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5°dRP 5'-Deoxyribose-5-Phosphat

8-0x0G 8-0x0-7,8-Dihydroguanin

A Adenin

ACNU 1-[(4-Amino-2-methylpyrimidin-5-yl)methyl]-3-(2-chlorethyl)-3-nitrosoharnstoff
A-E) Alternative end-joining, alternative Endverknipfung
AIC 5-Aminoimidazol-4-carboxamid

AP Apurin/apyrimidin

APAF-1 Apoptotic protease activating factor 1

APE1 AP Endonuklease 1

ART Artesunat

ATF Activating transcription factor

ATG Autophagy-related protein

ATM Ataxia-teleangiectasia mutated

ATP Adenosintriphosphat

ATR Ataxia-teleangiectasia and RAD3-related

ATRIP ATR interacting protein

BAK BCL-2 antagonist/killer 1

BAX BCL-2-associated X protein

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BER Basenexzisionsreparatur

BIP/GRP78 Binding immunoglobulin protein/ 78 kDa glucose-regulated protein
BRCA1/2 Breast cancer 1/2

C Cytosin

C,,FDG 5-Dodecanoylaminofluorescin-di-B-D-Galactopyranosid
CA Chromosomenaberationen

CAD Caspase activated DNase

Caspasen Cysteinyl-aspartate specific protease

CCNU 1-(2-Chlorethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosoharnstof
CDKN2A Cyclin-dependent-kinase-inhibitor 2A

CFA Colony formation assay; Koloniebildungstest

CHOP CCAAT/-enhancer-binding protein homologous protein
CNUs Chloroethylating nitrosureas; Chlorethylierende Nitrosoharnstoffe
CRC Colorectal cancer, Darmkrebs

CtIP C-terminal binding protein 1 (CtBP1) interacting protein
DDR DNA damage response; DNA-Schadensantwort

DHA Dihydroartemisinin

DISC death-inducing signaling complex

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNA-PK DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit,
DSB/DSBs DNA double-strand break/ breaks; DNA-Doppelstrangbruch/ -briiche
DSBR DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

EdU 5-Ethynyl-2’-Deoxyuridin

EGFR Epidermale growth factor receptor

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERAD ER-associated degradation

ERCC1 Excision repair cross-complementing protein 1

EtOH Ethanol

EXO1 Exonuklease 1
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FADD Fas-associated protein with death domain

FANC Fanconi anaemia group protein

FCS fetal calf serum, fotales Kalberserum

FEN1 Flap endonuclease 1

G Guanin

GB/GBs Glioblastom/ Glioblastome

GFP Grun-fluoreszierendes Protein

GSC/GSCs Glioma stem cell/ - cells; Gliom-stammzellahnliche Zellen
Gy Gray

HEK Human embryonic kidney

HJ holliday junction; Holliday-Strukturen

HRR homologen Rekombinations-Reparatur

i inhibiert

ICL Interstrang-Crosslink

ip intraperitoneal

IR lonizing radiation, ionisierende Strahlung

IRE1 Inositol-requiring enzyme 1

KG Korpergewicht

Kon Kontrolle

LIG3 DNA-Ligase lll

MAPK mitogen-activated protein cascade; Mitogen-aktivierte Protein-Kaskade
MGMT 0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

MMR Basenfehlpaarungs (Mismatch)-Reparatur

MMS Methylmethanesulfonat

MPG N-Methylpurin-DNA-Glykosylase

MSH MutS protein homolog

mt mutiert

MTIC 5-(3-Methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid
N3-MeA N3-Methyladenin

N7-MeG N7-Methylguanin

NBS1 Nijmegen breakage syndrome protein 1,

NEIL Nei-like protein

NER Nukleotidexzisionsreparatur

NGS Normal goat serum

NHEJ Non-homologous end joining, nicht-homologe Endverkniipfung
ns nicht signifikant

0°-BG 0°-Benzylguanin

O°-CIEtG O°-Chlorethylguanin

0°-MeG 0°-Methylguanin

0GG1 8-oxoguanin DNA glycosylase

PARP1 poly(ADP-ribose)polymerase 1

PBS Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung
PCNA proliferating cell nuclear antigen

PERK Protein Kinase RNA-like Endoplasmic Reticulum Kinase
Pl Propidiumiodid

Pol DNA-Polymerase

PTEN Phosphatase and Tensin homolog

RB1 Retinoblastoma protein

RFC Replikationsfaktor C

RIPK Receptor-interacting protein kinases

RNA Ribonukleinsdure

ROS Reactive oxygen species; reaktive Sauerstoffspezies
RPA Replication protein A

Xl
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RS Replikationsstress

RT Raumtemperatur

SA Seneszenz-assoziierten

sc subkutan

SCGE Single cell gel electrophoresis, Einzelzellgelelektrophorese
SDS Sodium Dodecyl Sulfate; Natriumlaurylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sh/si RNA small hairpin RNA/ small interfering RNA

Syl Nukleophile Substitution, monomolekular

SP Subpopulation

SSB Single-strand breaks, Einzelstrangbriiche

ssDNA single-stranded DNA, einzel-strangige DNA

T Thymin

TCM traditionellen Chinesischen Medizin

TDP1 Tyrosyl-DNA-Phosphodieseterase 1

T Tail-Intensity

TLS Translesion synthesis; Transldsionssynthese

TMZ Temozolomid

TNF tumor necrosis factor

TOPO1 Topoisomerase 1

UDG Uracil-DNA-Glykosylase

Upm Umdrehungen pro Minute

UPR Unfolded protein response; ungefaltete Proteinantwort
uv ultraviolett

VEGF Vascular endothelial growth factor

WHO World health organization, Weltgesundheitsorganisation
wt wildtypisch

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
XP Xeroderma pigmentosum

XRCC1 X-ray repair cross-complementing protein 1

ZS Zytostatikum
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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Das Glioblastom ist eine Tumorerkrankung des zentralen Nervensystems mit meist todlichem
Ausgang. Die gegenwartige auf alkylierenden Zytostatika basierende Chemotherapie bietet bis
heute keinen zufriedenstellenden Therapieerfolg. Um das therapeutische Ansprechen zu verbes-
sern, riicken Kombinations- und gezielte Behandlungsstrategien — sog. Targeting-Strategien —
immer mehr in den Mittelpunkt.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue, kombinatorische Behandlungsansiatze mit dem
Ziel untersucht, Glioblastomzellen gegeniliber den klinisch relevanten Zytostatika Temozolomid
(TMZ) und Lomustin (CCNU) zu sensibilisieren.

Im ersten Ansatz wurde das Antimalariamedikament Artesunat (ART) mit TMZ, dem Goldstan-
dard der Glioblastomtherapie, kombiniert. Die induzierte Zytotoxizitat konnte auf den Anstieg
von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) zuriickgefiihrt werden. Gleichzeitig wurde auch die Hem-
mung der homologen Rekombinationsreparatur (HRR), die DSBs an der Entstehung hindert oder
diese eliminiert, nachgewiesen. Ferner reduzierte ART die durch TMZ-induzierte Seneszenz, was
moglicherweise ebenso zur Verstarkung der Zytotoxizitdt beitrug. Untersuchungen im Nackt-
mausmodell mit subkutan injizierten Glioblastomzellen zeigten nicht nur eine gute Vertraglich-
keit beider Medikamente, sondern auch eine signifikante Verbesserung der TMZ-basierten Che-
motherapie in Kombination mit ART.

In einem zweiten Ansatz wurde die zielgerichtete Behandlungsstrategie durch den Einsatz phar-
makologischer Hemmstoffe erreicht. BO2 und RI-1 inhibieren RAD51, das Schliisselenzym der
HRR, wahrend Mirin als MRE11-Hemmstoff den an der DNA-Schadens-Antwort beteiligten MRN-
Komplex inhibiert. Eine vergleichende Untersuchung der Wirkung dieser Inhibitoren zeigte, dass
der RAD51-Hemmstoff RI-1 am starksten die Toxizitdit von CCNU auf Glioblastomzellen unter-
stltzte. In Kombination mit CCNU verhinderte RI-1 die Reparatur der CCNU-induzierten DSBs.
Dies fihrte neben einer Verstarkung der Klastogenitdt von CCNU auch zu einer Steigerung des
Zelltods. Im Xenograft-Mausmodell wurde die Kombinationstherapie mit CCNU gefolgt von RI-1
gut vertragen; sie verhinderte nicht nur das Tumorwachstum, sondern bedingte sogar in einigen
Tieren eine vollstandige Regression der Tumoren.

Beide untersuchten Behandlungsansatze bieten aufgrund der erhaltenen praklinischen Daten
eine vielversprechende Grundlage fiir die Initialisierung klinischer Studien, die moglicherweise zu

einer tatsachlichen Verbesserung der Glioblastomtherapie filhren werden.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Glioblastoma is a tumor disease of the central nervous system with mostly fatal outcome.
The current chemotherapy based on alkylating agents does not offer a satisfactory clinical
benefit for glioblastoma patients. Despite a radical treatment regimen, the median survival
of these patients is below 15 months. In order to improve the response to the applied thera-
py, combination and targeted treatment strategies become increasingly important.

In the present study, two new combined treatment approaches were used to sensitize glio-
blastoma cells to the clinically relevant cytostatic agents temozolomide (TMZ) and lomustin
(CCNU).

In the first approach, the antimalarial drug artesunat (ART) was combined with the alkylating
agent TMZ, the gold standard of glioblastoma therapy. The induced cytotoxicity could be
attributed to an increase of DNA double-strand breaks (DSBs). Simultaneously, the inhibition
of homologous recombination repair (HRR), which prevents from or eliminates DSBs, has
also been demonstrated. Furthermore, ART reduced TMZ-induced senescence, possibly also
contributing to the enhancement of cytotoxicity. Investigations in the nude mouse model
with subcutaneously injected glioblastoma cells showed a good tolerability of both drugs
and significant improvement of TMZ-based chemotherapy concomitant with ART.

In a second approach, a targeted treatment strategy was achieved through the use of phar-
macological inhibitors. RAD51, the key enzyme of HRR, was inhibited by BO2 or RI-1, whereas
MRN complex, which is involved in the DNA damage response, was silenced by mirin, an in-
hibitor of MRE11. A comparative study analyzing the reinforcement of CCNU-induced cytox-
icity in glioblastoma cells showed that the RAD51 inhibitor RI-1 is the most promising one of
these inhibitors. In combination with CCNU, RI-1 prevented the repair of CCNU-induced
DSBs. In addition to enhancing the clastogenicity of CCNU, combined treatment also led to
an increase in cell death. In the xenograft mouse model, combination therapy with CCNU
followed by RI-1 treatment was well tolerated and prevented tumor growth. In some ani-
mals a complete regression of tumors was observed.

Based on the preclinical data obtained in this work, the combination treatments offer a
promising basis for clinical trials, which may finally lead to improvements in glioblastoma

therapy.
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Das Glioblastom (GB, WHO-Grad IV-Gliome) ist der haufigste und tédlichste Tumor des
zentralen Nervensystems [1]. Jahrlich erkranken 3-5/100 000 Personen an einem GB,
wobei in 40 % der Falle mehr Manner als Frauen betroffen sind [1]. Die Tumoren entste-
hen aus Gliazellen und werden in primare sowie sekundare GBs unterschieden [2]. Inte-
ressanterweise entstehen lediglich 10 % (sog. sekundaren GBs) aus niedergradigen, diffu-
sen (WHO-Grad Il) oder anaplastischen Astrozytomen (WHO-Grad IIl). Die Mehrzahl der
GBs (primare Tumore) entstehen de novo ohne maligne Vorlaufer [2]. Morphologisch dif-
ferieren primare und sekundare GBs kaum, unterschieden werden sie durch genetische
Alterationen: Mutationen der Isocitrathydrogenasen (IDH1/IHD2) sind fiir sekundére GBs
einzigartig [2]. Um die Proliferation des Tumors zu férdern, inaktivieren GBs den G1/S-
Kontrollpunkt, was durch eine Modifizierung des S-Phase-abhangigen Retinoblastoma
protein (RB1) ermdglicht wird. Primadre GBs erreichen dies durch homozygote Deletion
von CDKN2A-p16'NK4°, sekundare GBs durch RB1-Promotormethylierung [3]. Sofern TP53
nicht mutiert vorliegt, fihrt der Verlust von Cyclin-dependent-kinase-inhibitor 2A
(CDKN2A) und folglich p14”%* zu einer unkontrollierten Degradation von p53 [3]. Zusatz-
lich fihren weitere Mechanismen zur einer gesteigerten Proliferationsrate der GB-Zellen.
So wird z. B. der Epidermale growth factor receptor (EGFR) durch Amplifikationen oder
Mutationen permanent aktiviert, was die Stimulation weiterer Signalwege (AKT, MAPK,
PTEN) begiinstigt [4]. Des Weiteren dient der Promotormethylierungs-Status des O°-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)-Gens als pradiktiver Marker einer Al-
kylanzien-basierten Chemotherapie [5-7].

Trotz Behandlung (Details in Kap. 1.2.1) haben GB-Patienten eine schlechte Prognose.
Bevodlkerungsbezogene Studien berichten (iber mediane Uberlebensraten von 42,4 %
nach sechs Monaten und 17,7 % nach einem Jahr [8]. Laut des zentralen Hirntumor-
Registers der USA lag die Flinfjahrestiberlebensrate fiir GB-Erkrankte zwischen 2007 und
2011 bei lediglich 5 % [9]. Die gegenwidrtig erfolgversprechendste Therapie, die die chi-
rurgischen Resektion und anschlieBende Radiochemotherapie des Tumors empfiehlt,
verlangert das mediane Uberleben der Patienten lediglich auf 14,6 Monate [10, 11].
Trotz grofRter Anstrengungen und bedeutsamen Fortschritten im Bereich der Grundlan-

gen- und klinischen GB-Forschung konnte das Gesamtiiberleben der Patienten nicht sig-
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nifikant verbessert werden [12, 13]. DNA-Reparatur-Mechanismen bewirken dabei zu ei-
nem sehr beachtlichen Anteil die Entwicklung von Zytostatika-Resistenzen und das Auf-

treten von Rezidiven.

1.1. DNA-Schaden, DNA-Reparatur und Krebs

Zellulare DNA ist einer Vielzahl von DNA-schadigenden Einfliissen ausgesetzt. Dabei sind
die meisten DNA-Schaden endogener Natur z. B. durch fehlerhafte Replikationen, spon-
tanen Hydrolysen oder durch reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species,
ROS), die infolge diverser Stoffwechselvorgiange gebildet werden. Der Anteil exogen-
induzierter DNA-Lasionen ist vergleichbar gering und wird vor allem durch UV-Licht oder
chemische Verbindungen, die in Nahrungsmitteln oder Zigarettenrauch enthalten sind,
ausgelost [14]. Um die alltaglichen endo- und exogenen DNA-Schadigungen zu beseiti-
gen, haben Zellen ein fein abgestimmtes System aus DNA-Reparatur und Zellzykluskon-
trollpunkten entwickelt. Der DNA-Schaden wird erkannt, der Zellzyklus arretiert und die
Lasion durch das entsprechende DNA-Reparatur-System behoben oder — sofern dies
nicht moglich ist — programmierte Zelltodprozesse zur Elimination der geschadigten Zel-
len ausgelost. Diese DNA-Schadensreaktion (engl. DNA damage response, DDR) schiitzt
die Zelle vor genomischer Instabilitdit und Mutationen. Genomische Instabilitat ist u. a.
charakteristisch flr die Entstehung von Krebs [15]. Aufgrund einer erhéhten Proliferati-
onsrate stehen prakanzerogene Zellen und Tumoren unter grofRerem Replikationsstress
(RS) als gesunde Zellen. Im Vergleich ist sogar der Anteil an geschadigter DNA hoher, was
darauf hindeutet, dass RS ebenfalls zur genetischen Instabilitdt beitragt [16, 17]. Keim-
bahn-Polymorphismen oder Mutationen in DDR-Genen pradisponieren fiir Krebserkran-
kungen, wie die Defekte in Basenexzisions-, Basenfehlpaarungs-, Doppelstrangbruchre-
paratur oder heterozygote Keimbahnmutationen in Genen der Zellzykluskontrollpunkte
belegen. Haufig treten auch somatische Mutationen oder epigenetisches Silencing eini-
ger Gene, die fiir DDR-Faktoren kodieren, auf. Eine Ubersicht der mit Krebserkrankungen

assoziierten DDR-Alterationen ist in Tab. 1 zusammengefasst.
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Tab. 1 Verbreitete Alterationen der DDR in Krebserkrankungen [18]

Reparaturweg

Protein

Assoziation mit Krebserkrankungen

Ref.

Direkte Reparatur

MGMT

Erhohte MGMT-Expression bedingt Resistenz ggii. DNA-alkylierenden
Agenzien. Methylierung des MGMT-Promotors ist bei Hirntumoren
mit verbessertem Ansprechen auf BCNU und TMZ assoziiert.

6, 19,
20]

BER

0GG1

APE1

XRCC1

PARP1

PolB

Mutationen und R46Q-Varanten sind mit Nierenkrebs assoziiert.
0GG1-Methylierung in vers. Krebsentitdten beobachtet. Expressions-
verlust bei Brustkrebs mit schlechter Prognose, OGG1-S326C-Poly-
morphismus mit reduzierter Aktivitdit und erhdhtem Lungenkrebs-
Risiko assoziiert.

Erhohte APE1-Expression in vers. Tumoren mit Medikamenten- und
Radioresistenzen assoziiert.

XRCC1-R1944W-Polymorphismus erhéht BER-Effizienz und wirkt somit
protektiv ggi. Krebs, XRCC1-R399Q-Polymorphismus reduziert BER-
Effizienz und pradisponiert Krebs.

Erhohte Expressionslevel in Tumoren beobachtet. PARP1-V762A-
Polymorphismus vermittelt Reduktion der PARP-Aktivitdt und pradis-
poniert fur vers. Krebsarten.

30 % der Tumore besitzen PolB-Mutationen, die nicht in gesundem
Gewebe vorkommen: z. B. frameshift-Mutationen, del208-236, K289M
und 1260M-dominat-negative Mutationen

[21, 22]

[23]

[22, 24]

[24, 25]

[22]

NER

XP-Proteine

ERCC1

Charakteristisch fiir XP sind UV-Hypersensibilitat und Hautkrebs. XPC-
Methylierung bei Blasenkrebs, SNPs in XPA und XPC sind mit Lungen-
und Blasenkrebs, SNPs in XPG mit einer Sensitivitat ggii. Chemothera-
peutika assoziiert.

ERCC1-Polymorphismen sind mit Haut- und Lungenkrebs assoziiert.
ERCC1-Methylierungen in Gliomen.

[26, 27]

(26]

TLS

Pol H/ Pol Q

Aberrante Expressionslevel in vers. Tumoren.

(28]

MMR

MSH2/ MSH1

MMR-Defekte verursachen das Lynch Syndrom und HNPCC, Erkran-
kungen, die mit Kolorektal-, Magen-, Ovarial- und Endometrialkarzi-
nom assoziiert sind. MLH1-Promotormethylierung ist assoziiert mit
spontan auftretenden Tumoren in diesen Geweben. MMR-Defekte
bedingen Resistenzen ggii. den DNA-methylierenden Agenzien 6-
Thioguanin und Cisplatin.

[29, 30]

DSBR

NBS1

MRE11

NBS1-induziertes Nijmegen breakage-Syndrom ist gekennzeichnet
durch chromosomalen Instabilitat, IR-Sensitivitdt und pradisponiert
fir Krebs, besonders Lymphome. Heterozygote Mutanten sind ebenso
anfallig fir Krebs.

Punktmutationen in Ovarialkarzinomen. Verkirzungen der Mikrosatel-
liten (T11) wurde in 93 % primérer Kolorektalkarzinomen entdeckt,
vermutlich aufgrund einer MMR-induzierten Mikrosatelliten-
Instabilitat

[31, 32]

[33-36]

NHEJ

Ku70

Ku80

DNA-

PKcs/ LIG4/
XRCC4

SNPs sind mit Brustkrebs, epigenetisches Silencing mit Brust-, Kolorek-
tal- und Lungenkrebs assoziiert.
Epigenetisches Silencing ist mit Lungenkrebs assoziiert.

SNPs sind mit Gliomen assoziiert. SNPs schiitzen moglicherweise
gegen Brust- und Lungenkrebs. MiR-101 (induziert durch NMYC) inter-
agiert zielgerichtet mit DNA-PKcs und reduziert dessen Expression

(37]

(38]
136, 39,
40]

HRR

BRAC1/ BRAC2

XRCC2

RAD50

Tager einer BRCA1/BRCA2-Mutation haben ein erhéhtes Risiko ggu.
Brust-., Eierstock-, Prostata-, Pankreaskrebs, Melanomen und anderen
malignen gastrointestinalen, gyndkologischen oder hdamatologischen
Erkrankungen. BRCAI-Promotormethylierungen kommen haufig in
spontanen Brust-, Ovarial- und Lungenkarzinomen vor.

XRCC2 ist ein RAD51-Paralog, framshift-Mutationen fihren zu Mikro-
satelliten-Instabilitdten (MSI), das in MSI-Tumoren die Sensitivitat ggi.
Crosslinkern bedingt.

Frameshift-Mutationen der RAD50-Mikrosatelliten sind mit verkirzten
Proteinen assoziiert und treten in 31 % der gastrointestinalen Krebs-
erkrankungen auf.

[41-43]

[44]

[45]
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FANC-Proteine

Fanconi-Andamie (FA) ist mit malignen hamatologischen Erkrankungen
(MDS, AML), HNSCC und 6sophagealen oder gastrointestinalen Krebs-
erkrankungen assoziiert. Die haufigsten Mutationen erscheinen in
FANCA (65%), FANCC (15 %) oder FANCG (10%). FANCD1 (BRCA2),
FANCN (PALB2) und FANCJ (BRIP1) sind Gene, die mit Brustkrebs
assoziiert wurden. FANC-Methylierung kommen haufig in sporadi-
schen Krebserkrankungen vor, z. B. FANCF ist im Lungen-, Ovarial- und
Zervixkarzinom methyliert.

[46-48]

Zellzyklus-

kontrollen

ATM/ CHK2

ATR

AT ist assoziiert mit Radiosensitivitdrt und einer 100-fach erhdhten
Krebspradisposition. Heterogene Keimbahnmutationen in ATM sind
assoziiert mit Leukdamien, sowie Brust- und Pankreaskrebs. Epigeneti-
sches Silencing von ATM und ATM-Polymorphismen sind assoziiert mit
Brust-, Lungen- und Kolorektalkarzinomen. MiR-421 und miR-101,
induziert durch NMYC, interagieren gezielt mit ATM. CHK2-
Inaktivierung ist in mehreren humanen Tumoren beobachtet worden.
Frameshift-Mutationen durch die Deletion von A(10)-Mikrosatelliten,
die durch MMR-Defekte verursacht wurde, sind mit Leukamien, Lym-
phomen und Magen- und endometrialen Krebserkrankungen assozi-
iert.

[40, 49-
51]

[52]

Abk.: AML=aktute myeloische Leukdmie, APEl= AP Endonuklease 1, AT=Ataxia teleangiectasia, ATM=Ataxia-teleangiectasia mutated, ATR= Ataxia-
teleangiectasia and RAD3-related, BER=Basenexzisionsreparatur, BRIP1=BRCAI-interacting protein C-terminal helicase 1, DDR=DNA damage response, DNA-
PKcs=DNA-dependent protein kinase catalytic subunit, DBS=DNA double-strand break, FANC=Fanconi anaemia group protein, HNPCC=hereditary nonpolyposis
colorectal cancer, HNSCC=head and neck squamous cell carcinoma, HRR=homologe Rekombinations-Reparatur, MGMT=0°-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase, MDS=myelodysplastic syndrome, miR=mikroRNA, MMR=mismatch-Reparatur, MSI= Mikrosatelliten-Instabilitat, NBS1=Nijmegen breakage
syndrome protein 1, NER=Nukleotidexzisionsreparatur, NHEJ=non-homologous end joining, OGG1=8-oxoguanin DNA glycosylase 1, PARPl=poly(ADP-

ribose)polymerase 1,
XP=Xeroderma pigmentosum.

Pol=DNA-Polymerase,

SNP=single nucleotide polymorphism, TLS=translesion synthesis, TMZ=Temozolomid, UV=ultraviolett,

Der Verlust oder die Herunterregulation einzelner DNA-Reparatur-Faktoren wird sehr

wahrscheinlich durch eine erhdhte Aktivitdt anderer Elemente oder Reparaturwege

kompensiert. Im Gegensatz dazu kann eine Heraufregulation dieser DNA-Reparaturwege

zur Entstehung von Resistenzen beitragen. Das wiederum verschlechtert das Therapiean-

sprechen, da die meisten Chemotherapeutika und Bestrahlungstherapien das zytotoxi-

sches Potential Gber die Induktion von DNA-Schaden entfalten. Kontroverserweise Uber-

nimmt die DNA-Reparatur damit in der Krebstherapie zwei entscheidenden Funktionen:

Einerseits ist sie einer der grolRten Herausforderungen, die es im Zuge einer verbesserten

Krebstherapie zu lberwinden gilt. Andererseits bietet sie auch eine geeignete Moglich-

keit, die Therapie durch eine gezielte Hemmung der DNA-Reparatur in ihrer Effektivitat

zu steigern.
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1.2. DNA-schadigende Agenzien in der Krebstherapie

1.2.1. Temozolomid und die Toxizitat des O°-Methylguanins

Temozolomid (TMZ) ist ein oral und intravenos verabreichtes, monofunktionell methylie-
rendes Zytostatikum, welches zur simultanen, adjuvanten und palliativen Therapie von
GBs in Kombination mit der Strahlentherapie eingesetzt wird. Als Goldstandard der GB-
Behandlung gilt bis heute das Stupp-Protokoll [11]: Nach maximaler Resektion des Tu-
mors (sofern dieser operabel ist) beginnt eine kombinierte Radiochemotherapie lber ei-
nen Zeitraum von sechs Wochen. Hierbei wird der Patient pro Woche finfmal mit einer
Dosis von 2 Gy bestrahlt und erhilt tiglich TMZ (75-100 mg/m?). Nach einer kurzen Re-
generationsphase von vier Wochen beginnt die adjuvante Chemotherapie Uber sechs
Zyklen. Die TMZ-Applikation (150-200 mg/m?) erfolgt hierbei an fiinf aufeinanderfolgen-
den Tagen, bevor - nach 23 Tagen ohne TMZ-Gabe - ein neuer Zyklus beginnt. Im Ver-
gleich zu anderen methylierenden Chemotherapeutika wie Procarbazin [53] und
Dacarbazin [54] bedarf TMZ keiner metabolischen Aktivierung. Unter physiologischen
Bedingungen hydrolysiert TMZ unter Abspaltung von Kohlenstoffdioxid spontan zu dem
aktiven Metaboliten 5-(3-Methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid (MTIC) [55]
(Abb. 1).

0 0 4 H
] O
N N
\_./N\T(N\CHq +H,0 . -NH \_NH
0 5-Aminoimidazol-4-carboxamid
(AIC)
Temozolomid 5-(3-Methyltriazen-1-yl) imidazol-4-carboxamid +
MTIC -
N=N—CH,
Methyldiazoniumion
1. 2
'\J{ \\I H (|:H3
N=N--CH (% /Cf
— AN — NN
O Ly mew
I M AN SNTN
HNT N7 N 2 b
R
Guanin Q8-Methylguanin

Abb. 1 TMZ-induzierte Entstehung von OG-Methnguanin. Spontane Hydrolyse des TMZ zu MTIC, das zu AIC
und einem hochreaktiven Methyldiazoniumion zerfillt. Dieses wiederum methyliert (ber einen Syl-
Mechanismus Guanin, indem dieses mit dem freien Elektronenpaar in 0°-Position mit dem Methylkation zu 0°-
Methylguanin reagiert (Abb. modifiziert nach [56]).
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MTIC ist ebenfalls sehr instabil und zerféllt zu 5-Aminoimidazol-4-carboxamid (AIC) und dem
hochreaktiven Methyldiazoniumion. Freie Elektronenpaare der DNA-Basen reagieren mit
dem Methylkation, wobei die Stickstoff- und Sauerstoffatome der Basen Uber eine nukleo-
phile Substitution (Sy1-Mechanismus) methyliert werden. Die N7-Position des Guanins z.B.
ist sehr nukleophil, weshalb N7-Methylguanin (N7-MeG) mit 60 — 80 % die am haufigsten
vorkommende DNA-Lasion nach Behandlung mit einem Sy1-Alkylanz darstellt [57]. Obwohl
dem N7-MeG weder mutagene noch zytotoxische Effekte per se zugesprochen werden, ist
diese Lasion anfallig fir spontane Depurinierungen. Die daraus resultierende apurine Stelle
kann DNA-Polymerasen inhibieren und ist gleichzeitig auch Ausgangspunkt fiir Mutationen,
die durch fehlinkooperierte Basen wahrend der DNA-Replikation entstehen [58, 59]. Neben
N7-MeG entsteht in 10 — 20 % der Falle N3-Methyladenin (N3-MeA) [60].

G
S
i +— Alkylierendes Agenz (TMZ)
I - MGMT —0%-MeG
—C— C
i «+— DNA-Replikation (1. Zellzyklus)
 G——  MGMT —0%MeG A
N S T R S
C T
¢ e !
G —0%MeG Mutation
[ — T

i «+— DNA-Replikation (2. Zellzyklus)

Uberleben -

Abb. 2 Modell der 06-Methylguanin-induzierten Toxizitat. Vereinfachte Darstellung der replikationsabhangi-
gen 0°-MeG-vermittelten Mutation, DNA-Reparatur und Induktion der Apoptose. Abk.: A=Adenin, C=Cytosin,
DBS=Doppelstrangbruch, G=Guanin, HR=homologe Rekombination, MGMT=0°-Methylguanin-DNA-Methyl-
transferase, MMR=Mismatch-Reparatur, Os-MeG=Os-Methnguanin, T=Thymin, TMZ=Temozolomid.

Im Gegensatz zu N7-MeG sind Alkylierungen in N3-Position des Adenins sehr zytotoxisch. Die
meisten DNA-Polymerasen blockieren durch diese Modifikation, was zu Schwesterchroma-
tidaustausch, chromosomalen Briichen und schlieRlich zum S-Phase-Arrest fiihrt [61]. Mono-
funktionelle Agenzien kénnen weiterhin auch die N1-Position des Adenins und die N3-

Position des Guanins alkylieren, was neben Fehlpaarungen auch zu replikationsblockieren-
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den Lasionen wie N1-MeA und N3-MeG fihrt [57, 62]. Mit einem Gesamtanteil von lediglich
0,3 —8% ist 06—Methylguanin (0°-MeG) ein seltenes DNA-Addukt der beschriebenen Alkylan-
zien. Gleichzeitig ist es jedoch eine sehr toxische Lision [56]. Eine Ubersicht der Prozessie-
rung dieses DNA-Addukts ist vereinfacht in Abb. 2 dargestellt. 0°-MeG ist sehr stabil und
wird durch das Reparaturprotein 0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ent-
fernt. Bleibt die Reparatur aus, basiert das mutagene Potential des 0°-MeG auf der Fehlpaa-
rung mit Thymin (T) anstelle eines Cytosins (C) wahrend der Replikation [63]. In der nachsten
S-Phase wiirde sich dann eine G:A-Transition manifestieren. Diese ist potentiell karzinogen
und kénnte eine maligne Transformation auslésen [64]. An der Entstehung der zytotoxischen
Doppelstrangbriche (engl. DNA double-strand breaks, DSBs) ist ironischerweise ein DNA-
Reparaturprozess beteiligt, der die Fehlpaarung von 0°-MeG:T erkennt und prozessiert. Das
MutSa-Heterodimer (MSH2/MSH®6), eines der Schlisselproteine der Basenfehlpaarungsrepa-
ratur (Mismatch-Reparatur, MMR), registriert die Fehlpaarung, rekrutiert MutlLa
(PMS2/MLH1); die Enxonuklease 1 (EXO1) sorgt durch den Einschnitt in die DNA fir die Re-
sektion des dem Schaden gegeniiberliegenden DNA-Strangs [57]. Ungliicklicherweise persis-
tiert 0°-MeG in der DNA und es kommt zum erneuten Einbau von T durch die MMR
(s. Kapitel 1.3.1.3). Die MMR ist nicht in der Lage, die Lasion korrekt zu beheben, was in
mehreren ineffektiven Reparaturzyklen gipfelt [29]. Durch diese wiederkehrenden Repara-
turversuche entstehen durch die EXO1-Aktivitat Licken bzw. Einschnitte im DNA-Strang, die
wahrend der nachsten Replikation zum Zusammenbrechen der Replikationsgabel fihren
[65]. Sekundar entstehen auf diese Weise DSBs, die im zweiten Zellzyklus nach der 0°-MeG-
Induktion auftreten [66] und vorwiegend durch die homologe Rekombinations-Reparatur
(HRR) repariert werden [67]. Ist die HRR-Kapazitat erschopft oder aufgrund anderer Ereignis-
se eingeschrankt, induzieren diese DSBs sehr effektiv Apoptose, eine Form des Zelltods (s.
Kapitel 1.3.2.2). Im Vergleich zu MGMT-defizienten Zellen fiihren Sy1-methylierende Agenzi-

en in MGMT-profizienten Zelllinien zu einer verminderten Apoptoseinduktion [68, 69].
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1.2.2. Lomustin und die Toxizitat des O°-Chlorethylguanins

Lomustin (1-(2-Chlorethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosoharnstoff, CCNU) ist ein lipophiles, chlo-
rethylierendes Agenz aus der Gruppe der Nitrosoharnstoffe. Es wird vorwiegend als sog. se-
cond line-Therapeutikum zur Behandlung von GBs und metastasierenden Melanomen einge-
setzt [70, 71]. Wie TMZ benotigt CCNU keine metabolische Aktivierung. Unter physiologi-
schen Bedingungen zerfallen Nitrosoharnstoffe in reaktive 2-Chlorethyldiazohydroxide und

Isocyanatderivate (Abb. 3).
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Cl—CH,— CH, H

Cl—CH,—CH~N=NOH + O=C= N@
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Abb. 3 Lomustin-induzierte Chlorethylierung von Guanin zu 0°-Chlorethylguanin und dessen intramolekulare
Umlagerung zu DNA-Interstrand crosslinks. Nach der Alkylierung von Guanin zu OE-ChIorethnguanin wird die-
ses intramolekular zu N1-06-Ethanoguanin umgelagert und bildet zusammen mit Cytosin einen Interstrand
crosslink (ICL). Abb. modifiziert nach [56].
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Das Isocyanatderivat reagiert unter Carbamoylierung mit zelleigenen Proteinen, verursacht
jedoch keine nennenswerte Zytotoxizitat [72]. Das 2-Chlorethyldiazohydroxid hingegen re-
giert als Chlorethylcarboniumion nach Abspaltung von molekularem Stickstoff insbesondere
mit Stickstoff- bzw. Sauerstoffatomen der N7-, respektive O°-Position des Guanins. Daraus
entstehen N7-Chlorethylguanin und O°-Chlorethylguanin (O°-CIEtG) [73, 74]. Gemessen am
Gesamtanteil der Alkylierungen ist die Lasion der N7-Position des Guanins mit etwa 95 % die
primdre DNA-Ldsion [75]. N7-Chlorethyguanin, sowie die entstehenden Quervernetzungen
mit einem benachbarten Guanin, werden effizient durch die Nukleotidexzisionsreparatur
(NER) repariert [76]. In 2 -5 % der Falle entsteht O°-CIEtG [75], welches ebenfalls ein Substrat
des Reparaturproteins MGMT ist, von diesem erkannt und die DNA-Lasion zuverlassig repa-
riert wird [77].

Unrepariert ist erneut eine selten auftretende Basenmodifikation fiir die Hauptwirkung der
Zytotoxizitat der Syl-chlorethylierenden Agenzien verantwortlich [78]: durch intramolekula-
re Umlagerung entsteht aus O°-CIEtG zunichst das stabile Intermediat N1-0°~Ethanoguanin.
Nach 6-12 Stunden [72] bildet sich daraus durch eine erneute Umstrukturierung ein N1-
Guanin-N3-Cytosin Interstrand crosslink (ICL) [79]. Bereits ein geringe Anzahl von etwa 40

ICLs im Genom reparaturdefizienter Zellen fihrt zum Zelltod [80].

1.2.3. Artesunat: DNA-Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies

Auch Naturstoffe sind in der Lage, DNA-Schaden hervorzurufen. Ein interessantes Beispiel ist
Artesunat (ART), ein von Artemisinin (aus Artemisia annua extrahierter sekundarer Pflanzen-
stoff) abgeleiteter halbsynthetischer Arzneistoff. ART wird seit 1973 [81] primar zur Behand-
lung der durch Plasmodium falciparum verursachten Malaria eingesetzt [82] und zahlt seit
2002 laut WHO zu den unentbehrlichen Arzneimitteln (WHO Model List of Essential Medici-
nes (19™ List); April 2015). In den letzten zwei Jahrzehnten sorgte ART jedoch auch durch
sein beeindruckendes antineoplastische Potenzial fir Aufmerksamkeit. In den 1990er-Jahren
berichteten Woerdenbag et al. erstmals von Anti-Krebs-Effekten des Artemisinins [83]. In in
vitro- und in vivo-Experimenten wurde gezeigt, dass Artemisinin und dessen Derivate das
Wachstum verschiedener Tumorzellen inhibieren und diese téten. Untersuchungen von 60
verschiedenen Tumorzelllinien bestatigten den inhibierenden Effekt fiir Leukdamie-, Kolorek-
talkarzinom-, Melanom-, Brustkrebs-, Ovarialkarzinom-, Prostatakarzinom- und Nierenkarzi-

9
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nomzellen u.a. [84, 85]. Diese Ergebnisse ebneten ART den Einsatz als sog. Repositioning-
Medikament. Als Drug repositioning (engl. fir Medikamenten-Umposititionierung) oder
Drug repurposing (engl. fir Medikamenten-Umnutzung) bezeichnet man die Applikation von
bekannten Arzneistoffen und Praparaten, fiir neue, urspriinglich nicht zur Behandlung vor-
hergesehene Erkrankungen. Doch aufgrund welcher Eigenschaft kénnte ART in der Krebsthe-
rapie eine Anwendung finden?

Wie alle Artemisinin-Derivate verfiigt auch ART Uber eine endogene Peroxidbriicke, die vor
allem in Gegenwart von Eisen-lonen (iber eine Fenton-Reaktion gespalten wird (Abb. 4) und
so in Plasmodium zur Bildung von ROS, wie z.B. Hydroxyl- und Superoxidanion-Radikalen [86,

87] etc. fihren und anschlieRend weitere Proteine oxidieren [87-89].

/ Oxidativer Stress

— DNA-Schaden

freie organische Radikale

l [0,] ~—

freie Peroxylradikale + ROS

Apoptose

Abb. 4 Umsetzung des Artemisinins zum aktiven Dihydroartemisinin (DHA). Durch eine Eisen-vermittelte
Reaktion wird die Endoperoxid-Briicke des Artemisinin gespalten (Fenton-Reaktion). Dabei entstehen freie
Radikale, die biologische Makromolekiile schadigen und in Zellen oxidativen Stress verursachen. DNA-Schaden
und Apoptose kdnnen folgen. Abb. modifiziert nach [90].

Wird Krebszellen exoges Eisen, z.B. in Form von Transferrin oder Ferrosanol zugefiihrt, ver-
starkt dies ebenfalls die Effektivitat von ART [91, 92]. Kiirzlich konnte auch im Tumorzellsys-
tem bestatigt werden, dass ART zur Induktion von ROS fiihrt [93, 94]. Biologische Konse-
guenzen des oxidativen Stresses sind neben der Lipidper- und Proteinoxidationen auch die
Induktion oxidativer DNA-Schaden. Hierzu zahlen vor allem Strangbriiche im Zucker-
Phosphat-Riickgrat des einen oder beider DNA-Strange, die Oxidation der Basen, apuri-
ne/apyrimidin Stellen (AP-Stellen), die durch die Hydrolyse der glykosidischen Bindung zwi-
schen der Base und des Zuckers der DNA entstehen, sowie Inter- und Intrastrang-
Quervernetzungen [95-97]. Die dominierende oxidative DNA-Lasion ist 8-Oxo-7,8-
Dihydroguanin (8-OxoG), was auf das geringe Oxidationspotentials des Guanins zurlickzufiih-

ren ist [98]. Das hohe mutagene Potential entfaltet 8-OxoG durch die Fehlpaarung mit A-
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denin im nachsten Replikationszyklus [99], die sich als G>T- und C->A-Substitution im Ge-
nom manifestiert [100]. 8-OxoG ist ein Substrat der Basenexzisionsreparatur (BER). Uberlap-
pende Reparaturintermediate kénnen zu DSBs fiihren. Einzelstrangbriiche (engl. single
strand breaks, SSB) und AP-Stellen hingegen induzieren DSBs wahrend der S-Phase durch das

Blockieren der Replikationsgabel.

1.3.  DNA-Reparatur und DNA-Schadensantwort als Resistenzfaktor der
Krebstherapie

Wie eingangs erwahnt, dient die DNA-Reparatur dem Erhalt der genomischen Stabilitat. In
der Krebstherapie bestimmen dieselben DNA-Reparaturmechanismen allerdings die Sensiti-
vitat gegenliber DNA-schadigender Agenzien und entscheiden so Uber das Therapieanspre-
chen. Ferner kénnen Modulationen der DNA-Schadensantwort und anderer Uberlebens- und
Zelltodmechanismen die Effizienz der applizierten Chemotherapeutika beeinflussen. Das

Repertoire ist vielfaltig und wird im Folgenden beschrieben.

1.3.1. DNA-Reparatur

DNA-Reparatursysteme erscheinen sehr komplex und unterliegen einer strikten Regulation.
Mit einer Ausnahme (direkte DNA-Reparatur) erfolgt die Entfernung einer Lasion und die
Wiederherstellung einer intakten DNA nach dem folgenden Finf-Schritt-Prinzip: (1) Erken-
nung des Schadens, (2) Stabilisierung der geschadigten DNA/ Rekrutieren der Reparatur-
Proteine, (3) Einschneiden und Entfernen der Lasion, (4) Wiedereinbau der fehlenden Nukle-
otide und (5) Ligation der DNA-Briiche. Jeder der aufgefiihrten Schritte wird von spezifischen
Proteinen katalysiert, auch gibt es Zellzyklus-Phasen-spezifische Unterschiede zwischen den

einzelnen Reparaturwegen [101, 102].
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1.3.1.1. Direkte DNA-Reparatur

Sehr einfach werden durch einen einstufigen Reparaturprozess DNA-Schaden direkt ent-
fernt. Es ist der einzige Reparaturweg, der weder ein Entfernen der geschadigten Base, noch

ein Einschneiden in das Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA benétigt [103, 104].

1.3.1.1.1. Oxidative Dealkylierung

ALKBH2 und ALKBH3 gehoren zur Familie der Eisen(ll)/ a-Ketoglutarat-abhdngigen Dio-
xygenasen und sind fiir die Reparatur von N1-Methyladenin und N3-Methylcytosin verant-
wortlich. Dies erfolgt Uiber eine Hydroxylierung der Methylgruppe und einer anschlieRenden
spontanen Deformylierung [56, 105]. Beide Lasionen werden durch Syl- sowie Sy2-
alkylierende Agenzien verursacht und bilden mit einem Anteil von 0,6-1,3 % zwar eine Min-

derheit unter den induzierten DNA-Lasionen, sind allerdings potenziell toxisch [62].

1.3.1.1.2. Alkyltransferasen

Die urspriinglich in Escherichia coli entdeckte 06—Methylguanin—DNA—MethyItransferase
(MGMT) entfernt Alkylgruppen in der 0°-Position des Guanins und der O*-Position des Thy-
mins [106]. In einem einstufigen Reparaturprozess wird die Alkylgruppe auf einen Cystein-
Rest im aktiven Zentrum des Enzyms Ubertragen [56]. Die Transferrate korreliert dabei mit
der GroRe der Alkylgruppe, so dass z. B. die Methylgruppe eines 0°-MeG schneller entfernt
wird als Ethyl- und Propylgruppen [107]. Die Bindung der Alkylgruppe inaktiviert das Repara-
turprotein, was nach einer Konformationsanderung und Ubiquitinierung zum proteosomalen
Abbau des Enzyms fihrt [62, 108, 109]. Somit ist nicht nur die Ausgangsmenge an MGMT im
zu behandelnden Gewebe therapiebestimmend, sondern auch die Rate der MGMT-
Neusynthese. Die MGMT-Aktivitat ist sehr heterogen. Sie differiert nicht nur interindividuell
[110, 111], was sich z. B. durch den unterschiedlichen MGMT-Status der Patienten zeigt,
sondern weist auch gewebsspezifische Unterschiede auf. Hierbei wurde die Leber als das
Gewebe mit der hochsten MGMT-Aktivitat identifiziert, wahrend Gehirn und Lunge im Ver-
gleich eine geringere MGMT-Expression aufweisen [112, 113]. In Bezug auf Gliome gibt es

sogar in 17 bis 30 % der Falle Tumore, die kein MGMT exprimieren [114, 115], was die Be-
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handlung mit Alkylanzien erleichtert. Ferner sind auch beachtliche Variationen des MGMT-

Niveaus intratumoral beobachtet worden [116].

1.3.1.2. Basenexzisionsreparatur

Die Basenexzisionsreparatur (BER, Abb. 5) korrigiert primar kleinere Basenmodifikationen,
die z. B. durch Oxidation, Alkylierung, Deaminierung und ionisierende Strahlung (engl. ioni-
zing radiation, IR) entstehen [117]. Ferner werden auch apurine Stellen, die durch spontane
Hydrolyse generiert werden, oder auch die TMZ-induzierten N-Alkylierungen der Purine
durch die BER eliminiert. Charakteristisch und gleichzeitig initial flr diesen Reparaturweg
sind DNA-Schaden-erkennenden Glykosylasen. Diese hydrolysieren die N-glykosidische Bin-
dung der geschadigten Base und hinterlassen eine apurine/apyrimidine Stelle (AP-Stelle)
[118]. Neben ihrer Substratspezifitat [119] werden DNA-Gylkosylasen auch in Bezug auf ihre
enzymatische Aktivitdt unterschieden: monofunktionale Glykosylasen wie die Uracil-
entfernenden Uracil-DNA-Glykosylasen (UDG) oder die N3-MeA- und N7-MeG-
ausschneidende N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG) besitzen Glykosylaseaktivitat und
katalysieren ausschlieRlich N-glykosidische Bindungen. Bifunktionelle Glykosylasen wie die 8-
OxoG-entfernende 8-Oxoguanin-Glykosylase (OGG1) oder andere Vertreter der Nei-like pro-
tein (NEIL)-Familie sind zusatzlich noch mit einer AP-Lyaseaktivitat ausgestattet, die die Hyd-
rolyse der Phosphodiesterbindung erlaubt.

Erfolgt die Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung durch eine monofunktionelle Glykosyla-
se, spaltet anschliefend eine AP-Endonuklease z. B. die apurine Endonuklease-1 (APE1), die
Phosphodiesterbindung. Es entsteht ein SSB in 5°-Richtung der AP-Stelle [120, 121]. Bifunkti-
onelle Glykosylasen generieren SSB in 3'-Richtung zur geschadigten Base [122]. Die anschlie-
Rende Reparatur des SSB kann in Anhangigkeit von der Anzahl der eingefligten Nukleotide
Uber eine sog. short oder long patch-BER erfolgen. Die DNA-Polymerase- (PolB) entfernt
den 5°dRP-Teil und synthetisiert ein oder zwei Nukleotide, die die DNA-Ligase Ill (LIG3) mit
dem DNA-Strang verbindet und so die short patch-Reparatur abschlieRt. Erfolgt die Repara-
tur des SSB Uber den long patch-Mechanismus, kommt es nach dem Abspalten der Polf zu
einer zusatzlichen DNA-Synthese durch die Polymerasen & oder € (Pold und Pole) [123]. Der
Prozess wird dabei durch Faktoren wie Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und den

911-Komplex (RAD9, RAD1, HUS1) unterstiitzt. AbschlieBend entfernt die Flap endonuclease
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1 (FEN1) die Gberhangenden 5°dRP-Teil, die DNA-Ligase 1 (LIG1) schlieBt die Phosphodies-
terbindung [119, 124, 125].

Ist ein SSB mit einer Topoisomerase (TOPO1) assoziiert, erfolgt das Lésen der TOPO1 durch
die Tyrosyl-DNA-Phosphodieseterase 1 (TDP1), die Polynukleotid-Kinase-Phosphatase
(PNKP), eine 3°-DNA-Phosphatase und 5°-DNA-Kinase, modifiziert und orientiert die Stran-
genden.

Weitere wichtige Faktoren der BER sind das X-ray repair cross-complementing protein 1
(XRCC1) und die Poly-ADP-Ribose-Polymerase-1 (PARP1). Das auch als Geristprotein be-
zeichnete XRCC1 besitzt selbst keine Enzymaktivitat, interagiert jedoch mit APE1 [126], Pol
und LIG3 [119]. PARP1 wirkt als Modulator der BER. Durch die Bindung an den SSB wird
PARP aktiviert, gleichzeitig schiitzt dieses Protein die DNA vor Degradation, sofern die BER-

Kapazitat voribergehend erschopft ist [127].
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Abb. 5 Basenexzisionsreparatur (BER). Schematische Darstellung der short und long patch BER. Die genauen
Mechanismen sind im Text beschrieben. Fiir Krebserkrankungen bekannte Dysregulationen der beteiligten
Proteine sind farblich gekennzeichnet, ebenso der klinische Status verfligbarer Inhibitoren. Abb. modifiziert
nach [18].
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1.3.1.3. Basenfehlpaarungs-Reparatur

Die Basenfehlpaarungs-Reparatur (Mismatch-Reparatur, MMR) korrigiert Basenfehlpaarun-
gen sowie kleinere Insertions- bzw. Deletionsschleifen (Abb. 6 A). Diese Fehlbindungen kon-
nen wahrend der DNA-Replikation entstehen oder sind die Konsequenz endogener ROS oder
exogen alkylierender Agenzien [128-130]. Verbleiben solche Fehlpaarungen in der DNA, ma-
nifestieren sich diese nach der S-Phase und kdnnen zu Rastermutationen sowie Mikrosatelli-
teninstabilitaiten fuhren [131, 132]. Zur Erkennung stehen der MMR zwei Komplexe
(MSH2/MSH6; MSH2/MSH3) zur Verfligung. Der MSH2/MSH6-Komplex, auch bekannt als
MutSa-Heterodimer, registriert die Substitution einzelner Basen und sehr kleine Inserti-
ons/Deletionsschleifen, wahrend der MSH2/MSH3 (auch MutSB-Komplex) jegliche Inserti-

ons/Deletionsschleifen groRer als vier Nukleotide erkennt [128, 133, 134].
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Abb. 6 Mismatch-Reparatur (MIMR). Schematische Darstellung der MMR (A) und der direkten Reparatur durch
MGMT (B). Die genauen Mechanismen sind im Text beschrieben. Fir Krebserkrankungen bekannte Dysregula-
tionen der beteiligten Proteine sind farblich gekennzeichnet, ebenso der klinische Status verfligbarer Inhibito-
ren. Abb. modifiziert nach [18].
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Nach der Erkennung wird ein weiterer Komplex zum DNA-Schaden rekrutiert. Der MutlLa-
Komplex setzt sich aus MLH1/MLH3 und PMS1 bzw. PMS2 zusammen. Beide Komplexe be-
sitzen ATPase-Aktivitdt und formen eine ringartige Reparatur-Struktur, die sich entlang der
DNA bewegt. Die Diskriminierung der DNA-Strange und damit der Abbau des Tochterstrangs
erfolgt im Folgestrang durch die SSBs der Okazaki-Fragmente. Fiir den Leitstrang ist das ent-
sprechende Signal zur Strang-Diskriminierung noch unbekannt. In der Zwischenzeit fungiert
replication protein A (RPA) als Stabilisator und flankiert den DNA-Schaden, an den auch die
akzessorischen Proteine PCNA und der Replikationsfaktor C (RFC) bindet. Trifft der wandern-
de Komplex auf eine solche Struktur, wird die EXO1 rekrutiert.

Diese Nuklease besitzt 5" 3’-Endonuklease-Aktivitat und entfernt bis zu mehrere hundert
Basen des Tochterstranges. Eine 3'—>5"-Exzision bendtigt PNCA und RCF, die die Endonuklea-
se-Aktivitat von MLH1 und einen 5-Einschnitt in die DNA bedingen. AbschlieBend erfolgt die
Neusynthese und Ligation des Tochterstrangs durch die Polymerasen §/¢ (Pol 6/€) [135] und
LIG1 [136-138].

Die MMR ist strangspezifisch und beseitigt Schaden im Tochterstrang. Ist eine Ldsion im
Matrizenstrang fir die Fehlpaarung im Tochterstrang verantwortlich, korrigiert die MMR
lediglich den Mismatch, wahrend die Fehlpaarungs-induzierende Lasion im Strang verbleibt
(Abb. 6 B). Ein Beispiel hierfir ist die durch TMZ-induzierte 0°MeG-Lision. Die entscheiden-
de Funktion, die die MMR in der Prozessierung dieser Lasion einnimmt, wurde bereits in Ka-

pitel 1.2.1 beschrieben.

1.3.1.4.  Doppelstrangbruch-Reparatur

DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) sind die schwerwiegendsten und toxischsten DNA-Schaden
Uberhaupt, da sie u. a. Genommutationen, chromosomale Aberrationen und Zelltod verursa-
chen [139-141]. In gesunden Zellen kdnnen transiente DSBs z. B. durch das Entwinden der
DNA entstehen, das von der Topoisomerase |l katalysiert wird. Spontane DSBs sind im Ge-
gensatz dazu selten (ca. 10/ Tag) [142]. Die Mehrheit aller DSBs ist auf andere Faktoren zu-
rickzufihren. DSBs entstehen bspw. an der Replikationsgabel, wenn die Polymerase an ei-
ner nicht-reparierten Lasion blockiert oder einzelnen Lasionen beider DNA-Strange (berlap-
pen [143, 144]. Die DSB-Induktion durch Chemotherapeutika wurde bereits in Kapitel 1.2

beschrieben. Insgesamt steht die DSB-Reparatur (DSBR) vor vielen Herausforderungen wie
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dem Verlust des Informationsgehalts der Nukleinsauren, der physikalischen Integritat beider
DNA-Strange und dem Zusammenfiihren diverser Bruchstiicke-Enden [145]. In humanen
Zellen wird die DSBR Uber zwei Hauptmechanismen vermittelt: die Nicht-homologen End-
verknilpfung (engl. non-homologous end joining, NHEJ) und die homologe Rekombination-
Reparatur (HRR). Welcher der Reparaturwege den Schaden prozessiert, wird hauptsachlich
Zellzyklus-spezifisch entschieden.

Die NHEJ operiert in jeder der Zellzyklus-Phasen, ist allerdings in der GO- und G1-Phase am
aktivsten. Die HRR wird wahrend der S- und G2-Phase initialisiert. Im Vergleich zur HRR repa-
riert die NHEJ schneller, wird frequentierter eingesetzt und ist - aufgrund eines eher einfach
gehaltenen Zusammensetzens der Bruchstlicke — fehleranfalliger. Die langer andauernde
HRR garantiert durch eine sehr sorgfaltige, Vorlangen-basierte Reparatur eine ursprungsge-
treue Wiederherstellung der DNA [18, 133, 143, 144, 146]. Beiden Reparaturwegen gemein-
sam ist der sog. MRN-Komplex, der sich aus MRE11, RAD51 und NBS1 zusammensetzt. Als
Schadens-Sensor entscheidet MRN (iber die Prozessierung des Schadens mittels NHEJ oder
HRR, wobei der genaue Mechanismus noch ungeklart ist [147]. Ferner sind auch bei der ICL-
Reparatur, neben der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) und der Translasionssynthese, Pro-
zesse der DSBR involviert. Eine vereinfachte Ubersicht der Prozesse ist in Abb. 7 dargestellt,

Einzelheiten werden in den folgenden Kapiteln diskutiert.
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Abb. 7 DSB- und ICL-Reparatur. Vereinfachte schematische Darstellung der Reparaturprozesse. Fir Krebser-
krankungen bekannte Dysregulationen der beteiligten Proteine sind farblich gekennzeichnet, ebenso der klini-
sche Status verfligbarer Inhibitoren. Abb. modifiziert nach [18].
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1.3.1.4.1. Nicht-homologe Endverkntipfung

Die NHEJ verbindet DSBs durch einen minimalen Verknlipfungsprozess und bendtigt zur Liga-
tion beider Enden keine Sequenzhomologien [148]. Durch die Bindung des KU70/KUS80-
Heterodimers wird die geschadigte DNA vor dem Verdau durch Exonukleasen geschiitzt
[149, 150] und beide Strang-Enden auch raumlich in unmittelbarer Nachbarschaft gehalten
[151, 152]. Als Schadens-Sensor rekrutiert das KU-Heterodimer die DNA-abhangige Protein-
kinase DNA-PK.s (engl. DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) und vermittelt dem
Komplex, der sich aus KU70, KU80 und DNA-PK . zusammensetzt, Kinaseaktivitat, die in Au-
tophosphorylierung und der Phosphorylierung anderer NHEJ-Faktoren resultiert [153]. Da
die Strang-Enden haufig modifizierte Nukleotide tragen, missen diese vor der Re-Ligation
»prozessiert” werden. Die Lyaseaktivitdt des KU70-Proteins entfernt Modifikationen am 5’-
Ende und an AP-Stellen, was zur Generierung von 5°-Phosphat-Enden filihrt [154]. Ferner
prozessiert die auch an der BER beteiligte 3°'-DNA-Phosphatase und 5°-DNA-Kinase PNKP die
Orientierung der Strang-Enden, wihrend die Endonuklease FEN1 5°-Uberhinge entfernt
[155]. Weitere Uberhinge oder Haarnadelstrukturen werden durch die 5°-3’-Exonuklease
Artemis prozessiert [156]. Neben der Generierung glatter Strang-Enden bietet auch das Auf-
fillen der Uberhdnge eine Méglichkeit der End-Prozessierung. Katalysiert wird der Einbau
neuer Nukleotide von Pol A und Pol p. Die Ligation der prozessierten Strang-Enden Uber-
nimmt der XRCC4-LIG4-XLF-Komplex und vermittelt final das SchlieRen des DSB [145, 157,
158].

Der Prozess der alternativen Endverknipfung (engl. alternative end joining, alt-EJ) bietet
eine KU70/KU80 und LIG4-unabhangige Moglichkeit der DSBR. Hierbei wird der DSB durch
PARP1 erkannt, welches XRCC1 und LIG3 rekrutiert. Die End-Prozessierung wird durch den
MRN-Komplex und CtIP (s. a. Kap. 1.3.1.4.2) oder Polymerase Pol  katalysiert [159].
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1.3.1.4.2. Homologe Rekombinatiosreparatur

Die DSB-Reparatur mittels HRR ist auf die Prasenz homologer Sequenzen, namlich die des
Schwesterchromatids, angewiesen und kann grundsatzlich in folgende Phasen unterteilt
werden: 1) Prozessierung zu 3’-Einzelstrangen, 2) Ausbildung der RAD51-Filamente, 3)
Stranginvasion und Ausbildung von Holliday-Strukturen (engl. holliday junctions, HJ) und 4)
Auflésen der HJ.

Wie eingangs beschrieben dient der MRN-Komplex als Schadenssensor und initiiert die HRR.

Hierbei bindet der MRN-Komplex an die DNA, was sowohl die 3’-5"-Exonuklease- als auch die
ssDNA-Endonuklease-Aktivitdat des MRE11-Proteins auslést. Durch Interaktion des MRN mit
der Endonuklease CtIP, die primar an 5°-Strukturen agiert [160, 161], kommt es nach der
bidirektionalen Resektion zu 3’-Uberhingen, die ferner durch die 5°-3"-Exonuklease EXO1
erweitert werden kdénnen [162].

RPA erkennt und schiitzt diese einzelstrangigen Uberhinge, verhindert jedoch ein Binden
des HRR-Schllsselproteins RAD51. Die Ausbildung der RAD51-Filamente ist ein wichtiger
Prozess dieses Reparaturweges. Neben den RAD51-Paralogen (XRCC3, XRCC2, RAD51D,
RAD51C, RAD51B) vermittelt vor allem BRCA2 den korrekten Austausch von RPA und RAD51
an den 3'-Uberhdngen und férdert damit die Ausbildung der RAD51-Filamente [163, 164].
Zusatzlich interagiert BRCA2 mit BRCA1 und PALB2, die fiir die den korrekten Ablauf der HRR
unersetzbar sind. Diese 3’-RAD51-Nukleofilamente koordinieren die Suche nach dem homo-
logen Bereich des Schwesterchromatids. Ist eine komplementare Sequenz vorhanden, er-
setzt der RAD51-Einzelstrangs den DNA-Strang des Schwesterchromatids und bedingt
dadurch die Ausbildung eines sog. D-Loops (engl. displacement-loop). Aufgrund dieser struk-
turellen Besonderheit erfolgt die DNA-Synthese in 3°-5-Richtung. Das 3’-Ende des invasiven
Strangs dient somit als Primer fir die Synthese durch Pol §, der intakte DNA-Strang des
Schwesterchromatids als Matrize [165, 166]. Nach erfolgter Synthese kénnen die entstande-
nen Strukturen Uber zwei Wege gelost werden. Erfolgte die Strangverlangerung syntheseab-
hangig (engl. synthesis-dependent strand annealing, SDSA), dissoziiert das neu synthetisierte
3’-Ende vom D-Loop und bindet an die geniiberliegende ssDNA des DSB. Alternativ kann
durch die Neusynthese des DNA-Strangs und der Migration des D-Loops eine weitere HJ ent-
stehen. Abhangig vom Auflésungsprozess der HJ werden chromosomale Rekombinationen

(crossover) in das Genom integriert. Der Helikase-Komplex BLM (engl. Bloom syndrome pro-
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tein) und die DNA-Topoisomerase 3 (TOPO3) verhindern das Entstehen von chromosomalen
Rekombinationsprodukten. Eine alternative Prozessierung wird Uber die Endonukleasen
GEN1 (engl. flap endonuclease GEN homolog 1) und/oder SLX1 und SLX4 (engl. structure-
specific endonuclease subunit 1/ structure-specific endonuclease subunit 4) vermittelt. Hier-
bei bestimmt der Einschnitt in die HJ die Integration einer chromosomalen Rekombination

(144, 167-169].

1.3.1.4.3. Interstrand crosslink-Reparatur und Transldsionssynthese

Kovalente Verbindungen der beiden DNA-Strange einer DNA-Doppelhelix kdnnen durch ver-
schiedene in der Krebstherapie eingesetzte Medikamente induziert werden. Ein Beispiel
hierfiir ist das bereits beschriebene CCNU. Die Reparatur eines ICL ist sehr komplex und bis
heute nicht vollstandig geklart [170]. Bekannt ist jedoch, dass die ICL-Reparatur viele Kom-
ponenten anderer DNA-Reparaturmechanismen involviert, Zellzyklus-unabhangig stattfindet
und Proteine der Fanconi Anaemia (FA)-Familie zur Reparatur dieser Schaden essenziell sind.
Die Reparatur von ICL in der G1-Phase ist meist unzureichend. Lasionen, die eine Deformati-
on der Helixstruktur hervorrufen, werden nur teilweise und durch die NER-Endonukleasen
ERCC1 und XPF sowie den TLS-Polymerasen prozessiert. Diese prozessierten Lasionen sowie
das Auftreffen der Replikationsgabel am ICL fiihren in der S-Phase zur Entstehung von DSBs.
Die Helikase FANCM entwindet die Doppelhelix im Bereich des ICL, was ein Zusammenbre-
chen der Replikationsgabel durch ihr Fortschreiten verhindert und gleichzeitig in der Ausbil-
dung einer sog. Chicken foot-Struktur resultiert [171]. Die Stabilisierung der Replikationsga-
bel wird Gber die Rekrutierung des FA-Kernkomplexes (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE,
FANCF, FANCG und FANCL) und weitere HRR-Proteine erreicht. Durch Monoubiquitinierung
der DNA-assoziierten Faktoren FANCD2 und FANCCI erfolgt die Rekrutierung der Nukleasen
und Polymerasen an den FA-Komplex. Die Nuklease FAN1 (engl. FANCD2/FANCI-associated
nuclease 1) sowie die heterodimere Nuklease-Komplexe SLX4-SLX1, MUS81-EME1 und XPF-
ERCC1 vermitteln ein 5°- und 3’-Einschnitt und das Unkooking des ICL. Dies erlaubt einen
HRR-vermittelten Re-Start der Replikationsgabel. Die Re-Synthese des DNA-Strangs wird
durch die TLS-Polymerasen Pol k (alias REV1) sowie Pol v und Pol T katalysiert. Die vom
Strang geldste Lasion wird anschlieRend enzymatisch durch die NER oder aufgrund sponta-

ner Hydrolyse entfernt [172-174].
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Die bereits erwdhnten TLS-Polymerasen katalysieren die sog. Transldasionssynthese. Dieser
Prozess bedingt zwar keine Reparatur, erlaubt aber aufgrund der fehlenden Korrekturlese-
und Exonukleasefunktion der Polymerasen das Uberlesen einer Lision wihrend der DNA-
Synthese. Ein Blockieren der Replikationsgabel wird verhindert. Die TLS-Polymerasen Pol n,
Pol k, Pol v und Pol T partizipieren an der Uberbriickung der 0°®-MeG-Lision sowie der ICL-

Reparatur [28, 175, 176].
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1.3.2. DNA-Schadensantwort und Zelltod

1.3.2.1. DNA-Schadensantwort

Zur Wahrung der genomische Stabilitdt wurden Zellen mit einem System der DNA-
Schadensantwort (engl. DNA damage response, DDR) und DNA-Reparaturproteinen aus-
gestattet [177]. Kommt es zu einem DNA-Schaden, reguliert die komplexe Signalkaskade
der DDR die zellulare Antwort, was das Rekrutieren von Reparaturproteinen, das Arretie-
ren des Zellzyklus und die Aktivierung von Zelltod- oder weiteren Differenzierungsme-
chanismen beinhaltet [178]. Die apikalen oder auch transduzierenden DNA-Schadens-
aktivierten Kinasen ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und ATR (Ataxia telangiectasia
and RAD3-related) reprasentieren initial die zwei Kinase-Signalkaskaden, den ATM-CHK2-
und ATR-CHK1-Signalweg [179].

DSB SSB
L TITTTTd IR ERENEE

—fellokinzsen o/ﬂr\\ %\ /’,

T

Downstream-Kinasen CHKZ CH K1.
\ \
S <
e N v
Zellschicksal Apoptose Checkpoint-Arrest
e N
DNA-Reparatur Keine DNA-Reparatur
\ \
Proliferation Seneszenz

Abb. 8 Vereinfachte Ubersicht der DDR. Die Sensoren der DDR reagieren auf DSBs (MRN) und Bereiche
einzelstrangiger DNA (RPA und 9-1-1). Diese rekrutieren die apikalen Kinasen ATM bzw. ATR, die wiederum
— neben der Aktivierung (P=Phosphorylierung) diverser Mediatoren — die downstream-Kinasen CHK2 bzw.
CHK1 aktivieren. Uber die Aktivierung derer Effektoren wird das Zellschicksal bestimmt. Abb. modifiziert
nach [180].
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ATM wird durch DSBs aktiviert [181, 182], wahrend die Autophosphorylierung von ATR
durch die Interaktion mit ATRIP (engl. ATR interacting protein) und der Bindung RPA-
assoziierter ssDNA erfolgt [183, 184]. Beide Kinasen phosphorylieren anschliefend das
Histon H2AX an Serin 139 (yH2AX), welches den DNA-Reparatur-Proteinen die Schaden-
seite signalisiert und die Chromatin-Organisation reguliert. Ferner aktivieren ATM und
ATR die Zellzykluskontrollpunkt-Kinasen CHK1 und CHK2, was den Zellzyklus an diversen
Checkpoints arretiert (G1-S, G2-M). Dies erfolgt durch Inaktivierung von CDC25 (cell divi-
sion cycle phophastase 25) oder Phosphorylierung von p53 und anschlieRender Induktion

CIP1/WAF1

von p21 . Abhangig vom AusmaR des Schadens fiihrt eine CHK-Aktivierung auch

zum Zelltod durch Apoptose oder einer Induktion der Seneszenz [185].

1.3.2.2.  Apoptose

Die Apoptose ist ein streng regulierter Zelltodprozess, der morphologisch durch zyto-
plasmatische und nukledre Kondensation, DNA-Fragmentierung und der Ausbildung sog.
apoptotischer Korper charakterisiert ist. Das Verpacken einzelner Zellfragmente in
membranassoziierten Vesikel (apoptotische Koérper) und die anschlieRende Phagozytose
durch Makrophagen bedingen die Zellelimination ohne ein Auslésen von Entziindungsre-
aktionen [186]. Die zentralen Regulatoren der Apoptose sind die sog. Caspasen (engl.
cysteinyl-aspartate specific protease), eine Familie von Cysteinproteasen, die die Pep-
tidbindung der Zielproteine C-terminal der Asparaginsdure spalten. Sie kdnnen in zwei
Hauptklassen unterteilt werden. Dabei aktivieren die Initiator-Caspasen downstream sog.
Effektor-Caspasen, die wiederum die enzymatische Spaltung zelleigener Proteine und die
Aktivierung der Nuklease CAD (engl. caspase activated DNase) verantworten [187]. Ge-
nerell wird der programmierte Zelltod in einen extrinsischen und intrinsischen Weg un-
terteilt.

Die Aktivierung des extrinsischen Apoptosewegs erfolgt durch Bindung extrazellulare Lig-
anden an den Fas-Rezeptor. Dies fuhrt intrazelluldr zu einer Trimerisierung und Rekrutie-
rung des zytoplasmatischen Adapter-Proteins FADD (engl. Fas-associated protein with
death domain). Dieser DISC (engl. death-inducing signaling complex) rekrutiert die Initia-

tor-Caspasen Pro-Caspase-8 und -10, die trans-autolytisch in ihre aktive Form gespalten
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werden. Caspase-8 und -10 aktivieren die Effektoren Pro-Caspasen-3 und -7, was in der
CAD-vermittelten apoptosespezifischen Fragmentierung der DNA resultiert.

Der intrinsische Weg wird iber die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien
ausgelost. Die Permeabilisierung der dauRReren Mitochondrienmembran wird durch die
pro-apoptotischen Proteinen BAX und BAK sowie den anti-apoptotischen Proteinen BCL-
2 und BCL-XL reguliert. Cytochrom C interagiert mit Pro-Caspase-9 und APAF-1 (engl.
apoptotic protease activating factor 1), was zur Bildung des Apoptosoms und die Aktivie-

rung der Effektor-Caspasen fihrt.

1.3.2.3.  Nekrose und Nekroptose

Neben der streng regulierten Apoptose stehen der Zelle noch weitere, nicht- oder weni-
ger programmierte Zelltodwege zur Verfligung. Die Nekrose ist ein Caspase-
unabhangiger Vorgang, der mit einem zytoplasmatisches Anschwellen und einem Zerrei-
Ren der Zellmembran einhergeht. Durch das Entlassen des Zellinhaltes kommt es zu loka-
len Entziindungsreaktionen. Vergleichbares ist auch bei Nekroptosen zu beobachten. Im
Gegensatz zur Nekrose ist die Permeabilisierung der Zellmembran stark reguliert. Nekr-
optosen werden durch Cytokine der tumor necrosis factor (TNF)-Familie induziert und
durch receptor-interacting serine/threonine-protein (RIP)-Kinasen (RIPK) vermittelt. In
Abwesenheit von Caspase-8 fiihrt die Aktivierung von RIPK1 und RIPK3 zur Ausbildung
des sog. Nekrosoms, das mixed lineage kinase domain-like (MLKL) rekrutiert und dadurch

die Permeabilisierung initiiert [188].

1.3.2.4. Ferroptose und ER-Stress

Ferroptose ist eine Form des programmierten Zelltods [189]. Dieser ist Eisen-abhangig
und besonders gekennzeichnet durch die Akkumulation von Lipid-ROS und dem Abbau
mehrfach ungesattigter Fettsauren der Plasmamembran. Ferroptose kann durch kleine
Molekiile (z.B. Erastin), Gluthathionsythese-Hemmstoffen oder Inhibitoren der GPX4
(engl. glutathione-dependent antioxidant enzyme glutathione peroxidase 4) induziert
werden. Lipophile Antioxidantien und Eisen-Chelatoren verhindern dies. Krebszellen mit

erhohter RAS-RAF-MEK-Aktivitdt und gesteigerter p53-Expression kdnnen gegenliber
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Ferroptose sensitiviert werden [190, 191]. Ferrostatin-1 wurde als potenter Inhibitor der
Ferroptose in Krebszellen identifiziert [189].

Eine weitere, stark konservierte Form der zelluldaren Stressantwort wird tber das Endop-
lasmatische Retikulum (ER) vermittelt. Das ER ist als intrazellulares Organell zentral fur
viele sekretorische Prozesse verantwortlich. Es bedingt vor allem Proteintranslokationen,
Proteinfaltungen oder posttranslationale Modifikationen, die den Weitertransport zum
Golgi-Apparat und final die Sekretion diverser Vesikel erlaubt. Kommt es durch Stress-
mediatoren zu einer Ansammlung von Proteinen mit fehlerhafter Faltung, reagiert das ER
mit einer ungefalteten Proteinantwort (UPR, engl. unfolded protein response). Durch die
Suppression von Translationsprozessen, den Abbau falsch gefalteter Proteine und einer
verstarkten Synthese der fir die korrekte Faltung der Proteine bendtigten Chaperone,
erzielt die UPR eine Wiederherstellung der normalen Zellfunktion. Bleibt die Stresssitua-
tion bestehen, fihrt die UPR durch Aktivierung der Apoptose zum Zelltod. Eine zentrale
Rolle in der Regulation der UPR spielen die Proteinkinasen IRE1 (engl. inositol-requiring
enzyme 1) und PERK (engl. protein kinase RNA-like endoplasmatic reticulum kinase) so-
wie der Transkriptionsfaktor ATGF6 (engl. activating transcription factor 6). Ferner phos-
phoryliert PERK Serin51 des ELF2a (engl. eukaryotic initiation factor 2), was die Formie-
rung des ribosomalen Initiationskomplexes und dadurch auch die globale Translation der
MRNA verhindert [192]. Salubrinal ist ein zellpermeabler und selektiver Hemmstoff des
Phosphatasekomplexes, der die Dephosphorylierung des ELF2a und damit auch die ER-

Stress-induzierte Apoptose verhindert [193].

1.3.2.5. Autophagie

Die Autophagie ist ein regulierter, kataboler Recyclingprozess, der zelleigene Komponen-
ten lysosomal degradiert. Initiiert wird dieses Zellschicksal durch den Einschluss zyto-
plasmatischer Bestandteile in das sog. Autophagosom. Diese doppelmembrandése Vesikel
fusionieren anschlieBend mit Lysosomen, deren Enzyme die eingeschlossenen Zellkom-
ponenten verdauen [194]. Neben z. B. Nahrstoffmangel [195] wird die Autophagie durch
oxidativen Stress [196, 197] oder DNA-Schaden stimuliert [198-200], was eigentlich einen
protektiven Effekt auf das Zellschicksal vermuten ldsst. Die pharmakologische Inhibition

der Autophagie wahrend der Stressphase einer Zelle beschleunigt allerdings die Indukti-
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on des Zelltods [201]. Es bleibt somit unklar, ob die Autophagie einen Zelltodmechanis-
mus darstellt, Zelltodprozesse lediglich begleitet oder unter Stressbedingungen als pro-
tektiver Uberlebensmechanismus agiert [202]. Im Kontext der Glioblastomtherapie konn-
te gezeigt werden, dass TMZ autophage Prozesse induziert, die Hemmung der Autopha-
gie jedoch auch die Induktion der Apoptose deutlich steigert [203-205]. Fiir ART wurde
bisher lediglich in anderen Tumorzellen (u.a. Brustkrebszellen) eine Verbindung zur Au-
tophagie hergestellt, wobei der zugrundeliegende Mechanismus ungeklart bleibt [206,

207].

1.3.2.6. Seneszenz

Die Seneszenz beschreibt einen permanenten Zellzyklusarrest, den Zellen z. B. durch rep-
likationsabhdngige Verkirzung der Telomere, DNA-Schadigungen oder auch Onkogenak-
tivierung erfahren. Seneszente Zellen sind metabolisch aktiv, proliferierenden jedoch
nicht. Charakteristisch ist eine konsistente Hochregulation der CDK-Inhibitoren
p21Cip1/W"‘“(1 oder p16'NK4a, die Expression der Seneszenz-assoziierten (SA)-B-Galaktosidase
(SA-B-Gal) und die Ausbildung SA-Heterochromatin-Foci [208, 209]. Ob die Induktion der
Seneszenz die Krebstherapie verbessert oder einen nachteiligen Effekt austbt, ist bisher
noch nicht geklart. Friihere Studien zeigten, dass TMZ z. B. in Glioblastomzellen Senes-
zenz induziert und damit die Resistenzentwicklung gegeniliber dem Zytostatikum beglins-

tigt [205, 210, 211]. Im Gegensatz dazu kdnnen auch seneszente Krebszellen nach der

Behandlung wieder in den Zellzyklus einlaufen [212, 213].
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1.4. DNA-Reparatur als Target in der Krebstherapie

Die haufigsten Vertreter der in der Krebstherapie eingesetzten Medikamente sind DNA-
schadigende Stoffe. Diese bedingen DNA-Lasionen, die meist replikationsabhdngig in
nicht-reparablen DSBs oder anderen Addukten resultieren, die zum Tod maligner Zellen
flihren. Leider ist die Spezifitdt der Chemotherapeutika gegentiber Krebszellen eher ge-
ring, zudem ist ihre Verabreichung mit vielen unerwiinschten Nebenwirkungen konno-
tiert. Um die Effizienz der Krebstherapie - im Speziellen durch die Induktion von DNA-
Schaden - zu verbessern, sind etliche Strategien beschrieben worden. Einige konzentrie-
ren sich auf die Entdeckung neuer Komponenten der DDR [214-216], andere suchen nach
Wirkstoffen, die spezielle DNA-Reparaturmechanismen modulieren [217-222] mit dem
Ziel, in Kombination mit den Chemotherapeutikum synergistische Effekte auszuldsen. Ei-
nige neue Wirkstoffe, die Molekiile diverser DNA-Reparaturmechanismen inhibieren,
wurden bereits erfolgreich in Kombination mit bestehenden Therapien oder als Mono-
therapie getestet und finden aktuell Einzug in klinischen Studien [223]. Ein klassisches
Beispiel ist die Induktion synthetischer Letalitdt durch einen PARP1-Hemmstoff (z. B.
Olaparib) in BRCA1- oder BRCA2-mutierten Krebszellen [224]. Zwei Gene befinden sich in
einer synthetisch letalen Interaktion, wenn die Mutation eines dieser Gene von der Zelle
toleriert wird, wahrend ein kombinierter Verlust oder eine simultane Mutation beider
Gene fir die Zelle todlich ist. Genprodukte, die in einer synthetischen letalen Interaktion
mit bekannten, aber pharmakologisch nicht direkt beeinflussbaren Lasionen stehen, sind
aus zweierlei Hinsicht sehr geeignet fiir eine zielgerichtete Therapie. Zum einen ermog-
licht ein auf synthetischer Letalitat basiertes Therapiekonzept die pharmakologisch nicht-
greifbare Mutation indirekt anzugehen, indem der synthetisch letale Interaktionspartner
inhibiert wird, um so eine Tumortoxizitdt zu provozieren. Andererseits sollte ein solches
Konzept hochspezifisch fiir diese mutationstragenden Zellen sein, wahrend normales
Gewebe geschiitzt ist. Ein vergleichbares Konzept wird aktuell auch auf andere HRR-

defiziente Krebsentitdaten ausgedehnt.
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1.4.1. Targeting der homologen Rekombination

1.4.1.1. Targeting des MRN-Komplexes

Als zellularer Sensor fiir DSBs leitet der MRN-Komplex die DDR ein. Gleichzeitig ist dieser
Komplex direkt in der DSBR involviert. MRN koordiniert die Strangbruchenden, initiiert
die Endresektion und fordert die Wiederherstellung der kollabierten Replikationsgabel
[225]. Die Komponenten MRE11 und RAD50 wurden urspriinglich in genetischen Scree-
nings von Saccharomyces cerevisiae entdeckt. Die mrel11-Mutante war dabei rekombina-
tions-defizient in der Meiose [226], die rad50-Mutante sensitiv gegeniiber DNA-Schaden
[227]. NBS1 wurde erst spater als Bindungspartner des Trindarkomplexes identifiziert. Hy-
pomorphe Mutationen jeder einzelnen Untereinheit stehen in direktem Zusammenhang
mit rezessiven Erkrankungen, die sich durch genomische Instabilitdt auszeichnen [228].
Nbs1-Mutationen sind z. B. mit dem Nijmegen Breakage-Syndrom assoziiert, einer auto-
somal rezessiven Erkrankung, die sich durch hohe Krebsinzidenzen, Zellzykluskontrollde-
fekten und einer hohen IR-Sensitivitdat auszeichnet [229]. Mutationen in mrell beding-
ten Krankheitsbilder sind mit Ataxia-telangiectasia-Erkrankungen vergleichbar [230],
wahrend RAD50-Defizienzen wiederum Ahnlichkeiten zum Nijmegen Breakage-Syndrom
aufweisen [231]. Eine Null-Mutation ist in jedem der drei Gene letal (in Maus) [232-234].
MRE11 fungiert als Dimer [235], bindet an DSB-Enden [236, 237] und besitzt Exo- und
Endonuklease-Aktivitat [238, 239]. RAD50 tragt die ATPase-Aktivitat [240], wahrend NBS
mittels Phospho-abhangigen Interaktionen DNA-Reparatur- und Checkpoint-Proteine an
den DNA-Schaden rekrutiert (y-H2AX, Checkpoint-Adapter MDC1, HRR-Regulator CtIP)
[241-244]. Die Resektion durch MRE11 und damit die Generierung einer 3’-ssDNA ist von
entscheidender Bedeutung. Diese ist essentiell fiir die ATM-Stimulierung und folglich die
Checkpoint-Aktivierung sowie die Einleitung der HRR [182, 245]. Konsequenterweise
konnte eine Dysfunktion des MRN-Komplexes, verbunden mit einem eingeschrankten
ATM-Signaling, die Reparatur eines DNA-Schadens mindern oder gar verhindert. Die
Hemmung des MRN-Komplexes ist somit eine attraktive Strategie, in Krebszellen den

Zelltod in Kombination mit einem DNA-schadigenden Agenz einzuleiten.
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1.4.1.1.1. Mirin

Mirin ist der erste beschriebene MRE11-Inhibitor und wurde in einem Screening von
10 000 niedermolekularen Praparaten (DIVERSet, Chembridge Corporation) identifiziert.
Die Wirkstoffe wurden dabei auf ihre Fahigkeit getestet, die ATM-vermittelte Phosphory-
lierung eines von y-H2AX abgeleiteten Peptids zu inhibieren [246]. Der mit diesem Test-
system untersuchte Signalweg benoétigt zur ATM-Aktivierung einen funktionalen MRN-
Komplex. Mirin (ICs0=66 uM) blockiert die MRN-abhangige ATM-Aktivierung, ohne die
Kinase- (ATM) oder Nuklease Aktivitat (MRE11) einzuschranken [246]. Fiir Sdugerzellen
konnte gezeigt werden, dass Mirin zur Aufhebung des IR-induzierten G2/M-Arrests und
zum Versagen der HRR fihrt [246]. Eine Reduktion der NHEJ-Reparatur-Effizienz wurde

ebenfalls nachgewiesen [247].

1.4.1.2. Targeting von RAD51

RAD51 schiitzt blockierte Replikationsgabeln und ist aufgrund der Rekombinase-Aktivitat
ein zentraler Faktor flir den Austausch von DNA-Strangen aller Reaktionen der homolo-
gen Rekombination. Ein kompletter Verlust von RAD51 ist letal [248]. Eine RAD51-
Uberexpression ist fiir viele Krebsentititen beschrieben worden; sie suggeriert einen se-
lektiven Vorteil im Umgang mit fortwdahrend steigendem Replikationsstress und ver-
mehrten DNA-Schaden [249]. Im Zellsystem ist die ausbleibende Schadensantwort (keine
RAD51-Foci nach IR) mit einer BRCA1-Dysfunktion assoziiert. Diese kann durch RAD51-
Uberexpression aufgehoben werden [250]. Stellt sich damit nicht konsequenterweise die
Frage: Unterdricken Krebszellen BRCAness durch die Heraufregulation von RAD51? Und,
konnte eine spezifische RAD51-Inhibition ein probates Werkzeug sein, Krebszellen fiir die
Therapie zu (re)sensitivieren? Fiir das Kolorektalkarzinom ist die RAD51-Uberexpression
negativ prognostisch [251]. Vice versa konnte bereits flir stark-RAD51-exprimierende
Maus-Melanomzellen gezeigt werden, dass eine gezielte RAD51-Herunterregulation die
Resistenz gegeniiber dem Alkylanz Dacarbazin umkehrt [252]. Basierend auf diesen Er-
kenntnissen ist die Suche nach potenten RAD51-Hemmstoffen aktuell ein reges For-

schungsgebiet. Vielversprechende Wirkstoffe wurden bereits identifiziert. Die beiden
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Vertreter BO2 und RI-1 wurden in der vorliegenden Arbeit zur gezielten Hemmung von

RAD51 eingesetzt.

1.4.1.2.1. BO2

30

RAD51 fordert den DNA-Strangaustausch zwischen homologen Sequenzabschnitten ein-
zel- und doppelstrangiger DNA. Huang et al. [253] entwickelten eine Fluorescence reso-
nance energy transfer (FRET)-basierte Untersuchungsmethode, die diesen Austausch de-
tektiert. Mittels dieser Untersuchungsmethode und eines Hochdurchsatz-Screenings von
Stoffen niedermolekularer Zusammensetzung (NIH Small Molecule Repository) identifi-
zierten die Forscher aus mehr als 200 000 Wirkstoffverbindungen 17 potenzielle Hemm-
stoffe, die diese RAD51-vermittelte Austausch-Aktivitat unterbinden. Weitere Untersu-
chungen reduzierte die Zahl der Kandidaten auf vier, wobei sich B0O2 als der effizienteste
Inhibitor der RAD51-Aktivitat hervortat (ICs9=27,4 uM). In anschlieBenden Studien wur-
den die Effekte von B02 im Zellsystem analysiert: Die Ergebnisse zeigten fiir BO2 einen
ausgepragten inhibitorischen Effekt auf die HRR und die DNA-Reparatur in humanen und
Maus-Zellen [254].

Untersuchung von HEK-Zellen ergab, dass B0O2 die Entstehung von IR-induzierten RAD51-
Foci und damit auch nachweislich die HRR-Effizienz reduzierte [254]. Dieselbe Studie
zeigte auch erste BO2-vermittelte sensitivierende Effekte gegeniiber DNA-schadigenden
Agenzien. Embryonale Maus-Fibroblasten (mouse embryonic fibroblasts, MEFs) reagierte
sensitiver gegenliber Cisplatin und Mitomycin C, sowie einer Kombination von MMS und
der Hemmung von PARP (AZD2281). Ferner wurde in Brustkrebs-Studien die Wirkung
von BO02 in Kombination mit anderen Chemotherapeutika wie Etoposid, Cisplatin,
Doxorubicin und Topotecan getestet. Der RAD51-Inhibitor sensitiviert MDA-MB-231-
Zellen gegeniiber allen Medikamenten-Kombinationen, wobei die Applikation mit Cispla-
tin hervorstach und auch im Xenograftmodell die Proliferation inhibierte [255]. Algpulin-
sa et al. untersuchten den Einfluss von B02 auf multiple Myelomzellen nach Doxorubicin-
Behandlung [256]. Eine Vorbehandlung mit BO2 verhinderte die Entstehung von Doxoru-
bicin-induzierten RAD51-Foci und sorgte dadurch fiir einen Anstieg an yH2AX-Foci, res-

pektive DSBs. Erneut wurde die Inhibition der HRR-Aktivitat bestatigt.
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1.4.1.2.2. RI-1

Der RAD51-Inhibitor RI-1 wurde ebenfalls durch ein Screening identifiziert (10 000 Mole-
kille des DIVERSet, Chembridge Corporation). Budke et al. [257] berichteten als erstes,
dass RI-1 die Bindung von RAD51 an einzelstrangiger DNA verhindert. Der Wirkmecha-
nismus basiert auf einer kovalenten Bindung der Imid- an die Thiol-Gruppe des Cystein-
Rests (Csy319) des RAD51-Proteins. Diese Interaktion hemmt die Bindung von RAD51 an
die DNA (ICs0=6,62 uM) und die Polymerisierung des Proteins wahrend der Nukleofila-
ment-Bildung. Da diese Interaktionsdomane stark konserviert ist, bindet RI-1 auch RAD51
von Saccharomyces cerevisiae, hierbei korrespondierend zu Cys377. Der Cys319-Rest ist
an der Schnittstelle zweier RAD51-Monomere lokalisiert und greift auf die ATPase-
Domane Uber. Die Nukleofilament-Bildung kann somit sterisch oder durch Modulation
der ATP-Bindung verhindert werden [257]. Untersuchungen im Zellsystem zeigten, dass

RI-1 wie B02 die Bildung von RAD51- und yH2AX-Foci reduziert [258].

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Da die gegenwartige, auf alkylierende Zytostatika basierende Chemotherapie bis heute
keineswegs einen zufriedenstellenden klinischen Therapieerfolg fiir Glioblastompatien-
ten bietet, riicken Kombinationstherapien und gezielte Behandlungsstrategien in den Fo-
kus zur Entwicklung effizienter Krebstherapien. Die Wirkmechanismen der klinisch einge-
setzten Chemotherapeutika TMZ und CCNU sind hinreichend untersucht und identifizier-
ten spezifische DNA-Schaden als Ausldser zytotoxischer Ereignisse. Tumorzellen verfiigen
jedoch (ber diverse protektive (Resistenz-) Mechanismen. Wie gesunde Zellen besitzen
auch entartete Zellen ein sehr effizientes DNA-Reparatursystem, was die Beseitigung der
Therapie-induzierten Schaden erlaubt und eine erfolgreiche Tumorbehandlung verhin-
dert. Auch ist z. B. eine Dysregulation von Zelltodwegen keine Seltenheit.

Dem Antimalaria-Medikament ART konnte eine profunde zytotoxische Wirkung auf eine
Vielzahl von Tumorzelllinien, einschlieBlich einiger Glioblastomzelllinien, nachgewiesen
werden. ART ist systemisch gut vertraglich, wirkt antiproliferativ und induziert in Krebs-

zellen durch die Generierung von ROS nachweislich DSBs. Im Hinblick auf die Reduktion
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der mit der Chemotherapie einhergehenden unerwiinschten Arzneimittelwirkung (UAW)
und die Uberwindung Therapie-induzierter Resistenzen wére z. B. eine Kombination des
klassische Chemotherapeutikums TMZ (niedrigdosiert) mit dem Antimalariamittel ART
denkbar.

Eine gezielte Behandlungsstrategie konnte durch die pharmakologische Inhibition eines
bestimmten DNA-Reparaturweges realisiert werden. Es ist bekannt, dass CCNU-
induzierte ICLs replikationsabhdngig zu DSBs flihren und diese (iber die DSB-Reparatur
prozessiert werden. Einer der Hauptkomponenten dieses Reparaturweges ist die HRR.
Zur Inhibition des HRR-Schliisselproteins RAD51 und des Sensorproteins MRE11 (u.a. Be-
standteil des MRN-Komplexes) wurden spezifischen Hemmstoffe entwickelt.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen beide Behandlungsansatze. Mit dem Ziel, die
Alkylanzien-basierte Glioblastomtherapie zu verbessern, sollen folgende Fragestellungen

untersucht und beantwortet werden:

e Hat ART einen sensitivierenden Einfluss auf den TMZ-induzierten Zelltod in
Glioblastom- und Gliom-stammzelldahnlichen Zellen?

o |Ist die etwaige Sensibilisierung auf eine Potenzierung der DSBs zurlckzufiihren?
Oder moduliert ART andere Uberlebens- oder Zelltodmechanismen?

o Wirkt die etwaige Sensitivierung auch im Xenograft-Mausmodell? Hat dies thera-

peutische Relevanz?

e Bewirkt CCNU auch in Glioblastomzellen die Induktion von ICLs und daraus resul-
tierende DSBs?

e Kann die HR-vermittelte Schutzfunktion der Glioblastomzellen durch Inhibition
von RAD51 und MRE11 aufgehoben werden und die Krebszellen gegeniiber CCNU
sensibilisieren? Gibt es Unterschiede in der Effizienz der Inhibitoren?

o Ist diese Targeting-Strategie, die auf die Inhibition des MRN-Komplexes und HRR

abzielen, auf ein Xenograft-Mausmodell ibertragbar?



MATERIAL UND METHODEN

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmittel

Sofern nicht gesondert vermerkt, wurden zur Anfertigung der vorliegenden Arbeit Chemika-

lien der Firma Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) oder der Firma Sigma-

Aldrich (Steinheim, Deutschland; St. Louis (MQ), USA) verwendet. Plastikwaren wurde von

den Herstellern Greiner Bio-One Int. GmbH (Frickenhausen, Deutschland) und der Eppendorf

AG (Hamburg, Deutschland) bezogen, die Zellkulturmedien und -zusatze von der Firma Life

Technologies/ Gibco/ Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham (MA), USA) erworben.

2.1.2. Gerate

Gerate

Hersteller

Bestrahlungsanlage: Gammacell 2000 (Cs**’)
Bestrahlungsanlage: OB 58/905-2 (Cs"*’)
Biofuge Pico

Branson Sonifier 250

CFX96 Real-Time PCR Detection System
CO,-Inkubator: Heracell 240i

ColorView SoftimagingSystem

Durchflusszytometer FACS CANTO Il

Einfrierbox: Cryo 1°C Freezing Container, "Mr.

Frosty"

Fluoreszenz-Mikroskop: Axiovert 35
Fluoreszenz-Mikroskop: Microphot-FXA
Heraeus Trockenschrank Typ B 6200
Konfokales Mikroskop: LSM 710

Kihlschrank (+4°C)

Laborschiittler MaxQ 4000

Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB 2100TR

Luminometer Tristar? Multimode reader
LB942

Mikroskop: Axiovert 40c

NanoDrop 2000 Spectrometer

Odyssey infrared imaging 9120

PMR-30 Compact-Schiittler
Roll-Inkubator SRT6/ SRT9

Nuklear Data, Frankfurt, Deutschland

Buchler GmbH, Braunschweig, Deutschland
Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

Branson Ultrasonics Corporation, Danbury (CT),
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules (CA), USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (MA), USA
Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Deutsch-
land

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Nalgene (Thermo Fisher Scientific Inc.), Waltham
(MA), USA

Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland
Nikon, Tokio, Japan

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (MA), USA
Canberra Packard Central Europe GmbH, Schwa-
dorf, Osterreich

Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad, Deutschland

Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (MA), USA
LI-COR, Lincoln (NE), USA

Grant Inst. Ltd., Shepreth (Cambridgeshire), UK
Stuart, Stone (Staffordshire), UK
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S1 Pipettierhilfe

SDS-PAGE chamber Trans-Blot Cell
SDS-PAGE PowerPac Basic 75W
Sicherheitswerkbank: Astec Microflow Class |
T100 Thermal Cycler

Thermomixer compact

Tiefklhler (-20°C)

Tiefklhler (-80°C)

Vortexer REAX 2000

Wasserbad 3044
Zentrifuge 5417R (Rotor: FA-45-30-11)
Zentrifuge: Megafuge 1.0 (Rotor: #2704)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (MA), USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules (CA), USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules (CA), USA
Bioquell UK Ltd, Andover (Hampshire), UK
Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules (CA), USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Sanyo, Miinchen, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Kottermann, Uetze/Héanigsen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

2.1.3. Software

Software

Entwickler

BD FACSDiva Version 6
Cell*A-Imaging Software fiir Life Science
Microscopy

CFX Manager 3.1

EndNote Version X6

GraphPad Prism Version 6

ICE Software

Image Studio Lite 5.2

Imagel

ModFit LT 3.3

MS Office Version 2016

Odyssey Version 3.0

Precision Melt Analysis Software 1.2
SnapGene Viewer 2.8.2

ZEISS ZEN Imaging Software 2.1

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Olympus Soft Imiging Solutions, Minster, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules (CA), USA
Thomson Reuters, New York City (NY), USA
GraphPad Software, La Jolla (CA), USA

Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland
LI-COR, Lincoln (NE), USA

U.S. National Institutes of Health, Bethesda (MD), USA
Verity Software House Inc, Topsham (ME), USA
Microsoft, Unterschleillheim, Deutschland
LI-COR, Lincoln (NE), USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules (CA), USA
GSL Biotech, Chicago (IL), USA

Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank

durchgeflihrt. Es wurden ausschlieBlich sterilisierte Materialien und Lésungen verwen-

det. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Inkubator unter Standardbedingungen bei

37°Cund 7 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare.

2.2.1.1. Zelllinien

Zelllinie

Medium

Herkunft/ Referenz

Glioblastomzelllinien

Al172
LN18
LN229
LN308
LN428

U251

U87MG
Transfizierte LN229-Linien

LN229-PTENsh
LN229-pS-empty

LN229-shRAD51-23
LN229-pS-empty-2

LN229-HR-B6

DMEM + 10% FCS
DMEM + 10% FCS
DMEM + 10% FCS
DMEM + 10% FCS
DMEM + 10% FCS

DMEM + 10% FCS
DMEM + 10% FCS

DMEM + 10% FCS + 2,2
pg/ml Puromycin (Invitro-
gen)

DMEM + 10% FCS + 0,75
mg/ml G418 (Millipore)
DMEM + 10% FCS + 0,88
pg/ml Puromycin (Invitro-

gen)

Glioma stem-like cells (GSCs)

G112SP

Neurobasal-A + B-27 Sup-
plement + 20 ng/ml EGF

(Biochrom) + 10 ng/ml FGF-
basic (Biochrom) + 0,1% BSA

Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.

Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr
Dr

. M. Weller, Ziirich, Schweiz;
. B. Kaina, Mainz, Deutschland
. M. Weller, Ziirich, Schweiz;
. B. Kaina, Mainz, Deutschland
. M. Weller, Ziirich, Schweiz;
. B. Kaina, Mainz, Deutschland
. M. Weller, Ziirich, Schweiz;
. B. Kaina, Mainz, Deutschland
. M. Weller, Zirich, Schweiz;
. B. Kaina, Mainz, Deutschland
. M. Weller, Zirich, Schweiz;
. B. Kaina, Mainz, Deutschland

CLS, Heidelberg, Deutschland

Dr. W. P. Roos, Mainz, Deutschland

[259], Prof. Dr. B. Kaina, Mainz,
Deutschland

diese Arbeit

PD Dr. E. Kim, Mainz, Deutschland
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Zelllinie Medium Herkunft/ Referenz

GB-Patientenlinien

PD Dr. D. Wiewrodt und Prof. Dr. B.

)
MZ160 DMEM =+ 5% FCS Kaina, Mainz; Deutschland
MZ219 DMEM + 5% ECS PD. Dr. D. Wlewrodt und Prof. Dr. B.
Kaina, Mainz; Deutschland
MZ227 DMEM + 5% ECS PD Dr. D. Wiewrodt und Prof. Dr. B.

Kaina, Mainz; Deutschland

Maus-Fibroblasten
NIH/3T3 DMEM + 10% FCS ATCC, Manassas (VA), USA
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2.2.1.2.  Kultivierung adharenter Zellen

Die Kultivierung der Glioblastomzellen und der murinen Fibroblasten NIH/3T3 erfolgte in
Zellkulturflaschen oder -schalen in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) angerei-
chert mit 5 bzw. 10 % fotalem Kalberserum (engl. fetal calf serum, FCS) unter Standard-
bedingungen. Um ein exponentielles Wachstum zu gewahrleisten, wurden die Zellen vor
Erreichen eines konfluenten Stadiums routinemaRig passagiert. Hierzu wurde das ver-
brauchte Medium der adhdrent wachsenden Kultur durch Absaugen entfernt, die Zellen
mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (engl. Phosphate buffered saline, PBS) gewaschen
und durch Zugabe von 0,5 mg/ ml Trypsin-0,2 mg/ ml EDTAs;Na-Lésung abgeldst. Die ab-
geldsten Zellen wurden mit frischem Medium verdiinnt und erneut kultiviert. Alternativ
wurde die Zelldichte der Suspension in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die
Zellen den Versuchsbedingungen entsprechend (1x103-3x10° Zellen/ 4 ml) ausgesat. Die
Zellzahl wurde so gewahlt, dass auch liber einen langeren Inkubationszeitraum ein expo-
nentielles Wachstum (sofern nicht von der Behandlung gestort) ermdglicht wurde. Die
Stammzellkultur wurde spatestens nach zwolf Wochen durch eine frische Kultur ersetzt.

Zum Stammerhalt wurden exponentiell wachsende Zellen wie beschrieben abgeldst, in
frischem Medium aufgenommen und zentrifugiert (5 min, 1500 Upm, RT). Nach Entfer-
nen des Uberstandes wurde das verbleibende Zellpellet in Einfriermedium (Medium +
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)) resuspendiert und in Kryorohrchen Uberfiihrt. Diese
Rohrchen wurden in einer mit Isopropanol gefillten Kryobox (Kihlungsrate: 1°C/ min)
auf -80°C abgekiihlt und anschlieRend zur Langzeit-Aufbewahrung in flissigen Stickstoff

(Gasphase) Gberfihrt.
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Das Auftauen von kryokonservierten Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C. Um das im
Einfriermedium enthaltenen DMSO zu entfernen, wurden die aufgetauten Zellen sofort
mit Kulturmedium gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in frischem Medium auf-
genommen und in Kulturflaschen tberfiihrt. Bis zur experimentellen Verwendung wurde
kryokonservierten Zellen eine Anpassungsphase an die Kulturbedingungen von 10-14 Ta-

gen gewahrt.

2.2.1.3.  Kultivierung der glioma stem-like cells (GSCs)

Die G112-Subpopulation (SP) wurden durch eine kontinuierliche Kultivierung unter se-
rumfreien Bedingungen aus der Gliomzelllinie G112 isoliert [260]. G112SP-Zellen besit-
zen Stammzell-ahnliche Eigenschaften wie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, phanoty-
pische Plastizitat und das Potenzial, in vitro klonale Gliomspharen auszubilden. Im ortho-
topen Mausmodell sind sie dhnlich wie das GB hoch tumorigen, hoch invasiv, intratumo-
ral heterogen und radioresistent [261]. Die G112SP werden unter serumfreien Bedingun-
gen in Neurobasal-A-Medium, welchen mit B-27, 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml FGF-basic (bei-
des von Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) und 0,1 % BSA supplementiert wurde, kul-
tiviert. Zum Passagieren wurden die Spharen gesammelt, mittels 0,05 % Trypsin-EDTA
vereinzelt, in PBS gewaschen, filtriert und in frischem Medium kultiviert oder in entspre-

chenden Zelldichten fiir die Experimente ausgesat.

2.2.1.4.  Mykoplasmentest

Alle Zelllinien wurden regelmallig mit dem Venor®GeM-Mykoplasmen-Detektionskit (Bio-
chrom GmbH; Berlin, Deutschland) gemal} den Herstellerangaben auf Mykoplamenkontami-
nationen untersucht. Die Mykoplasmendetektion beruht auf einem Nukleinsadure-
Amplifikationstest auf Basis einer hot-start Polymerasen-Kettenreaktion (PCR). Es wurden

ausschlieBlich kontaminationsfreie Zelllinien verwendet.
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2.2.2. Behandlung von Zellen

Um ein vollstandiges Anheften der Zellen auf der Kulturschale zu gewahrleisten, wurden die
Zellen einen Tag vor der Behandlung (t=-24 h) ausgesat. Die Zelldichte wurde hierbei so ge-
wahlt, dass den Zellen (iber den kompletten Experimentalzeitraum ein exponentielles
Wachstum moglich war. Des Weiteren wurden entsprechend der Behandlung Losungsmit-

telkontrollen mitgefiihrt.

2.2.2.1.  Inhibitoren und Zytostatika

Eine Ubersicht der verwendeten Inhibitoren und Zytostatika ist in der nachfolgenden Tabelle
zusammengefasst (Tab. 2). Angegeben sind auch die Losungsmittel, Stamm- und Endkon-
zentrationen der jeweiligen Stoffe, sowie ggf. der Zeitpunkt der Behandlung. Eine Vorbe-
handlung ist z. B. dann notwendig, wenn definierte Proteine eine nachfolgende Behandlung
mit dem Zytostatikum (ZS) beeinflussen kdnnten. Die Applikation des Hemmstoffs bzw. des
Zytostatikums erfolgte direkt ins Zellmedium. Sollten geringe Volumina (< 1 ul) pipettiert
werden, wurde eine Vorverdiinnung mit Medium oder PBS hergestellt.

Zur Aufrechterhaltung der Hemmstoffwirkung Uber einen langeren Experimentalzeitraum
(bis 144 h) wurden die Inhibitoren des p53 (Pifithrin-a), des elF2a (Sal-1) und der Ferroptose
(Fer-1) alle 24 h erneuert. Die Inhibition der Kinasen (ATM, ATR, CHK1 und CHK2) wurden
alle 48 h aufgefrischt, die der DNA-PK nach 72 h.

Die Zytostatika wurden als Pulsbehandlung appliziert. Die Exposition mit CCNU umfasste 1 h,
anschliellend folgte der Austausch des Kulturmediums. Da sowohl ACNU als auch TMZ eine
sehr geringe Halbwertszeit aufweisen, wurde auf einen Mediumswechsel verzichtet. Die
Hemmung der HRR durch B02, RI-1 oder Mirin, erfolgte nach der CCNU-Gabe simultan mit
dem Mediumswechsel, in Kombination mit TMZ jedoch erst nach 48 h.

Fir die Tierexperimente wurden die Zytostatika und der Inhibitor frisch eingewogen. Fir
TMZ wurde eine sterile 36 mg/ ml Stamml6sung (1:5 DMSO/ NaCl) hergestellt und unter ste-
rilen Bedingungen intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Einmal-Dosis betrug 200 mg/ kg Kor-
pergewicht (KG).

CCNU und RI-1 wurden steril in Maisol geldst. Im U87MG-Xenograft wurden 25 mg/ kg KG,

im LN229-Xenograft 12,5 mg/ kg KG CCNU-L6sung i.p. appliziert. Die Konzentration des
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RAD51-Hemmstoffs betrug 1 mg/ kg KG und wurde ebenfalls i.p. verabreicht (1 h nach
CCNU).

ART wurde im Tierexperiment oral mit dem Trinkwasser verabreicht. Hierzu wurde eine
1 mg/ ml ART-Trinklésung (in Ethanol und 0,2 % Saccharose in sterilem H,O geldst) herge-

stellt. Das Trinkwasser wurde pro Tier und Tag auf 5 ml limitiert.

Tab. 2 Liste der verwendeten Prdparate. Abk. KG=Korpergewicht,
konz = Endkonzentration, Stammlsg..=Stamml&sung., ZS=Zytostaikum.

LM = Lésungsmittel, End-

Praparat Hersteller Target Stammlsg./LM Endkonz. Behandlung
Inhibitoren
. 1 h nach
Axon MedChem, Gron- 25 mM in DMSO
B02 . . RAD51 R 2-10 uM CCNU/ 48 h
ingen, Niederlande (-80°C)
nach TMZ
CHK2- Sigma-Aldrich, Karlsru- 10 mM in DMSO
- CHK2 X 10 uM 1 hvor ZS
Inhibitor Il he, Deutschland (-20°C)
Ferrostatin-1  Tocris, WI-Nordenstadt, Ferrop- 10 mM in DMSO
. 10 uM 1 hvorZS
(Fer-1) Deutschland tose (-20°C)
Selleckchem, Houston 900 uM in H,0
KU-60048 DNA-PK . 1uM 1 hvorZS
(TX), USA (-20°C)
Selleckchem, Houston 10 mM in DMSO
KU-55933 ATM . 3uM 1 hvorZS
(TX), USA (-20°C)
. . 1 h nach
. Tocris, WI-Nordenstadt, 25 mM in DMSO
Mirin MRE11 R 5-25 uM CCNU/ 48 h
Deutschland (-20°C)
nach TMZ
6 Sigma-Aldrich, Karlsru- 10 mM in DMSO
0BG MGMT R 10 uM 1 hvorZS
he, Deutschland (-20°C)
o Sigma-Aldrich, Karlsru- 30 mM in DMSO
Pifithrin-a p53 . 30 uM 1 hvor ZS
he, Deutschkand (-80°C)
. 1 h nach
Axon MedChem, Gron- 25 mM in DMSO
RI-1 , _ RAD51 2,5-20uM  CCNU/ 48 h
ingen, Niederl. (-80°C)
nach TMZ
Salubrinal Sigma-Aldrich, Karlsru- 10 mM in DMSO
elF2a 25 uM 1 hvor ZS
(Sal) he, Deutschland (-20°C)
Sigma-Aldrich, Karlsru- 1 mM in DMSO
UCN-01 CHK1 150 nM 1 hvorZS
he, Deutschland (-20°C)
Selleckchem, Houston 10 mM in DMSO
VE-822 ATR 2 uM 1 hvor ZS
(TX), USA (-80°C)
Zytostatika
Sigma-Aldrich, Karlsru- 10 mM in H,O
ACNU 50 uM
he, Deutschland (-20°C)
CCNU Sigma-Aldrich, Karlsru- 10 mM in EtOH 5-30 uM,
he, Deutschland (-20°C) in vivo: 12,5-25 mg/kg KG
groRzligerweise zur .
. 35mMin
Verfligung gestellt von 2,5-50 uM,
T™MZ . DMSO/H,0 (1:2) L
Dr. G. Margison, Man- (:80°C) in vivo: 12,5-25 mg/kg KG

chester, UK
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Praparat Hersteller Target Stammlsg./LM Endkonz. Behandlung
Weitere Medikamente
100 mg/mlin
DMSO, Arbeitslsg.: 3,75-15 pg/ml (72°h nach
Dafra Pharma Int., . L
ART ) 2 mg/mlin TMZ), in vivo: 1 mg/mll
Turnhout, Belgien . .
2% DMSO/PBS im Trinkwasser
(-20°C)

2.2.2.2.  Behandlung mit Artesunat

Auch die ART-Behandlung erfolgte durch direkte Applikation ins Zellmedium, die Endkon-
zentrationen betrugen 3,75 - 30 pg/ ml. AnschlieRend wurden die Zellen bis zum gewlinsch-
ten Zeitpunkt unter Standardbedingungen kultiviert.

Wurde ART in Kombination mit TMZ appliziert, erfolgte dies stets, wenn nicht anders ver-

merkt, nach folgendem Schema:

TMZ ART
Aussaat § Probenernte/ Analyse
| | | | | |
[ [ [ [ [ [
-24h 0 72h 96h 120h 144h

Abb. 9 Behandlungsschema der kombinierten TMZ- und ART-Behandlung.

Die Zellen wurden einen Tag vor der TMZ-Behandlung (t=-24 h) ausgesat, zum Zeitpunkt t=0
mit TMZ behandelt. Drei Tage danach (t=72 h) folgte die Behandlung mit ART. Die ART-
Einzelbehandlungen erfolgte in diesem Behandlungskonzept ebenfalls zum Zeitpunkt t=72 h.
AnschlieBend wurden die Zellen bis zum gewlinschten Zeitpunkt unter Standardbedingungen

kultiviert.
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2.2.3. Herstellung stabiler Zellklone

Mithilfe von Zellklonen kann der Effekt der Expression eines transfizierten, stabil ins Genom
integrierten Gens in einem isogenen Zellsystem untersucht werden. Das transfizierte Gen
kann fiir ein Protein oder eine shRNA kodieren, welches die Expression eines Proteins der
Wahl stilllegt.

Zur Herstellung von stabilen Zellklonen missen Zellen mit dem Ziel-Gen, welches sich i. d. R.
zusammen mit einem eukaryotischen Resistenzgen auf einem Plasmid befindet, transfiziert
werden. Um entsprechende Transfektionskontrollklone zu generieren, erfolgt die Transfekti-
on mit einem ,leeren” Vektor, der lediglich das Restistenzgen kodiert. Nach der Transfektion
wurden die Zellen zur Vereinzelung stark verdiinnt oder — sofern ein Reporterkonstrukt inte-
griert wurde — als Einzelzelle durchflusszytometrisch sortiert. Die Kultivierung erfolgte im
entsprechenden Selektionsmedium. Die Integration des Transgens wurde in den Kulturen

der einzelnen Zellklone mittels Westernblot fiir die Ziel-Proteine verifiziert.

2.2.3.1.  Midi-Praparation: Isolation von Plasmid-DNA

Das fiir den HRR-Assay erworbene Plasmid pDRGFP (Plasmid #26475, Addgene, Abb. 10)
wurde als Bakterienstichkultur verschickt. Die Vervielfaltigung der kompetenten E. coli Bak-
terienklone (Stamm: DH5a) erfolgte zunachst in 6 ml LB-Medium mit 100 ug/ ml Ampicillin
flir mind. 6 h bei 37°C und 200 Upm. AnschlieBend wurde die Suspension der angewachse-
nen Bakterienkultur im Verhaltnis von 1:500 bis 1:1000 in frisches 300 m| LB-Medium mit
100 pg/ ml Ampicillin Gberflahrt und tGber Nacht erneut bei 37°C und 200 Upm inkubiert.

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mittels des NucleoBond® Xtra Midi-Kits (Mache-
rey-Nagel GmbH & Co. KG, Weilminster, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die
DNA-Konzentration sowie die Reinheit des Eluats wurde am NanoDrop spektralphotomet-
risch bei einer Wellenldange von A=260 nm bestimmt. Eine optische Dichte (OD) bei 260 nm
(OD2g0) von 1 entspricht bei dsDNA einer Konzentration von 50 pug/ ml. Der Quotient aus
ODy60/ ODygp gibt Aufschluss Gber die Reinheit und sollte gréRer 1,8 sein. Die Plasmid-DNA

wurde anschlieBen bei -20°C gelagert.

41



MATERIAL UND METHODEN

Sall

/CMV enhancer

~ ¥ —

P : -
/ N"‘pR promoter h
peo?®

7000

ter

o
£
SV40 poly(A) signal ——H— g "
o® M pDRGFP — I-Scel
! I D =) 8646 bp
o o
Ll 3 3
-=_2
2w 3
G
lac operator ——\ "’%‘ o
EX F
% $

Abb. 10 Vektor-Karte des pDRGFP-Plasmids. pgkPURO bildet das Vektor-Riickgrat. DieVektor-Karte wurde
mittels des SnapGene Viewers 2.8.2 generiert.

2.2.3.2. Transfektion

Die Transfektion zur Generierung stabiler Zellklone erfolgte sobald die Zellen eine Konfluenz
zwischen 60 — 80 % erreicht hatten. Der Knockdown von RAD51 wurde durch eine spezifische
shRAD51-Sequenz erreicht, die durch einen pSUPER-Vektor vermittelt wurde [259]. Die Anti-
biotika-Resistenz, die der Selektion der positiven Zellklone diente, wurde durch die Co-
Transfektion des pSUPER.neo-Plasmids erzeugt (Zellklone dankend erhalten von Dr. Steve

Quiros). Der Knockdown von PTEN erfolgte analog mit entsprechender shRNA (Zellklone
dankend erhalten von Dr. Wynand P. Roos).
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Das pDRGFP-Plasmid zur durchflusszytometrischen Bestimmung der HRR-vermittelten DSB-
Reparatur (Addgene #26475; [262]) tragt sowohl das Reparatur-Substrat als auch die Puro-
mycin-Resistenz (Abb. 10). Es wurden 1 pg DNA transfiziert.

Alle Transfektionen erfolgten mittels des Effectene Transfektions-Reagenz (Quiagen, Hilden,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Einen Tag nach der Transfektion wurden die
Zellen im Verhaltnis 1:6 passagiert, bevor 24 h spater die selektiven Antibiotika hinzugefiigt
wurden. Die Selektion erfolgte bis zur Ausbildung von Kolonien, die anschlieBend gepickt
und fir die Kryokonservierung und Verifizierung des jeweiligen Knockdowns (via Western-

blotanalysen) expandiert wurden.

Zur Analyse der HRR-Aktivitat benotigen die stabilen pDRGFP-Klone eine weitere, transiente
Transfektion mittels eines [/-Scel-exprimierenden Plasmids (pCPBAScel, Addgene #26477,
[263], dankend erhalten von Dr. Wynand P. Roos). Die Transfektion von 1 ug DNA erfolgte
mittels des Effectene Transfektions-Reagenz (Quiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben

des Herstellers.

2.2.4. Proliferation, Zellzyklusbestimmungen und Replikation

2.2.4.1. Wachstumkurve

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurden die Zelllinien in einer definierten Dichte
(5x10- 1x10°/ 4 ml) auf 6 cm-Kulturplatten ausgesat. Ein Anheften der Zellen (t=-24) vor der
Behandlung (t=0) wurde gewahrleistet. Im Intervall von 24 h wurden die Zellen geerntet und
deren Gesamtzellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Um die lebenden von den
toten bzw. nekrotischen Zellen zu unterscheiden, wurde die Zellsuspension vor dem Zahlen
mit einer 0,5 % (w/v) Trypanblau/ PBS-Losung verdinnt (1:2). Nekrotische Zellen besitzen
eine perforierte Zellmembran und nehmen den Farbstoff ungehindert auf. Sie erscheinen im
Lichtmikroskop dunkelblau. Fiir die Kalkulation der Wachstumskurve wurden nur vitale Zel-
len beriicksichtigt und die Gesamtzellzahl graphisch als Funktion der Zeit aufgetragen. Die
aus der Wachstumskurve resultierende Generationszeit wurde mit der GraphPad PRISM

Software errechnet.
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2.2.4.2.  Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodid Farbung

Propidiumiodid (PI) durchdringt perforierte Zellmembranen und interkaliert in Nukleinsau-
ren. Da die Fluoreszenz einer Zelle proportional zu ihrem DNA-Gehalt ist, wird diese Farbung
dazu genutzt, den DNA-Gehalt und den Zellzyklusstatus einer einzelnen Zelle oder Zellpopu-
lation im Durchflusszytometer zu bestimmen. Ein typisches Zellzyklusprofil unbehandelter
Zellen zeigt einen G1- und einen G2-Peak. Der G2-Peak fluoresziert im Vergleich zum G1-
Peak mit doppelter Intensitat, Zellen, die sich in der S-Phase befinden, mit einer Intensitat,
die zwischen der der G1- und G2-Population liegt. Neben den G1-, S- und G2-Phase-Zellen
konnen auch Fraktionen mit subdiploidem DNA-Gehalt, die SubG1-Phase-Zellen, detektiert
werden (Abb. 11). Diese werden aufgrund der DNA-Fragmentierung als apoptotisch definiert

[264, 265].
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Abb. 11 Histogramm der Zellzyklusanalyse. Dargestellt ist die PI-Fluoreszenz (PI(FL-3)-Area=DNA-Gehalt) gegen
die Zellzahl sowie die einzelnen Zellzyklusphasen.

Zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung wurden die Zellen mit Erreichen der angegebenen
Zeitpunkte nebst Zelliberstand geerntet und sedimentiert (5 min, 1500 Upm, RT). Das Pellet
wurde in 200 pl PBS resuspendiert, die Zellen durch tropfenweises Hinzufligen von 2 ml eis-
kaltem 70 % Ethanol unter stetigem Vortexen fixiert und bei -20°C (min. 2 h, max. 1 Woche)
gelagert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 1500 Upm, RT) wurde das Pellet in 336 ul
PBS/ Ribonuklease A (RNase A) (30 pg/ ml) resuspendiert und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach
dem RNA-Verdau wurde die DNA mit 164 pl Pl (50 pg/ ml; 16,7 pg/ ml Endkonzentration)

gefarbt und durchflusszytometrisch am FACSCanto Il (Becton Dickinson; Heidelberg,
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Deutschland) quantifiziert. Hierzu wurden mindestens 10 000 Zellen/ Probe analysiert und

die Zellzyklusverteilung mit der ModFit LT™ Software ausgewertet.

2.2.4.3.  DNA-Fiber-Analysen

Die Analyse der DNA-Fiber erfolgte anlog der Beschreibung [266]. Exponentiell wachsende
Zellen wurden mit 30 uM CCNU behandelt und in An- oder Abwesenheit der HRR-
Hemmstoffe (10 uM B02, 25 uM Mirin bzw. 20 uM RI-1) fiir 6 oder 16 h inkubiert. Die Mar-
kierung mit den Thymidinanaloga erfolgte fir jeweils 30 min mit 25 uM 5-Chlor-2'-
deoxyuridin (CldU) und anschlieend mit 250 uM 5-lodo-2"deoxyuridin (IdU, TCI Deutschland
GmbH, Eschborn, Deutschland). Die markierten Zellen wurden geerntet, DNA-Fiber prapa-
riert und mit monoklonalem rat anti-BrdU (1:1000; AbD Serotec GmbH, Puchheim, Deutsch-
land) und mouse anti-BrdU (1:1500; BD, Heidelberg, Deutschland) gefarbt. Die primaren An-
tikdrper wurden durch goat anti-rat F(ab’)2 Cy-3-gekoppelten Antikorper (1:500; Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd., Newmarket, Suffolk, UK) und goat anti-mouse F(ab’)2
Alexad88°®-gekoppelten Antikorper (1: 500; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) detektiert.
Die mikroskopische Analyse erfolgte am LSM 710: die Abschnitte, in die CldU (rot) und IdU
(griin) inkooperierten, wurden mittels der ZEN 2009-Software bestimmt und in kbp umge-

rechnet. Es wurden mind. 150 Replikationsgabeln/ Probe analysiert. [267].

2.2.5. Zytotoxizitatsbestimmungen

2.2.5.1.  Koloniebildungstest

Um die klonogene Uberlebensrate nach diversen Einzel- und Kombinationsbehandlungen zu
untersuchen, wurden exponentiell wachsende Zellen vereinzelt, in definierte Zelldichten
(100-250 Zellen/ ml) auf 6 cm-Kulturschalen ausgesat und 24 h danach entsprechend behan-
delt. Nach einer Inkubation von 10-14 Tagen wurde das Medium entfernt, die angehefteten
Zellen mit PBS gespilt und die Kolonien mit 100 % Methanol fir 30 min fixiert. Anschlieend
wurden die getrockneten Kolonien mit 1,25 %Giemsa/ 0,125 % Kristalviolett gefarbt (20 min)

und mit Leitungswasser gesplilt. Kolonien, die sich mindestens aus 50 Zellen zusammensetz-
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ten, wurden gezahlt. Die Uberlebensraten, unter Beriicksichtigung der jeweiligen Plattie-

rungseffizienz, wurden relativ zur unbehandelten Kontrolle berechnet.

2.2.5.2.  Annexin V/PI Doppelfarbung

Die Annexin V/ Propidiumiodid (P1)-Doppelfarbung erlaubt eine gleichzeitige Unterscheidung
von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen innerhalb einer Population am Durch-
flusszytometer. Annexin V bindet Ca**-abhingig an Phosphatidlyserin (PS) [268]. In vitalen
Zellen ist PS entlang der zytosolischen Seite der Plasmamembran lokalisiert. Wahrend der
Apoptose verliert PS seine asymmetrische Verteilung an der Phospholipiddoppelschicht und
transloziert auf die extrazellulare Membranseite [269]. Im weiteren Verlauf der Apoptose
dient dies der Markierung der entstehenden Zellfragmente fiir die Phagozytose. Auch wah-
rend der Nekrose tritt die beschriebene Translokation von PS auf. Im Vergleich zur Apoptose
kommt es bereits in einem sehr frihen Stadium zum Zusammenbruch der Plasmamembran-
kontinuitdt, wodurch auch nekrotische Zellen im Durchflusszytometer als Annexin V-positiv
erscheinen. Eine Differenzierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen wird durch die
zusatzliche Farbung mit dem Nukleinsdureinterkalator PI (s. Kap. 2.2.4.2) erreicht. In frihen
Apoptosestadien gelangt Pl aufgrund der noch vorhandenen Membranintegritat nicht ins
Zellinnere. Somit werden Populationen, die lediglich eine Annexin V-Einzelfarbung zeigen, als
friih-apoptotisch definiert. Das Voranschreiten der Apoptose geht mit dem Verlust der
Membranintegritat einher, wobei Annexin V nun auch an zytosolisches PS bindet und Pl in
das Zellinnere diffundiert. Diese Annexin V- und Pl-positiven Zellen werden als spat-
apoptotisch bzw. nekrotisch definiert [270].

Nach Ablauf der spezifischen Inkubationszeiten wurden die zu untersuchenden Zellen nebst
Uberstand geerntet, sedimentiert (5 min, 1500 Upm, RT), einmal mit PBS gewaschen und
erneut zentrifugiert (5 min, 1500Upm, RT). Das Pellet wurde in 50 pl 1 x Annexin V-
Bindepuffer (Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach, Deutschland) resuspendiert und
nach Zugabe von 2,5 pl Annexin V (FITC-konjugiert; Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Glad-
bach, Deutschland) fir mindestens 20 min inkubiert (auf Eis, lichtgeschiitzt). Danach wurden
die Suspension mit 400 pl Bindepuffer verdiinnt, die Nukleinsduren unmittelbar vor der
Messung mittels Pl (1 uM Endkonzentration) gefarbt und die Proben im Anschluss am Durch-

flusszytometer (FACSCanto Il, Becton Dickinson; Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die
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Auswertung erfolgte mittels der BD FACSDiva' Software, wobei FITC/ Pl-negative Zellen als
lebend, FITC-positive als apoptotisch und FITC/ Pl-doppelt-positive als  spat-

apoptotisch/ nekrotisch definiert wurden.

2.2.6. Bestimmung der Caspase-Aktivitat

Die Bestimmung der Caspase-Aktivierung erfolgte durchflusszytometrisch mittels des
CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Markers (Promega; Mannheim, Deutschland). Dieser Mar-
ker ist ein fluoreszierendes Analogon des Pan-Caspase-Inhibitors Carbobenzoxy-valyl-alanyl-
aspartyl[O-methyl]-fluoromethylketon (Z-VAD-FMK). Der Benzylcarbonyl-Rest (Z-Rest; fru-
her: Carbonbenzoxy-Rest) wurde durch Fluoresceinisothiocyanat substituiert. Im Inneren der
Zelle bindet dieser an aktivierte Caspasen und erlaubt somit eine Quantifizierung im Durch-
flusszytometer.

Nach Ablauf der angegebenen Inkubationszeiten wurden die Zellen nebst Uberstand geern-
tet, sedimentiert (5 min, 1500 Upm, RT), einmal mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert
(5 min, 1500Upm, RT). Das Pellet wurde in 500 ul PBS resuspendiert und in 20 uM CaspACE™
FITC-VAD-FMK fir mindestens 20 min inkubiert (lichtgeschiitzt, unter Standardbedingun-
gen). AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 70 % Ethanol (s.
2.2.4.2) fixiert. Der RNA-Verdau und die PI-Farbung erfolgten wie beschrieben (s. 2.2.4.2),
die Analyse von mindestens 20 000 Zellen am Durchflusszytometer (FACSCanto II; Becton

Dickison, Heidelberg, Deutschland) und die Auswertung mittels der BD FACSDiva'™ Software.

2.2.7. Homologer Rekombinations Repartur-Assay

Um die Kapazitat von Zellen zu untersuchen, DSBs mittels HRR zu reparieren, wurden LN229-
Zellen mit stabil integriertem pDRGFP-Plasmid genutzt (s. Kap. 2.2.3). Dieses Plasmid tragt
zwei unfunktionale GFP-Gene, wobei eines verkiirzt, das andere mit einer Bindestelle fiir die
I-Scel-Endonuklease versehen ist. Nach transienter Transfektion eines I-Scel exprimierendem
Plasmids, schneidet die Endonuklease an der vorgesehenen Schnittstelle und induziert somit

einen spezifischen DSB. Wird dieser nun mittels HRR und unter Nutzung der Sequenz des
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verkiirzten GFP-Gens repariert, entsteht ein funktionales GFP-Protein. Dieses kann anschlie-
Rend durchflusszytometrisch quantifiziert werden.

Die Zellen wurden 72 h nach der Transfektion mit pCBAScel (s. Kap. 2.2.3) analysiert. Hierzu
wurden die Zellen abgeldst, mit PBS gewaschen und zur Analyse am Durchflusszytometer
(FACSCanto Il; Becton Dickison, Heidelberg, Deutschland) in 400 pl PBS resuspendiert. Aus-

gewertet wurden die Daten mittels der BD FACSDiva™ Software.

2.2.8. Autophagie

Die Untersuchung der Autophagie erfolgte mittels des CYTO-ID® Autopagy Dectection Kits
(ENZO Life Sciences GmbH; Lorrach, Deutschland) am Durchflusszytometer. Die Zellen wur-
den nach den angegebenen Behandlungs- und Inkubationszeiten geerntet und nach Ange-
ben des Herstellers in Phenolrot-freiem Medium mit dem Zusatz von 5 % FCS unter Stan-
dardbedingungen 30 min inkubiert. Ausgewertet wurden die Daten mittels der BD FACSDi-

va'™ Software.

2.2.9. Seneszenz

Die Untersuchung der Seneszenz erfolgte indirekt iber die Bestimmung der Seneszenz-
assoziierten-B-Galactosidase (SA-BGal)-Aktivitdt. Im Speziellen wurde hierbei die Umsetzung
eines B-Gal-Substrates bei pH 6 zum einen durchflusszytometrisch (Umsetzung des C1,FDG),

zum anderen zytochemisch (Umsetzung von X-Gal) analysiert.

2.29.1.  CyFDG

Fir die durchflusszytometrische Bestimmung wurde das B-Gal-Substrat 5-
Dodecanoylaminofluorescin-di-B-D-Galactopyranosid (C1,FDG) (Thermo Fisher Scientific Inc.;
Carlsbad, MA, USA) verwendet. C1,FDG fluoresziert nach der spezifischen Spaltung durch die
B-Gal griin. Zur Alkalisierung der Lysosomen wurden die Zellen 1 h vor den angegebenen

Inkubationszeiten mit 100 nM Bafilomycin Al in frischem Medium vorbehandelt (37°C, 5%
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CO,, wasserdampfgesattigt). Nach der Inkubation mit C;,FDG (33 uM) fiir 1 h (lichtgeschitzt,
37°C, 5 % CO,, wasserdampfgesattigt) wurden die Zellen zweimal mit PBS gesplilt, anschlie-
Rend von der Kulturschale geldst und sedimentiert (5 min, 1500 Upm, RT). Das Pellet wurde
in 500 ul PBS resuspendiert und umgehend am Durchflusszytometer analysiert. Die Daten
wurden mit der BD FACSDiva'™ Software ausgewertet, wobei die mittlere Intensitit des

C1,FDG-Signals auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert wurde.

2.29.2. X-Gal

Die zytochemische Detektion der SA-B-Gal-Aktivitat verlangt die Inkubation fixierter Zellen.
Die Zellen wurden auf vorbehandelten Deckgldaschen (10 min in Diethylether, 5 min in 100 %
EtOH, 5 min in 70 % EtOH, 5 min in dH,0, 30 min in 1 M HCl und Lagerung in 70 % EtOH)
ausgesat, behandelt und nach Herstellerangaben mittels des Senescence B-Galactosidase
Cell Staining Kits (Cell Signaling Technology, B. V.; Leiden, Niederlande) fixiert und gefarbt.
Als B-Gal-Substrat wurde das chromogene 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
(X-Gal) eingesetzt. Die B-Gal hydrolysiert X-Gal zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-3-
hydroxyindol, welches anschlieend zum tiefblauen 5,5 -Dibrom-4,4-dichlor-indigo oxidiert.
Die Proben wurden anschlieBend im Hellfeld mikroskopiert und reprasentative Ubersichts-

bilder festgehalten.

2.2.10. Bestimmung der Interstrang-Crosslinks durch SCGE

Mittels Einzelzellgelelektrophorese (SCGE, engl. Singel Cell Gel Electrophoresis, alias Comet-
Assay) konnen DNA-Schaddigungen in einzelnen Zellen detektiert werden. Erstmals beschrie-
ben wurde dieser damals lediglich zum Nachweis von DSBs eingesetzte Assay im Jahr 1984
[271]. Hierzu wurden in Agarose eingebettete Zellkerne lysiert und einem elektrischen Feld
ausgesetzt. Wahrend der Elektrophorese wandert die negativ geladene DNA zur Anode. Ist
die DNA geschadigt, z. B. durch DSBs, wandern die DNA-Fragment aus dem Zellkern hinaus,
wobei kilirzere Fragmente im Vergleich zu gréReren Bruchstiicken relativ zur Zeit eine groRe-
re Strecke zuricklegen. Chromosomale DNA hingegen ist zu sterisch, um als Ganzes im

elektrischen Feld zu wandern. Nach Anfarben der DNA erscheinen der Nukleus und die her-
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ausgewanderten DNA-Bruchstiicke geschadigter Zellen als Schweif und erinnern an Kometen
(engl. Comet), namensgebend fiir diese Methode. Die Lange und Intensitat dieser Kometen
korreliert mit der Menge an DNA-Strangbriichen.

Der Interstrang-Crosslink (ICL) Comet-Assay ist eine Modifikation des beschriebenen, klassi-
schen Comet-Assays und beruht darauf, dass die Mobilitat der durch ionisierende Strahlung
(IR, engl. ionising radiation) fragmentierten DNA wahrend der Elektrophorese aufgrund der
Vernetzung der DNA durch die ICL herabgesetzt wird. Als Referenz dient eine ausschlieRlich
IR ausgesetzte Probe.

Exponentiell wachsende Zellen wurden mit CCNU (50 uM, 1 h) behandelt und nach 24, 48
oder 72 h geerntet. Nach Resuspension in kaltem PBS (Dichte 2,5 x 10° Zellen/ ml) wurde die
Suspension mit 8 Gy bestrahlt und sofort auf Eis gelagert, um etwaige DNA-
Reparaturvorgange zu verhindern. AnschlieBend wurden etwa 1,5 x 10* Zellen in low mel-
ting-point (LMP)-Agarose (0,5 % in PBS, 37°C) aufgenommen, auf die mit 1,5 % LMP-Agarose
beschichteten Objekttrager pipettiert, mit einem Deckglaschen bedeckt und zum Ausharten
flr 5 min im Kiihlschrank aufbewahrt. Nach Entfernen des Deckgldaschens wurden die einge-
betteten Zellen in 2,5 mmol/L NaCl, 100 mmol/L Na,EDTA, 10 mmol/L Tris-Puffer (pH 10) +
1 % Triton X-100 fiir 50 min (LN229- und LN308-Zellen) bzw. 60 min (U87MG-Zellen) lysiert.
Das Denaturieren der Wasserstoffbriickenbindungen und damit das Entwinden der DNA
wurde durch die Inkubation (20 min, 4°C) im stark alkalischen Elektrophoresepuffer
(1 mmol/L Na,EDTA; 0,3 mol/L NaOH (pH 13)) erreicht. Die Elektrophorese erfolgte bei 0,5-
5V/ cm und 300 mA fur 15 min im Kihlraum (4°C). AnschlieBend wurden die Praparate 3 x 5
min in 0,4 mol/ L Tris-HCI (pH 7,5) neutralisiert, 5 min in 100 % Ethanol fixiert und getrock-
net.

Zur Auswertung wurden die Objekttrager mit 50 ul PI (50 pg/ ml) gefarbt und mit 20-facher
VergroRRerung am Fluoreszenzmikroskop (Nikon Microphot-FXA) analysiert. Hierbei wurden
pro Probe 50 Zellen mittels der Kinetic imaging Komet v 4.0.2 Software ausgewertet und die
sogenannte Tail-Intensity (Tl) bestimmt.

Die Normalisierung der Tl der Kontroll-Zellen (= nur bestrahlt) und die der Zellen, die zuvor

mit CCNU behandelt wurden, erlaubt Riickschliisse auf die relative Menge an ICL.
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2.2.11.Bestimmung von Chromosomenaberationen

Chromosomenaberationen (CA) sind Anomalien, welche die Anzahl oder die Struktur von
Chromosomen eines Genoms betreffen. Grundsatzlich werden numerische von strukturellen
CA unterschieden. Numerische CA sind Veranderungen der Anzahl von Chromosomen und
werden dementsprechend auch als Genommutationen bezeichnet (z. B. Aneuploidien (Mo-
nosomie, Trisomie) und Polyploidien). Strukturelle CA sind Verdanderungen, die den Aufbau
eines Chromosoms betreffen und somit auch als Chromosomenmutationen definiert wer-
den. Beispiele hierfiir sind Inversionen, Deletionen oder auch Translokationen. Diese struk-
turellen CA kénnen aber auch z. B. durch Mutagene mit klastogenem Potential verursacht
werden, weshalb die Bestimmung von CA auch als eine Standardmethode zur Untersuchung
der Genotoxizitat eines Agens verwendet wird. Zur Chromosomenpraparation wurden die
behandelten Zellen in der Metaphase arretiert, hypotonisch behandelt, fixiert und gefarbt.
Die Bestimmung der CA erfolgte lichtmikroskopisch.

Exponentiell wachsende Zellen wurden mit CCNU (15 uM, 1 h) behandelt und fir 24 h inku-
biert. AnschlieBend wurde dem Medium zur Arretierung der Zellen in der Metaphase
150 ng/ ml Demecolcin zugesetzt. Demecolcin, ein toxisches Alkaloid der Herbstzeitlosen
(Colchicum autumnale), ist ein Mitose-Hemmstoff, der die Ausbildung der Spindelfaser inhi-
biert und somit die Chromosomenteilung am Zentromer verhindert. Nach der Inkubation
(14 h) wurden die Zellen durch Abtrypsinieren geerntet, pelletiert (5 min, 1500 Upm, RT), in
vorgewarmtem 0,075 M KCI (37°C) resuspendiert und fiir 10 min inkubiert. Nach erneutem
Zentrifugieren (5 min, 1500 Upm, RT) wurden die Zellen in einem eiskalten Etha-
nol/ Essigsaure-Gemisch (3:1; v/v) fixiert (1 x 15 min, 1 x 30 min; jeweils bei 4°C). Nach dem
letzten Fixierschritt wurden die Zellen in 500 ul Fixierlésung resuspendiert und auf gereinig-
te, eiskalte Objektrager getropft. Nach erfolgter Lufttrocknung wurden die Objektrager in
5 % Phosphat-gepufferter Giemsa-Losung gefarbt. Zur Quantifizierung wurden mind. 100
Metaphasen/ Probe analysiert. Als Chromosomenaberation wurden Chromatid-Briche,
Chromatid-Translokationen (triradial, quadrial) und interkalierende Deletionen in die Analy-

se eingeschlossen. Aufgrund der Varianz des Karyotyps der untersuchten Zelllinien wurde die
Frequenz der CA als Aberration/ Chromosom und Aberration/ Metaphase (normalisiert auf

die mittlere Anzahl der Chromosomen fiir 100 Metaphasen der jeweiligen Behandlung)
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quantifiziert. Die induzierte CA ergaben sich aus der Differenz der CA der Kombinationsbe-

handlung und der CA der HRR;-Behandlung.

2.2.12.Proteinanalysen

2.2.12.1. Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion wurde das verbrauchte Medium der adharenten Kulturen abgenom-
men und die Zellen mit PSB gewaschen. Suspensionszellen wurden durch Zentrifugation (5
min, 1500 Upm, RT) gesammelt und ebenfalls in PBS gewaschen und erneut pelletiert. Die
Zellen wurden anschliefend direkt in der Kulturschale oder als Pellet in 95°C heilem SDS-
Probenpuffer (62,5 mM TRIS HCI (pH 6,8), 10 % Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol, 2 % SDS
und 0,01 % Bromphenolblau) lysiert. Nach dem Sonfizieren (3 x 10 Schlage bei duty cycle
40 % und output control 4) wurden die Lysate aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C

gelagert. Die Proteinkonzentration wurde semi-quantitativ ermittelt.

2.2.12.2. Semi-quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration

Der relative Proteingehalt der Lysate wurde durch Densitometrie der Ladekontrollen (B-
Aktin oder GAPDH) nach erfolgter SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), Wes-
ternblotting und Immunodetektion bestimmt. Nach der densitometrischen Bestimmung der
Ladekontrollen wurde das Volumen des Lysats so angepasst, dass die Proben eine vergleich-
bare Menge des Ladeproteins exprimierten. Eine Regulation der verwendeten Ladeproteine
durch die Behandlung wurde zuvor durch Westernblotanalysen quantifizierter Proteinex-

trakte ausgeschlossen.
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2.2.12.3. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE erlaubt die Auftrennung von Proteinen gemaR ihrer GroRe. Nach der Denatu-
rierung der Lysate bei 95 C (5 min) oder 56°C (5 min) fur die Proteindetektion > 200 kDa,
wurden 10-40 ul des Extrakts auf das Gel geladen. Nach Anlegen der Spannung konzentrie-
ren sich die Proteine zunachst in einem Sammelgel (126 mM TRIS-HCI (pH 6,8), 4 % Ac-
rylamid/Bisacrylamid, 0,1 % SDS, 0,1% APS, 0,1 % TEMED), bevor diese im Trenngel
(375 mM TRIS-HCI (pH 8,8), 5-15 % Acrylamid/Bisacrylamid, 0,1 % SDS, 0,05 % APS, 0,05 %
TEMED) elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Die Elektrophorese wurde bei 90-120 V in 1x
Laufpuffer (50 uM TRIS, 384 mM Glycin, 0,1 % SDS) bis zur gewiinschten Auftrennung durch-
gefiihrt. Zur Bestimmung der ProteingroRe wurden Proteinmarker (Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder bzw. SpectraTM Multicolor High Range Protein Ladder, Thermo

Fisher Inc., Waltham, MA, USA) auf das Gel aufgetragen.

2.2.12.4. Immunoblotting

Der Transfer der durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-
Membran (Protan, Amersham, GE Healthcare, Dassel, Deutschland) erfolgte in Blotting-
Puffer (50 mM TRIS, 384 mM Glycin, 20 % Methanol) bei konstanter Stromstarke. In Abhan-
gigkeit der zu detektierenden Proteingroe erfolgte der Transfer bei 300 mA fiir 1 h bzw. bei
50 mA fir 16 h und 4 C fiir Proteine > 200 kDa. Zur Verifizierung der Transfers wurde die
Membran mit PonceauS-Losung (0,1 % PonceausS, 5 % Essigsaure) fir 1 min inkubiert, die
Uberschissige Losung entfernt und die Membran in TBS-T (20 mM TRIS-HCI (pH 7,6), 150
mM NaCl, 0,1 % Tween-20) gespult. Nach vollstandiger Entfernung der Farbeldsung wurden
unspezifische Antikorperbindungen an der Membran durch die Inkubation (1 h) in 5% BSA
oder 5% fettfreiem Milchpulver in TBS-T blockiert. Die Primarantikérper-Inkubation
(s. Tab. 3) erfolgt (iber Nacht bei 4 C. Ungebundene Antikorperreste wurden durch TBS-T
(3 x 5 min, RT) entfernt. Die Membran inkubierte anschlieend fiir 2 h in Dunkelheit und bei
RT im entsprechenden Sekundarantikorper (s. Tab. 3). Ungebundene Reste wurden erneut
durch Waschen entfernt (3 x 5 min in TBS-T, RT, lichtgeschiitzt) und die Membran lichtge-
schiitzt getrocknet. Das Fluoreszenzsignal des an einen Infrarot-Farbstoff-gekoppelten Se-
kundarantikérpers wurde mittels des LI-COR® Odyssee-Systems analysiert und mittels Densi-
tometrie quantifiziert.
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Tab. 3 Antikoérper fiir Inmunoblotting

Antikorper Wirt Verdiinnung Hersteller
Primdre Antikérper
B-Aktin (C-20) Maus 1:1000 Santa Cruz, Dallas (TX), USA
yH2AX>*"*°(JBW301) Maus 1:1000 Merck/Millipore, Billerica (MA), USA
RAD51 [EPR4030(3)] Kaninchen 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
PTEN [Y184] Kaninchen 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
GAPDH (6C5) Maus 1:1000 Santa Cruz, Dallas (TX), USA
phospho-p53°*™ Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology, Cambrige,
(D4S1H) UK
phospho-p53°¢° Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology, Cambrige,
UK
p53 (CC53) Maus 1:2000 Dianova, Hamburg, Deutschland
Sekundédire Antikérper
IRDye anti-Maus Esel 1:10000 LI-COR®, Lincoln (NE), USA
IgG 800CW
IRDye anti-Kaninchen Esel 1:10000 LI-COR®, Lincoln (NE), USA
IgG 800CW
IRDye anti-Maus Esel 1:10000 LI-COR®, Lincoln (NE), USA
IgG 680CW
IRDye anti-Kaninchen Esel 1:10000 LI-COR®, Lincoln (NE), USA
IgG 680CW

2.2.12.5. Immunofloureszenz

Zur Detektion der yH2AX- und RPA-Foci wurden die Zellen auf vorbehandelte Deckglaschen
(10 min in Diethylether, 5 min in 100 % EtOH, 5 min in 70 % EtOH, 5 min in dH,0, 30 min in
1 M HCl und Lagerung in 70 % EtOH) ausgesat. Nach Behandlung und entsprechender Inku-
bationszeiten wurde das verbrauchte Medium entfernt, die Zellen 1x mit PBS gesplilt und fir
15 min in 4 % Formaldehyd in PBS bei RT fixiert. Die Deckgldser wurden in PSB gewaschen
(3 x 5 min), mit eiskaltem 100 % Methanol Gberschichtet und 10 min bei -20°C permeabili-
siert. Nach der Re-Hydrierung in PBS (3 x 5 min) wurden unspezifische Antikérperbindungen
durch Blockieren in 10 % NGS (10 NGS in PBS/ 0,3 % Triton-X-100; 1 h, RT) verhindert. Der y-
H2AX- bzw. RPA-Antikérper wurden 1:1000 in PBS/0;3 % Triton—X-100 verdunnt und die
Zellen direkt auf dem Deckgldschen inkubiert (Uber Nacht, 4°C). Ungebundene Antikorper-
reste wurden auch hier durch Waschen in PBS entfernt (3 x 5 min), die Sekundarantikérper-

Inkubation erfolgte lichtgeschiitzt entsprechend dem Priméarantikdrper mit anti-Maus oder
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anti-Kaninchen Alexa Fluor®488 gekoppelten Antikorpern (LifeTechnologies, Carlsbad, CA,
USA) fur 1 h bei RT. Nach erneuter Entfernung der ungebundenen Reste (3 x5 min PBS)
wurden die Zellkerne fiir 15 min mit TO-PRO®-3 (1 uM in PBS) gefarbt, 1x mit PBS gespdilt, in
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) eingedeckelt und mit Nagellack ver-
schlossen. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte am konfokalen LSM 710. Wurden
die Praparate am Methaper ausgewertet, wurde auf die Kernfarbung mit TO-PRO®-3 verzich-
tet und die Proben in Vectashield mit DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) ein-
gedeckelt. Die Foci wurden mittels ImageJ und dem BIC Macro Toolkit (Bioimaging Center,

Universitat Konstanz, Deutschlang) quantifiziert.

Tab. 4 Antikorper fir Inmunfluoreszenzanalysen

Antikorper Wirt Verdiinnung Hersteller
Primdre Antikérper
yH2AX>*3°(JBW301) Maus 1:1000 Merck/Millipore, Billerica (MA), USA
RPA32/RPA2 [9HS] Maus 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
Click-iT™ EdU n. Hersteller = ThermoFisher Scientific Inc., Waltham
Alexa 488 Imaging Kit (MA), USA

2.2.13.Xenograft-Experimente

Zur Untersuchung der therapeutischen Relevanz wurden die Behandlungsansatze in einem
Xenograft-Mausmodell analysiert. Die vom LUA Rheinland-Pfalz genehmigten Tierversuche
wurden gemal’ der FELASA-Richtlinien und Vorgaben des Tierschutzgesetzes von geschultem
Personal durchgefiihrt.

Athymische Nacktmause des Stammes BALB/c nu/nu wurden kommerziell (Charles River
Laboratories, Wilmington (MA), USA; Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) erwor-
ben und in einer spezifisch Pathogen-freien Umgebung im 12-Stunden Tag-/Nachtrhythmus
bei einer Temperatur von 26°C gehalten. Artgerechtes Futter und Wasser stand ad libitum
zur Verflgung.

Fiir die Tierexperimente wurden ausschlieRlich gesunde Tiere mit einem Ausgangsgewicht
von 220 g verwendet. Die Tumorzellen (5x10° LN229-Zellen oder 2,5x10° US7MG-Zellen)
wurden in 100 pl PBS resuspendiert und subkutan in die dorsalen Flanken der Tiere injiziert.
Sobald die Tumore eine Ausgangsgréfe von 50-100 mm? erreicht hatten, begann die Thera-
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pie. Die Tiere wurden in Behandlungsgruppen von mind. 5 Tieren eingeteilt: 1) die Kontroll-
gruppe, die alle Losungsmittel der verabreichten Medikamente erhalt; 2) die Zytostatika-
Gruppe, die das Zytostatikum (TMZ oder CCNU) und das entsprechende Losungsmittel des
Kombinationspraparats erhalt; 3) ART oder RI-1, diese Gruppe erhalt zusatzlich auch das L6-
sungsmittel des entsprechenden Zytostatikums; 4) Kombinationsgruppe (TMZ/ART oder
CCNU/RI-1).

Um den Einfluss von ART auf die TMZ-basierte Chemotherapie zu untersuchen, wurde zu-
nachst TMZ (200 mg/ kg KG) i.p. appliziert. Die Kontroll- und anderen Behandlungsgruppen
erhielten das entsprechende Losungsmittel. Einen Tag nach der TMZ-Gabe folgte die Be-
handlung mit ART. Das Antimalariamedikament wurde kontinuierlich oral mit dem Trinkwas-
ser verabreicht. Hierzu wurde eine 1 mg/ ml ART-Trinklésung (in Ethanol und 0,2 % Saccha-
rose in sterilem H,0 gelost) hergestellt. Das Trinkwasser wurde pro Tier und Tag auf 5 ml
limitiert. Die Kontroll- und anderen Behandlungsgruppen erhielten das gleiche Trinkwasser
ohne den Zusatz von ART. Auch diese Trinkwassermenge war entsprechend limitiert.

Um den Einfluss der RAD51-Hemmung auf die CCNU-vermittelte Tumorprogression zu unter-
suchen, wurde ebenfalls zunachst das Zytostatikum verabreicht. Im LN229-Xenograft wurden
12,5 mg/ kg KG, im U87MG-Xenograft CCNU i.p. appliziert. Die Kontroll- und anderen Be-
handlungsgruppen erhielten das entsprechende Loésungsmittel. Der Inhibitor RI-1 wurde 1 h
nach CCNU ebenfalls i.p. injiziert (1 mg/kg KG). Auch hier erhielten die Kontroll- und anderen
Behandlungsgruppen das entsprechende Losungsmittel.

Der Gesundheitszustand, das Gewicht der Tiere sowie die TumorgréRen wurden mind. 2-mal
pro Woche Uberprift. Das Tumorvolumen (V;) wurde gemal der Formel Vi=LxBx0,5B
(L=Lange, B=Breite) errechnet. Die TumorgroRe und das Gewicht wurden jeweils auf die
Ausgangswerte normalisiert. Entsprechend der Abbruchkriterien (schlechter Gesundheitszu-
stand, Gewichtsverlust von mehr als 15 %, Tumorvolumen Ulberschreitet 1000 mma) wurden

die Tiere durch zervikale Dislokation getotet.
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3. ERGEBNISSE

Das Glioblastom (GB) weist eine hohe Radio- und Chemoresistenz auf, was die Behand-
lung dieser Krebserkrankung vor enorme Herausforderungen stellt. Die gegenwartige GB-
Therapie beinhaltet, neben der Resektion des Tumors, eine meist kombinierte Radio-
und Chemotherapie. Trotz dieser radikalen Behandlungsstrategie bleibt die Prognose fiir
den Patienten bei einem medianen Uberleben von 14,6 Monaten [11] miserabel und er-
fordert dringend eine Optimierung des Therapieansprechens. Als Chemotherapeutika
werden u. a. die alkylierende Agenzien TMZ und CCNU eingesetzt, deren Wirkmechanis-
men bereits sehr gut charakterisiert sind (Kapitel 1.2.1 und 1.2.2). Neben letalen DNA-
Schadigungen und daraus resultierender Aktivierung der Apoptose induzieren TMZ und
CCNU jedoch auch DNA-Reparatur- (Kapitel 1.3.1) und andere Uberlebensmechanismen
(Kapitel 1.3.2) wie z. B. Autophagie und Seneszenz, was eine kurative Behandlung des GB
malgebend erschwert. Neue Therapieansatze fokussieren daher Kombinationstherapien,
die z. B. das Entstehen Therapie-induzierter Resistenzen verhindern sollen, oder eine ge-
zielte Inhibition spezifischer Uberlebens-Signalwege.

In den folgenden Kapiteln wurden Beispiele beider Behandlungs-Strategien analysiert: Im
ersten Teil wurden die Effekte des Antimalaria-Mittels ART auf die TMZ-induzierte Sensi-
tivierung von Glioblastomzellen und Gliom-stammzelldahnlichen Zellen (engl. glioma
stem-like cells, GSCs) untersucht und somit ein kombiniertes Regime verfolgt. Im zweiten
Teil lag der Schwerpunkt auf einer gezielten Inhibition der homologen Rekombination-
Reparatur, einem DSB-Reparaturmechanismus. Die Effektivitdt dieses Behandlungsansat-

zes wurde in vitro und in vivo nach Induktion von DSBs durch CCNU untersucht.

57



ERGEBNISSE

58

3.1. Einfluss des Antimalariamittels Artesunat auf die Temozolomid-
induzierte Sensitivitat in Glioblastomzelllinien

3.1.1. Charakterisierung des in vitro-Modells

In folgenden in vitro-Untersuchungen wurden die p53-Wildtyp Glioblastomzelllinien
LN229, A172 und U87MG, sowie die GSC G112SP-Zellen verwendet. Die Glioblastomzel-
len wurden adhédrent kultiviert, die G112SP-Zellen als Suspensionskultur, die das Ausbil-
den von Spharen ermoglichte [261]. Repradsentative Lichtmikroskopaufnahmen des je-
weiligen unbehandelten Phanotyps sind in Abb. 12 A dargestellt. Wie eingangs beschrie-
ben, induzieren alkylierende Agenzien DNA-Lasionen, die wahrend der Replikation zu
DSBs translatiert werden. Das Reparaturenzym MGMT (Kapitel 1.3.1.1.2) entfernt diese
initialen Lasionen und minimiert so die Entstehung letaler DSBs. Um diesen Effekt auszu-
schlieen, wurden in folgenden Untersuchungen lediglich Zelllinien verwendet, die gesi-

chert keine MGMT-Aktivitat aufweisen [272, 273].
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Abb. 12 Morphologie und MGMT-Promotor-Methylierungsstatus. Lichtmikroskopische Aufnahmen (10-
fache VergroRerung) der Glioblastomzelllinien LN229, A172 und U87MG, sowie der GSC G112SP-Zellen (A).
Der Messbalken entspricht 200 um. Der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors wurde mittels HRM
([272]) untersucht (B).
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Zur Bestatigung dieser Angaben wurden mittels HRM (High resolution melt) der Methyl-
ierungsstatus des MGMT-Promotors der verwendeten Zelllinen analysiert (Abb. 12 B).
LN229-Zellen zeigen eine komplette Methylierung des MGMT-Promotors, der der A172-
und U87MG-Zellen ist zu 32 bzw. 48 % methyliert. G112SP-Zellen weisen eine 58%-ige
Promotormethylierung auf. Da bereits eine Promotormethylierung von > 20 % ausreicht,
um die Expression des MGMT-Proteins zu verhindern [273], konnte auf eine zusatzliche

pharmakologische Inhibition des Proteins im untersuchten Zellsystem verzichtet werden.

3.1.2. Untersuchung der Sensitivitat von Glioblastomzellen gegenliber Temozo-
lomid und Artesunat

Um zunéachst den Einfluss der Einzelbehandlung mit dem alkylierenden Chemotherapeu-
tikum TMZ und dem Antimalaria-Mittel ART auf das Zellsystem zu testen, wurde in Kolo-
niebildungstests das Uberleben der Glioblastomzelllinien LN229, A172 und U87MG je-

weils konzentrationsabhangig untersucht (Abb. 13).
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Abb. 13 Einfluss von TMZ und ART auf die Uberlebensraten der Glioblastomzellen LN229, A172 und
U87MG. Semi-logarithmisch dargestellt sind die mittels Koloniebildungstests ermittelten Uberlebensraten
nach Behandlung mit TMZ (A) oder ART (B) in aufsteigender Konzentration. Die Uberlebensrate wurde auf

die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhingigen
Experimenten.
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Hierfiir wurden die mittleren Uberlebensraten nach der Behandlung mit TMZ (Abb. 13 A)
oder ART (Abb. 13 B) auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert und semi-logarithmisch
gegen die Konzentration aufgetragen. Alle untersuchten Zelllinien zeigten sowohl fir
TMZ als auch ART eine konzentrationsabhangige Sensitivierung bzw. eine Abnahme der
Uberlebensrate. Der Vergleich der Zelllinien untereinander zeigte, dass die LN229-Zellen
gegenliber TMZ am empfindlichsten reagierten. Bereits nach der Behandlung mit einer
Dosis von 7,5 uM TMZ berlebten im Mittel lediglich 15 %. Die A172- und U87MG-Zellen
waren vergleichbar resistent gegeniiber TMZ und zeigten selbst nach Behandlung mit
héheren TMZ-Konzentrationen (10-15 pM) Uberlebensraten von 60-50 % (A172) und 66-
45 % (U87MG). Das Potential zur Koloniebildung nach der ART-Behandlung differierte.
Auch hier zeigte sich, dass U87MG-Zellen zu den resistenteren Zelllinien der untersuch-
ten Glioblastomlinien zadhlt. Nach Behandlung mit 15 pg/ ml ART Uberlebten 42 % der
U87MG-Zellen. LN229-Zellen reagietren mit einer mittleren Empfindlichkeit gegeniber
ART (ca. 25 % nach 7,5 pg/ ml ART) und A172-Zellen zeigten bereits bei einer Konzentra-
tion von 3,75 ug/ ml eine mittlere Uberlebensrate von 40 %, lediglich 7 % nach 7,5 pg/ ml
ART. Zusammenfassend zeigen U87MG-Zellen ein sehr schwaches Ansprechen auf so-
wohl TMZ als auch ART, LN229-Zellen reagieren im Vergleich am sensitivsten auf die

TMZ-, A172-Zellen auf die ART-Behandlung.

3.1.3. ART verbessert den TMZ-induzierten Zelltod

Glioblastomzellen reagieren auf eine TMZ-Behandlung durch die Induktion von Apopto-
se. Diese Zellschicksal wurde als ein spates Ereignis (72 h nach Behandlung und spater)
beobachtet [274] und mit dem Prozessieren des 0°-MeG-Addukts erklart (Kapitel 1.2.1).
In Koloniebildungstests wurde zum einen das klonogene Uberleben der Glioblastomzel-
len nach Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung mit TMZ und/ oder ART verglichen, zum
anderen - analog dazu — der Zelltod bestimmt. Die Ergebnisse der Uberlebensuntersu-
chungen sind fir LN229- (Abb. 14), A172- (Abb. 15) und U87MG-Zellen (Abb. 16) in den
folgenden Abbildungen dargestellt. Zur Untersuchung der LN229- und A172-Zellen wur-
den, entsprechend dem Vorversuch (Abb. 13), geringere TMZ-Konzentrationen (2,5—

5 uM) gewahlt, wahrend U87MG-Zellen mit 10-12,5 uM des Alkylanz behandelt wurden.
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Die ART-Behandlung erfolgte in Dosen von 3,75 und 7,5 pg/ml. LN229-Zellen bestatigen
auch in diesem Experiment ein konzentrationsabhangiges Ansprechen auf TMZ und ART.
Wurden LN229-Zellen mit der geringeren TMZ-Konzentration behandelt, tiberlebten im
Mittel 71 % (Abb. 14 A und B, dunkelgrauer Balken), wahrend nach der Applikation von
5 UM TMZ noch etwa die Halfte (54 %) liberlebte (Abb. 14 C und D, dunkelgrauer Balken).
Die ART-Behandlung minderte in geringer Konzentration das klonogene Uberleben um
ebenfalls die Halfte (53 % Uberleben, Abb. 14 A und C, hellgrauer Balken), die Konzentra-

tionsverdopplung setzte die Uberlebensraten auf 26 % herab (Abb. 14 B und D, hellgrau-

er Balken).
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Abb. 14 Koloniebildungstest mit LN229-Zellen nach kombinierter TMZ- und ART-Behandlung. Dargestellt
ist die mittlere Uberlebensrate nach der Behandlung mit TMZ (2,5 uM (A) und (B) oder 5 uM (C) und (D)),
ART (3,75 pg/ ml (A) und (C) oder 7,5 ug/ ml (B) und (D)) oder der entsprechenden Kombinationsbehand-
lung. Die Uberlebensrate wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Angegeben sind die Mittel-
werte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA
und dem Post-hoc-Test nach Sidak berechnet: ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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Abb. 15 Koloniebildungstest mit A172-Zellen nach kombinierter TMZ- und ART-Behandlung. Dargestellt ist die
mittlere Uberlebensrate nach der Behandlung mit TMZ (2,5 uM (A) und (B) oder 5 uM (C) und (D)), ART (3,75
pg/ ml (A) und (C) oder 7,5 pg/ ml (B) und (D)) oder der entsprechenden Kombinationsbehandlung. Die Uber-
lebensrate wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei

unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach
Sidak berechnet: *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Auch die Kombinationsbehandlung von TMZ und ART bedingte einen signifikanten Unter-
schied der mittleren Uberlebensraten im Vergleich zur TMZ-Einzelbehandlung. Wurde TMZ
mit ART kombiniert, Uberlebten lediglich noch etwa 30 bzw. 32 % der LN229-Zellen
(Abb. 14 A und C, schwarze Balken). Wurde hierbei die ART-Konzentration erhéht, vermin-
derte sich das Zelliberleben nochmals auf 14 bzw. 8 % (Abb. 14 B und C, schwarze Balken).

Vergleichbares war auch fiir die A172-Zellen (Abb. 15) zu beobachten. Wie erwartet, reagier-
ten auch die A172-Zellen konzentrationsabhangig auf die Behandlung mit TMZ und ART.
Wurden diese mit 2,5 UM TMZ behandelt, Gberlebten etwa 56 % der Zellen (Abb. 15 A und B,
dunkelgraue Balken), wahrend bei der Behandlung mit 5 uM TMZ lediglich noch 43 % der
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Abb. 16 Koloniebildungstest mit U87MG-Zellen nach kombinierter TMZ- und ART-Behandlung. Dargestellt ist
die mittlere Uberlebensrate nach der Behandlung mit TMZ (10 pM (A) und (B) oder 12,5 uM (C) und (D)), ART
(3,75 pg/ ml (A) und (C) oder 7,5 pg/ ml (B) und (D)) oder der entsprechenden Kombinationsbehandlung. Die
Uberlebensrate wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus

drei unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test
nach Sidak berechnet: * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Zellen in der Lage waren, Kolonien zu bilden (Abb. 15 C und D, dunkelgraue Balken). Nach
Behandlung mit 3,75 pg/ ml ART lag die Uberlebensrate bei 46 % (Abb. 15 A und C, hellgraue
Balken), nach der verdoppelten Dosis bei 7,2 % (Abb. 15 B und D, hellgraue Balken). Wurde
auch hier die TMZ-Behandlung mit ART kombiniert, war eine signifikante Reduktion des Zell-
Uberlebens zu beobachten. Die geringere ART-Konzentration senkte die Uberlebensrate auf
22 % bzw. 9 % (Abb. 15 A und C, schwarze Balken), die héhere auf 4,8 % bzw. 4,4 % (Abb.
15 B und D, schwarze Balken).

Im Vergleich zu den LN229- und A172-Zellen waren U87MG-Zellen, wie erwartet, resistenter

gegenitber TMZ als auch ART. Trotz der erhohten TMZ-Dosis von 10 bzw. 12,5 uM Uberleb-
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ten zwischen 51 und 48,3 % der behandelten U87MG-Population (Abb. 16, dunkelgrauen
Balken).

Wurden die Zellen mit ART behandelt, besaBen noch 59 % der Zellen die Fahigkeit, Kolonien
auszubilden (Abb. 16 A und C, hellgraue Balken). Nach der Behandlung mit 7,5 ug/ ml ART
konnte dies nur noch etwa ein Drittel (Abb. 16 B und D, hellgraue Balken). Im kombinierten
Behandlungsansatz sank die Uberlebensrate signifikant auf etwa 12 bis 7 % (schwarze Bal-
ken).

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass die Kombinationsbehandlung mit ART in den
untersuchten LN229-, A172- sowie den im Vergleich resistenteren U87MG-Zellen den TMZ-

induzierten reproduktiven Zelltod signifikant verstarkt.

Zusatzliche Zelltodanalysen, die zwischen Apoptose und Nekrose unterscheiden, bestatigten
dies. Hierzu wurden LN229-, A172- und U87MG-Zelllen, sowie die GSC G112SP-Zellen 144 h
nach Behandlung untersucht. Anzumerken ist, dass die ART-Behandlung (15 pg/ ml), wie in
Abb. 9 beschrieben, 72 h nach der TMZ-Behandlung (50 uM; G112SP-Zellen: 2 uM) erfolgte.
Bereits morphologisch waren Unterschiede zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle der ein-
zelnen Linien zu erkennen (Abb. 17).

Die TMZ-Einzelbehandlung verursachte neben einer Granularisierung der Zellen auch eine
deutliche VergroRerung des Zellvolumens. Des Weiteren erschienen die Glioblastomzellen
abgeflacht. Auch die Oberflachenstruktur der G112SP-Zellen wirkte granularer, was ggf. das
augenscheinliche Verklumpen der Zellen nach der TMZ-Behandlung erklaren kénnte.

Im Gegensatz dazu flhrte die ART-Behandlung zu einer Abnahme des Zellvolumens. Die Gra-
nularitat der Zellen nahm auch hier zu. Die LN229-Zellen zeigten eine Verkiirzung der Ausldu-
fer, wahrend sich diese Strukturen der A172-Zellen schmaler und diinner prasentierten. In
G112SP-Zellen induzierte die ART-Behandlung ein Auflésen und Vereinzeln der Spharen. In-
teressanterweise waren diese Behandlungs-vermittelte Veranderungen bei den U87MG-
Zellen nur bedingt zu beobachten. Lediglich die TMZ-Applikation sorgte fiir die beschriebene
Zunahme des Zellvolumens. Insgesamt war jedoch die Reduktion der Zellzahl aufféllig. Be-

sonders ausgepragt war dies nach der kombinierten Behandlung mit TMZ und ART.
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Abb. 17 Morphologie der Glioblastom- und Glioblastom-Stammzelldhnlichen Zellen nach Behandlung. Licht-
mikroskopische Aufnahmen (VergréBerung: 10x) der LN229-, A172, U87MG- und G112SP-Zellen 144 h nach
Behandlung mit TMZ (50 uM, G112SP: 2 uM) und/oder ART (15 pg/ml). Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach
der TMZ-Gabe.

Um diese Beobachtungen zu quantifizieren, wurden die Zellen mittels Annexin V/PI ange-
farbt und der Zelltod durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 18). Angegeben ist hierbei der
mittlere induzierte Zelltod, die Summe aus Apoptose (hellgrau) und Nekrose (straffiert).

Erneut zeigte sich in allen untersuchten Zelllinien eine signifikante Sensitivierung gegeniber
TMZ durch die Nachbehandlung mit ART. Im Vergleich zur TMZ-Einzelbehandlung stieg der
Zelltod der LN229-Zellen (Abb. 18 A) nach der Kombination mit ART von 30 auf 52 %. In
A172-Zellen (Abb. 18 B) erhéhte sich die Sterberate von 5 auf 31 %, in U87MG-Zellen (Abb.
18 C) von 9 auf 17 %. Auch die stammzelldhnlichen G112SP-Zellen (Abb. 18 D), die bereits
sehr sensitiv gegeniber einer TMZ-Einzelbehandlung mit lediglich 2 uM reagierten, waren
durch die Nachbehandlung noch empfindlicher (9 auf 21 %). Die Zunahme des Zelltods be-
schrankte sich hierbei allerdings auf die Erhohung der Nekrosefrequenz. Insgesamt war je-
doch zu beobachten, dass die Verstarkung des Zelltods vor allem auf die Steigerung der
Apoptosefraktion zurlickzufiihren ist. Lediglich die LN229-Zellen zeigten insgesamt eine im

Vergleich leicht erhohte Nekrosefrequenz.
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Abb. 18 Einfluss der ART-Nachbehandlung auf den TMZ-induzierten Zelltod in Glioblastomzellen und stamm-
zelldhnlichen Gliomen. Mittels Annexin V/ PI-Farbung wurden Apoptose- (hellgrau) und Nekrosefrequenz
(schraffiert) durchflusszytometrisch 144 h nach der Behandlung mit TMZ (50 uM; fir GP112: 2 uM) und/ oder
ART (15 pg/ ml) bestimmt. Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach der TMZ-Applikation. Dargestellt ist der
induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) fiir LN229- (A), A172- (B), US7MG- (C) und G112SP-
Zellen (D). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus mind. drei unabhingigen Experimenten, Signifikanzana-
lyse mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p <0,05,
**p<0,01; *** p<0,001.

Eine weitere Bestatigung der Zelltodanalysen lieferten die mittels Trypanblau-Farbung be-
stimmten Vitalitatsuntersuchungen (Abb. 19). Hierzu wurden fiir die LN229- (Abb. 19 A), die
A172-(Abb. 19 B) und die U87MG-Zellen (Abb. 19 C) zum Zeitpunkt t=-24 h eine definierte
Zellzahl ausgesat, zum Zeitpunkt t=0 mit TMZ (50 uM, roter Pfeil) und zum Zeitpunkt t=72 h
mit ART (15 pg/ ml, blauer Pfeil) behandelt. Im Abstand von 24 h wurden die einzelnen Pro-
ben geerntet, mit Trypanblau gefarbt und die Gesamtzahl der vitalen Zellen bestimmt und
gegen die Zeit aufgetragen. Die so erstellten Wachstumskurven geben nicht nur Aufschluss
Uber die Verdopplungszeiten der jeweiligen Zelllinie, sondern eben auch lber die Zellvitalitat

nach der entsprechenden Behandlung. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (schwarz)
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war in allen Zelllinien zu beobachten, dass bereits die TMZ-Einzelbehandlung ein Ansteigen
der Zellzahl, sprich die Proliferation, verhindert. Anders interpretiert, TMZ beeinflusst die
Membranintegritat proliferierender Zellen, Trypanblau dringt ins Zellinnere und die Zellen
werden als tot definiert. Die Kombination mit ART lieferte keinen weiteren detektierbaren
Effekt. Interessant war auch der Verlauf der ART-behandelten Proben. Neben der erhéhten
ROS-Produktion ist ART auch fiir seinen anti-proliferativen Einfluss bekannt. Bei der Betrach-
tung der ART-Kurven (blau) fiel auf, dass die eingesetzte Konzentration im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle in A172-Zellen kaum einen Einfluss auf die Wachstumsrate hatte. Die
Gesamtzellzahl der LN229- und U87MG-Zellen nahm hingegen bereits 24 h bzw. 48 h nach
ART-Behandlung leicht ab. Allerdings kénnte dies auch mit der Induktion von Zelltodereignis-

sen assoziiert sein.
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Abb. 19 Wachstumskurven der Glioblastomzelllinien nach Behandlung mit TMZ und/ oder ART. Mittels
Trypanblau-Farbung und anschlieRender Zellzdhlung wurden die Anzahl vitaler Zellen der Kontroll- und Behand-
lungsgruppen tber die Zeit bestimmt. Die TMZ-Behandlung (50 uM) erfolgte zum Zeitpunkt t=0 (roter Pfeil), die
ART-Behandlung (15 pg/ ml) zum Zeitpunkt t=72 h (blauer Pfeil). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus
mind. drei unabhangigen Experimenten fir LN229- (A), A172- (B) und U87MG-Zellen (C).
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3.1.4. Untersuchung der Zellzyklusverteilung nach kombinierter TMZ/ ART-
Behandlung

Um zu klaren, weshalb ART den TMZ-induzierten Zelltod in Glioblastomzellen signifikant
steigert, wurde zunachst der Einfluss von ART auf den Zellzyklus zeitabhangig Gberprift.
Hierzu wurden LN229-, A172- und U87MG-Zellen analog zu den vorangegangenen Experi-
menten mit TMZ und/ oder ART behandelt, fixiert und der Zellzyklus mittels PI-Farbung
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen
(Abb. 20- Abb. 22) visualisiert. Dargestellt sind jeweils reprasentative Histogramme (Teil-
abb. A), sowie die entsprechende Quantifizierung der Zellzyklusphasen (Teilabb. B). Wurden
LN229-Zellen (Abb. 20) mit ART behandelt, war im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
eine signifikante Abnahme der S-Phasen-Population zu beobachten. Dieser Unterschied war
bereits 24 h nach ART-Zugabe (entspricht dem Zeitpunkt t=96 h) sichtbar und blieb iber den
untersuchten Zeitraum (48-72 h, respektive t=120 und t=144 h) erhalten. Bei der Betrach-
tung der Zellzyklusverteilung nach der TMZ-Behandlung fiel auf, dass sich die untersuchte
Population in Richtung der G2-Phase signifikant verschob. Dieser Effekt war im Vergleich
dazu noch ausgepragter in den mit ART nachbehandelten LN229-Zellen. Uber die Zeit (96-
144 h) nahm der Anteil der G2-Phase-Zellen zu, der Anteil der S-Phase-Population ab.

Werden hingegen A172-Zellen (Abb. 21) mit ART behandelt, war tber den untersuchten Zeit-
raum keine signifikante Anderung des Zellzyklus im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten.
Auffallig war allerdings, dass die unbehandelte Kontrolle bereits einen sehr grofen Anteil
(75 %) an G1-Phase-Zellen aufwies. Wie erwartet vergroRerte die TMZ-Behandlung wiede-
rum, verglichen mit der Kontrolle, den Anteil der G2-Population. Eine Nachbehandlung mit
ART hatte jedoch keinen weiteren Einfluss auf die einzelnen Zellzyklusphasen 120 bzw. 144 h
nach Behandlung, wobei 24 h nach der ART-Applikation (t=96 h) ein signifikanter Anstieg der
G1-Phase zu beobachten war.Auch die Zellzyklusanalyse der TMZ-behandelten U87MG-
Zellen (Abb. 22) entsprach den Erwartungen. Verglichen mit den unbehandelten Kontrollen
nahm der Anteil der G2-Phasen-Population tber den untersuchten Zeitraum zu, wahrend
sich die Anzahl der S-Phase-Zellen verringerte. Die Nachbehandlung mit ART hatte darauf
keinen Einfluss. Eine signifikante Abnahme der S-Phase-Fraktion wurde jedoch nach 24 und

48 h (respektive t=96 h und t=120 h) nach der Einzelbehandlung mit ART beobachtet.
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Abb. 20 Zellzyklusverteilung der LN229-Zellen nach TMZ- und/ oder ART-Behandlung. Mittels PI-Farbung
wurde der DNA-Gehalt durchflusszytometrisch nach der Behandlung mit TMZ (50 uM) und/ oder ART (15
ug/ ml) bestimmt. Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach der TMZ-Applikation. Dargestellt sind die Histo-
gramme der Kontrollen (Kon) und Behandlungen nach 96 h-144 h (A) und die entsprechende Quantifizierung
der G1-, S- und G2-Phasen (B). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus mind. drei unabhangigen Experimen-
ten, die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach Sidak berechnet.
Schwarz=Kon vs. ART; blau: TMZ vs. TMZ/ART. *=signifikant, mind. p < 0,05, ns=nicht signifikant. Exakte statisti-
schen Analyse: siehe Tab. 1 (Anhang).
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Abb. 21 Zellzyklusverteilung der A172-Zellen nach TMZ- und/ oder ART-Behandlung. Mittels PI-Farbung wur-
de der DNA-Gehalt durchflusszytometrisch nach der Behandlung mit TMZ (50 pM) und/ oder ART (15 pg/ ml)
bestimmt. Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach der TMZ-Applikation. Dargestellt sind die Histogramme der
Kontrollen (Kon) und Behandlungen nach 96 h-144 h (A) und die entsprechende Quantifizierung der G1-, S- und
G2-Phasen (B). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus mind. drei unabhangigen Experimenten, die Signifi-
kanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach Sidak berechnet. Schwarz=Kon vs. ART;
blau: TMZ vs. TMZ/ART. * p < 0,05, ns=nicht signifikant.
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Abb. 22 Zellzyklusverteilung der U87MG-Zellen nach TMZ- und/ oder ART-Behandlung. Mittels PI-Farbung
wurde der DNA-Gehalt durchflusszytometrisch nach der Behandlung mit TMZ (50 uM) und/ oder ART (15
ug/ ml) bestimmt. Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach der TMZ-Applikation. Dargestellt sind die Histo-
gramme der Kontrollen (Kon) und Behandlungen nach 96 h-144 h (A) und die entsprechende Quantifizierung
der G1-, S- und G2-Phasen (B). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus mind. drei unabhangigen Experimen-
ten, die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach Siddk berechnet.
Schwarz=Kon vs. ART; blau: TMZ vs. TMZ/ART. *=signifikant, mind. p < 0,05, ns=nicht signifikant. Exakte statisti-
schen Analyse: siehe Tab. 1 (Anhang).
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Zusammengefasst zeigen die Zellzyklusanalysen keinen generellen, zelllinientibergreifenden
Einfluss von ART auf die G1-, S- sowie G2-Phase der TMZ-behandelten Zellen im angegebe-
nen Zeitraum. Die TMZ-Einzelbehandlung flihrte erwartungsgemaR zu einem G2-Arrest, aber
ein durch die ART-Nachbehandlung-vermittelter Einfluss konnte lediglich in LN229- und
A172-Zellen beobachtet werden. Hier wurde ein signifikanter Unterschied in den S- sowie
G2-Phasen-Populationen detektiert. Auffallig war hierbei der Nachweis einer potenzierten
Arretierung der LN229-Zellen in der G2-Phase. Die untersuchten A172-Zellen zeigten eben-
falls nach TMZ-Behandlung einen G2-Block, eine Nachbehandlung hatte lediglich in den ers-
ten 24 h nach der ART-Gabe einen Einfluss auf die G1-Phase.

3.1.5. Untersuchung des Einflusses der ART-Nachbehandlung auf TMZ-
induzierte DNA-Doppelstrangbriiche

In friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl TMZ als auch ART DSBs induzieren
[66, 94]. Obwohl die zugrundeliegenden Mechanismen der DSB-Induktion differieren, war zu
erwarten, dass die Kombinationsbehandlung einen synergistischen Effekt verursacht. Um
dies zu Uberprifen, wurde die Anzahl der DSB nach Einzel- und Kombinationsbehandlung in
den Glioblastomzellen LN229, A172 und U87MG mittels Immunfluoreszenz-Farbung fir
YH2AX bestimmt. Reprdsentative Aufnahmen der Zellkerne (blau) und der yH2AX-Foci (griin)
96 h nach Behandlung sind in Abb. 23 A dargestellt.

Die entsprechende Quantifizierung (Abb. 23 B) zeigte, dass ART (15 pg/ ml) in den unter-
suchten Zelllinien kaum DSBs induzierte. In LN229-Zellen wurden 7, in A172-Zellen 5 und in
U87MG-Zellen 2 yH2AX-Foci/ Zelle nachgewiesen (hellgraue Balken). Im Gegensatz dazu be-
dingte die TMZ-Behandlung (50 uM) einen drastischen Anstieg der DSBs (dunkelgraue Bal-
ken). Zu erwdhnen ist auch, dass LN229-Zellen mit 65 Foci/ Zelle am sensitivsten reagierten.
In A172- und U87MG-Zellen hingegen wurden 24 bzw. 15 Foci/ Zelle nachgewiesen. Uberra-
schenderweise konnte kein Anstieg der DSB nach kombinierter TMZ/ ART-Behandlung
(schwarze Balken) detektiert werden. Eine signifikante Abnahme der TMZ-induzierten

vYH2AX-Foci war in A172-Zellen zu beobachten (Abb. 23 B).
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Abb. 23 Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierten DSB. Die Glioblastomzellen wurden mit
TMZ (50 uM; G112SP: 2 uM) und/ oder ART (15 pg/ ml) behandelt. Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach der
TMZ-Applikation. Reprdsentative Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen der Glioblastomzellen 96 h nach der Be-
handlung: griin=yH2AX-Foci, blau=Kernfarbung mit DAPI (A), die entsprechende Quantifizierung ist in (B) ge-
zeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten, deren Signifikanz mittels
ungepaartem t-Test berechnet wurde: * p < 0,05; ns=nicht signifikant. (C) Westernblotanalyse des H2AX-
Proteins (Ser 139) in Gesamtzellextrakten nach analoger Behandlung. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Zusatzlich sollten diese Ergebnisse auf Proteinebene mittels Westernblotanalysen, die auch
die Untersuchung von G112SP-Zellen einschloss, verifiziert werden. Die Behandlung der Zel-
len erfolgte analog, die yH2AX-Expression, analysiert in Gesamtzellextrakten, ist in Abb. 23 C
dargestellt. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Auch hier ist eine klare yH2AX-Induktion nach
TMZ-Behandlung in LN229- und U87MG-Zellen zu erkennen. G112SP-Zellen zeigten eine im
Vergleich eher schwachere, A172-Zellen eine sehr schwache bis kaum detektierbare yH2AX-
Expression. Die ART-Einzelbehandlung flihrte in LN229- sowie G112SP-Zellen zu einer klaren,
aber im Vergleich zu TMZ schwiacheren Induktion von DSBs. Fiir A172- und U87MG-Zellen
konnte dies nicht bestatigt werden. Allerdings war nach Kombination von TMZ und ART ein
deutlicher Anstieg der yH2AX-Expression in LN229-, A172 und G112-Zellen zu erkennen. In
U87MG-Zellen erschien das Expressionsniveau vergleichbar zur TMZ-Probe.

Zusammengefasst konnte auf Einzelzellebene zunachst nicht bestéatigt werden, dass die ART-
Nachbehandlung die Anzahl der TMZ-induzierten yH2AX-Foci, respektive ein Anstieg der

DSBs, erhoht. Auf Proteinebene, die in Gesamtzellextrakten analysiert wurde, war eine deut-
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liche Verstarkung der yH2AX-Expression durch die Kombinationsbehandlung in 2 der 3 un-

tersuchten Glioblastomzelllinien und den GSC G112SP-Zellen nachweisbar.

3.1.6. Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die DNA-Schadensantwort

Primar wird die zelluldare DNA-Schadensantwort durch zwei verschiedene Kinasekaskaden,
dem ATM-CHK2- und dem ATR-CHK1-Signalweg, koordiniert (vgl. Abb. 8). Wie eingangs be-
schrieben phosphorylieren ATM und ATR die abwirts agierenden Ubermittlerkinasen CHK1
und CHK2 und kdénnen so, lber weitere Zwischenstufen, u. a. den Zellzyklus (z.B. durch Ak-
kumulation von p53) beeinflussen. Um zu Uberprifen, ob die ART-Nachbehandlung einen
Einfluss auf die TMZ-induzierte Schadensantwort hat, wurden der Zelltod nach spezifischer
Hemmung der jeweiligen Kinasen untersucht. Hierzu wurden die Glioblastomzellen LN229,
A172 und U87MG mit TMZ und/ oder ART behandelt. Die Hemmung der Kinasen erfolgte
jeweils 1 h vor der Behandlung und wurde zur Aufrechterhaltung alle 48 h erneuert. Der Zell-
tod wurde 144 h nach der TMZ-Applikation mittels Annexin V/ PI-Farbung durchflusszyto-
metrisch bestimmt. Die Ergebnisse der Zelltodanalysen nach Inhibition der Initiatorkinasen
ATM/ ATR sind in Abb. 24, die der Ubermittlerkinasen CHK1 und CHK2 in Abb. 25 dargestellt.
Sowohl die Inhibition von ATM (ATM;; hellgraue Balken) als auch die von ATR (ATR;; dunkel-
graue Balken) zeigten keinen signifikanten Unterschied des Zelltodes nach der Behandlung in
LN229-Zellen (Abb. 24 A). Auffallig ist jedoch, dass die Hemmung von ATR einen scheinbar
protektiven Effekt auf die Zellen ausibt: Im Mittel betrug der TMZ-induzierte Zelltod 37 %.
Nach Vorbehandlung verringerte sich dies auf 31 %. Wurden LN229-Zellen mit ART behan-
delt, starben 28 %, nach vorheriger ATR-Hemmung nur noch 18,5 % der untersuchten Popu-
lation. Auch nach der Kombinationsbehandlung ist diese Tendenz zu beobachten. Die Zell-
todrate sank von 57 % auf 46 %. Die Zelltoduntersuchungen der A172-Zellen (Abb. 24 B)
zeigten nach Inhibition der Initiatorkinasen ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zur
Kontrollbehandlung. Nach ATR-Inhibition war jedoch eine leicht protektive Tendenz des
TMZ-induzierten Zelltodes zu beobachten. Die Hemmung von sowohl ATM als auch ATR be-
dingte allerdings einen eher sensitivierenden Effekt nach der ART-Einzelbehandlung: von

13 % stieg der Anteil der toten bzw. sterbenden Zellen auf 30 % bzw. 24 % (ATM; bzw. ATR)).
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Abb. 24 Einfluss der ATM- bzw.ATR-Inhibition auf die ART-Nachbehandlung. Analyse des Zelltods mittels An-
nexin V/ PI-Farbung 144 h nach Behandlung mit TMZ (50 puM) und / oder ART (15 pg/ ml) in (A) LN229-, (B)
A172- und (C) U87MG-Zellen. Die ART-Behandlung erfolgt 72 h nach TMZ-Applikation. ATM (hellgraue Balken)
bzw. ATR (dunkelgraue Balken) wurden mittels Inhibitor 1 h vor der jeweiligen Behandlung gehemmt. Angege-
ben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller
ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p < 0,05, *** p < 0,001, ns=nicht signifikant.

Eine dhnliche Tendenz setzte sich auch im kombinierten Behandlungsregime durch. Der in-
duzierte Zelltod nach der Kombinationsbehandlung betrug 23 %, welcher nach Inhibition der
Kinasen auf 34 % (ATM;) bzw. 32 % (ATR;) im Mittel stieg. Kontradr dazu sind die Ergebnisse
der Zelltodanalysen der U87MG-Zellen (Abb. 24 C). Hier zeigte die Hemmung von ATM kei-
nen nennenswerten Effekt auf den TMZ- bzw. den TMZ/ATR-induzierten Zelltod. Eine schit-
zende Tendenz zeigte die ATM-Inhibition nach der Einzelbehandlung mit ART. Der ART-
induzierte Zelltod reduzierte sich von 12 % auf 5 %. Signifikante Unterschiede des Behand-
lungs-induzierten Zelltods waren nach der Hemmung von ATR zu beobachten. Der TMZ-
induzierte Zelltod verdoppelte sich von 14 % auf 30 %, im kombinierten Behandlungsansatz

stieg die Zelltodrate von 17 % auf 41 %.
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Abb. 25 Einfluss der CHK1- bzw. CHK2-Inhibition auf die ART-Nachbehandlung. Analyse des Zelltods mittels
Annexin V/ PI-Farbung 144 h nach Behandlung mit TMZ (50 uM) und/ oder ART (15 pg/ ml) in (A) LN229-,
(B)A172- und (C) U87MG-Zellen. Die ART-Behandlung erfolgt 72 h nach TMZ-Applikation. CHK1 (hellgraue Bal-
ken) bzw. CHK2 (dunkelgraue Balken) wurden mittels Inhibitor 1 h vor der jeweiligen Behandlung gehemmt.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfak-
torieller ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p <0,05, *** p <0,001, ns=nicht
signifikant.

Zur weiteren Analyse des Einflusses der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte DNA-
Schadensantwort wurde zusatzlich der Einfluss der Ubermittlerkinasen CHK1 und CHK2 un-
tersucht. Analog zu den vorangegangenen Experimenten wurden CHK1 bzw. CHK2 vor der
Behandlung mit TMZ bzw. und/oder ART spezifisch inhibiert und der Zelltod bestimmt
(Abb. 25).

Die Untersuchung der LN229-Zellen (Abb. 25 A) zeigte nach CHK1-Inhibition (CKH1;: helle-
graue Balken) einen protektiven Effekt gegenliber TMZ (Reduktion 32 % auf 11 %), einen
etwas schwdcheren schiitzenden Effekt gegentiber ART (Reduktion 32 % auf 27 %) und einen
signifikanten Einfluss in Bezug auf die Kombination beider Agenzien. Hier verringerte die
CHK1-Hemmung den Behandlungs-induzierten Zelltod von 60 % auf 25 %, was einer Reduk-

tion von 35 % entsprach.
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Im Vergleich dazu zeigte die Depletion von CHK2 (CKH2;: dunkelgraue Balken) lediglich die
Tendenz einer Schutzfunktion gegeniliber dem TMZ-induzierten Zelltod, sowie im kombinier-
ten Ansatz (von 32 % auf 14 % bzw. 60 % auf 40 %). Eine CHK1-Inhibition in A172-Zellen
(Abb. 25 B) beeinflusste den Behandlungs-induzierten Zelltod marginal. Die spezifische
Hemmung von CHK2 zeigte nach TMZ-Einzelbehandlung einen schwach protektiven Effekt
und reduzierte den TMZ-induzierten Zelltod von 14 % auf 7 %. Gleichzeitig sensitivierte eine
CHK2-Inhibition A172-Zellen signifikant gegeniber der ART-Einzelbehandlung. Der ART-
vermittelte Zelltod stieg drastisch von 15 % auf 61 % an. Vergleichbares war auch in der
Kombinationsbehandlung zu beobachten (21 % auf 60 %). Die TMZ-resistenten U87MG-
Zellen (Abb. 25 C) zeigten sich in Bezug einer CHK1-Inhibition unbeeindruckt. Weder nach
Einzel-, noch nach Kombinationsbehandlung verandert sich die Zelltodinduktion signifikant
in Anwesenheit des Inhibitors. CHK2 hingegen scheint einen signifikanten Einfluss auf den

ART-vermittelten Zelltod zu haben. Dieser steigt von 11 % auf 21 %.

3.1.7. Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die DNA-Doppelstrangbruch-

Reparatur

Zur Reparatur von DSBs stehen einer Zelle zwei unterschiedliche Mechanismen zur Verfi-
gung: die homologe Rekombination-Reparatur (HRR) und die nicht-homologe Endverkniip-
fung (engl. non-homologous end-joining, NHEJ). Zusatzlich zur initialen DSB-Entstehung und
der entsprechenden DNA-Schadensantwort wurde auch der Einfluss der ART-

Nachbehandlung auf die DSB-Reparatur selbst untersucht.

3.1.7.1.  Einfluss auf die Homologe Rekombination

Um den Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die HRR zu analysieren, wurde zunachst der
Einfluss auf das Schllsselprotein dieses Reparaturweges, RAD51, untersucht. Mittels Wes-
ternblotanalysen wurde in Gesamtzellentrakten der LN229-, A172-, U87MG- und der
G112SP-Zellen nach der Behandlung mit TMZ und/oder ART das Expressionsniveau von
RAD51 bestimmt (Abb. 26).
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Abb. 26 Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die RAD51-Proteinexpression. Mittels Westernblotanalyse
wurden die RAD51-Proteinniveau in Gesamtzellextrakten 96 h nach TMZ (50uM, fir GP112SP: 2 uM) und/ oder
ART (15 pg/ ml) bestimmt. Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach TMZ-Applikation. B-Aktin diente als Lade-
kontrolle. IF=Induktionsfaktor.

Die Analyse erfolgte 96 h nach der TMZ-Applikation und zeigte in LN229- und G112SP-Zellen
einen TMZ-induzierten Anstieg des Proteins. In Anwesenheit von ART war dies Uberra-
schenderweise nicht zu beobachten und fiihrte sogar vielmehr zu einer Abnahme der
RAD51-Expression. Die Untersuchung der A172- und U87MG-Zellen zeigte keine eindeutige
TMZ-vermittelte Verstarkung des Proteinniveaus, die ART-Behandlung fiihrte jedoch auch
hier zu einer Abnahme der RAD51-Expression, die auch in der Kombinationsbehandlung zu

beobachten war.

3.1.7.2.  Einfluss von ART auf die Reparatur-Kapazitat der homologen Rekombination

Zusatzlich zur Analyse der RAD51-Proteinespression wurde die HRR-Kapazitat auch funktio-
nell untersucht. Hierzu wurden exemplarisch LN229-Zellen mit einem HR-Reparatur-Plasmid
ausgestattet (Kapitel 2.2.7) und ein spezifischer DSB mittels /-Scel induziert. AnschlieBend
wurde deren Fahigkeit getestet, diesen DSB unter dem Einfluss von ART zu reparieren. Um
Uberlagerungen mit etwaigen Zelltodereignissen auszuschlieBen, wurde die ART-Dosis auf 5
bzw. 7,5 pug/ ml reduziert und der Anteil der Population bestimmt, die diesen DSB mittels
HRR reparierte (=GFP-positive Population). Die Analyse erfolgte durchflusszytometrisch liber

einen Zeitraum von 24 bis 72 h.
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Abb. 27 Die Reparatur-Kapazitit der homologen Rekombination in LN229-Zellen. Mittels des HR-Reparatur-
Tests wurde die Reparatur-Kapazitdt eines spezifisch durch /-Scel induzierten DNA-Doppelstrangbruchs in
LN229-Zellen und der Einfluss von ART auf dessen Reparatur untersucht. (A) Reprasentative Punktdiagramme;
aufgetragen ist das GFP-Signal gegen die Autofluoreszenz. Die Teilmenge der GFP-positiven (= via HRR reparier-
te DSB) Population (griin) wurden mittels eines Gates markiert und in (B) und (C) entsprechend der ART-
Konzentration quantifiziert dargestellt. Die Analyse wurde 72 h nach der Transfektion mit /-Scel durchgefuhrt.
Die angegebenen Zeitwerte entsprechen der Expositionsdauer mit ART. Die simultane Inkubation mit DNA-PK;
(1 uM) diente als Positiv-Kontrolle (Depletion von DNA-PK, somit vorlibergehendes Abschalten des NHEJ-
Reparaturweges). Abgebildet sind die auf die Kontrolle normalisierten Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangi-
gen Experimenten, deren Signifikanz mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach Sidak berech-
net wurde: * p £0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ns = nicht signifikant.

Die simultane Inhibition von DNA-PK (DNA-PK;) und damit das voriibergehende Ausschalten
des NHEJ-Reparaturwegs diente als Positivkontrolle. Zur Quantifizierung wurden die Ergeb-
nisse auf die Kontrolle normalisiert. Bereits die Punktdiagramme (Abb. 27 A) veranschauli-
chen einen zeitabhangigen Riickgang der GFP-positiven Population. Die ART-Konzentration
schien dabei eine untergeordnete Rolle zu spielen. Die Quantifizierung der HR-Reparatur-

Kapazitat zeigte sowohl in Anwesenheit von 5 pg/ml (Abb. 27 B) als auch von 7,5 ug/ml
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(Abb. 27 C) ART einen signifikanten Abfall nach 48 h. Eine nahezu komplette Hemmung der
HRR-Aktivitat war 72 h nach ART-Applikation erreicht.

3.1.7.3. Einfluss von ART und dessen Kombination mit TMZ auf RAD51-defiziente Zellen

Um zu klaren, ob die Herunterregulation von RAD51 und damit auch die HRR einen Einfluss
auf das Zelluberleben nach einer kombinierten TMZ/ ART-Behandlung hat, wurde die Sensi-
tivitat in einem RAD51-defizienten Zellsystem Gberprift. Das stabile Ausschalten des RAD51-
Proteins wurde in LN229-Zellen durch shRNA erreicht und mittels Westernblotanalyse
(Abb. 28 B) nachgewiesen. Die Bestimmung des Zelltods erfolgte nach Annexin V/ PI-
Doppelfarbung. Die RAD51sh-Zellen (dunkelgraue Balken) sowie deren entsprechenden
Transfektionskontroll-Zellen (pS-empty: hellgraue Balken) wurden mit TMZ (10 uM)
und/ oder ART (15 mg/ml) behandelt und der Behandlungs-induzierte Zelltod nach 144 h
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 28 A).
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Abb. 28 Zelltodbestimmung nach kombinierter TMZ- und ART-Behandlung in RAD51-knockdown-Zellen der
LN229-Zellen. Mittels Annexin V/ PI-Doppelfarbung und durchflusszytometrischer Analyse wurde der Zelltod
144 h nach Behandlung mit 10 uM TMZ, 15 pg/ ml ART oder der Kombination aus beidem bestimmt. Die ART-
Behandlung folgte 72 h nach TMZ-Gabe. Abgebildet sind die Mittelwerte +/- SD des induzierten Zelltods aus
drei unabhéngigen Experimenten in RAD51-knockdown-Zellen (RAD51sh-23: dunkelgrau) und entsprechenden
Transfektions-Kontroll-Zellen (pS-empty-2: hellgrau) (A). Die Signifikanz wurde mittels ungepaartem t-Test
berechnet: * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001. Die Herunterregulation von RAD51 auf Proteinebene wurde
mittels Westernblot Gberprift (B). B-Aktin diente als Ladekontrolle. IF = Induktionsfaktor.

Sowohl die TMZ- als auch ART-Einzelbehandlung zeigte im Vergleich zu den Kontrollzellen
einen signifikanten Anstieg des Zelltods. TMZ induzierte in den Kontrollzellen eine Zelltodra-

te von 8,3%, die im RAD51-defizienten System auf 24,2 % anstieg. Durch die ART-
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Behandlung starben 12,5 % der Kontrollpopulation, wahrend sich der Anteil der sterbenden
Zellen der RAD51-Defizienten mehr als verdoppelte (auf 30 %). Durch den kombinierten Be-
handlungsansatz wurden die RAD51sh-Zellen noch weiter sensitiviert. Der Zelltod stieg im
Vergleich von 21 auf 49 %.

Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass die HRR nicht nur den TMZ-induzierten Zelltod,

sondern auch die durch ART vermittelte Sensitivierung von Glioblastomzellen beeinflusst.

3.1.7.4.  Einfluss von ART auf die nicht-homologe Endverknlpfung

Ein weiterer Mechanismus der DNA-DSB-Reparatur ist die NHEJ. Ein wichtiger Faktor dieses
Reparaturwegs ist die Kinase DNA-PK. . Durch die spezifische Hemmung dieses Proteins
wurde der Einfluss der ART-Behandlung auf die NHEJ untersucht. Der Behandlungs-
induzierte Zelltod wurde mittels Annexin V/ Pl-Doppelfarbung 144 h nach der TMZ-Gabe
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 29). Die ART-Behandlung erfolgte 72 h nach TMZ.
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Abb. 29 Einfluss der DNA-PK-Inhibition auf den TMZ- und ART-induzierten Zelltod. Dargestellt ist der induzier-
te Zelltod 144 h nach TMZ-(50 uM) und/ oder ART-Behandlung (15 pg/ ml) mit/ ohne DNA-PK-Vorbehandlung
(1 uM, 1 h). Der Zelltod in (A) LN229-, (B) A172- und (C) U87MG-Zellen wurde durchflusszytometrisch nach
Annexin V/ Pl-Doppelfarbung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experi-
menten, deren Signifikanz mittels ungepaartem t-Test ermittelt wurde: * p < 0,05, ns=nicht signifikant.

Die Inhibition von DNA-PKcs (DNA-PK;; dunkelgraue Balken) beeinflusste in LN229-Zellen
(Abb. 29 A) weder den TMZ-, noch den TMZ/ART-induzierten Zelltod. Im Gegensatz dazu
erhohte sich die Zelltodfrequenz nach der ART-Einzelgabe signifikant von 33 % auf 70 %. In
A172-Zellen (Abb. 29 B) ist dieser sensitivierende Effekt ebenfalls zu beobachten. Hier stieg
die Zelltodrate signifikant von 11 auf 35 % nach der ART-Behandlung, von 28 auf 42 % nach
der kombinierten Applikation von TMZ und ATR. In U87MG-Zellen (Abb. 29 C) konnte kein

signifikanter Unterschied durch die Hemmung der NHEJ nachgewiesen werden. Im Vergleich
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zum ART-vermittelten Zelltod (15 %) scheint der Hemmung der DNA-PK. eine protektive

Funktion zuzukommen. Der induzierte Zelltod sank hier auf 1 % ab.

3.1.8. Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte Autophagie

Welche Rolle die Autophagie in Bezug auf Krebs spielt, ist noch nicht ganz geklart. Es gibt
Hinweise auf eine tumorsuppressorische Wirkung, ebenso aber auch Hinweise, die das Tu-
moriberleben begiinstigen. In Krebszellen bietet die Autophagie einen Mechanismus, mit
Zellstress umzugehen. In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass TMZ Autophagie induziert

und dariiber hinaus als Uberlebensmechanismus den programmierten Zelltod, die Apoptose,

hemmt.
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Abb. 30 Relatives Autophagie-Niveau der Glioblastomzelllinien LN229, A172 und U87MG. Die Zellen wurden
mit TMZ (50 uM) und/oder ART (15 pg/ ml) behandelt. Reprasentative Darstellung der Histogramme des CYTO-
ID®-Signals (=FITC-Fluoreszenz). Die rote Linie veranschaulicht die Verschiebung des Signals (A). Quantifizierung
der relativen mittleren Intensitat der gefarbten Zellen 96 h (B) und 120 h (C) nach Behandlung. Das Autophagie-
Niveau wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach
Sidak berechnet: * p < 0,05; ** p < 0,01*** p < 0,001, ns=nicht signifikant.
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Durch Anfarben autophagischer Vakuolen mittels CYTO-ID® wurde der Einfluss der ART-
Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte Autophagie durchflusszytometrisch Gberprift. Die
Glioblastomzellen LN229, A172 und U87MG wurden mit TMZ (50 uM) und/ oder ART (15
ug/ml) behandelt. Die Analyse erfolgte 96 h bzw. 120 h nach der TMZ-Behandlung. Die mitt-
lere Intensitat der gefarbten Zellen wurde auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle normali-
siert (Abb. 30).

Bereits die Histogramme verdeutlichten die erwartete Zunahme des FITC- und damit des
Autophagie-Signals nach der TMZ-Einzelbehandlung (Abb. 30 A). Die entsprechenden Quan-
tifizierungen nach 96 h (Abb. 30 B) und 120 h (Abb. 30 C) verifizierten dies. In allen unter-
suchten Zelllinien bestatigte sich die TMZ-induzierte Autophagie (dunkelgrauer Balken) im
Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle (weifle Balken). Diese war zum spateren
Zeitpunkt sogar deutlich ausgepragter. Die Autophagie-Level der ART-Einzelbehandlung
(hellgraue Balken) befanden sich zum friihen Zeitpunkt (96 h; respektive 24 h ART) auf Kon-
trollniveau. Die Kombination beider Agenzien (schwarze Balken) zeigte in den LN229- und
A172-Zellen keinen signifikanten Unterschied zur TMZ-Behandlung, wobei in U87MG-Zellen
eine schwache, signifikante Erhohung des Autophagie-Signals zu beobachten war. Die Unter-
suchungen zum spéateren Zeitpunkt (120 h) zeigten ein analoges Ergebnis. Verglichen zur
TMZ-induzierten Autophagie konnte in LN229- und A172-Zellen kein signifikanter Unter-
schied zur Kombinationsbehandlung nachgewiesen werden. Ebenfalls marginal war der Un-
terschied zwischen der ART-Behandlung und der entsprechenden Kontrolle. Im Gegensatz
dazu zeigten die U87MG-Zellen zum einen eine signifikante Erhéhung des Autophagie-
Signals nach ART-Einzelbehandlung (verglichen zur Kontrolle: Faktor 3), zum anderen auch
eine eindeutige Steigerung des untersuchten Uberlebensmechanismus nach der Kombinati-
onsbehandlung. Im Vergleich zur TMZ-Einzelbehandlung erhohte sich dieses Niveau von 1,6
auf 5.

Zusammengefasst scheint ART lediglich Zelllinien-spezifisch in den U87MG-Zellen die TMZ-

induzierte Autophagie zu beeinflussen.

3.1.9. Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte Seneszenz

In friheren Studien wurde gezeigt, dass TMZ Seneszenz induziert und dadurch verschiedene

Zelltodereignisse wie Apoptose und Nekrose reduziert [205]. Daher wurde der Einfluss der
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ART-Behandlung auf die TMZ-induzierte Seneszenz untersucht. Hierzu wurden die LN229-,
A172- und U87MG-Zellen analog zu den vorangegangenen Experimenten behandelt und die
relative Seneszenz nach 96 h, 120 h und 144 h untersucht. Dies erfolgte zum einen qualitativ
144 h nach der Behandlung histochemisch (Abb. 31 A, C, E), zum anderen quantitativ am
Durchflusszytometer (Abb. 31 B, D, F).
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Abb. 31 TMZ-induzierte Seneszenz in LN229-, A172- und U87MG-Zellen. Lichtmikroskopisch qualitative Dar-
stellung der SA-B-Galactosidase-Farbung 144 h nach Behandlung mit 50 uM TMZ, 15 pg/ ml ART und in Kombi-
nation: (A) LN229-, (C) A172-, (E) US7MG-Zellen mit 10-facher VergroRerung. Quantitative Darstellung der
C1,FGD-Firbung 96 h, 120 h und 144 h nach Behandlung (50 uM TMZ und/oder 15 pg/ ml ART. Abgebildet sind
die mittleren Intensitdten +/- SD der C,,FDG-positiven (B) LN229-, (D) A172- und (F) U87MG-Zellen aus drei
unabhangigen Experimenten. Das Cy,-FDG Signal wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert, die statis-
tische Signifikanz zwischen der TMZ- und der TMZ/ ART-Behandlung mittels ungepaartem t-Test berechnet: * p
<0,05; ** p 0,01, ns=nicht signifikant.
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Beiden Methoden gemeinsam ist die enzymatische Umsetzung eines B-D-Galactopyranosids
durch die B-Galactosidase, dessen Spaltprodukt anschlieBend mikroskopisch bzw. durch-
flusszytometrisch detektierbar ist. Bereits qualitativ lieB sich die TMZ-induzierte Seneszenz
(blaue Zellen) in allen untersuchten Zelllinien nachweisen (Abb. 31 A, C und E). Auch durch-
flusszytometrisch war diese in LN229-Zellen lUber den gesamten Untersuchungszeitraum
eindeutig nachweisbar (Abb. 22 B, dunkelgraue Balken), wahrend die ART-Einzelbehandlung
keine Seneszenz induzierte (hellgraue Balken). Wurden die Behandlungen hingegen kombi-
niert (schwarze Balken), verringerte die ART-Nachbehandlung die TMZ-induzierte Seneszenz
120 h und 144 h nach der Behandlung signifikant.

Ein vergleichbares Ergebnis lieferte auch die Untersuchung der A172-Zellen (Abb. 31 D). Zu
jedem untersuchten Zeitpunkt war die TMZ-induzierte Seneszenz (dunkelgraue Balken)
ebenfalls nachweisbar, die ART-Einzelbehandlung (hellgraue Balken) beeinflusste diese wie-
derum nicht. Die Kombinationsbehandlung (schwarze Balken) hingegen sorgte auch in die-
sem Zellsystem fir eine signifikante Reduktion der TMZ-induzierten Seneszenz 96 h und
120 h nach der Behandlung. Im Gegensatz dazu verhielt sich das Untersuchungsergebnis der
U87MG-Zellen (Abb. 31 F). Zwar induzierte auch hier die TMZ-Behandlung (dunkelgraue Bal-

ken) Seneszenz, eine ART-Nachbehandlung (schwarze Balken) beeinflusste dies nicht.
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Abb. 32 TMZ-induzierte Seneszenz in Glioblastom stem-like Zellen G112SP. : (A) Lichtmikroskopische Darstel-
lung der SA-B-Galactosidase-Farbung 144 h nach Behandlung mit 2 uM TMZ, 15 pg/ ml ART und in Kombinati-
on. (B) Quantitative Darstellung der C;,FGD-Farbung 144 h nach Behandlung (zur MGMT-Depletion 1 h Vorbe-
handlung mit 10 uM OGBG, anschlieBend 2 uM TMZ, 15 pg/ ml ART und kombiniert). Abgebildet sind die mittle-
ren Intensitdten +/- SD der C;,FDG-positiven G112SP-Zellen aus drei unabhéngigen Experimenten. Das C,,-FDG
Signal wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert, die statistische Signifikanz zwischen der TMZ- und
der TMZ/ ART-Behandlung wurde mittels ungepaartem t-Test berechnet: * p < 0,05.
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Ferner wurde auch die Seneszenz in den G112SP-Zellen analysiert (Abb. 32). Aufgrund der
zuvor ermittelten hohen Sensitivitat dieser Zellen wurde die TMZ-Dosis auf 2 uM reduziert.

Die mikroskopische Analyse zeigte bereits in der unbehandelten Kontrolle einen seneszenten
Phanotyp (Abb. 32 A). Unterschiede der einzelnen Behandlungen waren nur schwer erkenn-
bar. Die Quantifizierung der durchflusszytometrischen Analyse zeigte allerdings, trotz der
Normalisierung auf die Kontrolle, eine TMZ-induzierte Seneszenz (Abb. 32 B, dunkelgraue
Balken) 144 h nach der Behandlung. Die ART-Einzelbehandlung zeigte im Vergleich zur Kon-
trolle keinen Unterschied, wahrend die ART-Nachbehandlung auch in den GSCs die TMZ-

induzierte Seneszenz signifikant reduzierte.

3.1.9.1.  Der Einfluss der Proteine p53 und PTEN auf die TMZ-induzierte Seneszenz

Die zellulare Seneszenz wird nach DNA-Schadigung u. a. durch p53 und PTEN reguliert. Ob
diese Schliisselproteine auch die durch die ART-Nachbehandlung hervorgerufene Reduktion
der TMZ-induzierten Seneszenz beeinflussen, wurde im Folgenden untersucht. Aufgrund
ihres starken seneszenten Ansprechens wurden exemplarisch LN229-Zellen analysiert. p53
wurde vor der jeweiligen Behandlung, die analog zu den vorangegangenen Experimenten
erfolgte, durch den spezifischen Inhibitor Pifithrin-a depletiert (p53;). Die TMZ-induzierte
Seneszenz wurde am Durchflusszytometer 144 h nach der Behandlung analysiert (Abb. 33).
Wie erwartet zeigten die p53-profizienten LN229-Zellen (hellgraue Balken) im Vergleich zur
Kontrolle eine eindeutige TMZ-induzierte Seneszenz (6,7-fach), die durch die ART-
Nachbehandlung signifikant um 43,3 % reduziert wurde (3,8-fach). Interessanterweise zeig-
ten dies auch die p53-inhibierten Zellen (dunkelgraue Balken). Im Vergleich zur Kontrolle
stieg die relative Seneszenz nach der TMZ-Behandlung um einen Faktor von etwa 4, wahrend
die ART-Nachbehandlung dieses Phanomen signifikant mehr als halbierte (1,7-fach). Somit
betrug die ART-vermittelte Reduktion der TMZ-induzierten Seneszenz 61,4 %. Auch die TMZ-
bzw. die Kombinationsbehandlungs-induzierte Seneszenz an und fir sich unterschied sich
signifikant zwischen p53-profizienten und —inhibierten LN229-Zellen. Dies lasst darauf
schlieflen, dass p53 ein wichtiger Faktor der TMZ-induzierten Seneszenz darstellt. Die ART-
vermittelte Reduktion dieser TMZ-induzierten Seneszenz lasst sich hiermit jedoch nicht kla-

ren.
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Abb. 33 Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte Seneszenz nach p53-Inhibition. Durch-
flusszytometrische Analyse der C;,FGD-Farbung 144 h nach Behandlung (50 uM TMZ und/ oder 15 pg/ml ART).
p53-Hemmung (p53;) durch Pifithrina vor der jeweiligen Behandlung. Abgebildet sind die mittleren Intensitdten
+/- SD der C,,FDG-positiven Zellen aus drei unabhéngigen Experimenten. Das C,,-FDG Signal wurde auf die
unbehandelte Kontrolle normalisiert, die statistische Signifikanz zwischen TMZ vs. TMZ/ART der p53-
profizienten (***) und p53-inhibierten Zellen (===), sowie TMZ vs. TMZ/p53; und TMZ/ART vs. TMZ/ART/p53;
wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-hoc-Test nach Siddk berechnet: **p < 0,01; ***/sus p <
0,001; **** p < 0,0001.

Ein weiteres Schlisselprotein, das die Induktion der Seneszenz beeinflussen konnte, ist
PTEN. Um p53 als Modulator auszuschlieBen, wurde der Einfluss der ART-Nachbehandlung
auf die TMZ-induzierte Seneszenz in p53-mutierten Zellsystemen untersucht. Die untersuch-
ten Zelllinien LN428, LN18, LN308 und U251 unterscheiden sich in ihren PTEN-Status. Die
LN428- und LN18- Zellen sind wildtypisch (wt) fir PTEN, LN308- und U251-Zellen mutiert
(mt). Die Behandlung und Analyse erfolgte analog zu den vorangegangenen Experimenten,
die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kontrolle normalisiert (Abb. 34).

Eine TMZ-induzierte Seneszenz (dunkelgraue Balken) ist auch im p53mt-System nachweis-
bar. Einzige Ausnahme stellen hierbei die LN18-Zellen (Abb. 34 B) dar. Die ermittelte relative
Seneszenz bewegte sich unbeeinflusst durch Einzel- oder Kombinationsbehandlung auf Kon-
trollniveau. Die LN428-Zellen (Abb. 34 A) hingegen zeigten tendenziell ein bekanntes Unter-
suchungsergebnis: TMZ erhéhte das Seneszenzlevel, die ART-Einzelbehandlung (hellgraue
Balken) beeinflusste dieses nicht, wahrend die ART-Nachbehandlung (schwarze Balken) die
TMZ-induzierte Seneszenz reduzierte. Die PTEN-mt Linien LN308 (Abb.34 C) und U251

(Abb. 34 D) dhneln in ihrem seneszenten Ansprechen den U87MG-Zellen. Zwar vermittelte
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die TMZ-Behandlung eine Induktion der Seneszenz, jedoch blieb diese durch eine ART-
Nachbehandlung unbeeinflusst. Da beide PTEN-mt-Linien ein im Vergleich zu den anderen
untersuchten Glioblastomzellen vermindertes Ansprechen in Bezug auf die Seneszenz zeig-
ten und auch die U87MG-Zellen ein PTEN-mt Status aufweisen, wurde dies genauer unter-
sucht. In einem PTEN-knockdown-System wurde exemplarisch in LN229-Zellen der Einfluss
der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte Seneszenz (iberprift. Die stabile Herunter-
regulation des PTEN-Proteins wurde mittels der Transfektion von sh-RNA erreicht und durch

einen PTEN-Westernblot (Abb. 35 A) bestatigt.
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Abb. 34 Einfluss des PTEN-Status auf die TMZ-induzierte Seneszenz und deren ART-Nachbehandlung. Durch-
flusszytometrische Analyse der C,,FGD-Farbung 144 h nach Behandlung (50 uM TMZ und/ oder 15 pg/ml ART).
Abgebildet sind die mittleren Intensitdten +/- SD der C,,FDG-positiven Zellen aus drei unabhangigen Experi-
menten. Das C,,-FDG Signal wurde auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert.

Im Vergleich zur Transfektionskontrolle (pS-empty) war kein spezifisches PTEN-Protein ex-
primiert. Des Weiteren wurde auch Uberpriift, ob diese Transfektion den p53-Status bzw. die
Aktivierung des Proteins beeinflusst. Hierzu wurden die LN229-PTENsh-Zellen fiir 24 h mit
TMZ (50 uM) behandelt und die Gesamtzellextrakte mittels Westernblot analysiert
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(Abb. 35 B). Verglichen zur unbehandelten Kontrolle (Kon) induzierte die TMZ-Behandlung
Phosphorylierungen an Serin 15, respektive Serin 46, des p53-Proteins. Dies lasst auf die Ak-
tivierung von p53 schlieRen, was auch die Stabilisierung des p53-Proteins bestatigte.

Die Analyse der Seneszenz erfolgte durchflusszytometrisch. Analog zu den vorangegangenen
Experimenten wurden die pS-empty- und PTENsh-Zellen mit TMZ und/ oder ART behandelt
und nach 144 h untersucht. Beide Zellsysteme zeigten eine starke TMZ-induzierte Seneszenz

(Abb. 35 C).
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Abb. 35 Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die TMZ-induzierte Seneszenz im PTEN-knockdown-System.
Der stabile PTEN-knockdown wurde in LN229-Zellen durch Transfektion von PTEN-shRNA erreicht und mittels
Westernblotanalyse Gberprift (A). Die Aktivierung (=Phosphorylierung von p53 an Serin 15/ Serin 46) von p53
durch TMZ (50 uM) ist unbeeinflusst und wurde ebenfalls durch Westernblotanalysen bestatigt (B). GAPDH
diente als Ladekontrolle. Die Seneszenz wurde durchflusszytometrisch via C;,FGD-Farbung 144 h nach der Be-
handlung (50 uM TMZ und/ oder 15 pg/ml ART) bestimmt (C). Abgebildet sind die mittleren Intensitaten +/- SD
der C,,FDG-positiven Zellen der Transfektionskontrollen (pS-empty, hellgraue Balken) und der PTEN-sh-Zellen
(dunkelgraue Balken) aus drei unabhangigen Experimenten. Das C;,-FDG Signal wurde auf die jeweilige unbe-
handelte Kontrolle normalisiert.
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Verglichen zur jeweiligen Kontrolle war diese in den Kontrollzellen 8-fach (pS-empty, hell-
graue Balken) bzw. in den Knockdown-Zellen 6,5-fach (PTENsh, dunkelgraue Balken) erhoht.
Das seneszente Ansprechen der ART-Behandlung befand sich auf Kontrollniveau. Interessan-
terweise zeigte die Kombinationsbehandlung tendenziell auch hier eine Reduktion der TMZ-
induzierten Seneszenz.

Zusammengefasst 1aBt sich feststellen, dass die ART-Nachbehandlung die TMZ-induzierte
Seneszenz in den untersuchten Glioblastomzelllinien LN229, A172 sowie den GSCs G112SP-
Zellen reduziert. U87MG-Zellen zeigten zwar eine TMZ-vermittelte Induktion, jedoch lieR
sich diese nicht durch eine ART-Nachbehandlung modulieren. Die Tumorsuppressoren p53
und PTEN scheinen dies entscheidend zu beeinflussen, wobei p53 verglichen zu PTEN zweit-

rangig zu agieren scheint.

3.1.10.Einfluss der Inhibition von Ferroptose und ER-Stress auf den Behand-

lungs-induzierten Zelltod

Es ist bekannt, dass ART eine Eisen- und ROS-abhdngige Form der programmierten Nekrose,
die sog. Ferroptose, induziert. Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass ART den ER-Stress
modulieren kénnte und daraus resultierend die Zellhom&ostase oder damit zusammenhan-
gende autophage Prozesse. Um diesen Einfluss zu verifizieren, wurde nach selektiver phar-
makologischer Inhibition dieser Prozesse der Zelltod in LN229-, A178- und U87MG-Zellen
mittels Annexin V/PI-Doppelfarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Die Zellen wurden
zur Inhibition der Ferroptose mit Ferrostatin-1 (Fer-1) und zur Inaktivierung des ER-Stresses
mit Salubrinal (Sal) behandelt. Dies erfolgte jeweils 1 h vor der Behandlung mit TMZ
und/ oder ART und wurde zur Aufrechterhaltung der Inhibition alle 48 h erneuert. Der Zell-
tod, respektive die Summe aus Apoptose und Nekrose, wurde 144 h nach der TMZ-
Behandlung ermittelt (Abb. 36).

Bereits die Hemmung des ER-Stresses durch Sal (dunkelgraue Balken) bedingte eine Reduk-
tion des TMZ-induzierten Zelltods, der bei der Untersuchung der U87MG-Zellen (Abb. 36 C)

im Vergleich zur nicht inhibierten Kontrolle (weif3e Balken) signifikant war.
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Abb. 36 Einfluss der Ferroptose und des ER-Stresses auf den TMZ und/oder ART-induzierten Zelltod in
Glioblastomzellen. Dargestellt ist der induzierte Zelltod der LN229- (A), A172- (B) und U87MG-Zellen (C) 144 h
nach der Behandlung mit TMZ (50 uM) und/oder ART (15 pg/ml). Vor der jeweiligen Behandlung wurde die
Ferroptose mittels Fer-1 (hellgraue Balken) und der ER-Stress mittels Sal (dunkelgraue Balken) inhibiert. Der
Zelltod wurde mittels Annexin V/PI-Doppelfarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Angegeben sind die Mit-
telwerte +/- SD aus drei unabhingigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA und
dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ns=nicht signifikant.

Die Hemmung der Ferroptose mittels Fer-1 (hellgraue Balken) hatte in den untersuchten
Zelllinien keinen Einfluss auf den TMZ-induzierten Zelltod. Im Gegensatz dazu scheint dieses
Zellschicksal zelllinienspezifisch durch ART induzierbar zu sein: Wurde die Ferroptose in
LN229-Zellen (Abb. 36 A) spezifisch durch Fer-1 inhibiert, sank der ART-induzierte Zelltod.
Vergleichbares konnte weder in A172- (Abb. 36 B) noch U87MG-Zellen (Abb. 36 C) beobach-
tet werden. Wurde hingegen der ER-Stress gehemmt, induzierte die ART-Einzelbehandlung
einen signifikanten Anstieg des Zelltods in A172- und U87MG-Zellen von 4 auf 43% bzw. von
11 auf 32,5%. Die Inhibition hatte in LN229-Zellen keinen Einfluss auf den ART-induzierten
Zelltod. Auf die Kombinationsbehandlung hatte das Ausschalten der Ferroptose und des ER-
Stresses ebenfalls zelllinienspezifische Auswirkungen. Wahrend die Hemmung der Ferropto-
se keine signifikanten Unterschiede zu den nicht inhibierten Behandlungskontrollen zeigte,
bedingte die Hemmung des ER-Stresses in LN229-Zellen eine signifikante Reduktion, in A172-
und U87MG-Zellen einen deutlichen Anstieg des Zelltods.

Zusammengefasst konnte lediglich flir LN229-Zellen bestatigt werden, dass ART Ferroptose
induziert. Interessanterweise konnte weiterhin beobachtet werden, dass der TMZ-induzierte
Zelltod auch durch ER-Stress beeinflussbar ist und in allen untersuchten Zelllinien reduziert
werden kann. Flir LN229-Zellen war dieser protektive Effekt auch noch nach Kombination
mit ART signifikant. Die Hemmung mit Sal zeigte in A172- und U87MG-Zellen hingegen einen

stark sensitivierenden Effekt, der vermutlich auf die ART-Behandlung zuriickzufiihren ist.
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3.1.11.Einfluss der ART-Behandlung auf den TMZ-induzierten therapeutischen
Effekt in vivo

Nachdem bereits in vitro gezeigt werden konnte, dass die ART-Nachbehandlung einen sensi-
tivierenden Effekt auf den TMZ-induzierten Zelltod austibt, sollte abschlieBend auch der the-
rapeutische Einfluss der ART-Behandlung auf den TMZ-Effekt untersucht werden. Hierzu
wurde ein humanes Tumor-Xenograft-Modell genutzt. In athymische BALB/c Nacktmause
wurden U87MG-Zellen subkutan injiziert und das Tumorwachstum beobachtet. Hatten die
Tumore ein definiertes Ausgangsvolumen erreicht, begann die Therapie. Verglichen wurde
das mittlere Tumorgesamtvolumen folgender Behandlungsgruppen: 1) Die Kontrollgruppe
(Kon, schwarz), 2) die TMZ-Gruppe (rot), 3) die ART-Gruppe (grau) und 4) die TMZ/ART-
Gruppe (griin). Die Tiere wurden Uber einen Behandlungszeitraum von 57 Tagen beobachtet,
die Quantifizierung des Tumorwachstums wurde auf das Anfangsvolumen normalisiert und

als relatives Tumorvolumen dargestellt (Abb. 37).

307 B Kon A TMZ

ART -V TMZ/ART

25

Relatives Tumorvolumen

10 [20 30 40 50 60
Zeit (d)

Abb. 37 Einfluss der ART-Behandlung auf das Tumorwachstum in vivo. In U87MG-Xenograft-Experimenten
wurde der Einfluss von TMZ und/ oder ART auf das Tumorwachstum untersucht. U87MG-tumortragende
BALB/c Nacktmé&use wurden gruppiert (mind. 5 Tiere/ Gruppe) und einmalig mit TMZ (200 mg/ kg KG; rot), ART
(1 mg/ ml; grau) oder in Kombination (griin) behandelt. Die TMZ-Applikation erfolgte intraperitonial, die ART-
Gabe kontinuierlich Gber das Trinkwasser. Die Kontrollgruppe (Kon, schwarz) erhielt die entsprechenden
Losungsmittel der Therapeutika. Dagestellt ist das relatives Tumorvolumen als Funktion der Zeit: Angegeben
sind die Mittelwerte +/- SEM des Tumorgesamtvolumens innerhalb der Behandlungsgruppe. Die Volumina
wurden auf das jeweilige Anfangsvolumen relativiert. Der statistische Unterschied zwischen der TMZ- (rot) und
Kombinationsgruppe (griin) wurde mittels des Mann-Whitney-Tests berechnet: *** p <0,001. Dieses Experi-
ment wurde von _ und _ durchgefiihrt.
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Die TMZ-Applikation (200 mg/ kg KG) erfolgte einmalig intraperitoneal, wahrend ART
(1 mg/ml) kontinuierlich Gber das Trinkwasser verabreicht wurde. Da ART sehr bitter
schmeckt, wurde dem Trinkwasser 2% Saccharose zugesetzt. Bereits die Einzelbehandlungen
mit TMZ (rot) oder ART (grau) zeigten im Vergleich zur Kontrolle (schwarz) ein verlangsamtes
Tumorwachstum, welches durch TMZ effektiver gehemmt wurde. Eine noch deutlichere Ver-
langsamung bzw. sogar eine Reduktion des Tumorvolumens wurde durch die Kombination
von TMZ und ART (griin) erreicht. Die Tumore sind im Vergleich zur TMZ-Gruppe signifikant

kleiner und korrelieren mit einem langeren Uberleben der behandelten Tiere.
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3.2. Gezielte Hemmung der homologen Rekombination-Reparatur:
Pharmakologische HR-Inhibitoren in der second-line-Therapie
maligner Gliome

3.2.1. Charakterisierung des in vitro-Modells

In folgenden in vitro-Untersuchungen wurden neben den bereits aus Kapitel 3.1 bekannten
p53-Wildtyp Glioblastomzelllinien LN229 und U87MG, auch die p53-mutierten LN308-Zellen
verwendet. Um den p53-Status zu verifizieren, wurde die Aktivierung des p53-Proteins durch
die Behandlung mit ACNU (50 uM) bzw. CCNU (30 uM) induziert und die Phosphorylierung
am Serin 15 mittels Westernblot in Gesamtzellextrakten 24 h nach der Behandlung analy-
siert (Abb. 38 A). Fir LN229- und U87MG-Zellen konnte die Aktivierung des p53 durch die
Zytostatikabehandlung nachgewiesen werden, wobei die LN229-Zellen im Vergleich zu den
U87MG-Zellen eine starkere Phosphorylierung zeigten. Ebenfalls nachweisbar war die p53-
Expression. Die LN308-Zellen hingegen zeigten weder eine Aktivierung, noch Stabilisierung
des p53-Proteins, was auf einen mutierten p53-Status schlieRen ldsst. Ferner wurden die
basale PTEN-Expression untersucht, welche lediglich in den LN229-Zellen detektiert werden

konnte (Abb. 38 B).

A LN229 LN308 US7MG B

o & &©
Kon ACNU CCNU Kon ACNU CCNU Kon ACNU CCNU o> FA)
S S

B-Aktin

C MZ160 MZ219 Mz227 D O O A
NO" Y ¥

& v
Kon ACNU CCNU Kon ACNU CCNU Kon ACNU CCNU S

- - B B B[ rrs3(serts) [ | PTEN
—— Gaay S —rTee amm—e  e— T c—— — B-Aktin EI B-Aktin

Abb. 38 p53- und PTEN-Status der Glioblastom- und Patientenzelllinien. Die Aktivierung von p53
(=Phosphorylierung des Serin-15 am p53) 24 h nach Behandlung (50 uM ACNU, 30 uM CCNU) sowie die basale
PTEN-Expression wurden in Gesamtzellextrakten der LN229-, LN308- und U87MG-Zellen untersucht (A und B).
Analog erfolgte die Analyse in den Patientenlinien MZ160, MZ219 und MZ277 (C und D). B-Aktin diente als
Ladekontrolle.
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Neben den kommerziell erhiltlichen Zelllinien wurden einige Aspekte auch unter Verwen-
dung von primaren Gliom-Patientenlinien untersucht. Der p53- und PTEN-Status der MZ160-,
MZ219- und MZ227-Zellen wurde analog zu den etablierten Linien untersucht. Eine Zytosta-
tika-induzierte Aktivierung von p53 konnte lediglich flir die MZ227-Zellen gezeigt werden
(Abb. 38 C). Selbige waren auch PTEN-profizient, wahrend fir die MZ160- und MZ219-Zellen
kein PTEN-Protein nachgewiesen werden konnte (Abb. 38 D).

Ein weiterer wichtiger Faktor fir die Charakterisierung der verwendeten Zelllinien im Kon-
text DNA-Schaden-induzierender Agenzien, ist der MGMT-Status. Die MGMT-Aktivitat, sowie
der MGMT-Promotormethylierungsstatus und die mgmt-Expression wurden bereits im Vor-
feld untersucht [273]: LN229-, LN308-, U87MG- und MZ227-Zellen sind promotormethyliert
und besitzen keine bis sehr geringe (4 fmol/mg) MGMT-Aktivitdt. Die MGMT-Promotoren
der Linien MZ160 und MZ219 sind unmethyliert und besitzen eine MGMT-Aktivitat von 86
bzw. 45 fmol/mg. Eine Inhibition des MGMT-Proteins durch OB—Benznguanin (0°-BG) und
damit ein Ausschluss der Reparatur der O°CIEtG-Lision durch MGMT, wird fiir diese Zellli-

nien empfohlen.

3.2.2. CCNU induziert Interstrang-Crosslinks in Abwesenheit von MGMT

Wie in der Literatur beschrieben, filhrt CCNU in Abwesenheit von MGMT zur Ausbildung von
Interstrang-Crosslinks (ICL), die wahrend der Replikation das Fortschreiten der Replikations-
gabel blockieren und somit S-Phase-spezifisch zur Entstehung von DSBs beitragen kénnen.
Ob diese CCNU-induzierten ICLs auch in den ausgewahlten Glioblastomzelllinien LN229,
LN308 und U87MG ausbildet werden, wurde mittels modifizierter SCGE Uberprift. Die in
Abb. 39 dargestellten Ergebnisse bestatigten diese Annahme.

Repradsentative Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen einer unbehandelten LN229-Zelle und
einer entsprechenden Positiv-Kontrolle (mit 8 Gy bestrahlt) sind in Teilabb. 39 A dargestellt.
Bereits 24 h (Abb. 39 B) nach der Behandlung mit CCNU (50 uM) verringerte sich die mittlere

Tail-Intensitat der durch IR-induzierten Kometen signifikant.
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Abb. 39 CCNU-induzierte Interstrang-Crosslinks (ICL) in Glioblastomzellen. Mittels modifizierter SCGE wurden
CCNU-induzierte ICL in den LN229-, LN308- und U87MG-Zellen fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Mikrosko-
pische Aufnahmen einer unbehandelten LN229-Zelle (Kontrolle) und einer Positiv-Kontrolle (8 Gy) sind exemp-
larisch in (A) gezeigt. Die Zellen wurden mit 50 uM CCNU (1 h) behandelt und zur Induktion von ESB unmittel-
bar vor der Ernte mit 8 Gy bestrahlt. Die ICL wurden 24 h (B), 48 h (C) und 72 h (D) nach CCNU-Behandlung
untersucht. Angegeben sind die jeweiligen Mittelwerte +/- SD der Tail-Intensitdten aus drei unabhingigen
Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-
Mehrfachvergleichstest nach Sidék berechnet: * p < 0,05; ** p < 0,01, ns=nicht signifikant.

Dieser Vergleich der CCNU-vorbehandelten und anschlielend bestrahlten Zellen mit Zellen,
die lediglich der IR ausgesetzt waren, zeigt indirekt die Ausbildung der CCNU-induzierten ICL.
Diese persistierten in LN229-Zellen (weiBe Balken) signifikant Gber die Zeit (Abb. 39 C: 48 h
und Abb. 39 D: 72 h). Die Ausbildung der CCNU-induzierten ICLs in LN308-Zellen (hellgraue
Balken) und U87MG-Zellen (dunkelgraue Balken) zeigte sowohl nach 48 h (Abb. 39 C) als
auch nach 72 h (Abb. 39 D) lediglich eine zu LN229-Zellen vergleichbare Tendenz, aber kei-

nen gesicherten, signifikanten Unterschied.
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3.2.3. Die eingesetzten pharmakologischen Hemmstoffe der homologen Re-
kombination sind effektiv in Glioblastomzellen

Die Effizienz der eingesetzten pharmakologischen Hemmstoffe B02, Mirin und RI-1 auf die
Inhibition der homologen Rekombination-Reparatur (HRR), wurde mittels eines HR-
Reparatur-Tests analysiert. Hierzu wurde Gberprift, ob LN229-Zellen einen spezifisch indu-
zierten DSB via HRR in An- bzw. Abwesenheit der Inhibitoren reparieren. Erfolgt die DSB-
Reparatur mittels der HR, exprimieren die Zellen GFP und kdénnen so durchflusszytometrisch
quantifiziert werden. Eine voriibergehende pharmakologische Hemmung von DNA-PK (DNA-
PK;) und somit das Abschalten des alternativen NHEJ-Reparaturwegs, wurde als Positiv-
Kontrolle flir diesen Test genutzt.

Reprasentative Punktdiagramme sind in Abb. 40 A dargestellt und zeigen einen Riickgang
der GFP-positiven Zellen (griine Population) in Anwesenheit der Rad51-Inhibitoren bzw. des

MRE11-Hemmstoffs.
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Abb. 40 Einfluss der pharmakologischen HR-Inhibitoren auf die Reparatur-Kapazitit der homologen Rekom-
bination. Mittels des HR-Reparatur-Tests wurde die entsprechende Reparatur-Kapazitat eines spezifisch durch
I-Scel induzierten DNA-Doppelstrangbruchs in LN229-Zellen und der Einfluss von HR; auf dessen Reparatur
untersucht. (A) Repréasentative Darstellung der am Durchflusszytometer generierten Punktdiagramme. Aufge-
tragen ist das zu untersuchende GFP-Signal gegen die Autofluoreszenz. Die Teilmenge der GFP-positiven (= via
HR reparierte DSB) Population (griin) wurden mittels eines Gates markiert und in (B) entsprechend der HR-
Hemmung mittels BO2, Mirin und RI-1 quantifiziert dargestellt. Die Analyse wurde 72 h nach der Transfektion
mit |-Scel durchgefiihrt. Die simultane Inkubation mit DNA-PK; (1 uM) diente als Positiv-Kontrolle (Depletion
von DNA-PK, somit voriibergehendes Abschalten des NHEJ-Reparaturweges). Abgebildet sind die auf die Kon-
trolle normalisierten Mittelwerte +/- SD aus drei unabhingigen Experimenten, deren Signifikanz mittels einfak-
torieller ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Siddk berechnet wurde: * p < 0,05; *** p <
0,001; ****p < 0,0001.
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Die entsprechende Quantifizierung (Abb. 40 B) dieser Population 72 h nach Induktion des
DSB, bestatigte die signifikante Verminderung der HR-Reparatur-Kapazitat in Anwesenheit
der Inhibitoren. Die Wirksamkeit der Hemmstoffe im untersuchten Zellsystem konnte zuver-

|assig verifiziert werden.

3.2.4. Der durch CCNU und die Hemmung der HR vermittelte Effekt auf die
DNA-Replikation

Um zu Uberpriifen, ob die O°CIG-vermittelten ICLs tatsichlich in der Lage sind, das Fort-
schreiten der Replikationsgabel zu verhindern und somit einen Einfluss auf die Synthesepha-
se erreichen, wurde zunachst mittels Zellzyklusanalysen untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abb. 41 dargestellt. Die Untersuchung zum friihen Zeitpunkt (6 h nach Behandlung, linke
Spalte) zeigte in keiner der untersuchten Zelllinie (Abb. 41 A: LN229, C: LN308, E: US7MG)
einen signifikanten Unterschied der Zellzyklusphasen nach der Behandlung mit CCNU
(30 uM) und/ oder der Inhibitoren (B02: 10 uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM).

Vielmehr zeigten sie ein gewohnliches Zellzyklusprofil: LN229-Zellen befanden sich, unbeein-
flusst durch die Behandlung, im Mittel zu ca. 54 % in der G1-, zu ca. 14 % in der S- und etwa
30 % in der G2-Phase. Ein sehr geringer Anteil (ca. 2 %) zeigte ein fragmentiertes DNA-Profil
(SubG1). Ahnlich verhielt es sich fiir die LN308- (Abb. 41 C) und U87MG-Zellen (Abb.41 E).
Etwa 57-69 % bildeten die G1-Franktion, 16 % (LN308) bzw. 10 % (U87MG) befanden sich in
der S-Phase, 26 % (LN308) bzw. 21 % in der G2-Phase des Zellzyklus. Dies dnderte sich jedoch
bei Betrachtung der Zellzyklusverteilung 16 h nach Behandlung (rechte Spalte). Durchgangig
fir alle untersuchten Zellen (Abb. 41 B: LN229, D: LN308, F: U87MG) war im Vergleich zur
jeweiligen unbehandelten Kontrolle (Kon) nach CCNU-Behandlung eine signifikante Ver-
schiebung der G1-Phase hin zur G2-Phase zu erkennen. Die G1-Population verringerte, die
Gesamtpopulation der G2-Phase erhohte sich. Im Speziellen halbierte sich in etwa die G1-
Population der LN229-Zellen (Abb. 41 B) von 64 % auf 33 % nach CCNU-Behandlung, die der
LN308-Zellen (Abb. 41 D) von 60 % auf 38 % und die der U87-Zellen (Abb. 41 E) von 70 % auf
40 %. Die Anteile der G2-Phase-Zellen stiegen entsprechend von 30 % auf 48 % (LN229-
Zellen), von 23 % auf 40 % (LN308-Zellen) und von 22 % auf 42 % (U87-Zellen).
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Abb. 41 Einfluss der CCNU-Behandlung und/ oder HR-Inhibition auf die Zellzyklusverteilung der LN229-,
LN308- und U87MG-Zellen. Mittels PI-Farbung wurde die Zellzyklusverteilung in fixierten Glioblastomzellen 6 h
(linke Spalte) und 16 h (rechte Spalte) nach Behandlung mit 30 uM CCNU und/ oder HR; (B02: 10 uM, Mirin: 25
UM, RI-1: 20 uM) durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Zellzyklusphasen +/-
SD aus drei unabhédngigen Experimenten mit LN229- (A und B), LN308- (C und D) und U87MG-Zellen (E und F).
Signifikanzanalyse zwischen den Zellzyklusphasen der Kon (Kontrolle) und CCNU (*), sowie CCNU und Kombina-
tionsbehandlungen (*) mittels ANOVA und Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p <0,001.
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Auch die jeweiligen Anteile an S-Phase-Zellen nahmen signifikant zu (LN229: von 11 % auf
19 %; LN308: von 15 % auf 21 %; U87MG: von 8 % auf 16 %).

Ahnliches war auch nach den Kombinationsbehandlungen zu beobachten, wobei der Effekt
keinen signifikanten Unterschied zur Verteilung der CCNU-Einzelbehandlung zeigte. Eine
Ausnahme stellte jedoch die CCNU-Mirin-Kombinationsbehandlung der U87MG-Zellen dar.
Im Vergleich zur CCNU-Einzelbehandlung verringerte sich der Anteil der G1-Franktion (von
40 % auf 26 %) signifikant, die Population-Anteil der S-Phase-Zellen stieg um 4 %. Die Ten-
denz, dass die G2-Phasen-Fraktion entsprechend anstieg, wurde beobachtet, zeigte jedoch
keinen signifikanten Unterschied. Zusammengefasst zeigte weder die CCNU-Einzel-, noch die
Kombinationsbehandlung mit den HR-Inhibitoren einen Zellzykluseffekt auf die untersuchten
Glioblastomzellen zu einem friihen Zeitpunkt (6 h). Auch 16 h nach der Behandlung mit
CCNU und/ oder den HR-Hemmstoffen war kein signifikanter Anstieg in der SubG1-
Population erkennbar, wobei die Zellen nach CCNU-Behandlung aus der G1-Phase auslaufen
und nach Durchschreiten der S-Phase in der folgenden G2-Phase arretieren. Dieser Effekt
scheint in U87MG-Zellen durch die Kombination mit Mirin steigerbar.

Im weiteren Verlauf wurde auf Einzelzellebene der Einbau des Thymidinanalogons EdU in die
DNA nach CCNU-Behandlung und/ oder HR-Inhibition untersucht. Die Ergebnisse dieser fluo-
reszenzmikroskopischen Untersuchung sind in Abb. 42 dargestellt.

Die Teilabb. 42 A zeigt reprasentative, konfokale Aufnahmen der LN229-Zellen 16 h nach der
Behandlung mit CCNU (30 uM) und/ oder der HR-Inhibitoren (B02: 10 uM, Mirin: 25 uM, RI-
1: 20 uM). Zellen, die EdU wahrend der Replikation in die DNA eingebaut haben, erscheinen
grin, die Zellkerne blau. Die Quantifizierung 6 h nach der Behandlung (Abb. 42 B) ergab im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kon) weder fiir die CCNU- und HR; —Einzel-, noch fir
die Kombinationsbehandlungen einen signifikanten Unterschied. Eine signifikante Reduktion
des EdU-Signals, demnach auch ein verminderter EdU-Einbau und eine reduzierte Synthese-
geschwindigkeit, war erst 16 h nach der CCNU-Behandlung zu beobachten. Die mittlere EAU-
Intensitat der mit CCNU behandelten Zellen verringerte sich im Vergleich zur Kontrolle um
32 %. Zusatzlich gesteigert, ndmlich um weitere 18 bzw. 15 %, wurde dieser proliferationsin-
hibierende Effekt, indem CCNU zum einen mit BO2 oder zum anderen mit Mirin kombiniert
wurde. Durch die RI-1-Kombination wurde keine zuséatzliche, signifikante Beeintrachtigung

der DNA-Synthese nach CCNU-Behandlung festgestellt.
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Abb. 42 Einfluss der CCNU-Behandlung und/ oder HR-Inhibition auf die DNA-Synthese und Proliferation.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des EdU-Einbaus in LN229-Zellen nach CCNU-Behandlung (30 uM,
1 h) und/ oder HR; (B02: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM). (A) Représentative konfokale fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahmen 16 h nach Behandlung: griin=EdU-Einbau, blau=Kernfarbung mit To-Pro-3. Quantifizierung
der mittleren EdU-Intensitdten 6 h (B) und 16 h (C) nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM
aus drei unabhédngigen Experimenten, deren Signifikanz mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-
Mehrfachvergleichstest nach Sidak berechnet wurde: ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001, ns=nicht signi-
fikant.

Zusammengefasst zeigt die Behandlung mit CCNU nach 16 h einen proliferationshemmen-
den Effekt, ebenso wie die Inhibitoren selbst, wobei dieser Einfluss auf die DNA-Synthese
durch die Kombinationen CCNU+B02 und CCNU+Mirin noch weiter gesteigert wird.

Um nun diese Replikationshemmung genauer zu untersuchen, wurde die Struktur der neu
synthetisierten DNA mittels des sog. DNA-Fiber-Tests analysiert. Hierbei wurden verschiede-
ne Thymidinanaloga in die DNA inkooperiert und anschlieSend visualisiert. Beispiele der ver-
schiedenen DNA-Fiber-Strukturen nebst Definition sind in Abb. 43 A dargestellt. Die Vertei-
lung dieser Fiber-Strukturen wurde 6 h (Abb. 43 B) und 16 h (Abb. 43 C) nach Behandlung mit
CCNU (30 uM) und/ oder der HR-Inhibitoren (B02: 10 uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 puM) in

LN229-Zellen untersucht.
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Abb. 43 Mechanistische Untersuchung der Replikationshemmung. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der
LN229-Zellen nach Behandlung mit CCNU (30 uM, 1 h) und/ oder HR; (B02: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM).
Mittels DNA-Fiber-Test wurde die Strukturen der replizierten DNA 6 bzw. 16 h nach Behandlung untersucht. (A)
Schematische Prasentation gefarbter DNA-Fiber und reprasentative Aufnahmen der entsprechenden Fiber-
Struktur. Die mittlere prozentuale Verteilung dieser Strukturen aus drei unabhangigen Experimenten ist in (B)
6 h und in (C) 16 h nach der Behandlung dargestellt. Kon=unbehandelte Kontrolle.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kon) zeigten die Behandlungen bereits 6 h da-
nach (Abb. 43 B) einen deutlichen Anstieg in der Haufigkeit der blockierten Replikationsga-
beln (roter Anteil der Balken). Dieser Effekt war 16 h nach der Behandlung (Abb. 43 C) noch
ausgepragter. Auch die Inhibitoren selbst beeinflussten die fortlaufende Replikation, was
durch die Applikation von CCNU weiter verstarkt wurde. Interessanterweise scheint die
Hemmung von Rad51 durch RI-1 den CCNU-induzierten Replikationsblock aufzuheben. Zu-
sammengefasst zeigen die Daten, dass die CCNU-induzierten DNA-Ldsionen- sehr wahr-
scheinlich ICLs- die Replikation lediglich moderat beeinflussen, die Hemmstoffe B02 und

Mirin, nicht aber RI-1, den replikationsinhibierenden Effekt des CCNU verstarken.
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3.2.5. Inhibition der homologen Rekombination erhoht den CCNU-induzierten
Replikationsstress

Das Blockieren der Replikation wahrend der S-Phase kann schwerwiegenden Folgeschaden
einer Zelle initiieren. Das Zusammenbrechen der Replikationsgabel und die daraus resultie-
rende genomische Instabilitat ist lediglich nur ein Beispiel dafiir. Eines der Schliisselfaktoren
in der Schadensantwort und demnach auch ein Marker fiir replikativen Stress, ist das Repli-
cation protein A (RPA), welches an einzel-strangige DNA (engl. single-stranded DNA, ssDNA)
bindet. In Immunfluoreszenzanalysen wurde die Ausbildung sog. RPA-Foci in den Glio-
blastomzelllinien LN229, LN308 und U87MG nach der Behandlung mit CCNU (30 uM)
und/ oder der HRR-Inhibitoren (B02: 10 uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM) zeitabhangig unter-
sucht. Reprasentative Fluoreszenzmikroskopaufnahmen (24 h nach Behandlung) sind in
Abb. 44 fur LN229- (Abb. 44 A), LN308- (Abb. 44 C) und U87MG-Zellen (Abb. 44 E) gezeigt.
Die RPA-Foci sind griin, der Zellkern blau dargestellt. Bereits 24 h nach der CCNU-
Behandlung wurden in LN229-Zellen (Abb. 44 B, hellgraue Balken) im Mittel 43 RPA-Foci pro
Zelle markiert. Wurde CCNU mit den HR-Hemmstoffen kombiniert, zeigte sich ein vergleich-
bares Bild. Im Mittel wurden 48, 46 und 49 Foci pro Zelle in Kombination mit B02, Mirin und
RI-1 nachgewiesen. Letztere persistierten tber die Zeit (72 h nach Behandlung, dunkelgraue
Balken), wahrend sich die Anzahl der durch CCNU-Einzelbehandlung-induzierten RPA-Foci
signifikant verringerte. Ein vergleichbares Ergebnis lieferte auch die Untersuchung der
LN308- (Abb. 44 D) und U87MG-Zellen (Abb. 44 E). Initial (24 h nach CCNU-Behandlung, hell-
graue Balken) wurden in LN308-Zellen im Mittel 44 RPA-Foci pro Zelle ausgebildet. In Kom-
bination mit den Rad51-Inhibitoren B02 und RI-1 stieg die Anzahl der Foci (52 und 63
Foci/ Zelle) weiter an, wahrend die Hemmung von MRE11 die CCNU-induzierten RPA-Foci
(36 Foci/ Zelle) kaum beeinflusste. Die Analyse 72 h nach der Behandlung (dunkelgraue Bal-
ken) zeigte auch in den LN308-Zellen eine signifikante Reduktion der CCNU-induzierten RPA-
Foci. Lediglich 3 Foci pro Zelle waren detektierbar. Die Inhibitoren B02 und Mirin verhinder-
ten auch in diesem Zellsystem nachweislich den Abbau der Foci und damit wahrscheinlich
die Reparatur der ssDNA. Dies konnte in diesem Fall durch RI-1 nicht bestatigt werden. Die
analoge Untersuchung der U87MG-Zellen lieferte ein weniger aussagekraftiges Ergebnis.
Zwar wurden initial RPA-Foci 24 h nach der Behandlung (hellgraue Balken) induziert, aber im
Vergleich zu den bereits untersuchten Zelllinien in abgeschwachter Form (zwischen 11-30

Foci/ Zelle). Auch war kein signifikanter Unterschied tber die Zeit erkennbar. Kontrar zu den
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bisherigen Ergebnissen stieg die Anzahl der CCNU-induzierten RPA-Foci durch die Kombina-
tion mit BO2 zum spater untersuchten Zeitpunkt (72 h, dunkelgraue Balken) signifikant an.
Zusammengefasst zeigen die Daten dennoch, dass durch die CCNU-Behandlung RPA-

induzierende Lasionen gebildet werden, die HRR-Inhibitoren, besonders B02, jedoch die Re-

paratur dieser verlangsamen bzw. verhindern.
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Abb. 44 Einfluss der HR-Inhibition auf die Reparatur-Kinetik der CCNU-induzierten RPA2-Foci. Reprasentative
konfokale Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen der LN229- (A), LN308- (C) und U87MG-Zellen (E) 24 h nach der
Behandlung mit CCNU (30 uM, 1 h) und/ oder HR; (B02: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM): griin=RPA2-Foci,
blau=Kernfarbung mit To-Pro-3. Die entsprechend induzierten RPA2-Foci/ Zelle 24 h (hellgrau) und 72 h (dun-
kelgrau) nach Behandlung sind rechts quantifiziert: (B) LN229-, (D) LN308- und (F) U87MG-Zellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhéngigen Experimenten, deren Signifikanz mittels ungepaartem t-Test
berechnet wurde: * p <0,05; ** p <0,01; ns=nicht signifikant.
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3.2.6. Einfluss der HRR-Inhibition auf die Reparatur-Kinetik der CCNU-induzierten
DSBs

Wie bereits erwahnt, kénnen unreparierte ICLs u.a. Gber das Blockieren der Replikationsga-
beln zu DSBs fuhren. Eine seit Jahren etablierte Methode zum Nachweis von DSBs ist die
Detektion von yH2AX-Foci. Um die Entstehung von CCNU-induzierten DSBs und den Einfluss
der HRR-Inhibitoren auf die Reparatur dieser zu analysieren, wurde die Induktion von
YH2AX-Foci immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Hierzu wurden LN229-Zellen nach
der Behandlung mit CCNU (30 uM) und/ oder der HRR-Inhibitoren (B02: 10 uM, Mirin: 25
UM, RI-1: 20 uM) nach 6 bzw. 16 h fixiert und spezifisch gefarbt. Reprasentative fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen sind in Abb 45 A (6 h) und Abb. 45 B (16 h) gezeigt. Die spe-
zifischen yH2AX-Foci sind rot, die DNA der Zellkerne mittels DAPI blau dargestellt.
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Abb. 45 Einfluss der HR-Inhibition auf die Reparatur-Kinetik der CCNU-induzierten DSB in LN229-Zellen. Re-
prasentative Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen der LN229-Zellen 6 h (A) und 16 h (B) nach der Behandlung mit
CCNU (30 uM, 1 h) und/ oder HR; (B02: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM): rot=yH2AX-Foci, blau=Kernfarbung
mit DAPI. Die entsprechende Quantifizierung 6 h (hellgrau) und 16 h (dunkelgrau) ist in (C) gezeigt. Induziert
dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhingigen Experimenten, deren Signifikanz mittels unge-
paartem t-Test berechnet wurde: * p < 0,05, ns=nicht signifikant.
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Bereits 6 h nach der Behandlung waren einige wenige CCNU-induzierte yH2AX-Foci
(7 Foci/ Zelle) nachweisbar (Abb. 45 C, hellgraue Balken), signifikant mehr Foci waren in
Kombination mit dem MRE11-Inhibitior (21 Foci/ Zelle) zu beobachten. Die simultane Hem-
mung von RAD51 mittels BO2 oder RI-1 zeigte zwar eine zunehmende Tendenz in der Anzahl
der CCNU-induzierten DSBs (jeweils ca. 20 Foci/ Zelle), war jedoch nicht signifikant unter-
schiedlich. Im Gegensatz dazu, zeigte die Quantifizierung 16 h nach der Behandlung (dunkel-
graue Balken) eine deutliche Erhéhung der CCNU-induzierten yH2AX-Foci (von 7 auf 27
Foci/ Zelle), was auch in Anwesenheit der Hemmstoffe weiter gesteigert wurde. In Kombina-
tion mit den RAD51-Inhibitoren erhohte sich die Anzahl der nachgewiesenen DSBs auf 53
bzw 48 Foci/ Zelle (B0O2 bzw. RI-1), im Fall der MRE11-Hemmung mittels Mirin auf 62
Foci/ Zelle. Zusammengefasst zeigen die Daten, dass zum einen schon zu einem friihen Zeit-
punkt, ndmlich bereits nach 6 h CCNU-induzierte DSBs entstehen und (iber die Zeit zuneh-
men. Zum anderen unterstlitzen diese Ergebnisse auch die Annahme, dass die CCNU-
induzierten ICLs, die bereits nachgewiesener Weise zu blockierten Replikationsgabeln fiih-
ren, vor allem in Anwesenheit der HRR-Hemmstoffe, zu DSBs akkumulieren.

Um die Reparatur-Kinetik der CCNU-induzierten DSBs und den Einfluss der RAD51- bzw.
MRE11-Inhibition auf die DSBR zu Uberpriifen, wurden vergleichbare Experimente durchge-
fihrt. Die Induktion der yH2AX-Foci wurde hierbei 24-72 h nach der Behandlung (CCNU: 30
UM, BO2: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM) in verschieden Glioblastomzellen untersucht.
Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sind in Abb. 46 A (72 h) gezeigt. Die
spezifischen yH2AX-Foci sind griin, die DNA der Zellkerne mittels DAPI blau dargestellt. Im
Vergleich zum bereits beschriebenen 16 h-Wert stieg die Anzahl der CCNU-induzierten DSBs
in LN229-Zellen 24 h nach Behandlung weiter an (Abb. 46 B, hellgraue Balken). Im Mittel
wurden durch die CCNU-Behandlung 61 Foci pro Zelle induziert, auch die Kombinationsbe-
handlungen mit den HRR-Hemmstoffen fiihrten zur Ausbildung einer vergleichbaren Anzahl
an DSBs (je 61 Foci/ Zelle nach B02 bzw. Mirin; 52 Foci/ Zelle nach RI-1). Die Analyse nach
72 h (dunkelgraue Balken) lasst darauf schliefen, dass die CCNU-induzierten DSBs repariert
wurden. Die Anzahl der yH2AX-Foci reduzierte sich im Vergleich zum 24 h-Wert signifikant
um etwa 50 %. Eine analoge Verminderung der DSBs nach Kombination von CCNU und den
HRR-Hemmstoffen war nicht zu beobachten. Auch nach 72 h waren in Kombination mit den
RAD51-Inhibitoren B02 und RI-1 75 bzw. 57 Foci/ Zelle, nach Hemmung von MRE11 mittels
Mirin 63 Foci/ Zelle detektierbar.
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Abb. 46 Einfluss der HR-Inhibition auf die Reparatur-Kinetik der CCNU-induzierten DSB. Reprasentative Fluo-
reszenzmikroskop-Aufnahmen der Glioblastomzellen 72 h nach der Behandlung mit CCNU (30 uM, 1 h)
und/ oder HR; (B02: 10uM, Mirin: 25 pM, RI-1: 20 uM): griin=yH2AX-Foci, blau=Kernfiarbung mit DAPI (A). Die
entsprechende Quantifizierung nach Behandlung (24 h: hellgrau; 72 h: dunkelgrau) ist in (B) fir LN229-, in (D)
fur LN308- und in (E) fur U87MG-Zellen gezeigt. Induziert dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus drei
unabhangigen Experimenten, deren Signifikanz mittels ungepaartem t-Test berechnet wurde: * p <0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001. (C) Kinetik der CCNU-induzierten Phosphorylierung des H2AX-Proteins
(Ser 139) in LN229-Zellen nach analoger Behandlung. Gesamtzellextrakten wurden 24, 48 und 72 h nach Be-
handlung hergestellt und mittels Westernblot analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Um dies zu verifizieren, wurden analog zu den Immunfluoreszenzanalysen Immunoblots aus
Gesamtzell-Extrakten angefertigt. Wie in Abb. 46 C dargestellt, zeigte sich ein vergleichbarer
Verlauf auch auf Proteinebene. Das yH2AX-Protein wurde bereits 24 h nach der CCNU-
Behandlung induziert. Nach 48 h schien die Reparatur einzusetzen, das Proteinsignal wurde
schwacher. In Kombination mit der HRR-Hemmstoffen war dieses jedoch noch eindeutig
detektierbar. Weitere 24 h spater war lediglich in der CCNU+B02-Probe ein klares Signal
nachweisbar, wahrend die Kombination mit Mirin und RI-1 nur noch ein sehr schwache,
kaum detektierbare Proteininduktion zeigte.

Die Immunfluoreszenzanalysen der CCNU-induzierten yH2AX-Foci der LN308- und U87MG-
Zellen lieferten ein vergleichbares Ergebnis. In LN308-Zellen (Abb. 46 D) wurden durch CCNU
nach 24 h (hellgraue Balken) im Mittel 48 yH2AX-Foci pro Zelle, in Kombination mit den HRR-
Hemmstoffen B02, Mirin und RI-1 37, 49 bzw. 30 Foci pro Zelle induziert. Die durch CCNU-
Einzelbehandlung erzeugten DSBs wurden (iber die Zeit (nach 72 h, dunkelgraue Balken) fast
restlos repariert. Ebenfalls signifikant persitierten auch in diesem Zellsystem die CCNU-
induzierten DSB nach Hemmung der HRR. Die Untersuchung der U87MG-Zellen (Abb. 46 E)
vervollstandigten das bereits vertraute Bild: Die nach 24 h durch CCNU-induzierten yH2AX-
Foci (10 Foci/ Zelle, hellgraue Balken) wurden repariert (72 h: Foci/ Zelle, dunkelgraue Bal-
ken), wahrend die Prasenz der HRR-Hemmstoffe die Reparatur signifikant verhinderte. Zu-
sammenfassend zeigen alle untersuchten Zelllinien eine deutliche durch CCNU-vermittelte
Entstehung von DSBs, die jedoch in Anwesenheit der HRR-Hemmstoffe B02, Mirin und RI-1

nicht bzw. sehr verlangsamt repariert werden.
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3.2.7. Die Hemmung von RAD51 und MRE11 fihrt zu Chromosomenaberationen

Werden DSBs nicht bzw. nicht fehlerfrei repariert, kann dies zu genomischer Instabilitat flih-
ren. Auch Mutagene, z. B. CCNU, konnen klastogenes Potential aufweisen. Um den Einfluss
der pharmakologischen Hemmung der HRR auf die CCNU-induzierte Klastogenitat zu liber-
prifen, wurden die Metaphasen der LN229-, LN308- und U87MG-Zellen nach CCNU-
Behandlung (30 uM) und/ oder HRR-Inhibition (B02: 10 uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM) un-
tersucht. Die Glioblastomzelllinien differieren in ihrem Karyotyp: LN229- und LN308-Zellen
sind hypertriploid (ca. 82 und 75 Chromosomen), wahrend U87MG-Zellen ein diploides Ka-
ryogramm aufweisen. Nach Behandlung zeigten nahezu alle untersuchten Zellen einen
aneuploiden Karyotypen, wobei sich die Chromosomenanzahl zwischen 44 und 47 pro Me-
taphase bewegte. Die zelllinienspezifischen Unterschiede nebst reprasentativer Lichtmikro-
skopaufnahme nach CCNU-B02-Kombinationsbehandlung sind in Abb.47 fir LN229-
(Abb. 47 A), LN308- (Abb. 47 B) und U87MG-Zellen (Abb. 47 C) dargestellt. Die roten Pfeile
verweisen auf die strukturellen Veranderungen der Metaphase-Chromosomen, wobei hier
im Speziellen auf Chromosomenbriiche, Translokationen und Komplexbildungen geachtet
wurde. Neben der Bestatigung, dass CCNU in allen untersuchten Zelllinien ein signifikant
erhohtes Klastogenitatspotential aufweist, zeigen die Daten, dass dies durch Kombination
mit den RAD51-Hemmstoffen B02 und RI-1 deutlich gesteigert werden kann. Ein signifikan-
tes Ansteigen der Aberrationen in Kombination mit Mirin war lediglich in LN308-Zellen
(Abb. 47 B) zu beobachten.

Im Vergleich der Ziellinien untereinander, reagierten LN229-Zellen am sensitivsten auf die
RAD51-Inhibition, wobei hier im Besonderen nach der Behandlung von CCNU und BO02 viele
Metaphase-Chromosomen komplexen Re-Arrangements (mehr als 50 %) aufwiesen. Zu-
sammengefasst beweisen die Daten den klastogene CCNU-Effekt, welcher durch HRR-

Inhibition potenziert wird.
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Abb. 47 Einfluss der HR-Inhibition auf die CCNU-induzierten Chromosomenbriiche. Dargestellt ist die Haufig-
keit der Chromosomenaberration (CA)/ Metaphase in LN229- (A), LN308- (B) und U87MG-Zellen (C) nach
CCNU-Behandlung (15 uM, 1 h) und/ oder HR-Inhibition (B02: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM). Abgebildet ist
der Mittelwerte +/- SD aus drei unabhingigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA
und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns=nicht
signifikant. Rechts: Reprasentative Aufnahmen der Metaphasen mit CA (rote Pfeile) nach Behandlung mit CCNU
und BO2.
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3.2.8. Die Inhibition von RAD51 und MRE11 verringert das klonogen Uberleben und
verbessert die CCNU-induzierte Zytotoxizitat

3.2.8.1. Einfluss der HRR-Hemmung auf das reproduktive Zelliberleben

Um abschlieRend auch den Phanotyp und den Einfluss der RAD51- bzw. MRE11-Inhibition
auf das klonogene Uberleben zu untersuchen, wurden Koloniebildungstests durchgefiihrt.
Hierzu wurden Glioblastomzellen mit CCNU (10 uM, 1 h) und/ oder den HRR-Inhibitoren
(B02: 2,5 uM; Mirin: 12,5 uM und RI-1: 5 pM) behandelt. Das mittlere Uberleben wurde auf
die unbehandelte Kontrolle (Kon) normalisiert und ist in Abb. 48 fiir LN229- (Abb. 48 A),
LN308- (Abb. 48 B) und U87MG-Zellen (Abb. 48 C) dargestellt.

A == .ccNu EEE ;CccNU B == .ccnu EEE ;ccNU C =

B b 1201
120 K e FEEE KL KR 120

1004 l—‘ LT 100 l—‘ L 100+ l—‘ .............. NSNS

-CCNU Emm +CcCcNU

80 80 80

60 60 60

404 : 40 407
20 : : 20 5 20
1HM e i il WA |

T T T T

Kon BO02 Mirin RI-1 Kon BO02 Mirin RI-1 Kon BO2 Mirin RI-1

Uberleben (%)
Uberleben (%)
Uberleben (%)

Abb. 48 Einfluss von CCNU und HR-Inhibition auf die Uberlebensraten von Glioblastomzellen. Dargestellt sind
die mittels Koloniebildungstest ermittelten Uberlebensraten nach Behandlung mit CCNU (10 uM, 1 h) und/
oder HR-Inhibitoren (B02: 2,5 uM, Mirin: 12,5 uM, RI-1: 5 uM). Das Uberleben wurde auf die unbehandelte
Kontrolle (Kon) normalisiert und ist in (A) fir LN229-, in (B) fir LN308- und in (C) fir U87MG-Zellen quantifi-
ziert. Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhdngigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels
einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p<0,05, ** p<0,01;
*** p <0,001, **** p <£0,0001, ns=nicht signifikant.

In LN229-Zellen (Abb. 48 A) verringerte CCNU die mittlere Uberlebensrate signifikant um
26 %, wahrend in LN308-Zellen (Abb. 48 B) lediglich eine Tendenz eines reduzierten Uberle-
bens beobachtet wurde und anndhernd die Halfte aller U87MG-Zellen (Abb. 48 C) ein repro-
duktives Zelliiberleben signifikant einstellte. Die Inhibitoren B0O2 und RI-1 zeigten bereits
durch die Hemmung von RAD51 einen zelllinienspezifischen Effekt, der in LN229- und LN308-
Zellen moderat toxisch war (84 und 79 % bzw. 77 und 81 % Uberleben) und in U87MG-Zellen
mit 58 bzw. 31 % einen reproduktionshemmenden Einfluss hatte. Mirin erschien in allen un-

tersuchten Zellsystemen subtoxisch (zw. 99-73 % Uberleben). Wurde hingegen CCNU mit
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den jeweiligen Hemmstoffen kombiniert, sanken die mittleren Uberlebensraten drastisch. In
LN229-Zellen liberlebten nach Kombination mit BO2 und RI-1 lediglich 9 bzw. 11 %, in LN308-
Zellen 11 bzw. 32 %. Dieser signifikante Effekt wurde auch in Ko-Behandlung mit RI-1 fur
U87MG-Zellen (5 % Uberleben) nachgewiesen. Die Inhibition von MRE11 durch Mirin hatte
lediglich in LN229-Zellen einen klaren Effekt auf die CCNU-verminderte Uberlebensrate. Hier
Uberleben noch 52 % der Zellen, wahrend LN308- und U87MG-Zellen noch 59 bzw 33 %
klonogenes Uberleben aufwiesen. Dies zeigte zwar eine dhnliche Tendenz, ist jedoch im Ver-
gleich zu der CCNU-induzierten Toxizitat nicht signifikant unterschiedlich. Ahnliche Ergebnis-
se lieferten auch die Kombinationsbehandlungen von TMZ und den HRR-Hemmstoffen
(Abb. 57). Sowohl in LN229-, LN308- als auch U87MG-Zellen hatte TMZ einen signifikant re-
duzierenden Einfluss auf die mittleren Uberlebensraten, die in Kombination mit einer
RAD51-Hemmung durch B0O2 bzw. RI-1 weiter deutlich sanken. Die MRE11-Hemmung zeigte
eine analoge Tendenz, war allerdings im Vergleich zur TMZ-induzierten Reduktion des Uber-
lebens nicht gesichert unterschiedlich. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse ein signifi-
kant reduziertes Uberleben nach CCNU/ TMZ-HR-Behandlung, wobei die konsistentesten
Ergebnisse fiir einen gesteigerten reproduktiven Zelltod in Kombination mit RI-1 erreicht

wurden.

3.2.8.2. Einfluss der HRR-Hemmung auf die CCNU-vermittelte Sensitivitat

In Anlehnung an die Koloniebildungstests wurde auch der Einfluss der RAD51- und MRE11-
Hemmung auf den CCNU-induzierten Zelltod untersucht. Hierzu wurden LN229-, LN308- und
U87MG-Zellen mit CCNU (15 uM, 1 h) und/ oder den HRR-Inhibitoren (B02: 10 uM; Mirin:
25 uM und RI-1: 20 uM) behandelt und deren Sensitivitdat nach 120 h (LN229-Zellen) oder
144 h (LN308- und U87MG-Zellen) durchflusszytometrisch analysiert. Die mittleren induzier-
ten Zelltodraten, dargestellt als die Summe aus Apoptose und Nekrose, sind in Abb. 49 ge-
zeigt. Der Vergleich der untersuchten Zelllinien untereinander visualisiert, dass LN229-Zellen
(Abb. 49 A) und LN308-Zellen (Abb. 49 B) dahnlich auf CCNU ansprechen. Insgesamt starben 5
bzw. 4,3 % nach CCNU-Einzelbehandlung. Die U87MG-Zellen (Abb. 49 C) waren mit einer
induzierten Zelltodrate von 2 % resistenter. Wurde die CCNU-Behandlung jedoch mit den
HRR-Inhibitoren kombiniert, zeigte sich ebenfalls ein vergleichbares Ergebnis: In Kombinati-

on mit den RAD51-Hemmstoffen B02 und RI-1 erhéhten sich die Zelltodraten signifikant auf
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35 % (U87MG-Zellen) sowie 42 und 40 % (LN229- und LN308-Zellen) bzw. je 36 % (LN229-
und LN308-Zellen). U87MG-Zellen schienen in Kombination mit RI-1 zwar besser auf die
CCNU-Behandlung anzusprechen (13,4 % Zelltod), der Unterschied zwischen Einzel- und
Kombinationsbehandlung war jedoch statistisch nicht gesichert. Ahnlich verhielt es sich auch
fir die Kombination mit dem MRE11-Hemmstoff Mirin. Die U87MG-Zellen zeigten lediglich
eine leichte Tendenz im Anstieg des Zelltodes. LN229- und LN308-Zellen wiesen im Gegen-
satz dazu eine deutliche Sensitivierung von 23 bzw. 35 % auf. Im Vergleich der Hemmstoffe
untereinander scheinen die RAD51-Inhibitoren, innerhalb der hier untersuchten, kommerzi-
ellen Glioblastomzelllinien, die Potenteren zu sein. Die Untersuchung der in Mainz etablieren
Patientenlinien MZ160-, MZ219- und MZ227-Zellen (Abb. 59) zeigten ebenfalls diese Ten-
denz, wobei im Speziellen die MZ160-Zellen deutlich auf die Kombination mit BO2 anspre-
chen. Die Untersuchung von LN229-Zellen, die das Schliisselprotein der HRR, RAD51, stabil
herunterregulieren, zeigte zwar im Vergleich zur Kontrolltransfektanten als auch den paren-
talen LN229-Zellen eine weitaus deutlichere Sensitivitat gegentiber CCNU, aber ein geringe-
res Ansprechen verglichen zur pharmakologischen Inhibition von RAD51 mittels BO2 und RI-
1. Zusammengefasst konnte jedoch eindeutig gezeigt werden, dass die HRR-Hemmung einen
deutlich steigernden Effekt auf den CCNU-induzierten Zelltod entfaltet und zusatzlich vor

allem die Apoptosefrequenz, sprich ein sehr kontrolliertes Zellsterben, in Glioblastomzellen

fordert.
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Abb. 49 Einfluss der HR-Inhibition auf den CCNU-induzierten Zelltod in Glioblastomzellen. Mittels Annexin
V/ PI-Farbung wurden Apoptose- (hellgrau) und Nekrosefrequenz (schraffiert) durchflusszytometrisch 120 h
(LN229) bzw. 144 h (LN308 und U87MG) nach der Behandlung mit CCNU (15 uM, 1 h) und/ oder HR-Inhibitoren
(BO2: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 uM) bestimmt. Dargestellt ist der induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose
und Nekrose) flir LN229- (A), LN308- (B) und U87MG-Zellen (C). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei
unabhdngigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-
Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns=nicht signifikant.
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3.2.8.3.  Einfluss der HRR-Inhibition auf die Caspasen-Aktivierung

Die Sensitivitats-Experimente zeigten, dass die HRR-Inhibitoren einen deutlichen Einfluss auf
den CCNU-induzierten Zelltod haben. Im Speziellen erhéhte die Kombinationsbhehandlung
den Anteil der Apoptose, der damit fiir den Untergang der Glioblastomzellen mafigeblich
verantwortlich war. Caspasen zdhlen zu den wichtigsten Enzymen der Apoptose. Daher wur-
de zusatzlich der Einfluss der HRR-Inhibition auf die Caspase-Aktivierung untersucht. Die
Glioblastomzellen wurden mit CCNU (30 uM, 1 h) und/ oder den HRR-Hemmstoffen (BO2:
10 uM; Mirin: 25 uM und RI-1: 20 uM) behandelt, mit einem in situ-Marke gefarbt, fixiert
und durchflusszytometrisch 72 h (fiir LN229-Zellen) bzw. 96 h (fir LN308- und U87MG-
Zellen) nach Behandlung analysiert. Die gemittelten Anteile der Zellpopulationen, die akti-

vierte Caspasen aufweisen, sind in Abb. 50 dargestellt.
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Abb. 50 Einfluss der HR-Inhibition auf die Caspase-Aktivierung in Glioblastomzellen. Aktivierte Caspasen wur-
den mittels eines Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten in situ Markers gefarbt und durchflusszytometrisch analy-
siert. Dargestellt sind die Caspase-aktiven Populationen 72 h (LN229) und 96 h (LN308 und U87MG) nach Be-
handlung mit CCNU (30 uM, 1 h) und/ oder HR-Inhibitoren (B02: 10uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 20 pM) in LN229-
(A), LN308- (B) und U87MG-Zellen (C). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhéngigen Experi-
menten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach
Sidak: * p £ 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns=nicht signifikant.

Der Vergleich der Zelllinien untereinander zeigte, dass die Inhibitoren selbst eine leichte bis
moderate Caspase-Aktivierung bedingen. In LN229-Zellen (Abb. 50 A) bewegte sich die mitt-
lere Aktivierung zwischen 5-8 %, in LN308-Zellen (Abb. 50 B) zwischen 1-13 % und U87MG-
Zellen (Abb. 50 C) reagierten mit einem Anteil von 0,3 bis 11 % aktivierter Caspasen auf die

HRR-Hemmung. Auch die CCNU-Einzelbehandlung scheint lediglich einen sehr moderaten
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Zellanteil zu stimulieren. LN229-Zellen erschienen mit 11 % noch als die sensitivsten, wah-
rend in nur 7 bzw. 3 % der LN308- und U87MG-Zellen der Zelltod via Caspasen aktiviert wird.
Wurde allerdings CCNU mit den HRR-Hemmstoffen kombiniert, stieg die Frequenz der
Caspasen-Aktivierung, analog zum zuvor beschriebenen Anstieg des Zelltods, signifikant an.
Die Kombination der RAD51-Inhibitoren resultierte in LN229-Zellen in der Aktivierung jeder
zweiten Zelle (BO2- und RI-1-Kombination je 51 %), in LN308-Zellen wurden durch CCNU-
B02-Behandlung 45 % und mittels CCNU-RI-1-Behandlung 28 % der Caspasen aktiviert. Im
Vergleich dazu reagierten U87MG-Zellen etwas trage (20 und 7,3 %), wobei hier der Einfluss
auf den MRN-Komplex durch die Hemmung von MRE11 eine eindeutigere Rolle zu spielen
scheint (36 % Caspase-Aktivierung). Verglichen zu den RAD51-Inhibitoren antworteten
LN229-Zellen mit dhnlicher Aktivierungs-Frequenz (46 %) auf die Mirin-Kombination, wah-
rend LN308-Zellen zumindest diese Tendenz bestatigten (25 %). Zusammengefasst reagieren
die untersuchten Glioblastomzellen vor allem in Kombination mit den HRR-Hemmstoffen mit
einer sehr ausgepragten Caspasen-Aktivierung auf die CCNU-Behandlung. Dies korreliert mit

den zuvor beschriebenen Sensitivitatsdaten.

3.2.9. RI-1 verbessert den durch CCNU-induzierten therapeutischen Effekt in vivo

Um abschlieBend den therapeutischen Einfluss der HRR-Inhibition auf den CCNU-Effekt zu
untersuchen, wurden humane Tumor-Xenograft-Modelle genutzt. In athymische BALB/c
Nacktmaduse wurden zum einen U87MG-Zellen (Abb.51), zum anderen LN229-Zellen
(Abb. 52) subkutan injiziert und das Tumorwachstum beobachtet. Aufgrund der geringeren
in vitro-Toxizitat und der damit einhergehenden besseren Vertraglichkeit, wurden fir die in
vivo-Experimente zur Hemmung der HRR der RAD51-Inhibitor RI-1 eingesetzt. Hatten die
Tumore ein definiertes Ausgangsvolumen erreicht, begann die Therapie. Verglichen wurde
das mittlere Tumorgesamtvolumen folgender Behandlungsgruppen: 1) Die Kontrollgruppe
(Kon, schwarz), 2) die CCNU-Gruppe (rot), 3) die RI-1-Gruppe (grau) und 4) die CCNU/ RI-1-
Gruppe (griin). Tiere des U87MG-Xenografts wurden lber einen Behandlungszeitraum von
27 Tagen (Abb.51), Tiere des LN229-Xenografts Uber einen Zeitraum von 151 Tagen
(Abb. 52), beobachtet. Reprasentative Aufnahmen der U87MG-Xenograft-Tiere am 17. Be-

handlungstag sind in Abb. 51 A dargestellt und zeigten bereits einen eindrucksvollen Effekt
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der Kombinationsbehandlung. Die genaue Quantifizierung des Tumorwachstums der einzel-
nen Behandlungsgruppen lber den gesamten Therapiezeitraum ist in Abb. 51 B gezeigt. Die
Inhibition von RAD51 scheint hierbei das Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrolle nicht zu
beeinflussen. Die Behandlung mit CCNU hingegen reduzierte die Progression des Tumors,
was durch die Kombinationsbehandlung mit RI-1 noch weiter verstarkt wurde. Die mittlere
TumorgrofRe dieser beiden Gruppen unterschied sich bereits 11 Tage nach Therapiebeginn
signifikant. Des Weiteren wurde auch die Therapie an und fir sich gut vertragen. Trotz einer
systemischen Applikation wurden keine Verdanderungen des Gesundheitsstatus festgestellt,

auch verursachte die Therapie keine nennenswerte Gewichtsabnahme (Abb. 51 C).
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Abb. 51 Einfluss der Rad51-Inhibition auf das Tumorwachstum in vivo. In U87MG-Xenograft-Experimenten
wurde der Einfluss von CCNU und/ oder RI-1 auf das Tumorwachstum untersucht. U87MG-Tumortragende
BALB/c Nacktmause wurden gruppiert (mind. 5 Tiere/ Gruppe) und einmalig mit CCNU (25 mg/ kg KG; rot), RI-1
(50 mg/ kg KG; grau) oder in Kombination (griin) behandelt. Die Applikation erfolgte intraperitonial, die
Kontrollgruppe (Kon, schwarz) erhielt die entsprechenden Losungsmittel der Therapeutika. (A) Reprasentative
Aufnahmen der unbehandelten (Kon) und behandleten Tiere an Tag 17 nach Therapiebeginn. (B) Relatives
Tumorvolumen als Funktion der Zeit: Angegeben sind die Mittelwerte +/- SEM des Tumorgesamtvolumens
innerhalb der Behandlungsgruppe. Die Volumina wurden auf das jeweilige Anfangsvolumen am Tag der
Behandlung (=Tag 1) relativiert. Der statistische Unterschied zwischen der Wachstumkurve der CCNU- (rot) und
Kombinationsgruppe (griin) wurde mittels des Mann-Whitney-Tests berechnet: * p < 0,05. (C) Relatives Kérper-
gewicht als Funktion der Zeit: Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD des Korpergewichts (KG) innerhalb der
Behandlungsgruppe, das Gewicht wurde bezogen auf Tag 1 relativiert.
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Im Gegenteil, die Kombinationsgruppe zeigte sogar eine leichte Zunahme des Korperge-
wichts im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen. Das Vermogen der RADS51-
Hemmstoffe BO2 und RI-1 auch im murinen System den CCNU-induzieren Zelltod zu verstar-

ken, wurde ebenfalls untersucht und bestatigt (Abb. 60).
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Abb. 52 Einfluss der Rad51-Inhibition auf das Tumorwachstum im LN229-Xenograft-Modell. In LN229-
Xenograft-Experimenten wurde der Einfluss von CCNU und/ oder RI-1 auf das Tumorwachstum untersucht.
U87MG-Tumortragende BALB/c Nacktmé&use wurden gruppiert (mind. 5 Tiere/ Gruppe) und einmalig mit CCNU
(16 mg/ kg KG; rot), RI-1 (50 mg/ kg KG; grau) oder in Kombination (griin) behandelt. Die Applikation erfolgte
intraperitonial, die Kontrollgruppe (Kon, schwarz) erhielt die entsprechenden Lésungsmittel der Therapeutika.
(A) Reprasentative Aufnahmen der unbehandelten (Kon) und behandleten Tiere an Tag 45 nach
Therapiebeginn. (B) Relatives Tumorvolumen als Funktion der Zeit: Angegeben sind die Mittelwerte +/- SEM
des Tumorgesamtvolumens innerhalb der Behandlungsgruppe. Die Volumina wurden auf das jeweilige
Anfangsvolumen am Tag der Behandlung (=Tag 1) relativiert. (C) Relatives Kérpergewicht als Funktion der Zeit:
Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD des Kérpergewichts (KG) innerhalb der Behandlungsgruppe, das
Gewicht wurde bezogen auf Tag 1 relativiert.

Analog zum U87MG-Xenograft erfolgte auch die Behandlung im LN229-Xenograft-Modell.
Reprasentative Aufnahmen der Tiere, hier allerdings 45 Tage nach Therapiestart, sind in
Abb. 52 A dargestellt und zeigen ebenfalls einen deutlichen Effekt der Kombinationsthera-
pie. Auch die Quantifizierung des Tumorvolumens der einzelnen Behandlungsgruppen
(Abb. 52 B) bestatigten dies. Im Vergleich zur Kontrolle hatte die RI-Einzelbehandlung auch

im LN229-Xenograft-Modell keinen Einfluss auf das Tumorwachstum, wahrend sowohl die
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CCNU- als auch die Kombinationsbehandlung die Tumorprogression verlangsamen. Eindeuti-
ger wurde der Unterschied dieser beiden Gruppen allerdings erst ab Tag 73. Hier mussten
die verbleibenden Tiere der CCNU-Gruppe aufgrund ihres Tumorvolumens getétet werden.
Dieses Kriterium wurde von der Kombinationsgruppe erst am 151. Behandlungstag erreicht.
Insgesamt wurde die Therapie auch in diesem Xenograft-Modell gut vertragen, was u.a. die
kaum vorhandenen Gewichtsschwankungen (Abb. 52 C), auch lber diesen langen Zeitraum,
unterstitzen.

Um den Effekt des verlangerten Uberlebens der Kombinationsbehandlung zu visualisieren,
wurden die Ergebnisse des LN229-Xenograft-Modells nochmals in einer Kaplan-Meier-

Uberlebenskurve dargestellt (Abb. 53).
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Abb. 53 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve des LN229-Xenograft-Modells. Aufgetragen ist die Uberlebensrate
(=Tag der Totung, gemaR §8 TierSchuG) als Funktion der Zeit. Gruppierung und Behandlung analog zum be-
schriebenen Xenograft.

Aufgrund des schnelleren Tumorwachstum mussten die Tiere der Kontroll- und RI-1-Gruppe
zu einem im Vergleich friihen Zeitpunkt getotet werden, wahrend sowohl die Tiere der
CCNU- als auch die der Kombinationsgruppe ldanger tiberlebten. Das letzte Tier, welches die
Kombinationstherapie erhielt, wurde 78 Tage nach dem letzten mittels CCNU behandelten
Tieres getotet.

Zusammengefasst zeigen die in vivo-Daten, dass eine systemische Hemmung von RAD51
durch RI-1 im Xenograft-Modell selbst iber einen langen Zeitraum toleriert wird. Ein Tumor-

regressions-Effekt wurde allerdings erst in Kombination mit CCNU beobachtet. Im U87MG-
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Xenograft-Modell war dieser inhibierende Effekt auf das Tumorwachstum bereits nach 11
Behandlungstagen zu beobachten. Im LN229-Xenograft-Modell war eine solche Tendenz der
Tumorregression zu einem spateren Zeitpunkt zu beobachten. Die Uberlebensrate der Kom-

binationsgruppe verdoppelte sich im Vergleich zur CCNU-Einzelbehandlung.
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4. DISKUSSION

Krebs zahlt als lebensbedrohliche Erkrankung zu einer der filhrenden Todesursachen welt-
weit. Obwohl konventionelle Therapien auf einer direkten Entfernung des Tumors und einer
zytotoxischen Chemo- und Radiotherapie basieren, sind diese Ansatze in vielen Fallen nur
begrenzt wirksam. Darliber hinaus sind aktuelle Antikrebs-Regime haufig mit signifikant er-
hohten Toxizitdten und dem Auftreten von Arzneimittelresistenzen verbunden. Eine der
groRen Herausforderungen in der Krebsbekdampfung bleibt damit die Entwicklung hochwirk-
samer Medikamente, die sich durch eine hohe Spezifitdt gegeniiber malignen Zellen aus-
zeichnen, gleichzeitig jedoch kaum oder nur sehr geringe Nebenwirkung auf die gesunden
Zellen der Patienenten austben.

Viele Forschungsschwerpunkte konzentrieren sich auf die Entwicklung neuer und effiziente-
rer Chemotherapien. Einerseits fokussieren diese auf die Aufklarung der antineoplastischen
Wirkmechanismen neuartiger Verbindungen, andererseits kann dies auch die Bewertung von
Arzneimitteln betreffen, die Ublicherweise einen anderen klinischen Einsatz finden. Letzteres
wird als Drug-Repurposing bezeichnet. Dies hat den Vorteil, dass solche Medikamente nicht
neu zugelassen werden missten. Fir die Krebstherapie wurde das Antimalariamittel Ar-
tesunat (ART) als ein vielversprechender Kandidat identifiziert und besitzt, wie der natrliche
sekundare Pflanzeninhaltsstoff Artemisinin, eine toxische Wirkung auf Tumorzellen. Es sensi-
tiviert chemo- und strahlungsresistente Zelllinien in vitro bereits im Nano- und Mikromolar-
bereich [83, 84]. Ob dies auf Glioblastomzelllinien Gbertragbar ist, sollte in dieser Arbeit veri-
fiziert werden. Zusammen mit dem in der GB-Therapie eingesetzten Standard-
Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) wurden im einem kombinierten Behandlungsre-
gime verschiedene zytotoxische Endpunkte untersucht, die im Folgenden (Kap. 4.1) disku-
tiert werden.

Eine weitere Moglichkeit der Therapieoptimierung sind zielgerichtete Strategien. Diese sind
vielfdltig, nutzen jedoch immer bestimmte, spezifische Eigenschaften des Tumorgewebes
bzw. der Krebszellen aus. Der genetisch hergestellte monoklonale Antikérper Bavacizumab
bindet z. B an den Wachstumsfaktor VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) und
verhindert so den Prozess der Tumorangiogenese, wahrend niedermolekulare Verbindungen
(sog. small molecules) wie Imatinib gezielt in Stoffwechselvorgdnge eingreifen. In dieser Ar-

beit wurde der gezielte Therapieansatz ebenfalls durch den Einsatz von small molecules ver-
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folgt. Allerdings wurde hier die Hemmung eines DNA-Reparaturweges als Target gewahlt.
Zusammen mit dem second-line applizierten Alkylanz Lomustin (CCNU) wurden auch hier

diverse Endpunkte fokussiert und in Kapitel 4.2 diskutiert.

4.1. Das Antimalariamittel Artesunat als Sensitizer der Temozolomid-
basierten Glioblastomtherapie

Artesunat (ART) ist ein halb-synthetisches Derivat des Artemisinins. Dies ist ein Pflanzenin-
haltsstoff der Artemisia annua, deren Extrakte bereits seit Jahrhunderten in der traditionel-
len Chinesischen Medizin (TCM) eingesetzt werden. ART hat gegeniliber dem Naturstoff Ar-
temisinin eine deutlich verbesserte Bioverfligbarkeit, ist wasserléslich und Ubersteigt die
kurze Halbwertszeit von ca. 2,5 h des Artemisinins [275, 276]. Die halb-synthetischen Deri-
vate werden aus Dihydroartemisinin (DHA), dem aktiven Metaboliten des Artemisinins, her-
gestellt. Signifikante Antitumor-Wirkungen des Pflanzenstoffs und dessen Derivate wurden
in vitro und im Tiermodell dokumentiert. Im Fokus stehen dabei die aktivsten Substanzen,
namlich DHA und ART [277]. ART zeigt hierbei eine inhibierende Aktivitdt gegen Leukdmien,
Kolonrektalkarzinom-, Melanom-, Brustkrebs-, Ovarialkarzinom- und Prostatakarzinomzellen
[84]. Auch DHA wirkt auffallend antineoplastisch (z. B. gegen Bauchspeicheldriisen- und Lun-
genkrebszellen) [278]. In umfangreichen Studien wurden die zugrundeliegenden Mechanis-
men des ART-induzierten Zelltods der Krebszellen untersucht. Diese bestatigten die bereits
einleitend erwdhnte ROS-Produktion und die damit einhergehende oxidative DNA-
Schadigung. Diese resultiert in der Bildung von DSBs und induziert apoptotische und nekroti-
sche Zelltodprozesse [93, 94]. Ferner waren auch DSBR-defizienten Zelle hypersensitiv ge-
genlber ART, was darauf schlieRen lasst, dass ART-induzierte DSBs den Zelltod bewirken
[93]. Untersuchungen an der Glioblastomzelllinie LN229 bestatigten dies: ART bedingt durch
eine kontinuierliche ROS-Produktion die Bildung von DSBs [94]. Da TMZ durch die Prozessie-
rung der 06—MeG/T—FehIpaarung mittels MMR ebenfalls DSBs induziert [274], war anzuneh-
men, dass eine gleichzeitige Applikation von TMZ und ART die Anzahl der DSBs steigert und

dadurch die Zelltodrate der Glioblastomzellen erhéhen wiirde.
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4.1.1. Artesunat verbessert die TMZ-induzierte Zytotoxizitat in Glioblastom-
und in Gliomstammzellen

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass ART die TMZ-vermittelte Zytotoxizitit erhdht, wurden
die aus hochgradigen Gliomen abgeleiteten Zelllinien LN229, A172 und U87MG als Modell-
system gewadhlt. Wie ein GroRteil der Gliome verfliigen diese Zellen {iber funktionelles p53-
Protein [279, 280] und besitzen einen methylierten MGMT-Promotor (Abb. 12 B), der die
Expression des Reparaturproteins unterbindet. Damit konnte die Reparatur der TMZ-
vermittelten 0°-MeG-Lasion durch MGMT ausgeschlossen werden. Koloniebildungstests
(Abb. 14-16) und Zelltodanalysen (Abb. 18) zeigten, dass ART die TMZ-induzierte Toxizitat
signifikant erhoht. Sogar die im Vergleich TMZ-resistenteren U87MG-Zellen wurden durch
die ART-Nachbehandlung sensitiviert (Abb. 16, Abb. 18 C). Auch die GSC G112SP, die bereits
Uberraschenderweise sehr empfindlich gegentiber TMZ (2 uM) reagierten, steigerten die
Zelltodrate durch die ART-Nachbehandlung (Abb. 18 D). Die TMZ-vermittelte Zelltodindukti-
on ist in Glioblastomzellen hauptsachlich auf die Erhhung der Apoptoserate zurtickzufiihren
[274, 281]. Aufgrund der Prozessierung des 0°-MeG ist dies ein spates Ereignis [274], was
u. a. die hier zeitlich verzogerte ART-Nachbehandlung 72 h nach der TMZ-Applikation be-
griindet. Ein ART-Behandlung lediglich 24 h nach der TMZ-Gabe blieb in dem hier untersuch-
ten in vitro-Setup ohne Effekt (Abb. 55). Vermutlich ist dies auf die in der Literatur beschrie-
benen ART-vermittelten Proliferationshemmung zurickzufihren [83, 84], was mit der repli-
kationsabhangigen Prozessierung des TMZ-induzierten DNA-Schadens interferiert. Diese ist
zwingend notwendig flr die TMZ-vermittelte Apoptose [274]. Ferner ist anzumerken, dass
die hier applizierten TMZ-Dosen, die 50 uM nicht Uberschritten, als moderat einzustufen
sind. Die Plasmaspiegel der Patienten, die eine TMZ-basierte Chemotherapie erhalten, liegen
im Vergleich bei etwa 80 uM [282]. Auch die ART-Konzentrationen (bis 15 pg/ml) sind sehr
gering gewahlt. Ein Malaria-Patient erhalt per Infusion 1-8 mg/ kg Kérpergewicht des Medi-
kaments, was Plasmakonzentrationen von etwa 0,4-0,6 pug/ml entspricht [283, 284]. Fiir eine
TMZ-basierte Gliomtherapie wéare somit auch eine begleitenden ART-Applikation in hoheren
Dosen denkbar.

Frihere Studien zeigten, dass ART ROS induziert und somit zur Entstehung von DSBs beitragt
[94]. Dies war Ausgangspunkt fiir die Annahme, dass ART-induziertes ROS in der Zelltodin-

duktion involviert ist. Analysen der ROS-Mengen zeigten zunéachst zelllinienspezifische Un-
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terschiede des basalen ROS-Niveaus (Abb. 54 A). LN229-Zellen wiesen im Vergleich zu den
A172- und U87MG-Zellen ein signifikant hohere basale Menge auf. Wurden die Zellen mit
ART behandelt, erh6hten sich die ROS-Spiegel, wobei interessanterweise in U87MG-Zellen
im Vergleich final der hochste ROS-Gehalt nachgewiesen werden konnte (Abb. 54 B). Dies
war unerwartet, da die U87MG-Zellen im Vergleich als ART-resistenter einzustufen waren
(Abb. 13 B). Offensichtlich fiihrt die ART-vermittelte ROS-Produktion in diesen Zellen nicht
zum Zelltod.

Die Untersuchungen der Wachstumsraten und der Zellzyklusverteilungen sollten zum einen
Aufschluss iber den beschriebenen ART-induzierten proliferationsinhibierenden Effekt ge-
ben, zum anderen auch Einflisse der Behandlungen auf den Zellzyklus aufdecken. In allen
untersuchten Zelllinien verhinderte die TMZ-Behandlung gemessen nach 48-72 h die Prolife-
ration (Abb. 19). Eine Zunahme der Zellzahl war nicht mehr nachzuweisen. Vermutlich wurde
nachdem Durchlaufen der ersten Replikation der Zellzyklus bereits angehalten, um die TMZ-
induzierten DNA-L3sionen zu reparieren. Die ART-Nachbehandlung zeigte keine signifikanten
Unterschiede. Die ART-Einzelbehandlung beeinflusste das Wachstum der A172- und U87MG-
Zellen in den ersten 24 h nach Applikation nur geringfligig. Im Gegensatz dazu konnte 24 h
nach der ART-Gabe in LN229-Zellen eine Reduktion der Gesamtzellzahl nachgewiesen wer-
den (Abb. 19 A). Vergleichbares war in U87MG-Zellen erst nach 48 h zu beobachten
(Abb. 19 C), die A172-Zellen zeigten Uber den Untersuchungszeitraum keine Reduktion der
Gesamtzellzahl nach ART-Behandlung (Abb. 19 B). Im Vergleich zur Kontrolle konnte zwar ein
verlangsamtes Wachstum beobachtet werden, jedoch war ART in dem hier applizierten Do-
sisbereich keinesfalls fir einen Proliferationsstopp verantwortlich. Vielmehr ist der Riickgang
der Gesamtzellzahl, die lediglich durch die Anzahl der vitalen Zellen bestimmt wurde, ver-
mutlich auf diverse Zelltodereignisse zurlickzufiihren. Dass sich LN229-Zellen nach der ART-
Behandlung z. B. wieder ,erholen” und sich die Zellzahl nach der Reduktion 24 h spéater an-
ndahernd wieder auf dem Niveau zum Behandlungszeitpunkt befindet, unterstiitzt diese In-
terpretation.

Die Zellzyklusanalysen zeigten keinen generalisierten Effekt. Zwar flihrte die TMZ-
Behandlung in den untersuchten Zelllinien erwartungsgemal zu einem G2-Arrest, ein durch
die ART-Nachbehandlung-vermittelter Einfluss konnte lediglich in den LN229-Zellen beo-
bachtet werden (Abb. 20-22). ART reduziert hierbei die Anteile der S-Phase-Population zu-

gunsten der G2-Phase. Die ART-Einzelbehandlung fihrte bereits 24 h nach der Applikation
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zur Verringerung der S-Phase, was sich 24 h spater in einer Zunahme der G1-Population ma-
nifestierte (Abb. 20). Von einem wie in der Literatur beschriebenen G1-Arrest kann aufgrund
der nachgewiesenen G2-Population nicht gesprochen werden. Diese konnte jedoch bereits
vor der Behandlung mit ART generiert worden sein. Die ART-Einzelbehandlung erfolgte zum
Zeitpunkt der ART-Gabe im kombinierten Regime, sprich 72 h nach der TMZ-Applikation und
somit 96 h nach der Aussaat. Die bis dato unbehandelten Zellen konnten somit unbeeinflusst
mehrere Zellzyklen durchlaufen. In U87MG-Zellen reduzierte die ART-Einzelbehandlung
ebenfalls die S-Phase, halt die Zellen jedoch nicht signifikant in der G1-Phase (Abb. 22). Um
die Frage der ART-vermittelten anti-proliferativen Wirkung abschlieBend zu klaren, knnten
Untersuchungen in zellzyklussynchronisierten Zellsystemen, BrdU- bzw. EdU-Inko-
operationen oder auch die Analyse von Zellzyklusproteinen beitragen. Insgesamt ware ein
Proliferationsstopp der Krebszellen zwar ein Zugewinn fiir die Krebstherapie, jedoch muss in
Kombination mit anderen Chemotherapeutika, die die Replikation zur Entfaltung der Zytoto-

xizitdt bendtigen, darauf geachtet werden, dass sie dies nicht unterbinden.

4.1.2. Artesunat moduliert die DNA-Schadensantwort

Wie bereits erwahnt, fiihren die Einzelbehandlungen von TMZ und ART zur Induktion von
DSBs in Glioblastomzellen [66, 94]. Zwar sind die Mechanismen fiir beide Agenzien, die die
Bildung der DSBs bedingen, verschieden, dennoch — auch aufgrund der potenzierten Zelltod-
rate (bereits in Kap. 4.1.1 diskutiert) — war ein Anstieg der DSBs nach der Kombinationsbeh-
handlung zu erwarten. Uberraschenderweise konnte dies durch Immunfluoreszenzuntersu-
chungen des DSB-Markers yH2AX nicht bestatigt werden (Abb. 23 A, B). Die Anzahl der
vYH2AX-Foci zeigten in den Zelllinien LN229 und U87MG keinen signifikanten Unterschied
zwischen der TMZ-Einzel- und Kombinationsbehandlung. Fiir die A172-Zellen war sogar eine
signifikante Reduktion der Foci nach der TMZ/ART-Applikation zu beobachten. Im Gegensatz
dazu zeigte die Analyse des DSB-Markers auf Proteinebene zelllinienspezifisch einen Anstieg
der yH2AX-Expression (TMZ versus TMZ/ART; Abb. 23 C). Sowohl in LN229- als auch A172-
Zellen war eine starke Hochregulation detektierbar. G112SP-Zellen zeigten ebenfalls einen
leichten Anstieg im Vergleich zur Einzelbehandlung, U87MG-Zellen exprimierten yH2AX auf

einem vergleichbaren Niveau zur TMZ-Probe. Prinzipiell wiirden diese Daten die Ausgangs-
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hypothese einer synergistischen DBS-Induktion durch die Kombinationsbehandlung stitzen,
zumal diese ebenfalls im Einklang mit den Zelltodanalysen stehen. Auch hier reagierten die
LN229- und A172-Zellen am empfindlichsten auf die Kombinationstherapie (Abb. 16 A, B).
Die Differenz der yH2AX-Ergebnisse lasst sich durch die verschiedenen Untersuchungsme-
thoden erkldaren. Hervorzuheben ist, dass die Analyse der yH2AX-Foci lediglich intakte, nicht
apoptotische Zellkerne einschloss. Zur Herstellung des Gesamtzellextrakts wurden alle,
wahrscheinlich auch bereits tote Zellen lysiert. Erstaunlich ist jedoch, dass die ART-
Einzelbehandlung, trotz der nachgewiesenen ROS-Produktion, nur geringfligig yH2AX indu-
ziert. Um abschlieRend zu klaren, ob die zusatzlichen DNA-Schadigungen auf ART-induzierte
ROS zuriickzufuhren sind, kdnnten analoge Experimente mit einem Radikalfanger wie N-
Acetylcystein  durchgefiihrt werden. Ferner kénnten auch die direkten DNA-
Oxidationsprodukte wie z. B. 8-OxoG und Etheno-Adenin untersucht werden. Anzumerken
ist hier, dass diese Untersuchungen zu einem friiheren Zeitpunkt erfolgen sollten. Etheno-
Adenin induziert als replikationsblockierende DNA-Lasion [94] wahrend der Replikation die
zytotoxischen DSBs, die hier resultierend untersucht wurden.

Neben der Induktion der initialen DNA-Schadigung kdnnten auch Modulationen der TMZ-
vermittelten DDR durch die ART-Nachbehandlung fir den gesteigerten Zelltod ursachlich
sein. Primar wird die zellulare DNA-Schadensantwort durch zwei verschiedene Kinasekaska-
den, dem ATM-CHK2- und dem ATR-CHK1-Signalweg, koordiniert. TMZ induziert bereits in
niedrigen Dosen die Aktivierung von ATR und die Phosphorylierung von CHK1 sowie CHK2.
Die Aktivierung von ATM erfolgt zu einem spateren Zeitpunkt, was ebenfalls die Phosphory-
lierung der Checkpointkinasen und ferner die Stabilisierung von p53, die den G2/M-Arrest
und die Initiation der Apoptose verantwortet, verursacht [285]. Durch die pharmakologische
Hemmung der einzelnen Kinasen wurde deren Einfluss auf den TMZ-vermittelten Zelltod und
der Effekt der ART-Nachbehandlung untersucht. Lediglich die Inhibition von ATR, nicht von
ATM, zeigte in US7MG-Zellen eine signifikanten Sensitivierung gegentiber TMZ und TMZ/ART
(Abb. 24 C), wobei die ART-Nachbehandlung hierbei eine eher untergeordnete Rolle zu spie-
len scheint. ATR wird bereits beim Durchlaufen der ersten S-Phase durch N-
Basenmethylierungen und aufgrund der durch die MMR entstandene ssDNA aktiviert. War
die erste Aktivierung unzureichend, um die Zellen fiir eine Reparatur des Schadens zu arre-
tieren, durchlaufen diese erneut den Zellzyklus bis die einzelstrangigen Regionen in der

nachsten S-Phase zu DSBs umgewandelt werden [66, 68]. Moglicherweise verfligen U87MG-
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Zellen uber ein effizienteres ATR-Signaling und damit Uber die Moglichkeit, die Prozessie-
rung der 0°-MeG-Lision frither zu erkennen und zu beheben. Dies kénnte ferner auch die im
Vergleich geringere Induktion von DSBs und die TMZ-Resistenz erklaren.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit auch die Checkpointkinasen untersucht. In LN229-
Zellen zeigte die Hemmung von CHK1 einen protektiven Effekt gegeniliber der Kombinati-
onsbehandlung (Abb. 25 A). Im Gegensatz dazu sensitivierte die CHK2-Depletion A172- und
U87MG vor allem gegeniber der ART-Behandlung (Abb. 25 B, C). Insgesamt lieferte die Un-
tersuchung der initialen DNA-Schaden und der DDR keine befriedigende, generalisierte Er-
klarung. Offensichtlich hat die ART-Applikation, die den TMZ-induzierten Zelltod verbessert,
keinen eindeutigen Einfluss auf die Formierung der zytotoxischen DSBs und deren DDR. Dies
flihrt zur Annahme, dass weitere Prozesse an der Vermittlung der Toxizitat der Kombinati-

onsbehhandlung beteiligt sind.

4.1.3. Artesunat inhibiert die homologe Rekombinations-Reparatur und die
TMZ-induzierte Seneszenz

Wie eingangs beschrieben ist 0°-MeG die toxischste TMZ-induzierte DNA-Lésion. Durch die
wiederkehrende Fehlpaarung mit Thymin entstehen durch die andauernde MMR sekundare
DNA-Schaden, die im zweiten Zellzyklus nach der Behandlung in der Entstehung replikati-
onsabhangiger DSBs resultieren [66, 286]. Diese sekundaren Schadigungen kdnnen durch die
HRR prozessiert werden und somit einen lberlebensfordernden Einfluss auf die Zelle ausi-
ben [67, 287]. Ein Schllsselenzym dieses Reparaturwegs ist RAD51, dessen Herunterregula-
tion Glioblastomzellen nachweislich gegen TMZ sensitiviert [259]. Unter Beachtung, dass
nicht nur die Steigerung zelltodvermittelnder Prozesse, sondern auch die Hemmung von
Uberlebensmechanismen fiir die Zytotoxizitat der Kombinationsbehhandlung verantwortlich
sein konnte, wurde der Einfluss der ART-Nachbehandlung auf die HRR Uberprift. Western-
blotanalysen bestatigten in den untersuchten Glioblastomzelllinien sowie den GSC die Her-
unterregulation von RAD51 nach ART-Einzel- sowie der Kombinationsbehandlung (Abb. 26).
Zur Verifizierung wurde die HRR-Kapazitat nach ART-Applikation auch funktionell untersucht.
Bereits sehr geringe Dosen (5-7,5 pg/ml) beeintrachtigen LN229-Zellen in der Fahigkeit, DSBs

mittels der HRR zu reparieren (Abb. 27). Ferner flihrte nicht nur das kombinierte Behand-
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lungsregime, sondern auch dessen Einzelbehandlungen im RAD51-defizienten Zellsystem zu
einer erhohten Sensitivitat (Abb. 28). Dies bestatigt, dass ART die HRR entscheidend beein-
flusst. Vergleichbares wurde kirzlich fiir Ovarialkarzinomzellen beschrieben. Auch hier be-
dingte ART eine Reduktion des RAD51-Niveaus und dadurch die Sensitivierung gegeniber
Cisplatin [288].

Neben der HRR kénnen DSBs Uber die NHEJ prozessiert werden. Durch Hemmung des
Schlisselenzyms DNA-PK.s wurde auch dieser Aspekt untersucht. Die Inhibition der Kinase
steigerte lediglich den ART-induzierten Zelltod (Abb. 29), was einerseits bestatigt, dass die
NHEJ fir den TMZ-vermittelten Zelltod in Gliomzellen marginal relevant ist [274]. Anderer-
seits verifiziert dies die Beteiligung beider DSBR-Wege (HRR und NHEJ) an der Prozessierung
der ART-induzierten DNA-L3sionen [93, 94].

Ein Uberlebensprozess, der der 0°-MeG-vermittelten Apoptose vorangestellt ist, ist die Au-
tophagie. Frihere Studien zeigten, dass die Inhibition dieses Vorgangs den TMZ-induzierten
Zelltod verstarkt [205]. Moglicherweise kdnnte auch die ART-Nachbehandlung diesen Me-
chanismus beeinflussen und so zur Steigerung des Zelltods beitragen. Durchflusszytometri-
sche Analysen (CytolD®-Farbung) bestéatigten die TMZ-induzierte Autophagie in den unter-
suchten Glioblastomzelllinien. Auch die ART-Einzelbehandlung bedingte zu einem spateren
Zeitpunkt einen Anstieg des Autophagie-Niveaus (Abb. 30). Die Kombinationsbehandlung
bewirkte im Vergleich zur TMZ-Einzelbehandlung lediglich in U87MG-Zellen einen signifikant
gesteigerten Einfluss auf diesen Uberlebensprozess (Abb. 30 B, C). Die Interpretation dieser
Ergebnisse ist nicht ganz trivial, zumal die biologische Relevanz der Autophagie kontrovers
diskutiert wird. Auch in dem hier generierten Beispiel konnte die Autophagie sowohl liberle-
bens- als auch zelltodférdernd interpretiert werden. Im Kontext zu den Sensitivitatsdaten
der U87MG-Zellen kdnnte die im Vergleich zur TMZ-Einzelbehandlung gesteigerte Autopha-
gierate die erhohte Zelltodfrequenz erkldaren. Die Autophagie ware in diesem Fall pro-
apoptotisch. Werden diese Ergebnisse jedoch im Vergleich zu den anderen untersuchten
Zelllinien, die sich durch eine hohere Sensitivitat gegenilber der applizierten Therapie aus-
zeichnen, gewertet, konnte die Inhibition der Autophagie diese Sensitivitdt bedingen und die
Autophagie im Umkehrschluss als Uberlebensmechanismus agieren. Dieses von ART ausge-

hende autophagieinhibierende Potenzial wurde bereits flir Brustkrebszellen beschrieben
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[207], wobei in Brustkrebszellen die ART-vermittelte Induktion der Autophagie gleichzeitig
flr eine Sensitivierung gegeniiber Equirubicin sorgte [289].

Um die Relevanz der Autophagie zelllinien- und behandlungsspezifisch zu kldaren, sollte die
Untersuchungen der Autophagie auch nach pharmakologischer Hemmung des Mechanismus
durch z. B. 3-Methyl-Adenin erfolgen. Eine weitere Verifizierung kénnte auch in Autophagie-
defizienten Zellsystemen erfolgen. Dies kdnnte durch transiente bzw. stabile Herunterregu-

lation der Schllisselenzyme wie BECLIN-1 oder der ATG-Gene erreicht werden [290].

Ein weiterer fiir die 0°-MeG-Lasion beschriebene Uberlebensmechanismus ist die Aktivie-
rung der Seneszenz, einem permanenten Zellzyklusarrest [205]. Frihere Studien zeigten be-
reits, dass TMZ in Glioblastomzellen Seneszenz induziert und damit die Resistenzentwicklung
gegeniber dem Zytostatikum beglinstigt [205, 210, 211]. Bemerkenswerterweise reduzierte
die ART-Nachbehandlung die TMZ-induzierte Seneszenz in LN299- und A172-Zellen, was da-
rauf hindeutet, dass ART eine Aufhebung des TMZ-vermittelten permanenten Zellzyklusar-
restes bewirkt oder die Einleitung des Vorgangs, der zur Seneszenz fihrt, hemmt (Abb. 31 A-
D). Die dadurch weiterhin gewahrleistete Proliferation erlaubt die Prozessierung des 0°-MeG
und die damit einhergehende Zytotoxizitat. Fir U87MG-Zellen war dies nicht zu beobachten
(Abb. 31 E, F) und GSC zeigten trotz eines seneszenten Phanotyps der unbehandelten Kon-
trolle, ebenfalls eine Reduktion der TMZ-induzierten Seneszenz durch die Kombinationsbe-
handlung (Abb. 32).

Die zugrundeliegenden Mechanismen der TMZ-vermittelten Seneszenz sind noch nicht voll-
standig geklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass UV-Strahlung durch gleichzeitige Aktivierung
von p53 und AKT die Entstehung der zelluldren Seneszenz verursacht [291]. Dass p53 gene-
rell eine wichtige Rolle in der Induktion der Seneszenz spielt, konnte auch in dieser Arbeit
bestatigt werden. Die Kombinationsbehandlung hatte jedoch keinen Einfluss darauf
(Abb. 33). Glioblastomzellen bergen viele, klar definierte genetische Lasionen, die zellulare
Signalwege wie z. B. die Zellproliferation entscheidend storen. Die Inaktivierung des Tumor-
suppressors PTEN und damit die Aktivierung von AKT ist in Gliomen weit verbreitet [292].
Eine durch ART-vermittelte Hemmung des AKT-Signalweges konnte bereits nachgewiesen
werden [293, 294]. Ferner bedingt der Verlust von PTEN u. a. die Onkogen-induzierte Senes-
zenz [295-297]. Die hier untersuchten Glioblastomzellen verfligen Gber einen funktionalen

p53-Status, weisen jedoch Unterschiede hinsichtlich ihrer PTEN-Expression auf. Friihere Stu-
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dien machten auf das PTEN-vermittelte Umschalten zwischen Seneszenz und Apoptose in
Gliomen nach IR aufmerksam: PTEN-defiziente U87MG-Zellen, die demnach Uber einen akti-
ven AKT-Signalweg verfligen, induzieren Seneszenz, wahrend PTEN-profiziente LN428- und
LN18-Zellen unter denselben Bedingungen die Apoptose bevorzugen [298]. Ein vergleichba-
res Umschalten oder ein anderer generalisierter Effekt konnte bzgl. des PTEN-Status oder
auch in Bezug auf die ART-Nachbehandlung nicht beobachtet werden (Abb. 34). Moglicher-
weise kdonnten andere Faktoren, die in den AKT-Signalweg involviert sind, durch ART ge-
hemmt werden und dadurch die TMZ-induzierte Seneszenz reduzieren.

4.1.4. Artesunat beeinflusst Ferroptose und UPR

Untersuchungen in Pankreaskarzinomzellen identifizierten ART als einen spezifischen Aktiva-
tor der Ferroptose, einer Form der programmierten Nekrose [299]. Wie die Bezeichnung
impliziert, ist diese Art des Zelltods eisenabhdngig und zeichnet sich durch Verlust der Ho-
moostase sowie dem Anstieg von Lipidperoxidationen aus [191]. In friheren Glioblastom-
Studien wurde bereits eine Steigerung des ART-induzierten Zelltods in Anwesenheit von Ei-
sen beobachtet [94], weshalb die Untersuchung der Ferroptose auch im Kontext der hier
verwendeten Kombinationstherapie interessant wurde. Die spezifische Hemmung dieses
Zelltodmechanismus durch Ferrostatin-1 zeigte lediglich fiir die ART-Einzelbehandlung in
LN229-Zellen eine signifikante Reduktion des Zelltods (Abb. 36 A). Die ART-vermittelte Ferr-
optose verantworte somit nicht generell die Sensitivierung der Glioblastomzellen im kombi-

nierten Behandlungsansatz.

Eine weitere, stark konservierte Form der zellularen Stressantwort wird iber das Endoplas-
matische Retikulum (ER) vermittelt und aktiviert die UPR [300, 301]. In der Literatur gibt es
viele Hinweise darauf, dass Krebszellen Gber ungewohnlich erhohte UPR-Niveaus verfligen
[302]. Im Kontext von Glioblastomen konnte sogar eine gesteigerte Expression von BIP, ei-
nem der Schlisselenzyme der UPR, identifiziert werden. Ferner korreliert die erhéhte BIP-
Expression mit einem verkiirzten Uberleben [303-305]. Stérungen der in Krebszellen meist
protektive interpretierten UPR kdénnen auch, wahrscheinlich nach Uberschreiten eines
Schwellenwertes, Zelltodmechanismen induzierten [302, 306]. Ob die Kombinationsbehand-
lung diesen Mechanismus beeinflusst und dadurch die Sensitivierung gegeniiber TMZ be-
dingt, wurde durch die spezifische Hemmung der UPR (iberpriift. Uberraschenderweise re-
duzierte die Inhibition des ER-Stress den TMZ/ART-induzierten Zelltod (Abb. 36 A) in LN229-
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Zellen. Noch erstaunlicher war die beobachtete Sensitivierung gegeniber der ART- bzw.
TMZ/ART-Behandlung in A172- und U87MG-Zellen (Abb. 36 B, C). Bei genauerer Betrachtung
der Daten fallt jedoch auf, dass die beiden Agenzien die UPR kontrar beeinflussen, was die
signifikante Reduktion des TMZ-induzierten Zelltods in U87MG-Zellen bestatigt.

Die TMZ-induzierte Apoptose scheint in Glioblastomzellen nicht nur durch die Prozessierung
des 0°-MeG und der DSBs einherzugehen. Moglichweise hat auch die Akkumulation miRge-
falteter Proteinen im ER einen Einfluss darauf und aktiviert die UPR [306, 307]. Initial wirkt
die UPR protektiv: Die drei regulierenden Rezeptoren IRE1, ATF6 und PERK aktivieren eine
Signalkaskade, die einen Anstieg molekularer Chaperone wie z. B. BIP/GRP78 verantworten.
Ferne blockieren sie die Translation von mRNAs, was dem ER Zeit zur Beseitigung des ER-
Stress verschafft [307, 308]. Eine verlangerte UPR bedingt im Gegensatz ein Umschalten von
pro-Uberleben zu pro-Zelltod. Dies wird durch die Hochregulation von ATF4 und CHOP er-
reicht [309-313]. CHOP ist pro-apoptotisch und bedingt die Herunterregulation des anti-
apoptotischen BCL-2-Proteins [314]. Die Hemmung der UPR sensitiviert A172- und U87MG-
Zellen gegeniliber ART (Abb. 36 B, C), was in diesem Fall eine protektive Funktion der UPR
unterstreicht. Des Weiteren fordert die Hochregulation von ATF4 auch die Autophagie [315],
was u. a. die Uberlappung der molekularen Mechanismen der UPR und Autophagie verdeut-
licht.

In Gliomzellen wurde bereits eine Verstarkung der TMZ-induzierten Apoptose durch die
Hemmung der Mitochondrien- und ER-Stress-induzierten Autophagie beschrieben [316].
Leider behandelten die Autoren die untersuchten U87MG-Zellen mit sehr hohen TMZ-Dosen
(400 uM), was die Induktion von N-Alkylierungen begiinstigt. Ein Vergleich der beschriebe-
nen Prozesse ist aufgrund der unterschiedlichen Prozessierung der DNA-Schaden irrelevant.
Klrzlich konnte jedoch ein vielversprechender Zusammenhang zwischen der Induktion des
ER-Stress und der Degradation von DNA-Reparaturproteinen hergestellt werden. In Gliom-
zellen soll die Induktion von ER-Stress fiir den Abbau von RAD51 sehr wahrscheinlich durch
die Hochregulation von ATF4 verantwortlich sein [317]. Ein solcher ER-assoziierter Abbau
(engl. ER-associated degradation, ERAD) anormaler Proteine erfolgt im Zytosol [318]. Diese
Proteine translozieren liber die ER-Membran ins Zytosol, wo Ubiquitin-konjugierte Enzyme
diese fiir die proteosomalen Abbau markieren [319]. In Lungenkarzinomzellen konnte dieser
ERAD ebenfalls fiir RAD51 bestatigt werden [320]. Die dadurch unterdriickte DNA-Reparatur

sensitivierte die Zellen gegeniiber IR. Ein ART-induzierter ERAD von RAD51 kdnnte auch in
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LN229-Zellen fiir die reduzierten RAD51-Level verantwortlich sein. Aufgrund der Sensitivie-
rung gegenuber ART und TMZ/ART nach der Hemmung des ER-Stresses ist dies fir A172- und
U87MG-Zellen fragwiirdig. Im Vergleich zu den LN229-Zellen ist die RAD51-Expression nach
ART in diesen beiden Zelllinien und den GSC weniger reduziert, was die HRR weniger effizient
beeinflussen kdnnte. Rein spekulativ konnten in diesen Zellsystemen die geringen ART-
Dosen den zuvor beschriebenen Schwellenwert gerade unterschreiten, was die protektive
Wirkweise der UPR beglinstigt. Ferner konnte diese im Vergleich zu den LN229-Zellen auch
spater induziert werden. Somit wiirde das Umschalten des protektiven in einen apoptotische

Effekt zu einem spateren als dem hier untersuchten Zeitpunkt erfolgen.

4.1.5. Artesunat erhoht die therapeutische Effektivitat der TMZ-Behandlung

in vivo

Nachdem gezeigt wurde, dass die ART-Nachbehandlung die TMZ-induzierte Zytotoxizitat in
vitro signifikant erhéht, wurde dieser Einfluss auch im Mausmodell untersucht. In subkuta-
nen Xenograft-Experimenten wurde das Tumorwachstum beobachte und zeigte eine signifi-
kante Regression im kombinierten Behandlungsregime (Abb. 37). Dieser chemosensitivie-
rende Effekt wurde bereits fiir einige resistente Krebslinien beschrieben, wobei dem aktiven
Metaboliten DHA im Vergleich zu ART eine weitaus starkere synergistische Wirkung zu-
kommt [321, 322]. DHA verbessert z. B. den therapeutischen Effekt von Gemcitabin, einem
Zytostatikum, welches zur Behandlung von Pankreaskarzinomen eingesetzt wird und haufig
zu behandlungsinduzierten Resistenzen fihrt. In in vitro- und in vivo-Experimenten wirkt
DHA antiproliferativ und vervierfacht (in vitro) bzw. verdoppelt (in vivo) die Gemcitabin-
induzierte Apoptose [323]. Ahnliche Effekte wurden auch fiir hepatozelluldre Karzinome ge-
zeigt [324], ferner verbessert ART sowie dessen Metabolit die Zytotoxizitdt von Carboplatin
in Ovarialkarzinomen [325], Doxorubicin in lymphozytischen Leukdamien [326], Cyclophos-
phamid in Lungenkrebszellen [327]. Auch in chemoresistenten Neuroblastomzelllinien konn-
ten beeindruckende Antikrebs-Effekte nachgewiesen werden [328]. Die Ko-Behandlung mit
ART bzw. dessen Derivaten flihrte auch im IR-basierten Therapieansatz zu einer gesteigerten
Zelltodrate [329-331]. Dass eine Herunterregulation des spezifischen DSB-Reparatur-

Proteins RAD51 durch ART die Tumorregression verantworten konnte, wurde erstmals 2015
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publiziert [288]. Die Autoren zeigten im Mausmodell eine eindrlickliche Sensitivierung von
Ovarialkarzinomzellen gegeniber Cisplatin durch die zusatzliche Applikation von ART. Die
hier vorliegende Arbeit bestatigt eine vergleichbare Wirkweise in Glioblastomzellen. Hervor-
zuheben ist allerdings, dass sich sowohl die Dosierung als auch die Applikationsart des Anti-
malariamedikaments unterscheiden. Im Ovarial-Xenograft-Experiment wurden taglich 50
mg/kg KG intraperitoneal injiziert, wahrend im Glioblastom-Modell lediglich 1 mg/ml kg KG
kontinuierlich Gber das Trinkwasser verabreicht wurden. Zwar ist ersteres eine optimalere
Darreichungsform, gleichzeitig allerdings, die fiir das Tier belastendere Form der ART-Gabe.
Unabhangig davon wurden beide Dosen, auch in Kombination mit den jeweiligen Zytostatika,
sehr gut toleriert, was auf eine gute Vertraglichkeit des Patienten hoffen lasst. Klinische Stu-
dien bestatigen dies fur ART bereits auch fiir Kleinkinder [332-334].

Beziiglich der TMZ-Gabe ist zu erwdhnen, dass auch diese sehr gering gewahlt wurde und
den Tieren lediglich einmal injiziert wurde. Die klinische Behandlung des GB-Patienten sieht,
aufgrund der Halbwertszeit von etwa zwei Stunden [335], eine tagliche Applikation des
Chemotherapeutikums vor. Durch die Verstarkung des therapeutischen Effektes in Kombina-
tion mit ART, konnten die Patienten durch eine verringerte TMZ-Dosis und den damit redu-
zierten Nebenwirkungen profitieren. Dass die Applikation von ART als Einzel- bzw. Kombina-
tionsbehandlung durchaus klinisch attraktiv ist, bestatigen aktuelle klinische Studien: in Pha-
se |-Studien werden bereits Dosierung, Sicherheit und Pharmakokinetik in metastasierendem
Brustkrebs (NCT00764036), soliden Tumoren (NCT02353026) und hepatozelluldren Karzino-
men (NCT02304289) getestet. Ferner werden, zur Uberpriifung der Effektivitit, Patienten fir
Phase II-Studien rekrutiert (CRC: NCT02633098; NCT03093129).

Neben diesen vielversprechenden in vitro- und praklinischen Daten muss jedoch ausge-
schlossen werden, dass sich systemische Effekte durch die ART-Gabe nicht auch negativ auf
die TMZ-vermittelte Sensitivitdt des Normalgewebes auswirken. Ferner sollten auch weitere
Langzeitstudien die hier vorgestellte Herunterregulation des HRR-Proteins RAD51 systemisch
untersucht werden. Die Dysregulation dieses Proteins ist fir viele Tumorentitdten bekannt
[336-341] und verursacht aufgrund der Hochregulation der HRR ein vermindertes Therapie-
ansprechen DNA-schadigender Agenzien. Allerdings ist RAD51 auch fiir gesunde Zellen ein
unabdingbarer Faktor der genomischen Integritat replizierender Zellen. Durch diese einge-

schrankte Fahigkeit der DSBR wiirden DSBs vermehrt Uber die fehlanfalligere NHEJ repariert

132



DISKUSSION

werden. Dies konnte wiederum die Wahrscheinlichkeit des Verbleibs mutagener Lasionen in

der DNA erhohen.

133



DISSKUSION

4.2. Targeting der homologen Rekombinations-Reparatur verbessert die
Zelltodrate Alkylanzien-basierter Therapien von Glioblastomzellen

Die zytotoxischen Mechanismen alkylierender Agenzien wie auch die der chlorethylierenden
Nitrosoharnstoffe (engl., chloroethylating nitrosureas, CNUs), wurden in den vergangenen
Jahren hinreichend untersucht [57]. CNUs induzieren ein breites Spektrum an DNA-
Addukten, wobei das O°-CIEtG als die toxischste Lision beschrieben wurde. Es ist ein sehr
instabiles Addukt und unterliegt intramolekularen Umlagerungen, die zur Entstehung des
Intermediats N1—OG—Ethanoguanin und schlielRlich zum zytotoxischen N1-Guanin-N3-Cytosin
Interstrang-Crosslink (ICL) fliihren (Kap. 1.2.2; [78, 170]). ICLs sind Lasionen, die die Replikati-
onsgabel blockieren. Diese konnen jedoch liber einen komplexen Reparaturvorgang beseitigt
werden und so zu einem erneuten Start der Replikation beitragen [342]. Wahrend der Repa-
ratur der ICLs werden durch Endonukleasen transiente DSBs generiert [343, 344]. Die DNA-
Schadensantwort sowie die nachgeschalteten, apoptotischen Signalwege werden durch die-
se Blockierung sowie der entstandenen DSB-Intermediate aktiviert [345, 346]. Es ist somit
denkbar, dass auch die Reparatur dieser sekundaren DNA-Schaden lber die Ansprechrate
auf CNUs oder umgekehrt, liber die behandlungsinduzierte Resistenz der Tumoren, ent-
scheidet. Wie eingangs beschrieben, gibt es zwei Hauptmechanismen, DSBs zu reparieren:
die HRR und das NHEJ (Kap. 1.3.1.4). Letztere reprasentiert den vorrangig genutzten Repara-
turweg von vor allem IR-induzierten DSBs in der GO- und G1-Zellzyklusphase [347]. Zudem ist
dieser fehleranfallig und kann zu Chromosomenaberationen fihren [348]. Im Gegensatz da-
zu operiert die HRR S- bzw. G2-Phasen-spezifisch und nutzt die vorhandenen Schwester-
chromatiden als Matrize zur Reparatur [347]. Dies garantiert eine fehlerfreie Beseitigung der
geschadigten DNA-Ldsion. Dass der HRR im Vergleich zur NHEJ eine zentrale Rolle bezlglich
der Zytotoxizitdt gegeniiber CNUs zukommt, konnte in friiheren Untersuchungen gezeigt
werden. HRR-defiziente Zellen (BRCA2-, RAD51D- und XRCC3-Mutanten) waren hypersensitiv
gegenlber ACNU, wahrend NHEJ-Defiziente (KU80- und DNA-PK-Mutanten) nicht oder nur
kaum auf dieses Agenz reagierten [346]. Zusatzlich existieren viele Studien, die in verschie-
denen Krebsentitdten eine Uberexpressionen des Schliisselproteins der HRR, RAD51, nach-
weisen konnten [251, 349-352]. In der Mehrzahl der Studien ist diese RAD51-Uberexpression

mit einer schlechten Prognose fiir den Patienten assoziiert. Die pharmakologische Inhibition
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der HRR kdnnte somit eine probate Strategie zur Sensitivierung von Krebszellen gegeniiber

CNUs darstellen.

4.2.1. CCNU induziert ICLs in Glioblastomzellen in Abwesenheit des DNA-
Reparaturproteins MGMT

O°-CIEtG ist wie 0°-MeG ein Substrat des Reparaturenzyms MGMT. Die Beseitigung dieses
DNA-Schadens wird haufig mit der Resistenz vieler Krebszellen gegenliber chlorethylierender
Chemotherapeutika assoziiert [77, 353-355]. In Hirntumoren variiert die MGMT-Aktivitat
sehr: 17 % der vorbehandelten Tumore zeigen kaum Aktivitdt des Proteins, wahrend 30 %
der Tumore MGMT auf geringem Niveau exprimieren [112, 273]. In diesen Tumoren sollten
die O°-CIEtG-Lasionen persistieren und S-Phase-spezifisch die zytotoxischen ICLs ausbilden.
Die hier projektspezifisch gewahlten Glioblastomzellen besitzen einen methylierten MGMT-
Promotor, was die Ausbildung der ICLs aufgrund der Abwesenheit des Proteins potenziell
ermoglicht. Zur Bestadtigung wurde dies mittels einer modifizierten SCGE oder einem sog.
Comet Assay Uberprift (Abb. 39). Bereits 24 h nach der Behandlung mit dem ICL-
induzierenden Agenz CCNU waren selbige fiir alle untersuchten Zelllinien nachweisbar, was
das Zellsystem als geeignet erwies. Ferner wurde auch die Effizienz der pharmakologischen

Hemmstoffe auf die Inhibition der HRR getestet und bestatigt (Abb. 40).

4.2.2. CCNU und die HRR-Inhibitoren beeinflussen die DNA-Replikation

Um zu Gberpriifen, ob die 0°-CIEtG-vermittelten ICLs tatsichlich in der Lage sind, das Fort-
schreiten der Replikationsgabel zu verhindern und somit einen Einfluss auf die S-Phase zu
erreichen, wurden Zellzyklusanalysen durchgefiihrt (Abb. 41). Bereits 16 h nach der Behand-
lung mit CCNU kommt es zu der erwarteten Arretierung der Zellen in der G2-Phase, was auf
die Induktion diverser Reparaturmechanismen schlieRen ldsst. In Kombination mit den HRR-
Inhibitoren war kein genereller Unterschied zur Einzelbehandlung erkennbar. Dies war Uber-
raschend, da bereits fiir Sdugerzellen gezeigt wurde, dass z. B. Mirin zur Aufhebung eines IR-

induzierten G2/M-Arrest fuhrt [246]. Unabhangig vom DNA-schadigenden Agenz, ist mog-
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licherweise auch die Untersuchung des Zellzyklus eine nicht ausreichend sensitive Methode,
um etwaige Veranderungen der Replikation zu detektieren.

Im weiteren Verlauf wurde daher auf Einzelzellebene der Einbau des Thymidinanalogons
EdU in die DNA nach der Behandlung mit CCNU und/ oder den HRR-Inhibitoren untersucht.
Signifikante Unterschiede konnten 16 h nach der Behandlung beobachtet werden (Abb. 42).
Die CCNU-Einzelbehandlung zeigte einen verminderten Einbau des Analogons und damit
eine reduzierte Synthesegeschwindigkeit. Dieser anti-proliferative Effekt wurde sogar durch
die Applikation der HRR-Hemmstoffe B02 und Mirin, nicht aber RI-1, signifikant gesteigert,
was darauf hindeutet, dass die Replikation anhaltend blockiert wurde.

Um zu untersuchen, welcher Mechanismus die Hemmung der Replikation genau verantwor-
tet, wurde die Struktur neu synthetisierter DNA mittels des sog. Fiber-Tests analysiert. Hier-
bei werden verschiedene Analoga in die DNA inkooperiert und die Verteilung dieser Struktu-
ren anschliefend visualisiert. Im Vergleich zur Kontrolle waren bereits schon zu einem sehr
frihen Zeitpunkt nach der Behandlung (6 h) blockierte Strukturen erkennbar (Abb. 43). Sehr
wahrscheinlich verantworten die CCNU-induzierten ICLs die Blockierung der Replikationsga-
bel und verhindern dadurch eine fortlaufende DNA-Synthese. Dies konnte bereits auch fir
andere genotoxische Noxen wie UV-Strahlung und MMS nachgewiesen werden [356, 357].
Hier fihren blockierte Replikationsgabeln zu einem Zusammenbrechen der selbigen, was
final in der Induktion von DSBs resultiert. Ahnliches kénnte somit auch in den hier unter-
suchten Glioblastomzellen eine CCNU-vermittelte Toxizitat verursachen. Bezliglich der appli-
zierten CCNU-Dosen ist hervorzuheben, dass auch diese im Niedrigdosisbereich gewahlt
wurden. Signifikante Unterschiede in der Verteilung diverser DNA-Strukturen zwischen der
CCNU-Einzel- und den Kombinationsbehandlungen mit den HRR-Inhibitoren waren nicht ein-
deutig. Sie zeigten jedoch Tendenzen, den CCNU-vermittelten replikationsblockierenden
Effekt zu steigern. Hervorzuheben ist, dass die Hemmstoffe selbst die Replikation beeinflus-
sen. BO2 und Mirin zeigten replikationsinhibierende Effekte, wahrend RI-1 kontroverser-
weise den CCNU-induzierten Replikationsblock scheinbar aufhebt. Die Klarung dieser Effekte
steht noch aus. Moglicherweise konnten hier Experimente in einem Zellzyklus-
synchronisierten Untersuchungssystem einen spezifizierten Aufschluss tiber den Einfluss der
Hemmstoffe auf die CCNU-induzierte Replikationsblockade liefern. Ein Einfluss der Losungs-

mittel ist auszuschlieRen.
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4.2.3. Inhibition der HRR beeintrachtigt die Reparatur der CCNU-induzierten
DSBs und erhdht die Klastogenitat

Das Blockieren der Replikationsgabel kann, wie bereits angedeutet, schwerwiegende zellula-
re Schadigungen generieren. Neben dem Zusammenbruch der Replikationsmaschinerie und
der daraus resultierenden DSBs, kann auch die genomische Stabilitdt gefahrdet sein. Chro-
mosomenaberationen sind die Folge. Eines der Schliisselfaktoren in der Schadensantwort ist
RPA. Wahrend der DNA-Replikation verhindert RPA durch die Bindung an ssDNA ein Zurick-
winden bereits entwundener DNA. Als Marker fiir replikativen Stress [358], kommt dem
RPA-Protein auch in der HRR eine zentrale Rolle zu. Ebenfalls durch Bindung der ssDNA
schiitzt es initial die geschadigten DNA-Enden vor der Degradation durch diverse Nukleasen
[359]. Ubereinstimmend zu den Replikationsdaten, induziert CCNU nachweislich Replikati-
onsstress in allen untersuchten Glioblastomzelllinien. Immunfluoreszente Analysen des RPA-
Proteins bestatigten dies nicht nur flir die CCNU-Einzelbehandlung, sondern auch fir alle
Kombinationsbehandlungen mit den HRR-Hemmstoffen (Abb. 44). Im Gegensatz zu den Fi-
ber-Experimenten zeigte die Einzelbehandlung mit den Hemmstoffen keinen Effekt auf die
Replikation. Dies kdnnte mdglicherweise mit dem Zeitpunkt der Untersuchung zusammen-
hangen. Die DNA-Strukturen und damit der Einfluss auf die Replikation wurde bereits sehr
friih nach der Behandlung analysiert (6 h), wahrend die RPA-Foci initial 24 h nach der CCNU-
Applikation und spateren Zeitpunkten untersucht wurden. Dabei fiel auf, dass die Anzahl der
RPA-Foci in den Kombinationsbehandlungen mindestens vergleichbar zu der Menge der
CCNU-induzierten RPA-Foci war. Diese persistierten in den HRR-inhibierten Zellen, wahrend
sich die Anzahl der CCNU-vermittelten Lasion lber die Zeit signifikant anndahernd auf Kon-
trollniveau reduzierte. Dies lasst darauf schliefen, dass RPA-induzierbare Lasionen zwar auch

in HRR-inhibierten Glioblastomzellen gebildet, aber nicht zeitnah repariert werden.

Durch alkylierende Agenzien induzierte DSBs sind Gegenstand der HRR. Dies wurde sowohl
fir 0°-MeG-induzierende Stoffe [67, 259] als auch chlorethylierende Medikamente be-
schrieben [259, 346, 360]. Es ist damit nur plausibel, dass die Hemmung dieses Reparatur-
weges die Bildung bzw. den Verbleib der DSBs fordert. Im Kontext mit den persistierenden
RPA-Daten, bestatigten auch die Untersuchungen des DSB-Markers y-H2AX erwartungsge-
malk den Verbleib der CCNU-induzierten DNA-Schadigungen. Wahrend die DSBs ohne die

Hemmung der HRR 72 h nach der Bildung nahezu vollstandig repariert wurden, persistierten
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diese ausnahmslos im vergleichbaren Ausmalfd zur initialen Schadigung in Anwesenheit der
HRR-Inhibitoren (Abb. 46). Die signifikante Formierung der DSBs zu sehr friihen Zeitpunkten
(6 h und 16 h, Abb. 45) und deren weitere Akkumulation Uber die Zeit, stlitzen somit auch
die Hypothese, dass ein zu UV und MMS vergleichbarer Mechanismus der DSBs-Induktion
zugrunde liegt. Die ICLs blockieren die Replikationsgabel, diese kollabiert und induziert
dadurch DSBs. Ferner werden diese aufgrund der Hemmung der HRR nicht bzw. wahrschein-

lich verzogert repariert.

Alternativ zum bereits beschriebenen NHEJ verfligt eine Zelle Uber weitere Backup-
Reparaturmechanismen. Ein Beispiel hierfiir ware die alternative End-Verknipfung (engl.
alternative end-joining, A-EJ). Ahnlich zur NHEJ bendtigt auch dieser Reparaturweg keine
Sequenzhomologie zur Reparatur der Lasion, wird jedoch vergleichbar zur HRR durch die
Resektion ssDNA initiiert [247, 361, 362]. Das A-EJ ist jedoch hoch mutagen [363]. Bestati-
gende Hinweise, dass die Hemmung der HRR die CCNU-vermittelte Klastogenitat erhoht,
lieferten Untersuchungen der Metaphase-Chromosomen (Abb. 47). Alle untersuchten Zellli-
nien zeigten in Kombination mit den RAD51-Hemmstoffen einen beeindruckenden, signifi-
kanten Anstieg in der Haufigkeit von Chromosomenaberationen. Ein vergleichbarer Effekt in
Kombination mit dem MRE11-Inhibitor Mirin war lediglich in einer der untersuchten
Glioblastomzelllinien zu beobachten. Neben der Hemmung von MRE11 wurde fiir Mirin be-
reits auch eine Reduktion der NHEJ-Reparatur-Effizienz nachgewiesen [247]. Moglicherweise
gelingt das Umschalten auf einen weniger mutagenen Backup-Reparaturmechanismus in den
LN229- und U87MG-Zellen besser, als den A172-Zellen. In weiteren funktionalen Reparatur-
Assays konnte dieses Umschalten untersucht werden. Inhibitionsexperimente oder Analysen

in Reparatur-defizienten Systemen wiirden diese Ergebnisse bestarken.
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4.2.4. Die Hemmung von RAD51 und MRE11 verstarken die CCNU-vermittelte
Zytotoxizitat

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Hemmung der HRR die CCNU-vermittelte Ge-
notoxizitat signifikant beeinflusst, wurde abschlieRend dieser Effekt auf die Zytotoxizitat un-
tersucht. In Koloniebildungstest zeigten die untersuchten Glioblastomzelllinien nach Inhibiti-
on der HRR eine ausgepragte Reduktion des Zelliberlebens (Abb. 48). Das reproduktive Zell-
Uberleben wurde sowohl durch CCNU (Abb. 48) als auch TMZ (Abb. 57) zun&dchst nur mode-
rat beeintrachtigt, die Applikation der Hemmstoffe steigerte das Zellsterben. Zelltodanalysen
bestatigten dies nicht nur fir die Glioblastomzelllinien (Abb. 49), sondern auch fiir eine wei-
tere Patientenlinie (Abb. 59). Die applizierte CCNU-Einzeldosis war zunachst subtoxisch. Folg-
te auf die CCNU-Behandlung die Hemmung der HRR, war eine eindriickliche Steigerung des
Zelltods, vornehmlich der Apoptose erkennbar (Abb. 49). Die Untersuchungen der Caspase-

Aktivierung untermauern dieses Ergebnis (Abb. 50).

RI-1 bindet direkt an Cystein-319 das humanen RAD51 [257]. Fir BO2 konnte ebenfalls eine
spezifische Bindung an das HRR-Protein gezeigt werden, wobei die exakte Bindestelle noch
nicht identifiziert wurde [246]. In beiden Fallen wird jedoch, wie eingangs beschrieben, die
Bindung von Rad51 an die ssDNA erschwert, was die HRR nachhaltig einschrankt. Im Ver-
gleich der RAD51-Inhibitoren fiel auf, dass RI-1 auf Glioblastomzellen weniger toxisch wirkt
als B02. Insgesamt scheint RI-1 auch geringflgig effizienter im Verstarken der CCNU-
vermittelten Geno- und Zytotoxizitat.

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, die direkte pharmakologische Hemmung der RAD-51-
Hemmstoffe mit dem des DNA-Schadens-Signaling-Hemmstoffs Mirin zu vergleichen. Der
MRN-Komplex spielt eine zentrale Rolle in der Erkennung des DSBs. MRE11 ist eines der
Schlisselproteine des trimeren MRN-Komplex, welcher aus NBS1, RAD50 und MRE11l be-
steht. MRE11 besitzt Endo- und Exonukleaseaktivitat [364]. Es wurde gezeigt, dass Mirin an
MRE11 bindet und dessen Nukleaseaktivitat inhibiert ohne die Bindung von MRE11 an die
DNA oder die der MRN-assoziierte DNA-Aktivitat zu beeinflussen [246]. Zusatzlich inhibiert
Mirin die ATM-abhangige Phosphorylierung von NBS1 und CHK2 [246]. Dadurch ist ferner die
Aktivierung der DDR Uber den ATM/ATR-CHK1-CHK2-Signalwegs nicht mehr korrekt ausfiihr-
bar. Da MRN und ATM unabhangig in der Erkennung des DNA-Schadens und dem Prozessie-

ren der DSBs mittels HRR agieren [365], war es dennoch denkbar, dass die Hemmung des
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MRN-Komplexes einen vergleichbar sensitivierenden Effekt zu dem der RAD51-Hemmstoffe
bedingt. Dies war in der Tat zu beobachten. Mirin erhéht die Anzahl der DSBs und die Zell-
todrate in CCNU-behandelten Glioblastomzellen in einem dhnlichen Ausmal wie RI-1 und
B02. Anzumerken ist, dass die Kombination aus Mirin und einem RAD51-Hemmstoff sehr

toxisch auf LN229-Zellen wirkte (Abb. 60).

4.2.5. Die Hemmung von RAD51 durch RI-1 verbessert den durch CCNU-
induzierten therapeutischen Effekt in vivo

In fritheren Studien wurde gezeigt, dass die Herunterregulation von RAD51 oder BRCA2, ei-
nem weiteren Schliisselprotein der HRR, durch siRNAs die Zelltodraten in CCNU- oder TMZ-
behandelten Glioblastomzellen verstarkt [259, 360]. Prinzipiell reprasentieren Virus-
vermittelte transduzierende Systeme eine vertretbare Herangehensweise, die HRR in der
Glioblastomtherapie gezielt anzugreifen. Jedoch sind diese Strategien vergleichbar schwer
klinisch realisierbar. Die pharmakologische Inhibition bietet daher eine einfache und elegan-
te Moglichkeit des Targetings. Die in der vorliegenden Arbeit verglichenen Hemmstoffe stel-
len RI-1 als einen geeigneten Kandidaten heraus. Der RAD51-Hemmstoff B02 iberzeugt
ebenfalls durch die Induktion geno- und zytotoxischer Effekte auf Glioblastomzellen, zeigt
allerdings auch im Vergleich toxische Wirkung per se. Mirin scheidet aufgrund der pleiotro-

pen Wirkweise fiir eine gezielte Behandlungsstrategie aus.

Fiir die Untersuchungen des Tumorwachstums im Mausmodell wurde daher RI-1 als HRR-
Inhibitor gewahlt. Sowohl im U87MG- als auch im LN229-Xenograft verringerte die Kombina-
tion von CCNU und RI-1 nicht nur das Tumorwachstum, in einigen Tieren war sogar eine
komplette Regression des Tumors zu beobachten. Hervorzuheben ist weiter, dass die Tiere
die Kombinationstherapie ohne offensichtliche Nebenwirkungen ausgesprochen gut tolerier-
ten. Dies ldsst auf eine gute Vertraglichkeit im Patienten hoffen. Selbstverstandlich sind klini-
sche Studien, die die systemische Toxizitdt des RAD51-Hemmstoffs untersuchen, unerldss-
lich. Nichtsdestotrotz unterstiitzen diese praklinischen Daten die Initiation klinischer Studien,
die die Applikation von HRR-Inhibitoren in Kombination mit alkylierenden Agenzien in der

Glioblastomtherapie und moglicherweise auch anderen Tumorentitaten vorsieht.
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Abb. 54 Bestimmung der ROS-Level in den Glioblastomzelllinien LN229, A172 und U87MG-Zellen. Die ROS-
Bildung wurde druchflusszytometrisch mittels 2°, 7°-Dichlordihydrofluorescin-diacetat (H,DCFDA)-Farbung
analysiert. Als ROS-Indikator wird das nicht-fluoreszierende H,DCFDA in das stark-fluoreszierende 2°,7'-
Dichlorfluorescin (DCF) oxidiert. Dargestellt sind jeweils die mittleren Intensitdten +/- SD des DCF aus drei un-
abhéangigen Experimenten. (A) Die basalen ROS-Level der unbehandelten LN229-, A172- und U87MG-Zellen. (B)
Die auf die unbehandelte Kontrolle normalisieren ROS-Level nach Behandlung mit ART zu den angegebenen
Zeitpunkten. H,0, diente als Positiv-Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittels einfaktorieller ANOVA und dem
Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidék berechnet: *** p <0,001. Die Daten wurden durch ||
generiert.
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Abb. 55 Zelltodbestimmung nach kombinierter TMZ- und ART-Behandlung der Glioblastomzelllinien LN229,
A172 und U87MG mittels Annexin V/ Pl-Doppelfiarbung. Dargestellt ist der induzierte Zelltod, respektive die
Summe aus induzierter Apoptose (grauer Teil der Balken) und induzierter Nekrose (gestreifter Teil der Balken),
nach Behandlung mit 50 uM TMZ, 15 pg/ ml ART oder der Kombination aus beidem. Die Analyse wurde 144 h
nach der TMZ-Behandlung durchgefiihrt. Die ART-Behandlung folgte 24 h nach TMZ-Gabe. Abgebildet sind die
entsprechenden Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten mit LN229- (A), A172- (B) und
U87MG-Zellen (C).
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Tab. 5 Statistische Auswertung der Zellzyklusanalysen.

Zellzyklus-Phase Behandlung p-Wert
LN229 (96 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART *¥*** p<0,0001
TMZ vs. TMZ/ART *p<0,05
G2 Kon vs. ART **p<0,01
TMZ vs. TMZ/ART *p<0,05
LN229 (120 h) G1 Kon vs. ART *p<0,05
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART **%* p <0,0001
TMZ vs. TMZ/ART **** p<0,0001
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART *¥*** p<0,0001
LN229 (144 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART **p<0,01
S Kon vs. ART *p<0,05
TMZ vs. TMZ/ART *¥*%* p <0,0001
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART *¥*** n<0,0001
A172 (96 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART *p<0,05
S Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
A172 (120 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
Al172 (144 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
US7MG (96 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART **p<0,01
TMZ vs. TMZ/ART ns
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
U87MG (120 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART **p<0,01
TMZ vs. TMZ/ART ns
G2 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
U8S7MG (144 h) G1 Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
S Kon vs. ART ns
TMZ vs. TMZ/ART ns
G2 Kon vs. ART ns

TMZ vs. TMZ/ART

ns
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Abb. 56 Einfluss der TMZ/ART-Bahandlung auf die Caspase-Aktivierung in Glioblastomzellen. Aktivierte
Caspasen wurden mittels eines Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten in situ Markers gefarbt und durchflusszyto-
metrisch analysiert. Dargestellt sind die Caspase-aktiven Populationen 144 h nach Behandlung mit TMZ (50 uM)
und/oder ART (15 pg/ml; t=72 h). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 57 Einfluss von TMZ und HR-Inhibition auf die Uberlebensraten von Glioblastomzellen. Dargestellt sind
die mittels Koloniebildungstest ermittelten Uberlebensraten nach Behandlung mit TMZ (10 uM) und/ oder HR-
Inhibitoren (B02: 2,5 uM, Mirin: 12,5 uM, RI-1: 5 uM). Das Uberleben wurde auf die unbehandelte Kontrolle
(Kon) normalisiert und ist in (A) fur LN229-, in (B) flr LN308- und in (C) fur U87MG-Zellen quantifiziert. Ange-
geben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktoriel-
ler ANOVA und dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001,
**%* p <0,0001, ns=nicht signifikant
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Abb. 58 Kinetik des CCNU-induzierten Zelltods im Rad51-Knockdown-Zellsystem. Mittels Annexin V/ PI-
Farbung wurde der CCNU-induzierte Zelltod zeitabhangig (72 h, 96 h, 120 h und 144 h) in parentalen LN229-
Zellen (weiB), Transfektions-Kontrollzellen (pS-empty-2, grau) und stabilen Rad51-Knockdown-Zellen (Rad51sh-
23, schwarz) bestimmt. Alle Zellen wurden mit 15 uM CCNU (1 h) behandelt, dargestellt sind die jeweiligen
Mittelwerte +/- SD aus drei unabhangigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA und
dem Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: ** p < 0,01; **** p < 0,0001, ns=nicht signifikant.
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Abb. 59 Einfluss der HR-Inhibition auf den CCNU-induzierten Zelltod in Patienten-Zelllinien. Mittels Annexin
V/ PI-Farbung wurden Apoptose- (hellgrau) und Nekrosefrequenz (schraffiert) durchflusszytometrisch 120 h
nach der Behandlung mit CCNU (15 uM, 1 h) und/ oder HR-Inhibitoren (MZ 160-Zellen: B02: 5 uM, Mirin: 25
UM, RI-1: 20 uM; MZ 219-Zellen: B02: 2,5 uM, Mirin: 25 uM, RI-1: 25 uM; MZ 227-Zellen: B02: 2,5 uM, Mirin: 20
UM, RI-1: 25 uM;) bestimmt. Dargestellt ist der induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) in
MZ 160-Zellen (A), MZ 219-Zellen (B) und MZ 227-Zellen (C). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SD aus drei
unabhadngigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA und dem Post-Hoc-
Mehrfachvergleichstest nach Sidak: *** p < 0,001; **** p < 0,0001, ns=nicht signifikant.
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Abb. 60 Einfluss der RAD51- und MRN-Inhibition auf den CCNU-induzierten Zelltod in LN229-Zellen. Mittels
Annexin V/ PI-Farbung wurden Apoptose- (hellgrau) und Nekrosefrequenz (schraffiert) durchflusszytometrisch
72 h nach der Behandlung mit CCNU (15 uM, 1 h) und/ oder HR-Inhibitoren B02: 10 uM, RI-1: 20 uM) be-
stimmt. Dargestellt ist der Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose), angegeben sind die Mittelwerte +/- SD
aus zwei unabhangigen Experimenten. LSM=Lésungsmittelkontrolle.
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Abb. 61 Einfluss der Rad51-Inhibition auf den CCNU-induzierten Zelltod in Mausfibroblasten. Mittels Annexin
V/ PI-Farbung wurden Apoptose- (hellgrau) und Nekrosefrequenz (schraffiert) durchflusszytometrisch 72 h
nach der Behandlung mit CCNU (30 uM, 1 h) und/ oder Rad51-Inhibitoren (B02: 10uM, RI-1: 20 uM) bestimmt.
Dargestellt ist der Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) in NIH/3T3-Zellen. Angegeben sind die Mittel-
werte +/- SD aus drei unabhingigen Experimenten, Signifikanzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA und dem
Post-Hoc-Mehrfachvergleichstest nach Sidak: ** p<0,01; **** p<0,0001. Kon=Kontrolle, EtOH und E-
tOH/ DMSO=L6sungsmittelkontrollen.
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