Zellen) (Abb. 20).
Wahrend die G1-Phase in HCT116"" Zellen nach 24 h und 48 h in den mit Irinotecan
und MS-275 behandelten Zellen anndhernd konstant bleibt, sinkt die G1-Phase in
den mit Hydroxyurea und MS-275 behandelten Zellen nach 48 h nochmals um 15,1%
auf 25,2%. In der S-Phase zeigte sich ein ahnliches Phanomen. Eine deutliche
Reduktion der G2-Phase in HCT116"" Zellen nach 48 h (31,4%) verglichen mit den
Werten nach 24 h (76,1%) zeigte sich in der Kombination aus 5 pM Irinotecan mit 2
MM MS-275 (Abb. 22). Wahrend nach 24 h eine Verdreifachung der G2-Phase im
Bezug auf die Kontrolle detektierbar ist (von 25,2% in der Kontrolle auf 76,1%) (Abb.
17) und somit ein eindeutiger G2-Phase Arrest stattfindet, entspricht die G2-Phase
nach 48 h wieder in etwa der G2-Phase der Kontrolle (Kontrolle: 32%; 5 uM
Irinotecan + 2 yM MS-275: 31,4%) (Abb. 20). Dieser Verlust der G2-Phase nach 48 h
ist am ehesten durch einen Verschiebung in die subG1-Fraktion mit entsprechender
Apoptose, wie die Daten der AnnexinV/Pl Zelltodmessung in Abbildung 19 zeigen,
erklarbar. Zur besseren Veranschaulichung der Unterschiede im Zellzyklus der
HCT116"" Zellen nach 24 h und 48 h wurden die Mittelwerte der einzelnen

Zellzyklusphasen im unten stehenden Graphen gegenubergestellt (Abb. 21).

63



G1-Phase S-Phase

90 50

— 80 -

§70 5 M

@ 60 m -

3_50 = §_30

g 40 @ 50

s 30 ,.}\ s

g 20 < 10

=10 = E—§
D T T T T T T T 1 0 1 T T T T T T |

1. 2 3 4 5 6 F -8 Tt 23 4 5% B I 8
G2-Phase

80

= 80 —&— 24h

S 70 i —e— 48h

& 60 \

3 50 ~

o 40 A@

g 30

=

2 20 L2

DIIIIIIII
1 2 3 4 5 & T 8

Abb. 21: Prozentualer Vergleich der Zellzyklusphasen in HCT116"" Zellen nach

24 hund 48 h

HCT116"" Zellen wurden fir 24 h und 48 h Stunden mit 2 yM MS-275, 5 uM 5-FU, 5 uM
Irinotecan und 1 mM HU inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und mit Pl gefarbt. Die
Zellzyklusanalyse erfolgte am Durchflusszytometer. Die statistische Auswertung der Ergebnisse
wurde graphisch gegenubergestellt. (Werte nach 24 h n=3, Werte nach 48 h n=5; MW + SD;
Legende fur die X-Achse: 1 = contr., 2 = 2 yM MS-275, 3 =5 pM 5-FU, 4 =5 yM 5-FU + 2 yM
MS-275, 5 =5 uM Irinotecan, 6 = 5 uM Irinotecan + 2 yM MS-275, 7: 1 mM HU, 8: 1 mM HU + 2
UM MS-275).

Abbildung 20 zeigte zudem die Veranderungen im Zellzyklus der beiden HCT116
knockout Zelllinien nach 48 h. Sowohl in den HCT116°® 7 als auch in den

HCT116P*' " Zellen ist in den mit 5-FU einzeln behandelten Zellen ein deutlicher S-
Phase Verlust nach 48 h (HCT116P - 18,5%; HCT116*" "~ 21,3%) im Vergleich zu
den Ergebnissen nach 24 h (HCT116P% * 37,5%; HCT116°*' - 37,9%) zu erkennen.
Durch die Kombination mit MS-275 wurde die S-Phase weiter reduziert (HCT1167°* "
11%; HCT116*' " 13,8%), sodass diese nach 48 h wieder anndhernd den Werten der
S-Phase aus den jeweiligen Kontrollzellen entsprachen (HCT116" 7 contr. 12,3%;
HCT116°*' 7~ contr. 13,3%). Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche Reduktion der
G1-Phase (von 41,3% in der HCT116"* * contr. auf 25,4% und von 38,4% in der
HCT116"*" " contr. auf 9,9%) in den mit 5-FU und MS-275 kombiniert behandelten
Zellen detektiert werden (Abb. 20). Im Vergleich zu den HCT116"" Zellen zeigten
beide knockout Zelllinien deutlich veranderte G1-Phasen (HCT116"": 35,4%;
HCT116"%® . 25,4%; HCT116"?' - 9,9%) in den mit 5-FU und MS-275 kombiniert
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behandelten Zellen. Interessanterweise konnte im Vergleich zu den Ergebnissen der
HCT116"" Zellen eine Persistenz des signifikanten G2-Phase Arrests (HCT116P% -
60,2%; HCT116P*' " 62,8%) auch nach 48 h durch die Kombinationsbehandlung von
Irinotecan mit MS-275 in den HCT116 knockout Zelllinien beobachtet werden.
Gleichzeitig zeigte sich eine signifikant erniedrigte G1-Phase (HCT116° * 15,5%;
HCT116"?' - 9,7%) und ein Anstieg der subG1-Fraktion (von 8,5% in der HCT116"%*
contr. auf 18,5% und von 5,5% in der HCT116P?' " contr. auf 17,1%). Der starkste
signifikante  Anstieg der subG1-Fraktion konnte jedoch  durch die
Kombinationsbehandlung von 1 mM HU mit 2 yM MS-275 in den HCT116"*"  Zellen
(33,8%) detektiert werden. In den HCT116"* * stieg die subG1-Fraktion durch die
gleiche Behandlung um 20,7% auf insgesamt 29,2% an (Abb. 20).

4.5 Molekularbiologische Prozesse der Zellzykluskontrolle in
HCT116 Zellen

Aus den Zellzyklusanalysen (Abb. 17, 20) geht hervor, dass Kombinations-
behandlungen von Irinotecan, HU und 5-FU mit MS-275 zu starken Veranderungen
der einzelnen Phasen des Zellzyklus fuhren. Im nachsten Schritt wurden die
molekularbiologischen Prozesse der Zellzykluskontrolle untersucht. Hierfur wurden in
Abbildung 22 mittels Western Blot die Proteine WEE1 und die Phosphorylierung von
CDK1 nach 24 h Behandlung dargestellt. Diese beiden Proteine spielen eine

maldgebliche Rolle in der Regulierung des G2/M-Checkpoints.
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Abb. 22: Expression der Zellzyklus Checkpoint Proteine nach 24 h Inkubation
mit verschiedenen Chemotherapieansatzen

HCT116"" (A), HCT116°°* (B), und HCT116°*' " (C) Zellen wurden fiir 24 h mit 2 yM MS-275, 5
MM 5-FU, 5 uM Irinotecan und 1 mM HU wie abgebildet inkubiert. Gesamtzellextrakte wurden
mittels Western Blot getestet. Tubulin, B-Actin und GAPDH dienen als jeweilige Ladekontrolle.
Die gezeigten Blots sind reprasentativ fir mindenstens zwei unabhangig durchgefihrte
Experimente. Quantifizierung von WEE1, pCDK1, p21 und p53 mittels Densitometrie. Die
erhaltenen Werte wurden auf die jeweilige Ladekontrolle normalisiert.

Abbildung 22A zeigt in den HCT116"" Zellen, welche mit MS-275 behandelt wurden,
bereits nach 24 h eine deutliche Reduzierung der Phosphorylierung von CDK1.
Entsprechend hierzu nimmt auch das WEE1 Signal in mit MS-275 einzelbehandelten
Zellen ab. In der Densitometrie konnte eine Reduktion um die Halfte gemessen
werden (von 1,0 fold induction in der Kontrolle auf 0,5 fold induction nach der
Behandlung mit MS-275). Die Einzelbehandlung mit Irinotecan zeigte im Vergleich
zur Kontrolle ebenfalls eine Reduktion von WEE1 um die Halfte. Durch die
Kombination mit MS-275 sank das gemessene WEE1 Signal auf 0,3 in der

Densitometrie ab. Wahrend diese Kombinationstherapie auch die Phosphorylierung
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von CDK1 deutlich reduzierte (0,7), zeigte die Einzelbehandlung mit Irinotecan einen
gegenteiligen Effekt. Es konnte im Vergleich zur Kontrollpopulation eine verstarkte
Phosphorylierung von CDK1 (1,8) detektiert werden (Abb. 22A). Dies ist kongruent
zu den Daten aus der durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse, welche vor allem
durch diese Kombinationstherapie in HCT116"" Zellen einen G2-Phase Arrest zeigte
(Abb. 17). Des Weiteren zeigt Abbildung 22A eine deutlich verstarkte
Phosphorylierung von CDK1 in beiden mit Hydroxyurea behandelten Proben. Durch
die Kombination mit MS-275 nimmt die Phosphorylierung im Vergleich zur HU
Einzelbehandlung (2,4) nochmals geringflgig zu (2,6). Im Gegensatz dazu zeigte die
densitometrische Messung von WEE1 eine Abnahme der Signalintensitat in der
Kombinationstherapie (0,8) im Vergleich zur Kontrolle (1,0). Die Behandlung der
HCT116"™ mit 5-FU, einzeln und in Kombination mit MS-275, zeigten beide eine
geringfugige Reduktion von WEE1 auf 0,9 in der Densitometrie (Abb. 22A). CDK1
wurde durch 5-FU vermehrt phosphoryliert. Densitometrisch zeigte sich ein Anstieg
auf 1,4. Durch die Kombination mit MS-275 verringerte sich die Phosphorylierung
von CDK1 auf 1,1 in der Densitometrie (Abb. 22A).

Aus der Literatur ist bekannt, dass neben den CDKs und WEE1 weitere Proteine an
der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind. Es gibt Hinweise, dass eine Behandlung
mit MS-275 die Proteinexpression von den beiden Tumorsuppressoren p53 und p21
(Di Bernardo et al. 2010; Mariadason 2008) und PR130 (Gdder 2019) beeinflusst.
Aus diesem Grund wurden mittels Immunoblot Veranderungen der genannten
Proteine nach verschiedenen Kombinationsschemata untersucht. Das Protein p53
kann durch unterschiedliche Methoden posttranslational modifiziert werden, welche
unterschiedliche Auswirkungen auf die Zellfunktionen ausuben. In diesem Fall wurde
die Phosphorylierung an Ser15 dargestellt, welche essentiell fur die Stabilisierung
und Funktionalitdat von p53 ist (Loughery et al. 2014b) und unter anderem
gemeinsam mit p21 Einfluss auf den G1/S-Phase Checkpoint ausuben (siehe 2.3 ).
In der Kontrolle sowie in den mit MS-275 behandelten Zellen konnten nur basale
Level an p53 und seiner phosphorylierten Form detektiert werden. Die starkste
Induktion von p53 bewirkte in HCT116"" Zellen die Monotherapie mit 5-FU (Abb.
22A). Eine Behandlung der Zellen mit 1 mM HU fur 24 h fuhrte zu einer deutlichen
Phosphorylierung von p53 an Ser15 (Abb. 22A). In beiden Fallen konnte jedoch eine

Abnahme der Phosphorylierung von p53 nach einer zusatzlichen Behandlung mit
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MS-275 detektiert werden. Werden die Western Blot Banden des CKI p21 betrachtet,
zeigte sich in beiden mit HU behandelten Proben keine Veranderungen der p21
Level im Vergleich zur Kontrolle. Der starkste Effekt wird deutlich in den mit 5-FU
behandelten Proben gezeigt. In der Densitometrie zeigte sich in HCT116"" Zellen
eine 12,7-fache Induktion durch die Einzelbehandlung mit 5-FU und eine 10-fache
Induktion der kombiniert behandelten Zellen (Abb. 22A). Konsistent zu den in der
Literatur beschriebenen Ergebnissen einer p53-unabhangigen p21 Induktion, konnte
bei basalem p53 eine eindeutig erhdohte Konzentration von p21 in den mit MS-275
einzelbehandelten Zellen detektiert werden. Entgegen den Erwartungen zeigte sich
jedoch eine Abnahme der Signalstarke von p21 in der Kombinationstherapie mit MS-
275 im Vergleich zur 5-FU und HU Einzelbehandlung in HCT116"T Zellen. Lediglich
die Kombinationstherapie von Irinotecan mit MS-275 zeigte ein geringflgig erhdhtes
Vorkommen an p21 im Vergleich zur Einzelbehandlung (Abb. 22A). Um die Rolle von
p53 und p21 in der Schadensantwort auf die Kombinationsschemata in HCT116
Zellen genauer zu untersuchen, wurden diese Experimente nachfolgend in p53

defizienten und p21 defizienten Zellen wiederholt.

In den Western Blot Analysen konnte gezeigt werden , dass sowohl in den HCT116°%
" (Abb. 22B) als auch in den HCT116°*' - (Abb. 22C) Zellen eine deutliche Abnahme
der Phosphorylierung von CDK1 in den einzeln mit 2 yM MS-275 inkubierten Zellen
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle detektiert werden konnte. Eine Reduktion der
Aktivitat von CDK1 nach MS-275 Behandlung ist in abgeschwachter Form ebenfalls
in den jeweiligen Kombinationstherapien der HCT116"%® - Zellen nachweisbar. Diese
Beobachtung der verringerten Phosphorylierung von CDK1 nach Kombination mit
MS-275 konnte in den HCT116°*" * Zellen jedoch nicht mehr eindeutig gezeigt
werden. Hier blieb die Signalstarke in den unterschiedlich behandelten Zellen
annahernd gleich (Abb. 22C). Das Protein WEE1 zeigte in den HCT116"*' - eine
geringe Reduktion der densitometrisch gemessenen Signalstarke nach der
Einzelbehandlung mit MS-275 (0,9) im Vergleich zur Kontrolle. Wahrend durch eine
Einzelbehandlung mit 5-FU (1,3) und HU (1,2) erhdhtes WEE1 detektierbar war,
wurde WEE1 durch die Kombination mit MS-275 wiederum auf 0,9 in den Zellen mit
5-FU und auf 0,8 in den Zellen mit zusatzlicher HU Behandlung reduziert. Lediglich
eine Kombination von MS-275 mit Irinotecan (1,4) zeigte im Vergleich zur

Einzelbehandlung mit Irinotecan (1,0) und auch zur Kontrolle ein erhdhtes Vorliegen
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von WEE1. Des Weiteren zeigt Abbildung 22C ein basales Level an p53 in
HCT116°*'" Zellen. Wie in Kapitel 24 beschrieben induziert die DNA
Schadensantwort eine Phosphorylierung von p53 an Ser15. In den HCT1167*' *
Zellen konnte in der Behandlung mit 5 uM Irinotecan die starkste Phosphorylierung

von p53 nachgewiesen werden.

In der HCT116"%* Zelllinie zeigte sich nach der Behandlung mit Chemotherapeutika,
einzeln und in Kombination, ubiquitar eine Reduktion von WEE1 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Abb. 22B). Wahrend die Kombination von HU mit MS-275
(0,5) wie in den HCT116"" Zellen ebenfalls zu einer Reduktion von WEE1 im
Vergleich zur Einzelbehandlung mit HU (0,6) und zur Kontrolle (1,0) fuhrt, zeigten die
anderen beiden Kombinationstherapien jeweils einen Anstieg an WEE1 im Vergleich
zur jeweiligen Einzelbehandlung (Abb. 22B). Entsprechend des Prinzips eines TP53
knockouts konnte in den HCT116"%* 7 Zellen weder p53 noch p-p53 auf Proteinebene
via Western Blot detektiert werden. Konsistent zur Literatur konnte eine eindeutige
p21 Zunahme in den mit MS-275 einzeln und kombiniert therapierten
Zellpopulationen nachgewiesen werden (Abb. 22B). Diese Ergebnisse unterstitzen
die in der Literatur beschriebene p53-unabhangige Signalinduktion von p21 durch
den HDACi MS-275.

4.6 Auswirkungen von PR130 auf den Zellzyklus

Wie in Kapitel 2.6 beschrieben, ist eine regulatorische Untereinheit, der Protein
Phosphatase 2A (PP2A), PR130 in den RS-induzierten intrazellularen Mechanismen
der DNA-Schadensantwort und Apoptose beteiligt. Im ersten Schritt wurde vorerst
das intrazellulare Vorkommen des Proteins PR130 in den HCT116%", HCT116°%",
HCT116P%'"- Zellen via Western Blot untersucht. Von besonderem Interesse waren
hierbei Veranderungen der intrazellularen Proteinexpression nach Induktion von
replikativen Stress durch verschiedene Chemotherapeutika - einzeln und in
Kombination mit dem HDACi MS-275. Da die Effekte von Hydroxyurea bereits
ausfuhrlich durch Goéder (2019), eine ehemalige Doktorandin in der Arbeitsgruppe
Kramer, beschrieben wurden, wurde in den folgenden Versuchen auf die Therapie

mit Hydroxyurea in HCT116 Zellen verzichtet.
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Abb. 23: Reaktion von PR130 auf die Induktion von replikativen Stress in

HCT116 Zelllinien

Die HCT116"", HCT116°**"- und HCT116"*' " Zellen wurden fir 24 h mit 2 yM MS-275, 5 uM 5-FU
und 5 uM Irinotecan wie abgebildet inkubiert. Gesamtzellextrakte wurden mittels Western Blot
jeweils auf das Protein PR130 getestet. Tubulin dient als Ladekontrolle. Die gezeigten Blots sind
reprasentativ fir mindestens zwei unabhangig durchgefiihrte Experimente.

In Abbildung 23 wird die Signalverstarkung von PR130 nach Exposition mit MS-275
einzeln und in Kombination vor allem in den HCT116"" und HCT116**" - Zellen
verdeutlicht. Auffallig ist zudem ein hoheres basales Level von PR130 in den
HCT116"" Kontrollzellen im Vergleich zu den beiden knockout Zelllinien. Nachdem
eine eindeutige Modulation von PR130 auf MS-275 induzierten replikativen Stress
festgestellt werden konnte, wurden im nachsten Schritt Effekte eines PR130
knockouts untersucht. Hierfur wurde das Gen PPP2R3A, welches PR130 kodiert,
mittels CRISPR/Cas9 herausgeschnitten. Kurz gefasst, ist CRISPR/Cas9 (CC9) eine
Technologie zur Genmodifikation. Anhand einer sogenannten guide RNA wird die
Zielstruktur im Genom ausfindig gemacht und anschlieRend wird mittels der Cas9
Endonuklease ein Doppelstrangbruch induziert. Hiernach treten die zelleigenen
Reparatur-mechanismen in Aktion (Kap. 2.4 ). Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei
verschiedene Klone von HCT116 Zellen, die mittels CC9 im Gen PPP2R3A
modifiziert wurden und kein PR130 mehr tragen, untersucht (#3 und #16, welche in
dieser Arbeit fortan als HCT116PR'** bezeichnet werden), sowie eine Kontrollzelllinie
(HCT116°°° ") mit intakter PR130 Expression verwendet.

Um die Rolle von PR130 im Zellzyklus und die Induktion von Apoptose zu
untersuchen, wurden HCT116°®°  und HCT116"R"® * Zellen mit dem gleichen
Kombinationsschema wie in Tabelle 3 (mit Ausnahme von HU) stimuliert. In
Abbildung 24 werden die Auswirkungen der Kombinationstherapie auf PR130
tragende Zellen und Zellen mit fehlendem PR130 dargestellt. Nach 24 h zeigten sich
in den HCT116°° < Zellen &hnliche Ergebnisse wie in den HCT116"" Zellen (Kap.
4.4 ). Die Zellzyklusphasenverteilung der HCT1167%'3° - Zellpopulation entsprach
weitestgehend den PR130 tragenden Zellen. Jedoch zeigte sich in HCT116"R%1%
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bereits nach 24 h in den mit 5-FU behandelten Zellen ein signifikanter S-Phase
Arrest (S-Phase 27,7%) mit einem G1-Phasenverlust von 62,1% in der
unbehandelten Kontrolle auf 43,7% nach 5-FU Behandlung. In Kombination mit MS-
275 zeigte sich ein geringerer Anstieg der S-Phase (21%) und ein erhohter G1-
Phasenverlust (40,3%). Wird die subG1-Fraktion in Abbildung 24A betrachtet, ist der
Phasenverlust von G1 moéglicherweise durch eine signifikanten Zunahme der subG1-
Fraktion (16,2%, Vergleich Kontrolle: 2,6%) erklarbar.
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Abb. 24: Einfluss von PR130 auf den Zellzyklus nach Kombinationstherapie

(A) HCT116°%° - Zellen und HCT116"%'3° 7 Zellen wurden fir 24 h Stunden mit 2 yM MS-275, 5
MM 5-FU und 5 pyM Irinotecan wie abgebildet inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und mit PI
gefarbt. Die Zellzyklusanalyse erfolgte am Durchflusszytometer (n=6; MW + SD; two-way
ANOVA, Bonferroni Korrektur; * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001) (B) HCT116°®° °~ Zellen und
HCT1167R"° Zellen wurden fur 40 h Stunden mit 2 yM MS-275, 5 uM 5-FU und 5 puM Irinotecan
wie abgebildet inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und mit Pl gefarbt. Die Zellzyklusanalyse
erfolgte am Durchflusszytometer (n=5; MW + SD; two-way ANOVA, Bonferroni Korrektur; *
p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001) (C) Die statistische Auswertung der Ergebnisse der
Zellzyklusphasen G1, S und G2 nach 24 h und 40 h in HCT1167""*® - wurde graphisch
gegenubergestellt. (Werte nach 24 h n=6, Werte nach 40 h n=3; MW+SD; Legende fiir die X-
Achse: 1 = contr., 2 = 2 yM MS-275, 3 =5 pM 5-FU, 4 =5 yM 5-FU + 2 yM MS-275, 5 =5 uyM
Irinotecan, 6 = 5 uM Irinotecan + 2 yM MS-275).

Irinotecan - - - - + + .

Abbildung 24B stellt die Verteilung der Zellzyklusphasen nach 40 h dar. In den mit 5-
FU behandelten Zellen konnte weder in den HCT116°“°*" noch in den HCT116°R1%°
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Zellen ein S-Phase Arrest gemessen werden. Dieser Abfall der S-Phase nach 40 h,
im Vergleich zu den Ergebnissen nach 24 h, wird durch den Graphen in Abb. 24C
nochmal verdeutlicht. Wird die G1-Phase beider Zelllinien betrachtet, zeigt sich nach
wie vor ein signifikanter Verlust dieser Zellzyklusphase. Durch die Kombination von
5-FU mit MS-275 zeigt sich zusatzlich ein starker Anstieg der subG1-Fraktion mit
Verlusten der Zellpopulation in der G1-Phase und S-Phase. Weitere Verluste der G1-
Phase konnen in den mittels Irinotecan, einzeln und kombiniert, behandelten Zellen
festgestellt werden. Wahrend sich in der Kombination von Irinotecan und MS-275
nach 24 h in beiden Zelllinien ein signifikanter G2-Arrest einstellte (HCT116°%° "
64,4%; HCT1167R'3° " 67,1%), zeigten sich in den HCT116°%° ¢~ Zellen nach 40 h in
der G2-Phase keine signifikanten Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle
(Irinotecan + MS-275: 25,3%, Kontrolle: 21,7%). Auch hier ist ein deutlicher Shift des
Zellzyklus in die subG1-Fraktion erkenntlich (49,1%). In den HCT1167R"®® 7 Zellen
kann in den mit Irinotecan und MS-275 behandelten Zellen das gleiche Verhalten des
Zellzyklus in abgeschwachter Form detektiert werden (G1-Phase auf 31,2%; G2-
Phase 35,5%; subG1-Phase 28,1%). Wird die subG1 Population beider Zelllinien im
Allgemeinen betrachtet, so scheint die Kombination von 5-FU mit MS-275 in
HCT116PR"® 7 Zellen am sensitivsten auf replikativen Stress zu reagieren, mit einem
Anstieg der subG1-Fraktion auf 16,2% nach bereits 24 h. Nach 40 h lasst sich jedoch
ein  starkerer Anstieg der subG1-Phase in Reaktion auf samtliche

chemotherapeutische Behandlungen in den HCT116°%° " Zellen feststellen.

Da die subG1-Fraktion fragmentierte DNA darstellt und somit Hinweise auf Apoptose
liefert, wurden nahere Untersuchungen zur genaueren Aufschlisselung der
Apoptosevorgange durch die durchflusszytometrische Zelltodmessung mittels
AnnexinV/PI durchgefuhrt (Abb. 25).
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Abb. 25: Effekte von PR130 in der Zelltodmessung

HCT116°“°*" und HCT116PR"*° 7~ Zellen wurden mit 2 yM MS-275, 5 uM 5-FU und 5 uM Irinotecan
wie abgebildet inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung mit AnnexinV-FITC und Pl und die
Analyse am Durchflusszytometer. (A) Statistische Auswertung der Zelltodmessung und der
viablen Zellen nach 24 h (n=4, MW + SD; two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur, ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001). (B) Statistische Auswertung der Zelltodmessung und der viablen Zellen
nach 40 h (n=4, MW + SD; two-way ANOVA; Bonferroni Korrektur, * p<0,05; ** p<0,01; ****
p=<0,0001).

Wie Abbildung 25 deutlich zeigt, ist mittels der AnnexinV/Pl Farbung in den
HCT116"R"® * nach 24 h Inkubation mit 5-FU und MS-275 ein signifikanter Anstieg
der frihen Apoptose (8,0%) und spaten Apoptose/Nekrose (9,0%) detektierbar. Die
Einzelbehandlung mit 5-FU zeigt im Vergleich zu der Kombinationsbehandlung nur
eine geringe Auswirkung auf die Apoptose (frihe Apoptose: 4,2%; spate
Apoptose/Nekrose: 4,6%). Innerhalb der HCT116°%° ° Zellen zeigt sich zusatzlich zu
den Effekten in den mit 5-FU und MS-275 therapierten Zellen (im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle: 3%) auch ein signifikanter Anstieg der frihen Apoptose in
den mittels Irinotecan und MS-275 therapierten Zellen auf 10,2% (Abb. 25A). Nach
40 h zeigen beide Zelllinien sowohl in den behandelten Zellkulturen einen weiteren
Anstieg der Zelltodrate (siehe Abb. 25B). Insbesondere fallt ein Anstieg der spaten
Apoptose/Nekrose in den mit Irinotecan und MS-275 behandelten Zellen der
HCT116"R"® * Zellen auf, welche nach 40 h 19,8% betragt (Vergleich zu 24 h: 5,2%).

73



Die geringste Induktion von Apoptose wurde in den mit 5-FU einzelbehandelten
Zellen der HCT1167R'™*® * gemessen (friihe Apoptose nach 40 h: 5,6%; spate
Apoptose/Nekrose 13,8%). Allgemein betrachtet, kann, mit Ausnahme von der
Kombination mit 5-FU und MS-275, eine hohere Zelltodrate in den PR130 tragenden
HCT116 Zellen sowohl nach 24 h als auch nach 40 h festgestellt werden (Abb. 25).

Im nachsten Schritt wurde, wie in dem vorangegangenen Kapitel (Kap. 4.5 ), die
DNA Schadensantwort auf Proteinebene via Western Blot untersucht. Abbildung 26
zeigt den Vergleich zwischen PR130 tragenden HCT116°%° " Zellen und PR130
defizienten HCT1167R"3° * Zellen. In HCT116°%° " Zellen ist eine Reduktion des
WEE1 Signals um die Halfte (Kontrolle fold induction: 1,0; 2 yM MS-275 fold
induction: 0,5) nach 24 h Inkubation mit MS-275 detektierbar. Wahrend die
densitometrische Analyse des WEE1 Signals nach Inkubation mit Irinotecan und mit
5-FU weiter ansteigt (5-FU: 1,1; Irinotecan: 1,2), zeigte sich nach wie vor eine
Reduktion des Signals nach zusatzlicher Inkubation mit MS-275 (Abb. 26A).
Entsprechend den aus der Literatur bekannten Wirkmechanismen konnte ebenfalls
eine Reduktion von p-CDK1 nach Behandlung der Zellen mit MS-275 dargestellt
werden. Die Analyse von p53 zeigte eine Induktion von p53 in den mit Irinotecan und
5-FU monotherapierten Zellpopulationen. In der Kontrolle sowie in den mittels MS-
275 behandelten Zellen konnte hingegen keine signifikanten Unterschiede in der
Proteinexpression der untersuchten Proteine detektiert werden (Abb. 26A). Eine
Phosphorylierung von p53 an Ser15 konnte einzig in der Einzelbehandlung der

HCt116°°" mit Irinotecan deutlich nachgewiesen werden.

In Abbildung 26 werden weitere Proteine des intrinsischen Apoptosesignalwegs
dargestellt. Noxa ist ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie. In den
HCT116°° & Zellen ist eine basale Expression von Noxa in allen behandelten und
unbehandelten Zellen nachweisbar. Bei genauerer Betrachtung fallt eine leichte
Abnahme des Signals in beiden Kombinationstherapien mit MS-275 auf. Mcl-1 ist
ebenfalls in allen Zellpopulationen detektierbar. Die geringste Proteinexpression des
anti-apoptotischen Proteins Mcl-1 zeigte sich in den mittels 5-FU monotherapierten
Zellen. Rad51 wies ein ahnliches Verteilungsmuster wie das Protein p53 auf: in der
Kontrolle sowie in den mit MS-275 einzelbehandelten Zellen wurde ein schwacheres
Signal detektiert, wahrend die Therapien der weiteren vier Zellpopulationen (Tab. 3)
annahernd gleich hohe Level an Rad51 induzierten (Abb. 26A).
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Abb. 26: DNA Schadensantwort in PR130 kompetenten HCT116°®° - und PR130
defizienten HCT116°R130 -

(A) HCT116°°°" Zellen und (B) HCT116"R"*° " Zellen wurden fiir 24 h mit 2 yM MS-275, 5 uM 5-
FU, 5 uM 5-FU + 2 pM MS-275, 5 uM Irinotecan und 5 pM Irinotecan + 2 yM MS-275 wie gezeigt
inkubiert. Gesamtzellextrakte wurden mittels Western Blot jeweils auf die dargestellten Proteine
untersucht. Tubulin und HSP90 dienen als Ladekontrollen (n=2).

Die gleichen Proteine wurden ebenfalls in den HCT116™*"® * via Western Blot
nachgewiesen. Auch hier zeigt Abbildung 26B eine eindeutige Signalreduktion von
WEE1 (Densitometrie 0,5) und p-CDK1 nach 24 h Inkubation mit MS-275. Diese
Reduktion blieb auch in den Kombinationstherapien erhalten. Im Vergleich zu den
PR130 kompetenten Zellen zeigte sich in den HCT116"%'*° * eine zusatzliche
Abnahme von WEE1 innerhalb der mit 5-FU einzelbehandelten Zellpopulation. In den
Irinotecan behandelten Proben konnte keine Veranderung der Signalstarke im
Vergleich zu Kontrolle gemessen werden. Eine deutliche Induktion des Proteins p-
CDK1 konnte sowohl in den mit 5-FU als auch mit Irinotecan behandelten Zellen
detektiert werden. Obwohl die Signalstarke von p-CDK1 durch die Kombination mit
MS-275 wieder abnimmt, ist dennoch ein erhdhtes Vorkommen im Vergleich zur
Kontrolle nachweisbar (Abb. 26B).

Wird das Protein p53 in Abbildung 26B betrachtet, zeigte sich in der Kontrolle und
nach einer MS-275 Monotherapie ein deutlich niedrigeres p53 Signal im Vergleich zu
den Zellen, die mit 5-FU und Irinotecan sowie den beiden Kombinationstherapien

behandelt wurden. Die hochste Proteinsignatur konnte in der Kombinationstherapie
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durch MS-275 mit 5-FU detektiert werden. Die Phosphorylierung von p53 durch das
Kombinationstherapieschema folgte einem ahnlichen Muster. Die starkste
Phosphorylierung von p53 konnte hierbei in den mittels Irinotecan und MS-275
kombiniert therapierten HCT116°%'* - Zellen gemessen werden, wahrend in der
Kontrolle und in den MS-275 monotherapierten Zellen kein p-p53 Signal detektiert
werden konnte (Abb. 26B). Es konnten keine mal3geblichen Modulationen der
Signalstarke von Noxa in den HCT1167R" 7 Zellen via Western Blot dargestellt
werden. Abgesehen von einer Reduktion der Signalstarke von Rad51 in den mit MS-
275 monotherapierten Probe, veranderte sich das Vorkommen von Rad51 in den
HCT116PR"® - auch nach Inkubation gemaR dem Therapieschema (Tab. 3) nicht
malfdgeblich. Abbildung 26B zeigt zudem ein deutliche Signalabschwachung von Mcl-
1 in den mit Irinotecan inkubierten Zellen. Die Kombination mit MS-275 induzierte
jedoch wieder Mcl-1. Es konnten daher molekulare Unterschiede in der MCL-1
Expression dargestellt werden, welche jedoch im Zellzyklus zu diesem Zeitpunkt
noch nicht reflektiert waren. Zur weiteren Untersuchung und Differenzierung dieses

Phanomens ware eine Proteom oder Transkriptom Analyse gegebenenfalls indiziert.
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5. Diskussion

5.1 MS-275 arretiert p21 kompetente HCT116 Zellen in der G1-
Phase und p21 defiziente HCT116 Zellen in der G2-Phase

Histondeacteylasen (HDACs) fungieren als epigenetische Regulatoren der Zelle,
indem sie Histone deacetylieren und somit ein kompaktes Vorliegen des DNA-Histon-
Komplexes induzieren (siehe 2.5 ). Hierdurch ist der Ablauf der Transkription
behindert und die Expression einzelner Genabschnitte wird somit gehemmt. Die
Inhibierung von HDACs, durch sogenannte HDACI, fuhrt zu einer Hyperacetylierung
von Histonen und anderer Proteine mit zahlreichen intrazellularen und organischen
Auswirkungen (Abb. 27).

HDACs kénnen zudem in Klasse | — IV differenziert werden ( 2.5 ), wodurch sich
auch HDACI in unterschiedliche Kategorien einteilen lassen. Bisher bekannt sind
unter anderem: selektive HDACI, welche eine spezifische Klasse an HDACs
inhibieren, wie beispielsweise MS-275 (HDAC Klasse | Inhibitor) oder Ricolinostat
(HDACSG Inhibitor); pan-HDACI, welche spezifisch zinkabhangige HDACs inhibieren
konnen, wie beispielsweise Vorinostat oder Belinostat; oder multipharmakologische
HDACI, welche neben einem HDAC noch eine weitere Zielstruktur inhibieren, wie
beispielsweise CUDC-907 (HDAC Inhibitor und PI3K Inhibitor) (Laura Grumetti et al.
2022). 2006 wurde Vorinostat, ein pan-HDACI, erstmals von der US-amerikanischen
FDA zur Therapie von kutanen T-Zell-Lymphomen zugelassen (Suraweera, O’Byrne,
and Richard 2018). Seither folgten zahlreiche Forschungsarbeiten und Zulassungen

weiterer HDACi zur Integration in diverse Tumortherapien.
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Abb. 27: Wirkungsmechanismen auf zellularer Ebene und Klassifikation
der HDACi

HDACI entfalten ihre Wirkung durch die Modulation unzahliger Prozesse im Organismus. Unter
anderem spielen HDACIi auf zellularer Ebene eine Rolle in der DNA-Reparatur, Apoptose,
Zellzyklusarrest, Uberlebenssignalweg und in der Antwortreaktion auf oxidativen Stress. Zur
einfacheren Ubersicht kdénnen HDACi gemaR ihrer pharmakologischen Wirkung auf die
Zielstrukturen in drei Gruppen eingeteilt werden: spezifische HDACIi, pan-HDACi und
multipharmakologische HDACI. Zu der Gruppeneinteilung der HDACi wurden reprasentative
Beispielmedikamente der jeweiligen Gruppe angegeben. Abbildung modifiziert nach Grumetti et
al. 2022.

In der Literatur wurden Auswirkungen auf den Zellzyklus durch einen HDACI
induzierten G1-Phase Arrest (A. Newbold et al. 2014a) beschrieben. Eine wichtige
Rolle in diesem Mechanismus spielt mitunter die p53-unabhangige Induktion von p21
durch HDACI (Richon et al. 1996) welcher die Funktionalitdt der CDKs und somit die
Zellzyklus-Checkpoints mafgeblich beeinflusst. Hinweise auf den G1-Arrest zeigten
sich ebenfalls anhand der Ergebnisse von HCT116"" und HCT116°* 7~ Zelllinien in
dieser Arbeit (Abb. 16). Hinweise auf einen Zusammenhang mit p21 konnten indirekt

via Immunoblot durch ein deutlich erhdhtes Vorkommen an p21 nach MS-275
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Inkubation in HCT116P* 7~ Zellen dargestellt werden (Abb. 22). Zusétzlich wird ein
HDACI induzierter G2/M-Phase Arrest in der Literatur beschrieben (Bolden, Peart,
and Johnstone 2006; A. Newbold et al. 2014b). Der zugrundeliegende Mechanismus
ist jedoch noch nicht eindeutig geklart. Erste Hinweise deuten auf Mechanismen, die
unabhangig von DNA-Schaden, und deren aktivierten Signalwegen, wie der p53-p21
Signalkaskade, induziert werden (Andrea Newbold et al. 2016). Abbildung 16 zeigte
einzig in HCT116"%" * Zellen ein Auftreten des G2-Arrests, wodurch die Hypothese,
dass es sich um einen p21-unabhangigen Mechanismus handeln kdnnte, unterstutzt
wird. Obwohl HDACi in der Monotherapie von soliden Tumoren eine untergeordnete
Rolle spielen, konnten synergistische Effekte durch eine Kombination von HDACi mit
Fluoropyrimidinen nachgewiesen werden (Fazzone et al. 2009; Terranova-Barberio et
al. 2015; Eckschlager et al. 2017). Infolge dessen wurden die Auswirkungen weiterer
konventioneller Chemotherapeutika in Kombination mit HDACi untersucht. Zahlreiche
Untersuchungen zeigten ein physiologisches Vorkommen von Klasse | HDACs
(HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS8) und Klasse Il HDACs (HDAC4) in gesundem
Kolon Gewebe (Wilson et al. 2006; Mariadason 2008) und eine charakteristische
Uberexpression der HDACs Klasse | in transformierten Kolonkarzinomzellen (B. H.
Huang et al. 2005; Mariadason 2008). Das Vorliegen von HDACG6 wird vor allem in
Mammakarzinomszellen beschrieben (Zhang et al. 2004), in Kolonkarzinomzellen
wurde bisher von keiner HDAC6 Uberexpression berichtet (Mariadason 2008).
Zusatzlich befindet sich HDAC6 im Gegensatz zu Klasse | HDACs (HDAC1-3) im
Zytoplasma, sodass diese keinen Einfluss auf die Histondeacetylierung im Nukleus
ausuben (Beyer et al. 2017). Unter Berlcksichtigung dieser Umstande, und um die
zahlreichen Nebenwirkungen eines pan-HDACi (Van Veggel, Westerman, and
Hamberg 2018; Tzogani et al. 2018) zu umgehen, wurde der Klasse | HDACi MS-275

fur die weiteren Experimente einer Kombinationstherapie ausgewahlt.

5.2 Robustheit von HCT116P*' 7~ Zellen bei Irinotecan Monotherapie

Der Topoisomerase | Inhibitor Irinotecan ist ein haufig eingesetztes Zytostatikum in

der Therapie von soliden Tumoren. Der Wirkmechanismus von Irinotecan beruht auf
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einer Bindung mit Topoisomerase |, wodurch ein Protein-gekoppelter DNA-
Strangbruch induziert wird (Bailly 2019) (Abb. 28).

ss-DNA

Topoisomerase 1

Y

DNA
ds-DNA Strangbriiche

Abb. 28: Irinotecan Wirkungsmechanismus

Irinotecan inhibiert das Enzym Topoisomerase |, welche wahrend der DNA-Replikation bendtigt
wird. Die Topoisomerase | l6st die Supraspiralisierung, welche im Rahmen der erdffneten
Replikationsgabel auftritt, indem sie einen Einzelstrangbruch in der DNA herbeifihrt. Irinotecan
bildet mit Topoisomerase | einen Komplex an der DNA, wodurch zytotoxische, Protein-gekoppelte
Einzelstrangbriiche entstehen, die zum Zelluntergang fuhren (Bailly 2019). Abbildung modifiziert
nach Bailly 2019.

Auf Grund steigender Tumorresistenzen gegenuber Irinotecan, beispielsweise durch
die erhohte Expression von Effluxpumpen in der Tumorzelle oder Mutationen der
Topoisomerase | (Ozawa et al. 2021), werden neue Medikamente sowie
Kombinationstherapie-schemata erforscht um diese Resistenzen zu Uberwinden. Zu
Beginn dieser Arbeit wurden HCT116"", HCT116"* " und HCT116P?' "~ mit steigenden
Konzentrationen an Irinotecan inkubiert. Da der Mechanismus von Irinotecan bereits
gut erforscht ist, diente dies vorrangig der Erdrterung, ob etwaige Resistenzen
innerhalb der knockout Zelllinien vorliegen und ab welcher Dosis diese auf Irinotecan
ansprechen. Obwohl in der Theorie hauptsachlich von Irinotecan-induzierten
Einzelstrangbrichen (SSB) gesprochen wird, war es dennoch von Interesse
herauszufinden, ob Doppelstrangbriiche (DSB) ebenfalls durch Irinotecan bedingte
Storungen der Replikationsgabel auftreten. Um Hinweise auf DSB darzustellten,
wurde der ATM/CHK2 Signalweg (Kap. 2.4 ) via Western Blot untersucht. Auf Grund

der in Abbildung 7 dargestellten Ergebnissen kann tatsachlich auf eine Aktivierung
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des ATM/CHK2 Signalweges riuckgeschlossen werden. Diese zeigte sich ab einer
Dosis von 5 uM Irinotecan in allen drei Zelllinien. Der ATR/CHK1 Signalweg, der
vorrangig bei DNA-Einzelstrangbriichen induziert wird, liel sich als erstes in den
HCT116">® - ab einer Dosis von 5 uM lIrinotecan nachweisen. Wahrend pCHK1 ab 8
UM lIrinotecan auch in den HCT116"" Zellen detektiert werden konnte, zeigte sich
kein verstarktes Ansprechen von pCHK1 innerhalb der HCT116"*' . Die
Zellzyklusanalyse (Abb. 8) und Apoptosemessung (Abb. 9) zeigten ebenfalls ein
sensitiveres Ansprechen der HCT116"" Zelllinien. HCT116P*' - Zellen wiesen
hingegen eine Robustheit gegenlber Irinotecan auf. Ein signifikanter G2-Arrest
zeigte sich erst ab héheren Konzentrationen von Irinotecan (5 uM) und es konnte
eine deutlich geringere Apoptoserate von HCT116°*' - innerhalb der gesamten
Dosisreihe nachgewiesen werden (Abb. 8). Obwohl in der Literatur gezeigt werden
konnte, dass Irinotecan in p21 defizienten HCT116 Zellen eine erhdhte Apoptoserate
induzierte (Hayward et al. 2003; Origanti et al. 2013; Gartel 2009), konnte dies in
dieser Arbeit nicht repliziert werden. Weitere Studien berichteten jedoch von einer
erhohten Chemosensibilitat durch p21 Expression. Durch den Verlust von p21 in
Kolonkarzinomzellen, Ovarialkarzinomzellen oder Hepatozyten konnte subsequent
einer verringerte Apoptoserate und erhdhte Resistenz gegentiber Cisplatin (Lincet et
al. 2000), 5-FU (Chinery et al. 1997) und Desoxycholsdure (Qiao et al. 2002)
beschrieben werden. In Anbetracht der Ergebnisse in 4.2.1 kann eine ahnliche pro-
apoptotische Rolle von p21 in HCT116 Zellen vermutet werden, weshalb HCT116P?' -
Zellen erhohte Resistenzen zusatzlich gegeniber Irinotecan aufweisen koénnten.
Moégliche Parameter, die durch den Verlust von p21 betroffen sind, kdnnten
alternative Zellzyklus- und Apotptosesignalwege oder Mechanismen der Zytostatika
Aufnahme und Metabolisierung sein. Weitere Untersuchungen in diese Richtung

scheinen sinnvoll zu sein.

5.2.1 Irinotecan mit MS-275 reduziert die inhibitorische Phosphorylierung von
CDK1 in HCT116"" Zellen

Wahrend die Kombinationstherapie von Irinotecan mit MS-275 nach 24 h HCT116""
Zellen in der G2-Phase arretiert (Abb. 17), zeigte sich nach weiteren 24 h ein Shift in
die subG1-Fraktion (Abb. 20). Durch die Apoptosemessung mit AnnexinV/Pl konnte
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eine signifikant erhdhte Apoptose ermittelt werden, welche verglichen mit den beiden
knockout Zelllinien in den HCT116"" Zellen am starksten ausgepragt war (Abb. 19).
Dieser synergistische Effekt von Irinotecan mit einem HDACI ist kongruent zur
aktuellen Literatur (Na et al. 2011). Interessanterweise zeigte sich in Abbildung 22 in
HCT116"" Proben auf molekularer Ebene eine deutliche Reduktion der CDK1
Phosphorylierung mit einer zusammenhangenden Verminderung von WEE1 durch
diese Kombinationstherapie. In Anbetracht dieser Ergebnisse und den bereits
bekannten Wirkmechanismen von Irinotecan (Kap. 2.2 ), HDACi (Kap. 2.5 ) und
Zellzyklusregulation (Kap. 2.3 ), kann die Hypothese, dass es sich hierbei um
Auswirkungen einer mitotischen Katastrophe handeln kénnte, wie folgt aufgestellt
werden. Eine Eliminierung der inhibitorischen Phosphorylierung von CDK1 bewirkt
die Aktivierung des CDK1/Cyclin A-Komplexes und einen Wiedereintritt der Zelle in
den Zellzyklus. Der CDK1/Cyclin A-Komplex spielt Uber seine Interaktion mit dem
CDC6, CDT1 und MCM2-7 Komplex (Arias and Walter 2007) eine regulatorische
Rolle in der Aktivierung der DNA-Replikationsurspriinge (,ORI: origin of replication®)
(Katsuno et al. 2009). Hierdurch wird erneut die DNA Replikation initiiert (,ORI/
firing®). Jedoch besteht nach wie vor eine Topoisomerase | Hemmung durch die
Irinotecan Behandlung der Zellen, sodass DNA-Strangbriiche akkumulieren. Durch
den fehlenden Zellzyklusarrest kénnen diese DNA Schaden nicht ausreichend
repariert werden und die mitotische Katastrophe schreitet voran. Dieser
Mechanismus konnte die in Abbildung 19 dargestellte erhdhte Apoptose durch die
Kombinationstherapie von Irinotecan mit MS-275 begrinden. In den knockout
Zelllinien konnte keine entsprechend starke Reduktion der CDK1 Phosphorylierung
(Abb. 22) mit einem folgenden Shift der Zellen aus der G2-Phase in die subG1-
Fraktion dargestellt werden (Abb. 17, 20). Aus diesen Grinden, und wegen der im
Vergleich zu den HCT116"" Zellen niedrigeren Apoptoserate, scheint der
Mechanismus des gesteigerten ORI firings in den HCT116 knockout Zelllinien eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Dennoch zeigten die Ergebnisse aus Kapitel 4.4 ,
dass die Kombinationstherapie aus Irinotecan mit MS-275 zumindest flr den Wildtyp

einen validen Ansatz in der antitumoralen Therapie darstellt.
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5.2.2 WEE1-Inhibitoren als potentielles Kombinationsherapeutikum in p53
oder p21 defizienten Kolonkarzinomen

Funktionsstérungen des G1/S-Phase Checkpoints treten haufig durch p53
Mutationen in Tumorzellen auf. Ohne funktionalen G1/S-Phase Checkpoint kann
wahrend der ersten Halfte des Zellzyklus kein Zellzyklusarrest mit anschliellendem
Reparaturprozess oder Apoptose eingeleitet werden, sodass anfallende DNA-
Schaden akkumulieren kénnen. Aus diesem Grund ist die Funktionalitat des G2/M-
Phase Checkpoints essentiell fir das Uberleben der Tumorzellen um eben diese,
zum Teil durch Zytostatika induzierten DNA Schaden, wieder reparieren zu kdnnen.
Der G2/M-Phase Checkpoint unterliegt der Regulation von der Proteinkinase WEE1,
welche in multiplen Tumoren Uberexprimiert wird (Matheson et al. 2016). Die
Wirksamkeit von WEE1-Inhibitoren (WEE1i) werden sowohl in praklinischen, als
auch in klinischen Studien der Tumortherapie untersucht. Yin et al. (2018) berichtete
Uber einen synergistischen Effekt von Irinotecan mit dem WEE1i MK1775 in
Kolonkarzinomzellen. Insbesondere in p53 defizienten Kolonkarzinomzellen zeigte
die Kombination mit MK1775 eine Resensitivierung der Tumorzellen auf Irinotecan.
Kim et al. (2016) konnte zusatzlich eindeutig synergistische Effekte einer
Kombinationstherapie von 5-FU mit dem WEE1i MK1775 in p53 defizienten
Magenkarzinomzellen darstellen. Obwohl von einer WEE1 Uberexpression in
herkdbmmlichen kolorektalen Karzinomen nur selten berichtet wurde und die klinische
Relevanz von WEE1i noch diskutiert wird, konnten spezifisch in p53 defizienten
Zellen deutliche pro-apoptotische Effekte durch WEE1i erzielt werden. Abbildung 22
zeigte in der unbehandelten Kontrolle der HCT116P% " Zellen ein starkes WEE1-
Signal. Eine Kombination von herkdmmlichen Chemotherapeutika wie 5-FU und
Irinotecan mit einem WEE1 Inhibitor kdnnte in diesem Fall eine vorteilhafte Wirkung
in der Tumortherapie erzielen. Auch in p21 defizienten HCT116 Zellen, bei denen
eine teils nur sehr geringe Reduktion oder gar Zunahme von WEE1 durch die
Kombinationstherapie gezeigt wurde (Abb. 22), kdnnte eine zusatzliche Kombination
mit WEE1i von therapeutischem Vorteil sein. Obwohl MK1775 als selektiver WEE1i
gilt, wurde dennoch von weiteren Proteininteraktionen Uber die ATP-Bindungsstelle
mit MK1775, beispielsweise an PLK1 (Polo-like-kinase 1), berichtet. PLK1 besitzt
uber eine FOXM1 Phosphorylierung eine promitotische Wirkung. Diab et al. (2020)
berichtete von einer PLK1 Aktivitatssteigerung durch WEE1i, wodurch Zellen
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vermehrt in die Mitose eintraten. Gerade bei Tumorzellen ware dies ein denkbar
ungunstiger Nebeneffekt.

Eine neue Modalitat zur besseren Selektivitat und Effizienz von Proteinhemmungen
wurde mittels Proteolyse-targetierenden-Chimaren (PROTACS) erreicht. Diese
bestehen aus drei Komponenten: einer Struktur, mit dessen Hilfe das Zielprotein
rekrutiert wird, einer E3-Ubiquitinligase und einem sogenannten ,Linker”, der die
beiden Komponenten miteinander verbindet. PROTACSs binden das Zielprotein und
bilden mit weiteren Proteinen einen funktionellen Komplex, woraufhin das Zielprotein
polyubiquitinyliert und proteasomal abgebaut wird. Die Entwicklung eines WEE1i-
PROTAC Wirkstoffes zeigte in verschiedenen Zelllinien eine effektive und spezifische
Hemmung von WEE1 (Aublette et al. 2022) und kénnte sich nach weiteren klinischen
Testungen in Zukunft als wertvoller Kombinationspartner in der Tumortherapie

erweisen.

5.3 Resistenzen gegeniiber 5-FU Monotherapien in HCT116P% "
Zellen

5-FU wird in der Therapie von diversen soliden Tumoren, wie Mammakarzinom,
kolorektales Karzinom und Tumore des respiratorischen Trakts, eingesetzt. Der
Wirkmechanismus beruht auf der Inkorporation von seinen aktiven Metaboliten 5-
Fluorouridin-Triphosphat (5FUTP) und 5-Fluorodeoxyuridin-Triphosphat (5FdUTP) in
die DNA und RNA und der Hemmung der Thymidylat-Synthase (Abb. 29).

Die Fahigkeit von 5-FU replikativen Stress zu induzieren, wird in der Literatur bereits
ausfihrlich beschrieben (Longley, Harkin, and Johnston 2003) und werden in 4.2.2
auf ihre Ansprechraten in HCT116 knockout Zelllinien getestet. Wie in 5.2 zeigte
sich auch hier die HCT116"% * Zelllinie am sensitivsten. Sowohl in HCT116* 7~ und
HCT116°*" = Zellen zeigten sich Hinweise auf ATR/CHK1 gesteuerte Reparatur-
mechanismen der Zellen (Abb. 10). Das Apoptoseprofil der HCT116°* * zeigte
Ahnlichkeiten zu den HCT116"" Zellen, wahrend die HCT116"2' - Zelllinie, verglichen
mit den beiden anderen Zelllinien, die geringste Apoptoserate innerhalb der
gesamten Dosisreihe aufwies (Abb. 12). Mdglicherweise deutet dies auf erweiterte

Resistenzmechanismen bei 5-FU Monotherapien in HCT116P?' * Zellen hin.
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Abb. 29: Intrazellularer Wirkungsmechanismus von 5-FU

Intravasal verabreichtes 5-FU gelangt Uber einen Transporter in der Zellmembran in die
Tumorzelle. Dort wird es Uber mehrere Zwischenschritte in FUTP umgewandelt, welches
daraufhin durch die RNA-Polymerase in die RNA inkorporiert wird und somit die physiologische
RNA Funktion stort. Gleichzeitig findet die Umwandlung von 5-FU in 5-Fluorodeoxyuridin-
Monophosphat (5dUMP) statt, welches die TS hemmt. Dies flihrt zu einer verminderten
Umwandlung von dUMP in dTMP. FAUMP wird Uber weitere Schritte schlieBlich zu FAUTP
synthetisiert, welches Uber die DNA-Polymerase in die DNA eingebaut wird und zu DNA-Schaden
fuhrt. Abbildung modifiziert nach Grumetti et al. 2022.

In der Literatur wurde bereits von zahlreichen Resistenzmechanismen gegenuber 5-
FU berichtet. Obwohl 5-FU die starkste Wirkung in Kolonkarzinomzellen entfaltet,
sprechen dennoch nur rund 10% - 20% der metastasierten Kolonkarzinome auf eine
Monotherapie an (Maiuthed et al. 2018; Longley, Harkin, and Johnston 2003). Die
haufigsten Griinde der Resistenzentwicklung liegen in einer Uberexpression
spezifischer Enzyme, die fur die Metabolisierung von 5-FU eine maldgebliche Rolle
spielen. Hierunter ist vor allem die TS (Rahman et al. 2004) hervorzuheben, welche
die Umwandlung von dUMP zu dTMP vornimmt. In weiteren Schritten wird dTMP zu
dTTP phosphoryliert und bildet einen Pool an Desoxynukleotiden, der essentiell fur
die DNA-Synthese ist. Ein niedriges Level an TS in Tumorzellen erhéht daher den
therapeutischen Effekt von 5-FU, wahrend ein erhdhtes Vorkommen von TS die

Sensitivitat gegenuber 5-FU vermindert und entscheidend zur Resistenzbildung
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beitragt (Popat 2004). Ein weiteres in soliden Tumoren haufig betroffenes Enzym ist
die Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD). Diese dient der Eliminierung von 5-FU
und baut in einem ersten Schritt bis zu 80% der applizierten 5-FU Dosen in den
Hepatozyten ab um dessen Metabolite anschlieBend renal auszuscheiden.
Demzufolge ist die vorliegende Menge an DPD mit dem Ansprechen des Patienten
auf 5-FU Therapien assoziiert. Niedrige Level an DPD bergen die Gefahr einer
lebensbedrohlichen Toxizitat von 5-FU fir den Patienten, wahrend durch hohe Level
an DPD ein geringes Ansprechen von 5-FU moglich ist (Longley, Harkin, and
Johnston 2003; Laura Grumetti et al. 2022). Ein weiterer wichtiger Faktor in der
Resistenzentwicklung gegenliber Chemotherapeutika ist der Tumorsuppressor p53.
In in-vitro Untersuchungen zeigten sich Hinweise auf eine 5-FU Resistenz in Zellen
mit p53 gain-of-function Mutationen (Zheng et al. 1999). Auch in-vivo Studien zeigten
eine erniedrigte Ansprechrate auf Fluoropyrimidinen in Patienten mit einem TP53
Mutationsstatus im Vergleich zu Patienten mit dem TP53 Wildtyp Allel (Benhattar et
al. 1996). Der Tumorsuppressor p53 ist in einer Vielzahl von regulatorischen
Prozessen des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt (Kap. 2.3 , 2.7 ), welche
Auswirkungen auf das zellulare Ansprechen auf Chemotherapeutika haben.
Zusatzlich konnten regulatorische Interaktionen zwischen p53 und TS festgestellt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl TS die p53 mRNA bindet, als auch,
dass p53 den fur die TS Synthese essentiellen TYMS-Promotor inhibiert und sich
beide Proteine somit gegenseitig beeinflussen (Van Triest et al. 2000). Dies gibt
Grund zur Annahme, dass durch den Verlust von p53, zusatzlich zu den Zellzyklus
Dysregulationen, ein Hemmmechanismus der TS wegfallt und die TS subsequent
vermehrt exprimiert werden kann. Dies fuhrt moglicherweise zu einer erweiterten
Resistenzbildung gegentuber dem Chemotherapeutikum 5-FU. Tatsachlich konnte im
Rahmen dieser Arbeit nach 48 h Inkubation der Zellen mit 5-FU jedoch eine
signifikant vorangeschrittene Zellzyklusdysregulation in den HCT116P% * Zellen im
Vergleich zu den HCT116"T Zellen (Abb. 20) detektiert werden. In der subG1-
Fraktion (Abb. 17, 20) und in der AnnexinV/PI Zelltodmessung (Abb. 18, 19) finden
sich in der 5-FU Monotherapie sowohl nach 24 h als auch nach 48 h keine
signifikanten Unterschiede zwischen allen drei Zelllinien. Zu beachten ist hierbei
jedoch, dass HCT116**® - Zellen bereits basal erhéhten Stress nach 48 h zeigten
(Abb. 19). Da TS =zellzyklusabhangig exprimiert wird (Dolnick 2003), konnten

unterschiedliche Konzentrationen an TS in Zellinien mit verstarkter
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Zellzyklusdysregulation (HCT116°% -, HCT116"*' ") vorliegen. Die Regulation der TS
ist zudem ein hochkomplexer Prozess, welcher unter anderem neben
transkriptionellen Vorgangen auch post-transkriptionellen, translationalen und post-
translationalen  Modifikationen  (Then 2007) unterliegt, sodass weitere
Untersuchungen, beispielsweise via Immunoblot, modglicherweise einen
vielversprechenden Ansatz darstellen.

Zusatzlich zeigten in-vivo Studien eine inhibierende Wirkung von p53 auf die
Expression von DPD. Ein Verlust an p53 zeigte erhdhte Level an DPD und war mit
einer schlechten Ansprechrate auf 5-FU und einer damit assoziierten schlechten
Uberlebensprognose der Patienten verbunden (Gokare et al. 2017). In Anbetracht
der geringen Ansprechrate der Tumore auf 5-FU und die Vielzahl an
unterschiedlichen  Resistenzmechanismen, ist die Untersuchung weiterer
Medikamente und Kombinationstherapien bedeutend, um gezielt die Prognose
resistenter Tumore zu verbessern. Ein vielversprechender Ansatz konnte in Studien,
die Fluoropyrimidine mit HDACi kombinierten, gezeigt werden (Suraweera, O’'Byrne,
and Richard 2018; Laura Grumetti et al. 2022).

5.4 Kombinationstherapieansatze in HCT116 Zellen mit 5-FU

In der Literatur konnte TYMS als ein Hauptansatzpunkt der HDACIi identifiziert
werden. Durch die Herunterregulierung des TYMS Promotor durch den HDACI
Trichostatin A und einer somit erniedrigten Expression an TS konnten Lee et al.
(2006) eine Resensitivierung von Tumorzellen gegentber Fluoropyrimidinen
erreichen. MS-275 ist im Gegensatz zu Trichostatin A (Klasse |, 1| HDACI) ein
selektiver Inhibitor der Klasse | HDACs. Die Ergebnisse in Kapitel 4.4 und 4.5
zeigten ebenfalls synergistische Effekte in der kombinierten Anwendung des
selektiveren HDACi MS-275 mit 5-FU. Insbesondere HCT116"" Zellen zeigten
verglichen mit einer 5-FU Einzelbehandlung nach 24 h deutlich vorangeschrittene
Zellzyklusdysregulationen (Abb. 17) und erhdhte Apoptose (Abb. 19) in Reaktion auf
die Kombinationstherapie nach 48 h. Moglicherweise beruht dieser Effekt auf einem
.Zwei-Punkte-Ansatz“, in der MS-275 und p53 auf genetischer Ebene den TYMS-

Promotor inhibieren, wahrend 5-FU auf Proteinebene bereits exprimierte TS hemmt.
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In Folge dessen konnte, im Vergleich zu einem ,Ein-Punkt-Ansatz®, eine deutlich
effektivere Hemmung von TS in der Zelle gewahrleistet werden. Diesem Ansatz

musste in weiteren Untersuchungen nachgegangen werden.
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Abb. 30: Schematische Darstellung des "Zwei-Punkte-Ansatzes" von 5-FU und
MS-275 in der Zelle

(A) In einer gesunden Zelle kann p53 wie oben beschrieben den TYMS-Promotor, welcher
essentiell fur die TS-Synthese ist, hemmen. Es erfolgt eine physiologische Produktion von TS.
(B) In p53 defizienten Tumorzellen fallt die inhibierende Wirkung von p53 auf den TYMS-
Promotor weg, sodass erhdhte Level an TS in der Zelle vorliegen. Eine 5-FU Monotherapie ist in
solchen Fallen meist wenig effektiv. (C) Die Zugabe von MS-275 in p53 defizienten Tumorzellen
bewirkt nun erneut eine Hemmung der TS-Synthese auf genetischer Ebene durch die
inhibierende Wirkung von MS-275 auf den TYMS-Promotor. Zusétzlich hemmt 5-FU auf
Proteinebene die bereits synthetisierte TS. (D) Dieser Wirkungsansatz ist in p53 produzierenden
Tumorzellen méglicherweise durch die duale Hemmung des TYMS-Promotors via MS-275 und
p53 nochmals verstarkt. Zusatzlich acetyliert MS-275 p53, welches eine wichtige Rolle in der
Induktion von Apoptose spielt. (Marx et al. 2021; Benhattar et al. 1996; Van Triest et al. 2000;
Rahman et al. 2004). Erstellt mittels biorender.com

In HCT116"%® * Zellen konnte keine signifikant erhohte Apoptose detektiert werden
(Abb. 18, 19). Auf Grund der inhibitorischen Funktion von p53 auf den TYMS
Promotor, der in HCT116P% 7 Zellen wegfallt, konnte eine Uberexpression von TS
hierdurch moglich sein. Sonnemann et al. (2014) berichtete ebenfalls von einer

reduzierten Wirksamkeit von MS-275 in p53 defizienten Zellen im Vergleich zu
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anderen HDACI. Marx et al. (2021) konnte des weiteren einen Zusammenhang
zwischen MS-275 induzierter Acetylierung von p53, einer MOMP Bildung und einer
subsequenter Apoptoseinduktion darstellen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Wirkung von selektiven HDACI, wie MS-275, teilweise von einem funktionalen p53-
Signalweg abhangig ist, der in HCT116"* * Zellen nicht mehr gegeben ist. Diese
Annahme wird zusatzlich durch die eindeutige Modulation der p53 Phosphorylierung
in HCT116 Zellen mit funktionalem p53 unterstitzt (Abb. 22). Ein weiterer
Ansatzpunkt der TYMS Promotor Regulation stellt der Transkriptionsfaktor FOXM1
(Forkhead-box-M1) dar. Varghese et al. (2019) berichtete Uber eine regulatorische
Funktion von FOXM1 auf den TYMS Promotor. Die verstarkte Induktion von
Zellzyklusarrest und Apoptose konnte durch eine Kombinationstherapie von 5-FU mit
dem FOXM1 Inhibitor Thiostrepton insbesondere in 5-FU resistenten und p53
mutierten Zellen dargestellt werden (Varghese et al. 2019). Diese Ergebnisse geben
Hoffnung flr einen effektiven Alternativansatzpunkt in der Therapie von
Kolonkarzinomzellen mit einem p53 Mutationsstatus und/oder einer verminderten 5-
FU Sensitivitat.

5.5 Geringe Wirkungsunterschiede zwischen den HCT116
Zelllinien in Reaktion auf HU

Hydroxyurea ist ein seit 1967 von der US-amerikanischen FDA zugelassener und gut
etablierter Antimetabolit, der Uberwiegend in der S-Phase des Zellzyklus seine
Wirkung entfaltet. Zusatzlich wurde die HU assoziierte Induktion von oxidativen
Stress durch ROS Produktion bereits ausfuhrlich in der Literatur beschrieben (M.-E.
Huang et al. 2016).
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Abb. 31: Wirkmechanismus von Hydroxyurea

Der Wirkmechanismus von Hydroxyurea (HU) beruht Gberwiegend auf einer Hemmung des
Enzyms Ribonukleotidreduktase. Hierdurch wird die Umwandlung von Ribose zu Desoxyribose
gestort, wodurch die De-novo Synthese der DNA und somit die DNA-Replikation in der S-Phase
mafgeblich gestort werden (Madaan, Kaushik, and Verma 2012; Timson 1975). Abbildung
modifiziert nach Malato et al. (2020) und https://www.sofatutor.ch/biologie/genetik-und-
entwicklungsbiologie/genetik/zytogenetik-meiose-mitose-und-zellzyklus.

In der Literatur wurde haufig eine Kombination von 5-FU mit HU diskutiert. Durch die
kombinierte Hemmung der TS und Ribonukleotidreduktase versprach man sich
verstarkte antitumorale Effekte. Durchgefuhrte Phase |l Studien zeigten jedoch
widerspruchliche Ergebnisse bezlglich der Effektivitat. Wahrend beispielsweise
Costanzo et al. (1996) eine Potenzierung der 5-FU Aktivitat durch HU beschrieb,
berichtete Kaubisch et al. (2004) von keiner verbesserten Effektivitat der
Kombinationstherapie gegenuber einer Einzeltherapie mit 5-FU oder HU. Beiden
Studien gemeinsam war jedoch die erhdhte Rate an gastrointestinalen und

hamatotoxischen Nebenwirkungen. Zum Zeitpunkt 2019 ist HU kein Bestandteil der
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leitliniengerechten Therapie von kolorektalen Karzinomen (Deutsche Gesellschaft fur
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) 2019).

In Kapitel 4.2.3 konnte dennoch eine gute zytostatische Wirkung von HU in HCT116
Kolonkarzinomzellen dargestellt werden. Abbildung 14 zeigte deutliche S-Phase
Arreste im Zellzyklus von HCT116 Zellen. Auch hier diente die Dosisreihe mit HU
primar der Untersuchung etwaiger Resistenzen in den verschiedenen Zelllinien.
Abbildung 14 zeigte in allen drei Zelllinien keine signifikanten Wirkungsunterschiede,
sodass eine ahnliche Effektivitat von HU in allen drei Zelllinien angenommen werden
kann. Auf molekularer Ebene konnte nichtsdestotrotz eine geringere
Phosphorylierung des ATR/CHK1-Signalweges in HCT116P*'  Zellen detektiert
werden (Abb. 13). Dennoch zeigten sich leicht erhdhte Apoptoseraten in den
HCT116°* - Zellen (Abb. 15), sodass mdglicherweise eine bessere Wirksamkeit von
HU in p53 loss-of-function Zellen vorzufinden ist, wahrend in der HCT116P?' - Zelllinie
die geringste Apoptoserate messbar war. Dies legt die Vermutung nahe, dass p21
eine wichtige Rolle flr den effektiven Ablauf des ATR/CHK1-Signalweges darstellt.
Eine weitere Moglichkeit besteht in der Annahme, dass p21 defiziente Tumorzellen
einen Zellzyklusarrest und ein subsequentes Einleiten der Apoptose durch den
fehlenden CKI p21 umgehen. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass ein ,Bypass”
Mechanismus aktiviert wird. Zusatzlich reduzierte Level an phosphoryliertem ATR
und CHK1 verringern weiter die Aktivierung funktionaler Intra-S-Phase Checkpoints.
Moglicherweise reichen 24 h nicht aus um eine Akkumulation zytotoxischer DNA
Schaden zu erreichen beziehungsweise um den Desoxyribonukleotid-Pool zu
depletieren um eine mitotische Katastrophe auszulésen. Die Zelle kann sich zu
diesem Zeitpunkt moglicherweise weiter mit fehlerhaftem Genmaterial teilen. Weitere

Zelltodmessungen zu spateren Zeitpunkten waren in diesem Falle hilfreich.

5.6 Hohere Effektivitat einer Kombinationstherapie mit HU und
MS-275 in verschiedenen HCT116 Zelllinien

Obwohl die Kombination von 5-FU mit HU keine eindeutigen Ergebnisse lieferte, ist
das Konzept einer kombinierten Hemmung der TS und Ribonukleotidreduktase ein

valider Ansatz, der weiter verfolgt werden sollte. In dieser Arbeit wurde HU mit dem
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HDACi MS-275 kombiniert, der ebenfalls, unter anderem, eine TS hemmende
Wirkung entfaltet (Abb. 27). In der Zellzyklusanalyse konnten nach 24 h primar in der
HCT116"" Population statistisch signifikante Zellzyklusdysregulationen mit einem S-
Phase Arrest detektiert werden. Doch auch in den beiden knockout Zelllinien zeigten
sich bereits ein beginnender S-Phase Arrest. Zusatzlich konnten bereits nach 24 h
signifikante Anstiege der subG1 Fraktion in HCT116"" und HCT116P% 7 Zellen
gemessen werden (Abb. 17). Interessanterweise konnten mittels der AnnexinV/PI-
Zelltodmessung nach 24 h in keiner Zelllinie signifikante Ergebnisse gemessen
werden (Abb. 18). Nach weiteren 24 h zeigten sich hingegen in allen drei Zelllinien
signifikant erhdhte Apoptoseraten. Wahrend der Anstieg der Gesamtapoptose in den
HCT116"® - Zellen verglichen mit den beiden anderen Zelllinien am geringsten
ausfiel, so zeigte dennoch einzig die Kombination von HU mit MS-275 einen
signifikanten Wirkungseffekt in p53 defizienten Kolonkarzinomzellen. Auch in den
HCT116"" und HCT116"' * Zellen konnte der hochste Anteil apoptotischer Zellen
eindeutig durch die Kombination von HU mit MS-275 nachgewiesen werden (Abb.
19). Obwohl HU ein Antimetabolit, ahnlich wie 5-FU ist, geben die Ergebnisse aus
Kapitel 4.4 einen Hinweis darauf, dass die Resistenzlage in HCT116 Zellen
gegenuber HU weniger ausgepragt zu sein scheint. Daflr spricht auch das bessere
Ansprechen einer HU Einzelbehandlung in HCT116"" und HCT116**" * Zellen im
Vergleich zu den 5-FU und MS-275 Einzelbehandlungen (Abb. 20, 19). Insbesondere
in HCT116*" ~ Zellen konnte die hochste Apoptose detektiert werden. Dies ist
mdglicherweise darauf zurlckzufiuihren, dass ein Voranschreiten der HU induzierten
mitotischen Katastrophe durch das Fehlen eines funktionalen G2/M-Checkpoints in

p21 defizienten Zellen (Andreassen et al. 2001) weiter vorangetrieben wird.

Allen in dieser Arbeit durchgefihrten Kombinationstherapie ist jedoch gemeinsam,
dass MS-275 hauptsachlich den Wirkmechanismus der Chemotherapien zu
potenzieren scheint. Hiermit ist eine eindeutige Dominanz des Wirkungs-
mechanismus der Chemotherapeutika gegeniber dem der HDACi dargestellt (Abb.
16, 17, 20).

92



5.7 Einfluss von PR130 auf den CDK1 Phosphorylierungsstatus

Aberrante, ubiquitare Phosphorylierungen und somit unkontrollierte Aktivierung
diverser Signalwege sind haufig mit neoplastischen Transformationen assoziiert. Ein
wichtiger Gegenspieler hierzu sind Proteinphosphatasen, wie beispielsweise PP2A.
Dieses konnen aberrante Phosphorylierungen detektieren und dephosphorylieren.
PP2A wurde als ,Masterregulator® des Zellzyklus beschrieben, da es mehr als 300
Proteine dephosphorylisiert (Stand 2016), die bei der Regulation des Zellzyklus eine
Rolle spielen (Wlodarchak and Xing 2016). PP2A spielt daher eine signifikante Rolle
in der Apoptose und Zellzyklusregulation und ein Verlust von PP2A, oder eine ihrer
Untereinheiten, korrelieren haufig mit der Entstehung von Neoplasien (Perrotti and
Neviani 2013). In verschiedenen Tumoren wurde zwar dysfunktionale oder fehlende
PP2A detektiert, jedoch ist noch wenig Uber die Reaktion von Tumorzellen mit
fehlender PP2A Untereinheit PR130 auf diverse Chemotherapien bekannt. Wie
Abbildung 23 zusatzlich demonstrierte, konnte in allen drei Zelllinien PR130
detektiert werden und durch unterschiedliche Chemotherapeutika zusatzlich induziert
werden. Dies scheint Hinweise darauf zu liefern, dass p53 und p21 in der Induktion
von PR130 moglicherweise eine untergeordnete Rolle spielen, da selbst in den
knockout Zellen eine verstarkte Induktion von PR130 durch die
Kombinationstherapie, sowie durch MS-275 einzeln, detektiert werden konnte (Abb.
23). Im néachsten Schritt wurde in Kapitel 4.6 mittels Durchflusszytometrie und
Western Blot Analysen die Auswirkungen einer Therapie mit den flr Kolonkarzinome
gangigen Chemotherapeutika Irinotecan und 5-FU einzeln sowie in Kombination mit
dem HDACi MS-275 getestet.

Wie bereits in Kapitel 4.6 beschrieben, konnten anhand der Zellzyklusanalysen
sowohl in PR130 exprimierenden als auch PR130 defizienten Zellen
Zellzyklusveranderungen, die fir das jeweilige Chemotherapeutikum charakteristisch
sind, nachgewiesen werden (Abb. 24). Hierbei zeigte sich ebenfalls eine eindeutige
Dominanz in der Wirkung von ,klassischen“ Chemotherapeutika wie 5-FU, Irinotecan
und HU auf den Zellzyklus gegentiber dem HDACi MS-275. MS-275 einzeln bewirkt,
wie in Kapitel 4.3 beschrieben, zusammengefasst eine Reduktion der S-Phase mit
G1-Phase Anstieg in HCT116"" und HCT116*® - Zellen und einen G2-Phase Arrest
mit einer Reduktion der G1-Phase in HCT116P*' * Zellen. Wird nun Abbildung 24
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betrachtet, zeigten die Zellzyklusprofile der Kombinationstherapie eine grdéRere
Ahnlichkeit zu dem der ,klassischen“ Chemotherapeutika als zu dem Zellzyklusprofil
der MS-275 Einzeltherapie. Die Zugabe von MS-275 konnte die Effekte von
Irinotecan und 5-FU auf den Zellzyklus jedoch teilweise verstarken (Abb. 24). Diese
Ergebnisse konnten in einem ahnlichen Ausmal in beiden Zelllinien nachgewiesen
werden. Des weiteren konnte eindeutig gezeigt werden, dass nach 40 h eine
Kombinationstherapie den Ablauf des Zellzyklus deutlich stort und die Zellen
vermehrt in die subG1-Fraktion rutschen (Abb. 24B). Dieses Phanomen trat in
HCT116°%° < Zellen verglichen mit den PR130 defizienten Zellen verstarkter auf,
jedoch nicht signifikant. Somit scheint PR130 zwar Auswirkungen auf die
Zellzyklusregulation zu haben, jedoch konnte mittels Zellzyklusanalysen kein
eindeutig signifikanter Einfluss von PR130 auf die Wirksamkeit eines HDACI
bewiesen werden.

Verglichen mit den PR130 nativen HCT116 Zellen zeigte sich in HCT116PR"*° " Zellen
eine geringere Dephosphorylierung von CDK1 durch die Kombinationstherapie im
Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien (Abb. 26). Demnach ist es moglich, dass
das Fehlen der Untereinheit PR130 bereits Auswirkungen auf die Funktionalitat von
PP2A hat und die inhibitorische Phosphorylierung von CDK1 kann auf Proteinebene
langer aufrecht erhalten werden.

Das Vorkommen von p53 scheint unabhangig vom PR130 Status in beiden Zelllinien
in Gegenwart von Irinotecan und 5-FU einzeln und in Kombination mit MS-275
vorzuliegen. Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien zeigten sich hingegen
wieder im Phosphorylierungsstatus von p53 (Abb. 26). Auch hier scheint die
dephosphorylierende Wirkung von PP2A eine Rolle zu spielen, da in PR130
defizienten Zellen eine eindeutige Hyperphosphorylierung an Ser15 von p53
detektiert werden konnte. Der genaue Wirkmechanismus der hierflr zugrunde liegt,
konnte bisher jedoch nicht eindeutig identifiziert werden. Nachdem p53 eine
Zielstruktur  multipler  Signalkaskaden darstellt, ware eine umfangreiche

Proteinanalyse hierfur notwendig.
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5.8 Relevanz des PR130 Status in der antitumoralen Therapie

Die Analyse der pro- und anti-apoptotischen Proteine NOXA; MCL-1 und RAD51
zeigten unabhangig vom PR130 Status kaum signifikante Veranderungen in der
Reaktion auf das Kombinationstherapieschema. Lediglich bei der Analyse von MCL-1
(Abb. 26) lieken sich Unterschiede sowohl zwischen den Chemotherapien als auch
zwischen den beiden HCT116 Zelllinien mit unterschiedlichem PR130 Status
darstellen. Obwohl diese Differenzen auf molekularer Ebene bereits nachweisbar
waren, konnten sich zum Zeitpunkt von 24 h und 40 h noch keine signifikanten
Auswirkungen auf den Zellzyklus und die Apoptose nachweisen lassen. Um den
zugrundeliegenden Mechanismus und dessen Regulationsansatze zu verstehen,

waren auch hier weiterfUhrende Proteom und Transkriptom Analysen durchzufuhren.

Zusammenfassend konnten anhand der durchgefuhrten Experimente in dieser Arbeit
keine signifikanten Auswirkungen der Tumortherapie durch einen veranderten PR130
Status detektiert werden. Dies bedeutet jedoch, dass, vollkommen unabhangig von
PR130, mit beiden Kombinationstherapieansatzen eine effektive antitumorale
Wirkung erzielt werden kann. Da jedoch der menschliche Organismus aus einem
hochst komplexen Zusammenspiel unzahliger Vorgange und Mechanismen besteht
und im Rahmen dessen verschiedene Faktoren einen Einfluss spielen kdnnen, die
durch in-vitro Versuche nicht ausreichend einkalkuliert werden kdnnen, sind weitere
in-vivo Versuche im nachsten Schritt unverzichtbar um die Effekte von PR130 besser

zu verstehen.
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6. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist der zweithaufigste maligne Tumor der Frau und das
dritthaufigste Karzinom des Mannes in Deutschland. Die Tumorgenese beruht auf
einer progredienten Akkumulation von genetischen Mutationen, welche besonders
haufig den Tumorsuppressor p53 betreffen (Fearon and Vogelstein 1990).

Fur die Therapie des Kolonkarzinoms sind bereits mehrere Kombinations-
therapieschemata wie FOLFOX und FOLFIRI gut etabliert (“S3-Leitlinie Kolorektales
Karzinom” 2019). Zunehmende Resistenzentwicklungen, insbesondere gegentber

5-FU stellen jedoch immer groRer werdende Herausforderungen in der adaquaten
Tumortherapie dar, sodass die Erforschung neuer Medikamente und
Kombinationspartner, sowie deren intrazellulare Wirkmechanismen, einen
essentiellen Forschungsbereich darstellt. Die Wirkstoffgruppe der HDACi spielen als
Einzeltherapie in der Behandlung von soliden Tumoren zwar eine untergeordnete
Rolle, jedoch konnten insbesondere in der Kombination mit Fluoropyrimidinen bereits
vielversprechende, synergistische Effekte in der Literatur beschrieben werden (Lee et
al. 2006; Laura Grumetti et al. 2022).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Synergismus von MS-275, ein Klasse | HDACI,
in Kombination mit 5-FU ebenfalls bestatigt werden. Zusatzlich zeigten sich
synergistische Effekte in der Kombination von MS-275 mit Irinotecan, einem
Topoisomerase | Inhibitor, und HU, einem Antimetabolit. Diese synergistischen
Effekte konnten sowohl in nativen HCT116"" Zellen, als auch in den knockout
Zelllinien HCT116°* 7 und HCT116P' 7 Zellen nachgewiesen werden.
Zusammengefasst konnten mittels Zellzyklusanalysen in allen drei Zelllinien ein S-
Phase Arrest mit G1-Phase Verlust durch die Kombinationstherapie von 5-FU mit
MS-275 detektiert werden. Nach 48 h konnte durch diese Kombinationstherapie ein
deutlicher Anstieg der Apoptose im Vergleich zur Einzeltherapie mit 5-FU in
HCT116"T und HCT116*' " Zellen detektiert werden (Abb. 17-20). Die Kombination
von HU mit MS-275 zeigte eine ahnliche Wirkung auf den Zellzyklus wie die
Kombination von 5-FU mit MS-275. Es konnte jedoch nach 48 h die hochste
Apoptoserate in allen drei HCT116 Zelllinien durch die Kombination von HU mit MS-

275 gemessen werden (Abb. 19). Irinotecan bewirkte in allen HCT116 Zelllinien einen
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signifikanten G2-Arrest. Durch die Kombination mit MS-275 wurde dieser Effekt
verstarkt. In HCT116"" Zellen bestand nach 48 h kein G2-Arrest mehr, stattdessen
konnte ein Shift in die subG1-Fraktion beobachtet werden (Abb. 20). Auf molekularer
Ebene zeigten sich insbesondere durch die Kombinationstherapie von Irinotecan mit
MS-275 in HCT116"" Zellen eine Reduktion von phosphoryliertem CDK1. Wie in
Kapitel 5.2.1 beschrieben, ist dies ein modglicher Hinweis auf eine verstarkte
Aktivierung des ORI firings mit einer folglich voranschreitenden mitotischen
Katastrophe und liefert eine mogliche Erklarung fur den zuvor im Zellzyklus
gemessenen Anstieg der subG1-Fraktion.

Als neuer Ansatzpunkt der antitumoralen Therapie wurde die Kkatalytische
Untereinheit PR130 der PP2A naher betrachtet. PP2A spielt eine wichtige Rolle in
der Zellzyklusregulation, unter anderem auf Grund ihrer Fahigkeit aberrante
Phosphorylierungen zu detektieren und zu dephosphorylieren. In verschiedenen
Tumoren wurde zwar dysfunktionale oder fehlende PP2A detektiert, jedoch ist noch
wenig Uber die Reaktion von Tumorzellen mit fehlender PP2A Untereinheit PR130
auf diverse Chemotherapien bekannt (Perrotti and Neviani 2013). In dieser Arbeit
konnte mittels Zellzyklusanalyse sowohl in PR130 produzierenden HCT116 Zellen als
auch in HCT116™'3° * Zellen eine synergistische Wirkung der Kombinationstherapie
jeweils von 5-FU und Irinotecan mit MS-275 detektiert werden (Abb. 24, 25). Obwonhl
auf molekularer Ebene Hinweise auf Unterschiede im Phosphorylierungsstatus von
CDK1 und p53 in HCT116°° " und HCT116"%'*° " Zellen dargestellt werden konnten
(Abb. 26), konnten nach 40 h keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Zelllinien in der Apoptosemessung und Zellzyklusanalyse gemessen
werden (Abb. 24, 25). Dies bedeutet jedoch, dass in diesem Fall, unabhangig vom
PR130 Status, mit beiden Kombinationstherapieansatzen eine effektive antitumorale
Wirkung erzielt werden kann.

Abschlie3end ist darauf hinzuweisen, dass der menschliche Organismus aus einem
hdchst komplexen Zusammenspiel unzahliger Vorgange und Mechanismen besteht
und im Rahmen dessen verschiedene Faktoren einen Einfluss haben kdnnen,
welche durch in-vitro Versuche nicht ausreichend einkalkuliert werden konnen. Aus
diesem Grund sind in-vivo Versuche in Zukunft unverzichtbar, um die Effekte einer
Kombinationstherapie mit MS-275 und den Einfluss von PR130 besser verstehen zu

konnen.
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