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1 Einleitung

1.1 Ovarialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Ovarialkarzinome machen circa ein Drittel aller malignen Neuerkrankungen des
weiblichen Genitaltraktes aus, wobei durchschnittlich eine von 76 Frauen im Laufe ihres
Lebens an Eierstockkrebs erkrankt. Das mittlere Erkrankungsalter betrdgt dabei 69 Jahre.
Damit ist das Ovarialkarzinom die héufigste todliche gynékologische Krebserkrankung
nach Brustkrebs. In den meisten Fillen handelt es sich um méaRig bis schlecht
differenzierte serése Adenokarzinome, wobei andere Formen von Ovarialkarzinomen
auch bereits in jiingerem Alter auftreten konnen (Robert Koch-Institut, 2021). Da es
bisher keine vorgesehene Fritherkennungsuntersuchung gibt, werden die meisten
Ovarialkarzinome verhéltnismal3ig spat diagnostiziert, weshalb die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate derzeit nur bei 42 % liegt (DGGG, 2020). Unterschiedliche Faktoren
konnen das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu erkranken erhéhen oder auch
reduzieren. Zunehmendes Alter, Adipositas, ovariale Zysten, Mutationen in DNA-
Reparaturgenen aber auch hormonelle Einflussfaktoren erhhen das Risiko (Robert-Koch-
Institut,2021). Bei Einnahme von Ovulationshemmern bzw. bei Multiparitit reduziert
sich das Risiko eines Ovarialkarzinoms hingegen. Hierbei geht man vor allem davon aus,
dass wahrend des Eisprunges ein komplexes Milieu, bestehend aus proinflammatorischen
Zytokinen und Sauerstoff-Radikalen, von Zellen des Ovars und umgebendem Stroma
sekretiert wird. Dieses Milieu kann DNA-Schéiden in allen an diesem Prozess beteiligten
Zellen induzieren. Je Ofter es bei einer Frau zur Ovulation kommt, desto hédufiger entsteht
dieses DNA-Schiaden induzierende Milieu und desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit
einer zelluldren Entartung (Ness and Cottreau, 1999; Trabert et al., 2020). Die vermehrte
Einnahme von Ovulationshemmern wird daher als ein Grund dafiir angesehen, dass die
Zahl der Neuerkrankungen in den letzten Jahrzehnten insgesamt riicklaufig war
(Buttmann-Schweiger and Kraywinkel, 2019). Dieser positive Effekt konnte allerdings
durch eine zunehmend adipose Bevolkerung und den dadurch erhohten Risikofaktoren

wieder aufgehoben werden (Buttmann-Schweiger and Kraywinkel, 2019).



1.1.2 Hochgradig seroses Ovarialkarzinom

Nach der aktuellen WHO-Klassifikation erfolgt die Einteilung von Ovarialtumoren anhand
ihrer Histologie (siehe Tabelle 6). Den Grofteil der malignen Neoplasien machen dabei
epitheliale Tumoren aus, wobei es sich bei den meisten Tumoren um hochgradig serose
Ovarialkarzinome (HGSOC) handelt (Kaufmann, 2013). Das mittlere Erkrankungsalter
fir HGSOC liegt bei 63 Jahren, wobei die Diagnose aufgrund fehlender bzw.
unspezifischer Symptome meist erst sehr spat erfolgt. Aus diesem Grund liegt bei den
meisten Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits ein HGSOC im Stadium III oder
IV vor (siehe Tabelle 7). Bei HGSOC handelt es sich wie oben bereits erwdhnt um
epitheliale Zellen, welche papillare, glanduldre und solide Strukturen aufweisen, wobei
man in vielen Zellen hochgradige Kernatypien finden kann (Carcangiu et al., 2014).
Molekulargenetisch finden sich in vielen Féllen aberrante Expressionsmuster des
Tumorsuppressorgens p53 sowie eine Inaktivierung der Tumorsuppressorgene BRCA1
und BRCA2 (breast cancer gene 1/2), was einen Einfluss auf die Zellproliferation, den
Zellzyklus und die genomische Stabilitat der Tumorzellen hat (Mullan, Quinn and Harkin,
2006; Carcangiu et al., 2014). Das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose ist
besonders relevant fiir die Prognose von HGSOC-Patientinnen. Da die meisten Tumoren
erst in Stadium III oder IV diagnostiziert werden, ist vor allem die Grofe des
Residualtumors nach operativer Resektion entscheidend, welche im Idealfall weniger als

1 cm betragen sollte (Kaufmann, 2013; Carcangiu et al., 2014).

1.1.2.1 Entstehung des hochgradig serésen Ovarialkarzinoms

Bei iiber 95% der hochgradig serésen Ovarialkarzinome liegen Mutationen des
Tumorsuppressorgens p53 vor (Ahmed et al., 2010). p53 spielt in der Zelle eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus, der Initiation von Apoptose, des Zellmetabolismus
oder der DNA-Reparatur (Zhang et al.,, 2020). Kommt es nun zu Mutationen in
Tumorsuppressorgenen wie p53, konnen diese ihre urspriinglichen Funktionen nicht
mehr erfilllen. Im Laufe der Zeit akkumulieren in der Krebszelle verschiedene
Mutationen, weshalb zwischen der initialen Zellschddigung und dem letztendlichen
Tumorauftreten Jahre bis Jahrzehnte vergehen konnen (Bielas and Loeb, 2005;

Takeshima and Ushijima, 2019).



Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass HGSOC von der Oberfldche des Ovars
ausgehen. Aktuellere Studien zeigen allerdings, dass sich Vorlduferldsionen des HGSOC
auch an den Fimbrien der Tube (fallopian tube) nachweisen lassen. Bei diesen
Vorlauferldsionen handelt es sich ebenfalls um Mutationen im p53 Gen (p53 Signatur)
sowie um serds tubare intraepitheliale Karzinome (STIC) (Kindelberger et al., 2007;
Labidi-Galy et al., 2017). STIC lassen sich vor allem bei Frauen mit BRCA-Mutation
nachweisen und sind aufgrund der hohen Assoziation mit HGSOC ein hochgradiger
Hinweis auf das Vorliegen einer Vollmanifestation des HGSOC, auch wenn die Tumoren
zu diesem Zeitpunkt unter Umstdnden noch verhiltnismaRig klein sein konnen (DGGG,

2020).

1.1.3 Bisherige Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms

Die aktuelle (Stand 2022) leitliniengerechte Therapie des fortgeschrittenen
Ovarialkarzinoms sieht eine Priméroperation vor, auf die eine anschliel3ende
Chemotherapie folgt. Priméres Operationsziel ist hierbei eine makroskopische
Tumorfreiheit im Sinne einer moglichst giinstigen prognostischen Ausgangslage (DGGG,
2020). Eine Hysterektomie mit Adnexektomie, sprich eine Entfernung von Uterus, Tuben
und Ovarien, sind dabei obligate Bestandteile der Primédroperation, um eine moglichst
grof3e Menge an Tumorgewebe entfernen zu konnen (Kaufmann, 2013). Im Anschluss an
die Operation erfolgt bei allen Patientinnen mit Tumoren im Stadium II-IV eine adjuvante
Polychemotherapie, bestehend aus dem Alkylans Carboplatin und dem Mitosehemmstoff
Paclitaxel {iber 6 Zyklen. Bei Patientinnen mit Tumoren im Stadium III-IV sollte aufBerdem
eine weiterfiihrende Erhaltungstherapie erwogen werden, bestehend beispielsweise aus
dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Inhibitor Bevacizumab oder aus
Poly (ADP-Ribose) Polymerase [PARP]-Inhibitoren wie zum Beispiel Olaparib (DGGG,
2020). Insbesondere der Einsatz von PARP-Inhibitoren bietet sich bei Patientinnen mit
BRCA1/2 Mutationen an, da sowohl BRCA1/2 als auch PARP an der Reparatur von DNA-
Schéden beteiligt sind. Der Grund dafiir liegt in der Annahme, dass bei Patientinnen mit
einer BRCA1/2 Mutation und zusatzlicher PARP-Inhibition die anfallende Menge an DNA-
Schéden so grold wird, dass sie von der Zelle nicht mehr toleriert werden kann, woraufhin
der Zelltod in Form von Apoptose eingeleitet wird (Morgan et al., 2018). Da gesunde
Zellen keine BRCA1/2 Mutation aufweisen, werden sie weniger stark durch die

zusétzliche PARP-Inhibition beeintrachtigt und iiberleben die Behandlung.



Auch wenn initial bis zu 85% aller Patientinnen mit HGSOC unter anderem auf eine
chemotherapeutische Behandlung ansprechen, stellt in den meisten Féllen die
Entwicklung von Resistenzen, insbesondere gegeniiber den Platin-basierten
Chemotherapeutika, die Haupttherapielimitation dar (Cooke and Brenton, 2011). Zu
Beginn einer Platin-basierten Chemotherapie mit Cisplatin oder Carboplatin weisen
bereits 15%-25% aller Patientinnen Resistenzen gegeniiber den genannten
Chemotherapeutika auf (Christie and Bowtell, 2017). Liegen zu Beginn der Therapie
keine Resistenzen vor, konnen die bei HGSOC haufig auftretenden Rezidive die weitere
Therapie allerdings erschweren, da Rezidive hdufig mit der Entstehung von Resistenzen
gegeniiber Platin-basierten Chemotherapeutika assoziiert sind. Die Wahrscheinlichkeit
der Resistenzbildung hiangt dabei mit dem Rezidivzeitpunkt zusammen. Je frither es zu
einem Rezidiv kommt, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Patientinnen
erneut auf die Platin-basierte Chemotherapie ansprechen. Bei einem Rezidiv innerhalb
von 6 Monaten nach dem Ende der Primértherapie liegt die Wahrscheinlichkeit fiir ein
erneutes Therapieansprechen bei unter 10%, wohingegen noch iiber 60% der
Patientinnen erneut auf Platin-basierte Chemotherapeutika ansprechen, wenn das Rezidiv
mehr als 12 Monate nach dem Ende der Primértherapie auftritt (Cooke and Brenton,
2011). Aufgrund der geschilderten Resistenzsituation ist es daher unter anderem ein
Forschungsziel, alternative platinunabhédngige Chemotherapeutika zu finden, die ein
gutes Therapieansprechen bei HGSOC zeigen und die Prognose von Patientinnen mit

einem HGSOC somit verbessern konnen.

1.2 Metabolismus

1.2.1 Physiologischer Zellmetabolismus — Glykolyse

Um die Funktion von Zellen bzw. des gesamten Organismus aufrechtzuerhalten, ist der
Organismus auf die kontinuierliche Zufuhr von Energie angewiesen (Judge and Dodd,
2020). Der Zellmetabolismus basiert dabei vor allem auf der Umwandlung von Energie
innerhalb des Systems aus Adenosintriphosphat (ATP) und Adenosindi- (ADP) bzw.
Adenosinmonophosphat  (AMP), sowie aus Oxidations-Reduktions-Reaktionen
beispielsweise mittels des Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) Systems (Mesquita and
Rodrigues, 2018). Die Hauptenergiequelle fiir den Zellmetabolismus stellt Glucose dar,
welche nach der Aufnahme in die Zelle iiber 3 Stoffwechselwege zur Produktion von ATP
weiterverwertet wird: Der Glykolyse, dem Citratzyklus und der oxidativen

Phosphorylierung (Bonora et al., 2012).



Die Glykolyse ldsst sich in 2 Phasen unterteilen, wobei in der ersten Phase Energie in die
Verstoffwechselung von Glucose investiert werden muss, wéahrend in der zweiten Phase
Energie in Form von 2 Molekiilen ATP gewonnen wird. An der Metabolisierung von
Glucose sind insgesamt 10 verschiedene Enzyme beteiligt, wobei es mehrere reversible
und irreversible Reaktionsschritte gibt (Abb. 1). Bei den irreversiblen Reaktionsschritten
handelt es sich um den ersten Schritt der Glykolyse, der Phosphorylierung von Glucose
zu Glucose-6-Phosphat (G6P). Am zweiten irreversiblen Reaktionsschritt ist das Enzym
Phosphofructokinase (PFK) beteiligt, welches Fructose-6-Phosphat zu
Fructose-1,6-Bisphosphat phosphoryliert. Neben dem ersten Schritt der Glykolyse ist auch
der letzte Schritt eine irreversible Enzymreaktion, bei der die Pyruvatkinase (PK)
Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat abbaut. Bei den irreversiblen Reaktionen der Glykolyse
handelt es sich gleichzeitig um die Reaktionen, welche fiir die Regulation der Glykolyse
eine wichtige Rolle spielen. So werden beispielsweise alle 3 Enzyme iiber AMP und ADP
als Indikatoren fiir eine erniedrigte Energieversorgung der Zelle aktiviert, wodurch die
Glykolyse-Rate hochreguliert werden kann (Akram, 2013; Mesquita and Rodrigues, 2018;
Judge and Dodd, 2020).

Glucose

3

Glucose-6-Phosphat

|

Fructose-6-Phosphat

3

Fructose-1,6-Bisphosphat

Phosphoenolpyruvat

3

Pyruvat ---------- ¥ Citratzyklus

3

Lactat

Abb. 1: Schematische Ubersicht des Abbaus von Glucose in der Glykolyse.
Fortsetzung auf der folgenden Seite.



Abb. 1 (Fortsetzung): Schematische Ubersicht des Abbaus von Glucose in der
Glykolyse. Bei der Glykolyse wird Glucose in mehreren enzymatischen Schritten
zu Pyruvat abgebaut, wobei Energie in Form von ATP entsteht. Das Pyruvat kann
anschlieend in den Citratzyklus eingespeist werden oder Uber die anaerobe
Glykolyse mittels der LDH zu Lactat umgewandelt werden.

Unter aeroben Bedingungen erfolgt die weitere Verstoffwechselung von Pyruvat iiber die
oxidative Phosphorylierung. Unter anaeroben Bedingungen hingegen wird Pyruvat iiber
die Lactatdehydrogenase (LDH) zu Lactat weiterverwertet. Einige Enzyme der Glykolyse
existieren in mehreren Isoformen, welche zwar alle die gleiche Reaktion katalysieren, sich
aber zum Beispiel in der Substratspezifitdt unterscheiden. So existieren beispielsweise 5
verschiedene LDH Isoenzyme, welche von den 2 separaten Genen A und B kodiert werden
(Koukourakis et al., 2009). Das Isoenzym LDHA wird dabei vor allem in vielen
Tumorzellen vermehrt exprimiert und dient hier als Marker fiir einen verstarkten
anaeroben Zellmetabolismus, welcher es den Tumorzellen erlaubt, auch unter
hypoxischen Bedingungen zu proliferieren (Jurisic, Radenkovic and Konjevic, 2015). Bei
der Umwandlung von Pyruvat zu Lactat kann die in der Glykolyse entstandene reduzierte
Form von NAD (NADH + H*) wieder zu NAD" oxidiert werden, welches anschliefSend

direkt wieder in der Glykolyse verwertet werden kann (Judge and Dodd, 2020).

Neben der Glucose als Hauptsubstrat fiir die Glykolyse konnen auch andere Metabolite in
die Glykolyse eingeschleust werden, ein Beispiel dafiir wére die Aminosiure Tryptophan.
Bei Tryptophan handelt es sich um eine gemischt ketogene und glucogene Aminosaure,
die im Menschen hauptséchlich iiber den sog. Kynureninweg abgebaut wird (Abb. 2). Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Abbau von Tryptophan ist die Umwandlung von
Tryptophan zu  N-Formylkynurenin  iiber das gewebeabhédngige Enzym
Indoleamin-2,3-Dioxygenase (IDO1), welches anschliefSend tiber die
Kynurenin-Formylase weiter zu Kynurenin abgebaut wird (Loffler et al., 2014; Platten et
al.,, 2019). Im weiteren Abbau von Kynurenin entsteht Alanin, welches iiber die
Umwandlung zu Pyruvat als Endprodukt der Glykolyse anschlie@end weiter
verstoffwechselt werden kann (Loffler et al., 2014). Eines der Endprodukte im
Tryptophanabbau iiber den Kynureninweg ist Chinolinsdure, welche iiber mehrere
Zwischenschritte in NAD* umgewandelt wird und anschliefSend ebenfalls wieder in der
Glykolyse verwendet werden kann (Platten et al., 2019). Die Produktion von NAD" spielt
daneben allerdings auch in der Tumorproliferation eine Rolle, da die de novo Synthese
von NAD' {iber den Kynureninweg mittels IDO1 die Sensibilitit von Tumoren
beispielsweise gegeniiber Chemotherapeutika negativ beeinflussen kann (Vareki et al.,

2014; Platten et al., 2019). Dies ist vor allem deshalb von Relevanz, da das Enzym IDO1



in tiber 58% aller Tumoren exprimiert wird (Théate et al., 2015; Platten et al., 2019). Fiir
Tumoren ist eine Uberexpression von IDO1 unter anderem auch durch den
immunsuppressiven Effekt des sekretierten Kynurenins, bzw. der sekretierten Metabolite

des Kynurenin-Signalwegs, von Vorteil (Munn and Mellor, 2013).

Tryptophan

N-Formylkynurenin

|

Kynurenin

H20>i
Alanin¢’;

v
3-Hydroxy-Anthranilat

|

Acetyl-CoA <--------- Acroleyl-B-Aminofumarat --------- » Chinolinat

v
NAD*

Abb. 2: Schematische Ubersicht eines Auszuges des Tryptophan Katabolismus.

Beim Abbau von Tryptophan entstehen Zwischenprodukte wie NAD" und Alanin, die in
die Glykolyse eingespeist werden kdnnen. Acetyl-CoA als mdgliches Endprodukt kann
ebenfalls zur weiteren Energiegewinnung zum Beispiel im Citratzyklus weiterverwertet
werden.

1.2.2 Metabolismus von Tumorzellen

Wéhrend der Tumorentstehung kommt es in den Zellen zu einer Reihe von
charakteristischen Verdnderungen, die zum Beispiel dazu fiihren, dass sich Tumorzellen
der Apoptose entziehen konnen. Diese charakteristischen Verdnderungen, die in nahezu
allen Tumorzellen zu finden sind, werden dementsprechend auch als Kennzeichen einer
Krebserkrankung bezeichnet (Hanahan and Weinberg, 2000). Neben den bisher
bekannten Kennzeichen (Abb. 3) kommen seit einiger Zeit auch metabolischen
Veranderungen von Tumorzellen eine tragende Rolle zu, da viele Tumorzellen ihren
Metabolismus auf eine fiir Krebszellen charakteristische Art und Weise anpassen konnen

(Hanahan and Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).
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Abb. 3: Kennzeichen von Tumorzellen. Tumorzellen zeichnen sich insbesondere
durch die genannten Charakteristika gegenuber gesunden Zellen aus. Die Auspragung
dieser Charakteristika kann sich jedoch von Krebsart zu Krebsart unterscheiden. Je
hoéher die Anzahl an erworbenen Eigenschaften, desto bésartiger der Tumor (verandert
nach Hanahan & Weinberg, 2011).

Die metabolische Reprogrammierung von Krebszellen kann iiber verschiedene Wege
erreicht werden (Abb. 4). Einerseits konnen genetische Verdnderungen ursachlich fiir
metabolische Verschiebungen sein, wie sie z.B. fiir die Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1)
beschrieben wurden. Das mutierte Enzym ist hier in der Lage « -Ketoglutarat in
2-Hydroxyglutarat (2HG) umzuwandeln, wobei die Akkumulation von 2HG das Risiko
fiir die Entstehung maligner Hirntumoren erhohen kann (Dang et al., 2009). Zusétzlich
konnen Gene, welche z.B. fiir Stoffwechselenzyme wie die Phosphoglycerat-
Dehydrogenase (PHGDH) kodieren, amplifiziert werden. Die Amplifikation des
PHGDH-Gens treibt die Serin-Biosynthese an, welche fiir die Zellproliferation bei
Brustkrebs und Melanomen essentiell ist (Locasale et al., 2011; Possemato et al., 2011).
Andererseits erfolgt die metabolische Reprogrammierung von Krebszellen haufig ohne
zugrunde liegende genetische Verdnderung als Reaktion auf die Expression von
Onkogenen. Onkogene Mutationen von Kras fiihren bspw. zu einer erhohten

Glukoseaufnahme und zur Umleitung ihrer Zwischenprodukte in den



Pentosephosphatweg, was die Aufrechterhaltung der DNA- bzw. RNA-Biosynthese
gewahrleistet (Ying et al., 2012).

Bei vielen Tumorzellen lasst sich im Gegensatz zu den gesunden Zellen feststellen, dass
sie auch unter aeroben Bedingungen Energie in Form von ATP {iiber die anaerobe
Glykolyse gewinnen, was als ,Warburg-Effekt“ nach dem Entdecker Otto Warburg
benannt ist (Warburg, Wind and Negelein, 1927). Fiir Tumorzellen bedeutet dies in
gewisser Weise einen Verzicht auf ATP, da die anaerobe Glykolyse nur 2 Molekiile ATP
pro Molekiil Glucose liefert, die aerobe Glykolyse iiber die Weiterverwertung von Pyruvat
im Citratzyklus und letztendlich der Atmungskette hingegen insgesamt 32 Molekiile ATP
pro Molekiil Glucose (Loffler et al., 2014). Tumorzellen konnen allerdings die
entsprechend vermehrt anfallenden Intermediate der Glykolyse fiir verschiedene weitere
Biosynthesewege wie zum Beispiel zur Synthese von Aminosiuren verwenden, welche fiir
die verstarkte Proliferationsrate von Tumorzellen benétigt werden (Hanahan and
Weinberg, 2011). Des Weiteren sind Tumorzellen in der Lage ihren Metabolismus an die
verdnderten Anforderungen anzupassen, um beispielsweise geniigend Substrate fiir die
gesteigerte Biosyntheseleistung bereitstellen zu konnen. Eine Moglichkeit dafiir wére die
Hochregulation der Expression von Glucosetransportern (GLUT) in der Zellmembran, um
mehr Glucose zur Verstoffwechselung aufnehmen zu konnen. Eine andere, in vielen
Tumorzellen zu beobachtende Méglichkeit wire auferdem die Uberexpression
bestimmter Enzyme, wie zum Beispiel der bereits erwdhnten LDH, um vermehrt

anfallendes Substrat schneller umsetzen zu konnen (Romero-Garcia et al., 2011).

Umstellung des Zellmetabolismus:
Anaerobe Glykolyse 1

Mutation metabolischer Enzyme,
bspw. IDH1/2: 2HG 1,

@ @ a-Ketoglutarat |
@ Genamplifikation, bspw. flr die
@ PHGDH: Serin-Biosynthese t —

Zellproliferation 1

gesunde Zelle Tumorzellen Uberexpression von Onkogenen,
z.B. MYC oder Kras:
Glucoseaufnahme 1,
Glutaminmetabolismus 1, LDHA 1

Abb. 4: Metabolische Anpassungen in Tumorzellen. Fortsetzung auf der folgenden
Seite.



Abb. 4 (Fortsetzung): Metabolische Anpassungen in Tumorzellen. Einige
Tumorzellen sind in der Lage, ihren Metabolismus auf unterschiedliche Art und
Weise an bestimmte Gegebenheiten anzupassen und so z.B. ihre Fahigkeit zur
Zellproliferation zu optimieren. Die Veranderungen im Metabolismus kénnen dabei
von Krebsart zu Krebsart variieren.

1.2.3 Metabolische Verdnderungen in Tumorzellen als Angriffspunkte fiir die

Tumortherapie

Veranderungen im Krebsstoffwechsel spielen in der Diagnostik eine wichtige Rolle, hier
sei beispielsweise die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) genannt, bei der z.B.
iiber den Glucose-Metabolismus auf das Vorhandensein von Tumorzellen geschlossen
werden kann (Schwenck et al., 2023). Das tumortherapeutische Potenzial der
Beeinflussung metabolischer Wege wird durch Metaanalysen von Patientinnen und
Patienten unterstiitzt, welche bereits zugelassene, den Metabolismus beeinflussende
Medikamente wie Statine oder Metformin zur Behandlung einer Hypercholesterindmie
oder eines Typ-2-Diabetes einnehmen. Entwickelten diese Patientinnen und Patienten
zusatzlich Tumoren, fiihrte die Einnahme von Statinen oder Metformin teils zu ldngeren
Uberlebensraten und niedrigeren Riickfallraten bei verschiedenen Krebsarten wie
Ovarial- oder Mammakarzinomen (Almeida-Nunes et al., 2023; Jia et al., 2023). Zudem
schaffen Resistenzen gegen konventionelle Tumor-Therapeutika wie Cisplatin oft
metabolische Schwachstellen, die empfindlich auf die Behandlung mit metabolischen
Inhibitoren reagieren (Obrist et al., 2018). Metabolische Inhibitoren wie Metformin
konnen auflerdem dazu verwendet werden das Tumormikroumfeld neu zu
programmieren, wodurch bspw. das Tumorwachstum gehemmt werden kann (El Sayed
et al., 2021). Auch die verdnderten Expressionslevel bestimmter metabolischer Enzyme
bieten Angriffspunkte in der Tumortherapie. So zeigen viele Tumoren bspw. eine
Hochregulation der LDH, welche im letzten Schritt der Glykolyse die Reaktion von
Pyruvat zu Lactat katalysiert (Sharma, Singh and Rani, 2022). LDH-Inhibitoren wie
Oxamat oder (R)-GNE-140 befinden sich derzeit in préklinischen Studien, wobei z.B. fiir
Oxamat bereits in vitro und in vivo eine Inhibition der Zellproliferation fiir
nasopharyngeale Karzinome gezeigt werden konnte (Li et al., 2013; Li and Cui, 2023).
Auch Inhibitoren der bereits erwdhnten und in Tumoren héufig verstarkt exprimierten
IDO1 stellen mit der Beeinflussung des Zellmetabolismus eine Option in der
Tumortherapie dar. So befinden sich die IDO1-Inhibitoren Epacadostat und BMS-986205

in mehreren klinischen Phase-I- bis Phase-III-Studien, sowohl in der Mono- als auch in
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der Kombinationstherapie mit anderen Arzneimitteln (Tang et al., 2021). In den USA wird
BMS-986205 bspw. aktuell in einer Phase-III-Studie zur Therapie des invasiven
Harnblasenkarzinoms gemeinsam mit anderen Chemo- bzw. Immuntherapeutika getestet

(Sonpavde et al., 2020).

1.3 Der Zellzyklus

Fir die Proliferation von Tumoren miissen die einzelnen Zellen den Zellzyklus
durchlaufen, welcher aus 4 nacheinander ablaufenden Phasen besteht. Drei der 4 Phasen
sind in der Interphase zusammengefasst: Wahrend der G1-Phase (gap-1) kommt es zum
Zellwachstum sowie zur Protein- und Nukleotidsynthese, in der nachfolgenden
Synthese-Phase (S-Phase) erfolgt die DNA-Replikation. Abschliel3end folgt die G2-Phase
(gap-2), in der sich die Zelle auf die folgende Mitose vorbereitet. In der Mitose-Phase
(M-Phase) werden die Chromosomen aufgetrennt und auf zwei Tochterzellen aufgeteilt
(Loffler et al., 2014). Wahrend permanent proliferierenden Zellen anschlieRend wieder
in die G1-Phase eintreten, konnen sich nicht mehr teilende Zellen, wie zum Beispiel
Neuronen, in der GO-Phase der Interphase, der sogenannten zelluliren Quieszenz
verbleiben (Coller, Sang and Roberts, 2006; Frade and Ovejero-Benito, 2015). Der
geordnete Ablauf des Zellzyklus wird durch Cycline und Cyclin-abhéngige Kinasen (CDKs,
cycline-dependent kinases) gewdhrleistet. CDK2, CDK4 und CDK6 spielen dabei in der
Interphase eine Rolle und CDK1 in der Mitose (Malumbres and Barbacid, 2009). CDKs
liegen primér inaktiv vor und konnen erst durch Bindung der entsprechenden Cycline
Effektorfunktion iibernehmen. Fiir den Zellzyklus sind dabei insgesamt 10 verschiedene
Cycline aus den Klassen A, B, D und E relevant (Malumbres and Barbacid, 2009). Mit dem
Eintritt in die G1-Phase kommt es zur Expression von Cyclin D, welches an CDK4 und
CKD6 bindet und somit einen aktiven Cyclin D-CDK4/6-Komplex bildet. Dieser Komplex
fiihrt zu einer partiellen Inaktivierung von sogenannten Pocket Proteinen, wie zum
Beispiel Retinoblastom Protein (RB), wodurch es zur Expression von Cyclin E kommt
(Malumbres and Barbacid, 2009). Cyclin E bindet und aktiviert anschlief3end CDK2,
wobei der Komplex aus CDK2 und Cyclin E die erwdhnten Pocket Proteine
hyperphosphoryliert und somit ginzlich inaktiviert, was zum Ubertritt aus der G1- in die
S-Phase fiihrt (Lukas, Bartkova and Bartek, 1996). In der spiten S-Phase kommt es zur
Aktivierung von CDK2 durch Cyclin A2, wodurch der Zellzyklus aus der S-Phase in die
G2-Phase voranschreitet. Am Ende der Interphase kommt es zur Aktivierung von CDK1

durch Cyclin A, wobei es mit dem Zerfall der Kernlamina wéhrend der Mitose zu einer
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Degradation von Cyclin A kommt. Auferdem formiert sich der Cyclin B-CDK1-Komplex,
welcher die Zelle abschlieRend durch die Mitose fithrt (Malumbres and Barbacid, 2009).

Um einen korrekten und fehlerfreien Ablauf des Zellzyklus zu gewdhrleisten sind
innerhalb des Zellzyklus verschiedene Kontrollpunkte (Checkpoints) vorhanden, an denen
iiberpriift wird, ob alle Schritte der jeweiligen Phasen in korrekter Weise abgelaufen und
ob DNA-Schiden vorhanden sind (Nurse, 2000). Diese Kontrollpunkte liegen jeweils in
der spiaten G1- und G2-Phase, innerhalb der S-Phase sowie am Ende der M-Phase vor.
Werden an den Kontrollpunkten Abweichungen wie eine zu geringe Zellgrof3e oder
DNA-Schéden festgestellt, wird der Zellzyklus angehalten bzw. verlangsamt (Abb. 5)
(Paulovich and Hartwell, 1995; Loffler et al., 2014; Iyer and Rhind, 2017). Dieser
Zellzyklusarrest sorgt zum einen fiir eine Reduzierung des natiirlichen DNA-Schadens,
welcher wihrend der DNA-Replikation entsteht, beispielsweise durch die Korrektur von
falschlicherweise eingebauten Nukleotiden mittels der Endonukleaseaktivitdt des Enzyms
FEN-1. Zum anderen wird der Zelle Zeit verschafft, um vorliegende Schéden oder Defizite
zu bewiltigen, sodass alle physiologischen Prozesse wahrend der einzelnen Phasen des

Zellzyklus fehlerfrei ablaufen konnen (Loffler et al., 2014).

M-Checkpoint

G2-Checkpoint J_
M
G2 GO
S

/\

]\ G1-Checkpoint
Intra-S-Phase-Checkpoint

Abb. 5: Schematische Darstellung eines physiologischen Zellzyklus. Der
Zellzyklus proliferierender Zellen teilt sich in 4 Phasen, bestehend aus G1-, S-, G2-
und M-Phase. In den einzelnen Phasen gibt es jeweils einen Kontrollpunkt, an
welchem der Status des korrekten Voranschreitens der Zellteilung, zum Beispiel im
Hinblick auf DNA-Schaden, Uberpruft wird. Werden keine Schaden festgestellt,
durchlauft die Zelle den weiteren Zellzyklus, andernfalls kommt es zum
Zellzyklusarrest. Nicht mehr proliferierende Zellen kénnen den Zellzyklus in der G1-
Phase verlassen und in einen ruhenden Zustand innerhalb der GO-Phase eintreten.
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Werden im Rahmen des G1-Kontrollpunktes DNA-Schéden festgestellt, kommt es zu einer
Aktivierung des Tumorsuppressorproteins p53. Diese Aktivierung fiihrt anschlieend zu
einer gesteigerten Expression des CDK-Inhibitors p21 (Li and Zou, 2005). Durch die
Inhibition der Cyclin-CDK-Komplexe kommt es dann zu einem Arrest des Zellzyklus am

G1/S-Ubergang (Miiller-Esterl, 2018).

CDKs konnen durch Phosphorylierungen an Tyrosinen inaktiviert sowie durch
Dephosphorylierungen durch die Tyrosin Phosphatasen Cdc25A (cell division cycle),
Cdc25B und Cdc25C anschliel3end wieder aktiviert werden. Treten innerhalb der S-Phase
DNA-Schiaden auf, wird eine Signalkaskade induziert, bei der es zu einer Chkl
(Checkpoint Kinase 1)-abhingigen Phosphorylierung von bspw. Cdc25A kommt,
woraufthin es zur Degradation von Cdc25A kommt. Da CDKs in der Folge nicht mehr
durch Cdc25A aktiviert werden konnen, kommt es zu einem Zellzyklusarrest am
Ubergang zwischen S/G2-Phase (Li and Zou, 2005). Chk1 selbst wird initial mittels einer
Phosphorylierung durch die Proteinkinase ATR (Ataxia teleangiectasia and Rad3-Related)
aktiviert. ATR gehort mit ATM zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinasen und spielt
gemeinsam mit ATM eine zentrale Rolle in der Initiierung der Antwort auf DNA-Schdden
im Rahmen der Zellzyklus-Kontrollpunkte (Li and Zou, 2005; Barnum and O’Connell,
2014).

1.4 Permanenter Zellzyklusarrest und Zelluntergang

1.4.1 Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um eine Form des kontrollierten Zelltodes, bei dem die
Zelle fragmentiert und anschliel3end phagozytiert wird. Die Induktion der Apoptose kann
iiber verschiedene Wege erfolgen und ist abhédngig von Cysteinyl-Aspartyl-Proteasen, den
sogenannten Caspasen. Man unterscheidet zwei Gruppen von Caspasen, die
Initiatorcaspasen (Caspasen 8 und 9) sowie die Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6 und 7),
wobei die Effektorcaspasen iiber die Initiatorcaspasen aktiviert werden (Loffler et al.,
2014). Apoptose kann zum einen durch die Zelle selbst initiiert werden, beispielsweise
nach der Detektion eines Zellschadens, man spricht dann vom intrinsischen Signalweg.
Alternativ kann die Apoptose der Zelle auch rezeptorabhdngig von aul’en induziert
werden, wobei dann vom extrinsischen Signalweg gesprochen wird (Loffler et al., 2014;

D’Arcy, 2019).
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Der intrinsische Apoptoseweg, auch mitochondrialer Weg genannt, beginnt mit der
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Cytosol als Reaktion auf
zelluldren Stress. Anschliefend bildet Cytochrom C gemeinsam mit dem
Apoptose-auslosenden Faktor 1 (Apaf-1, apoptotic protease activating factor 1) das
Apoptosom im Cytosol. Nachfolgend wird die inaktive Procaspase 9 durch das Apoptosom
proteolytisch gespalten. Die daraus resultierende aktive Caspase 9 spaltet und aktiviert
im Anschluss weitere Effektorcaspasen, wie Caspase 3. Caspase 3 zahlt, wie auch die
Caspasen 6 und 7, zu den Effektorcaspasen, welche unter anderem fiir die
DNA-Fragmentierung verantwortlich sind. Neben Cytochrom C setzen die Mitochondrien
auch  weitere pro-apoptotische Proteine frei, wie zum  Beispiel den
Apoptose-induzierenden Faktor (AIF, apoptosis-inducing factor). AIF translokiert
daraufhin in den Zellkern und fordert dort die DNA-Fragmentierung sowie die

Kondensation des Chromatins (Loffler et al., 2014; Nirmala and Lopus, 2020).

Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird rezeptorvermittelt {iber sog.
Todesrezeptoren (DR, death receptor,) initiiert, zum Beispiel dem Fas-Rezeptor (FasR)
oder dem Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1 (TNFR-1). TNFR-1 und FasR weisen
intrazelluldr eine sogenannte Todesdoméne (DD, death domain) auf, mit der sie nach
Bindung der Liganden das Adapterprotein Fas associated death domain containing protein
(FADD) rekrutieren, welches ebenfalls eine Todesdoméane besitzt (Loffler et al., 2014).
Diese DD dienen dann als Bindestellen fiir Initiatorcaspasen wie Procaspase 8.
Procaspase 8 und FADD bilden gemeinsam den death-inducing signaling complex (DISC),
durch welchen die inaktive Procaspase 8 in die aktive Caspase 8 iiberfiihrt wird (Nirmala
and Lopus, 2020). Caspase 8 kann dann im Verlauf weitere Effektorcaspasen, wie
Caspase 3, Caspase 6 oder Caspase 7 aktivieren, welche z.B. essenzielle zelluldre Proteine
abbauen, wodurch es wie beim intrinsischen Signalweg zu einem weiteren

Voranschreiten der Apoptose kommt (Loffler et al., 2014; Nirmala and Lopus, 2020).

Wie bereits erwahnt ist Apoptose essenziell fiir die Aufrechterhaltung der zelluldren
Homoostase eines Organismus, weshalb Fehlregulationen oft drastische Auswirkungen
haben konnen. Kommt es im Organismus beispielsweise zu einer Hochregulation anti-
apoptotischer Signalwege, ist die Entstehung von Krebserkrankungen héufig die Folge

(Green and Llambi, 2015).
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1.4.2 Zellseneszenz

Neben der Apoptose als definitivem Zelltod kann eine Zelle auch in einen permanenten
Zellzyklusarrest eintreten, der Zellseneszenz (Collado, Blasco and Serrano, 2007). Bei der
Seneszenz handelt es sich um einen Zustand, der sowohl physiologische als auch
pathologische Eigenschaften aufweist. Zellen in Seneszenz konnen sich zwar nicht mehr
teilen, sind aber nach wie vor metabolisch aktiv und koénnen zum Beispiel {iber die
Generierung eines Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phinotyps (SASP) und der
daraus folgenden Sekretion verschiedener Zytokine das umliegende Gewebe nach wie vor
beeinflussen (He and Sharpless, 2017). Fiir die Aufrechterhaltung der
Gewebehomoostaste im Rahmen der Wundheilung spielt die Seneszenz beispielsweise
eine wichtige Rolle, da die Seneszenzinduktion infolge eines Gewebeschadens zur
Elimination geschédigter Zellen beitrigt. Da ein Hauptcharakteristikum von Seneszenz in
vielen Fillen ein permanenter Zellzyklusarrest ist, kann dessen Induktion auch zur
Tumorsuppression beitragen (Mufioz-Espin and Serrano, 2014). Kommt es allerdings zur
Persistenz seneszenter Zellen im Gewebe, kann im Laufe der Zeit ein gegenteiliger Effekt
auftreten. Seneszente Zellen konnen das umliegende Gewebe durch die Sekretion von
proinflammatorischen Molekiilen beeinflussen, was wiederum zur Krebsentstehung

beitragt (Lecot et al., 2016).

1.4.2.1 Induktion zellularer Seneszenz

Bei der Seneszenz handelt es sich um eine Zellantwort auf multiple Stressoren (Abb. 6),
wie zum Beispiel dem Verlust von Telomeren im Rahmen von Alterungsprozessen,
oxidativem Stress, DNA-Schidden infolge von UV-Strahlung sowie einigen
Chemotherapeutika (TIS, therapy-induced senescence) (Calcinotto et al., 2019). Diese
Stressoren fithren haufig zu einer Aktivierung des Tumorsuppressors p53 sowie zu einer
Aktivierung von CDK-Inhibitoren (CDKi) p16, pl5, p21 und p27 (Muioz-Espin and
Serrano, 2014).

Der p53/p21 Signalweg wird hédufig im Rahmen der DNA Damage Response (DDR)
aktiviert. p53 wird durch die Proteinkinase ATM (Ataxia teleangiectasia mutated)
phosphoryliert und damit stabilisiert, was zu einer Expressionssteigerung
antiproliferativer Gene fithrt (Kumari and Jat, 2021). Die Hauptfunktion von p53 ist hier
die Induktion der Transkription des CDKi p21, welcher bspw. CDK2 inhibiert und somit
tiber eine Hypophosphorylierung von RB zu einem Zellzyklusarrest fiihrt (d’Adda di
Fagagna, 2008; Herranz and Gil, 2018). Wahrend p21 iiberwiegend fiir die Induktion der
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Zellseneszenz verantwortlich ist und daher nicht dauerhaft in seneszenten Zellen
exprimiert wird, ist der CDKi p16 hingegen fiir die Aufrechterhaltung der Seneszenz in

den Zellen verantwortlich (He and Sharpless, 2017; Kumari and Jat, 2021).

Seneszenz iiber den pl6/RB Signalweg wird vor allem durch epigenetische
Verdnderungen induziert (Petrova et al., 2016). p16 inhibiert als CDKi die Bildung der
Cyclin D-CDK4/6-Komplexe iiber eine direkte Bindung an CDK4/6 und hemmt so die
Phosphorylierung von RB. Ist RB dephosphoryliert bzw. hypophosphoryliert bindet es an
E2Fs, einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, und bildet einen repressiven RB-E2F
Komplex. Dieser Komplex bindet inhibitorisch an Promotoren der entsprechenden
abhingigen Gene und verhindert so die Transkription von fiir den Progress des Zellzyklus

relevanten Genen (Kumari and Jat, 2021).

Stressoren

Replikations- ROS Strahlung Chemo-

stress therapeutika
{ DNA-Schiden } epigenetische
Veranderungen
ATM/ATR p16
p53 Cyclin D-
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21
P E2F-RB
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_— —> ;
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Signalwegs zur Seneszenzinduktion in
Abhéangigkeit verschiedener Stressoren. Verschiedene Stressoren kénnen in Zellen
die Induktion von Seneszenz bewirken und im Anschluss Gber mehrere Signalwege zu
einem Zellzyklusarrest fuhren.
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1.4.2.2 Phénotypische Zellverinderungen im Zusammenhang mit Seneszenz

Seneszente Zellen generieren einen bestimmten Phéanotyp, anhand dessen die
Identifikation seneszenter Zellen erleichtert wird. Charakteristisch fiir seneszente Zelle ist
beispielsweise die dauerhafte Aktivierung einer DDR, die Aktivierung von
CDK-Inhibitoren und eine verstirkte Sekretion proinflammatorischer Faktoren im
Rahmen des SASP. Des Weiteren zeigen seneszente Zellen typische morphologische
Veranderungen, eine verdnderte Zusammensetzung der Plasmamembran, die
Akkumulation von Mitochondrien und Lysosomen, sowie Abweichungen im Nukleus.
Zusatzlich lassen sich in seneszenten Zellen auch Abweichungen im Zellmetabolismus

feststellen. (Hernandez-Segura, Nehme and Demaria, 2018).

Die Entstehung eines SASP ist eines der Hauptmerkmale der Seneszenz. Dabei werden
hauptsachlich  Interleukine, Chemokine, @Wachstumsfaktoren, Proteasen und
Komponenten der extrazelluliren Matrix sekretiert (Coppé et al., 2010). Die Induktion
des SASP kann zum einen iiber DDR erfolgen, zum anderen aber auch iiber NF-kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells). NF-kB fordert durch die
Bindung an bestimmte Promotoren proinflammatorischer Gene wie Interleukin-6 (IL-6)
und IL-8 deren Transkription, und trégt dariiber zur Entstehung des SASP bei (Faget, Ren
and Stewart, 2019). Die genaue Zusammensetzung der im Rahmen des SASP sekretierten
Faktoren ist dabei abhédngig vom seneszenten Zelltyp und der Seneszenzursache. Ebenso
sind die jeweiligen Effekte des SASP auf die benachbarten Zellen vielféltig und unter

anderem abhingig vom umgebenden Gewebe (Herranz and Gil, 2018).

Seneszente Zellen zeigen morphologische Verinderungen, wie zum Beispiel eine
Zunahme der Zellgrofde bzw. eine Verdnderung der Zellform. Diese Verdnderungen
kommen unter anderem durch eine verstirkte Produktion von Vimentinfilamenten
zustande, welche in seneszenten Zellen beobachtet werden konnte (Nishio et al., 2001).
Neben morphologischen Verdnderungen der Zelle selbst kommt es auch zu
Veranderungen des Zellinhalts, zum Beispiel zu einem Anstieg des Anteils an lysosomalen
Zellorganellen. Dies lasst sich durch eine verstéirkte Aktivitit der Seneszenz-assoziierten
B-Galactosidase (SA B-Gal), einem lysosomalen Enzym, nachweisen (Kurz et al., 2000).
Diese ubiquitire Eigenschaft wird auch zum Nachweis seneszenter Zellen genutzt. Neben
der Akkumulation von lysosomalen Organellen steigt in seneszenten Zellen auch der
Anteil an mitochondrialer Masse (Korolchuk et al., 2017). Durch die verstarkte Aktivitit
der Pyruvatdehydrogenase (PDH) kommt es in den Zellen zu einem vermehrten Umsatz

von Pyruvat iiber den Citratzyklus, was sich durch die erhohten Level reaktiver
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Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) zeigt (Kaplon et al., 2013). Bei den
akkumulierenden Mitochondrien handelt es sich sehr wahrscheinlich um dysfunktionale
Zellorganellen, da die Mitochondrien in seneszenten Zellen neben den erhohten Werten
fiir ROS auch ein vermindertes Membranpotenzial zeigen. Dieser Umstand wird auch als
Seneszenz-assoziierte mitochondriale Dysfunktion (SAMD) bezeichnet (Passos et al.,

2007, 2010; Korolchuk et al., 2017).

Im Verlauf der Seneszenzwerdung wird der zelluldire Metabolismus stark
umprogrammiert, bleibt jedoch hoch aktiv. So steigt zum Beispiel das Verhéltnis von AMP
zu ATP als ein Indikator fiir einen zelluldiren Energiemangel, wodurch die
AMP-abhingige Kinase (AMPK) aktiviert wird (Hernandez-Segura, Nehme and Demaria,
2018). Die Hauptfunktion von AMPK ist die Regulation des zelluldren Energiehaushalts
durch eine Reduktion ATP-verbrauchender Stoffwechselwege bzw. einer Steigerung
ATP-generierender Stoffwechselwege wie zum Beispiel der Fettsdureoxidation (Carling,
2004). In seneszenten Zellen kann es zu einer Stabilisierung von p53 kommen, welches
den Metabolismus seneszenter Zellen ebenfalls beeinflussen kann. In Abhingigkeit von
p53 kommt es beispielsweise zu einer Verminderung der Glykolyse sowie zu einer
Steigerung des Citratzyklus, der oxidativen Phosphorylierung sowie der
Fettsdureoxidation (Maddocks and Vousden, 2011; Hernandez-Segura, Nehme and

Demaria, 2018).

1.4.2.3 Seneszenz als Antwort auf DNA-Schiaden

Die DDR als Antwort auf DNA-Schiden ist einer der Hauptgriinde fiir den Weg von Zellen
in die Seneszenz (McHugh and Gil, 2018; Schumacher et al.,, 2021), wobei die
Hauptaktivatoren der DDR vor allem DNA-Einzelstrangbriiche bzw. -Doppelstrangbriiche
darstellen (d’Adda di Fagagna, 2008). Diese werden von spezialisierten Komplexen
erkannt, welche zur Rekrutierung der Proteinkinasen ATM und ATR an die jeweiligen
Stellen der DNA-Lasion fiihren (Shiloh, 2006; d’Adda di Fagagna, 2008). Wahrend ATM
primir durch DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) aktiviert wird, kann ATR von einer
Vielzahl von DNA-Schidden aktiviert werden. Dazu gehoren neben den DSBs auch
Replikationsstress (Marechal and Zou, 2013). Nach der Rekrutierung von ATM und ATR
an die Stellen der DNA-Lidsionen kommt es zu einer ATM- und ATR-abhéngigen
Phosphorylierung der Histonvariante H2A.X an Serin 139, anschlief3end yH2A.X genannt
(Shiloh, 2003). Die Phosphorylierung von H2A.X fithrt zum einen zur Rekrutierung

weiterer Reparaturenzyme, zum anderen aber auch in Form eines sich selbst
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verstirkenden Mechanismus zur Rekrutierung weiterer ATM Komplexe, was die Aktivitét
von ATM steigert und so wiederum zu einer weiteren Generierung von yH2A.X fiihrt
(Celeste et al., 2002; d’Adda di Fagagna, 2008). Die Akkumulation von ATM und ATR
iiber einen bestimmten Punkt hinaus ist dabei notig, um weitere Schritte im Signalweg

der DDR ablaufen zu lassen (d’Adda di Fagagna, 2008).

ATM beispielsweise phosphoryliert p53 an einem Serinrest, was zur Stabilisierung und
Aktivitédtssteigerung von p53 fiihrt (Banin et al., 1998; Shiloh, 2003). Neben der direkten
Phosphorylierung von p53 fithrt ATM auch indirekt zu einer Aktivitatssteigerung von p53.
ATM phosphoryliert und aktiviert dazu die Checkpoint Kinase Chk2, welche p53 ebenfalls
an einem anderen Serinrest phosphoryliert, wodurch unter anderem dessen Abbau
verhindert wird (Ryan, Phillips and Vousden, 2001; Shiloh, 2003). AnschlieRend kommt
es zu einem p53-induzierten Zellzyklusarrest. Abhdngig von ATM und Chk2 kommt es
auch zu einer Phosphorylierung der Phosphatase Cdc25A bzw. Cdc25C, was zu deren
Degradation fiihrt. Durch das fehlende Cdc25C kann CDK1 nicht mehr aktiviert werden,
was den Ubertritt aus der G2- in die M-Phase verhindert (Shiloh, 2003).

Wiahrend der DDR-Signalweg iiber ATM vor allem fiir die initiale Antwort auf
DNA-Schéden verantwortlich ist, wird ATR erst spater aktiviert und ist vor allem fiir die
Aufrechterhaltung der Phosphorylierung von Zielsubstraten verantwortlich (Shiloh,
2003). ATR phosphoryliert und aktiviert dazu die Proteinkinase Chkl an mehreren
Serinresten (Zhao and Piwnica-Worms, 2001). Wichtige Zielproteine von Chk1 sind dabei
ebenfalls die bereits erwdhnten Phosphatasen Cdc25A und Cdc25C. Chkl bewirkt wie
Chk2 eine Phosphorylierung und damit Inhibierung von Cdc25A bzw. Cdc25C, woraus in
der Folge ein G2/M-Arrest oder S-Phasenarrest, in Abhdngigkeit der nachfolgend

inhibierten CDKs (Rundle et al., 2017), resultieren kann.

1.4.2.4 Klinische Bedeutung von Seneszenz

Seneszente Zellen zeigen in der Klinik ein sehr heterogenes Spektrum an positiven sowie
negativen Effekten bspw. auf die umliegenden Zellen. Auf der einen Seite haben
seneszente Zellen z.B. einen antitumoralen Einfluss, indem sie mittels SASP und direkter
Zell-Zell-Interaktion auch angrenzende Zellen in die Seneszenz treiben konnen (Acosta et
al., 2013; Schmitt, Wang and Demaria, 2022). Auf der anderen Seite tragen seneszente
Zellen insb. im alternden Organismus zur Entstehung bzw. zum Fortschreiten bestimmter
Erkrankungen wie Cholangiopathien oder der pulmonalen Fibrose bei (Schafer et al.,

2017; Ferreira-Gonzalez et al., 2018). Auch im Rahmen einer Chemotherapie-induzierten
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Seneszenz kann es im Langzeitverlauf zu negativen Folgen wie dem verfriihten Auftreten
bspw. kardiopulmonaler Erkrankungen kommen (Demaria et al., 2017; Schmitt, Wang
and Demaria, 2022). Um die negativen Folgen der Seneszenzinduktion vermeiden bzw.
abmildern zu konnen gibt es therapeutische Anstrengungen, wie z.B. die Entwicklung von
Senolytika bzw. Senomorphika, welche sich z.T. bereits in klinischen Studien befinden
(Wang, Lankhorst and Bernards, 2022). Wahrend die Senolytika auf eine direkte
Eliminierung der seneszenten Zellen abzielen, ist es das Ziel der Senomorphika, die

Ausschiittung von Faktoren des SASP zu reduzieren (Schmitt, Wang and Demaria, 2022).

1.5 Ziel dieser Arbeit

Der verdnderte Metabolismus von Krebszellen birgt die Moglichkeit einer selektiven
Intervention. Ziel dieser Arbeit ist es, eine Kombination von metabolischen Inhibitoren zu
identifizieren, welche priméar auf Krebszellen wirkt. Hierfiir wird ein schon bestehendes
zellulares Modell verwendet, bei dem nicht-krebsartige Eierstockzellen zu krebsartigen
Eierstockzellen entartet wurden. Im Anschluss daran soll die identifizierte Inhibitor-
Kombination auf phéanotypischer und funktionaler Ebene charakterisiert werden. Diese
Ergebnisse sollen die Grundlage fiir weitere Studien schaffen, um langfristig Patientinnen
mit HGSOC zusatzliche und auf neuen Wirkprinzipien beruhende Therapieoptionen zu

ermoglichen.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Name Konzentration Selektion
Penicillin/ 100 U/mL /
Prokaryoten

Streptomycin 100 ug/mL

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Primire Antikorper
Zielprotein (Klon Nr.) Spezies Hersteller
Caspase 3 (9662) Kaninchen mAb Cell Signaling
Cleaved Caspase-3 (9664) Kaninchen mAb Cell Signaling
Chk2 T68ph (C13C1) Kaninchen pAb Cell Signaling
ERK1/2 T202/Y204ph Kaninchen mAb Cell Signaling
Cyclin B1 (V152) Maus mAb Cell Signaling
H2A.X S139ph (JBW301) Maus mAb Millipore
Histon H3 Kaninchen pAb Abcam
pl16 (G175-1239) Maus mAb BD Biosciences
p21WAF1 (EA10) Maus mAb Calbiochem
p38 T180/Y182ph Kaninchen pAb Cell Signaling
Vinculin Maus mAb Sigma
o-Tubulin (12G10) Maus mAb DSHB
B-Aktin Kaninchen pAb Abcam
B-Tubulin (E7) Maus mAb DSHB

2.1.2.2 Sekundire Antikorper
Ziel (Klon) Konjugation Hersteller
Ziege-anti-Maus IgG HRP Dianova
Ziege-anti-Hase IgG HRP Dianova
Ziege-anti-Maus IgG Alexa Fluor 488 Dianova
Ziege-anti-Hase IgG Alexa Fluor 594 Dianova

Hersteller

Thermo Fischer

Verdiinnung
1:1000
1:1000
1:1000
1:2000
1:2000
1:1000
1:5000
1:500
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

Verdiinnung
1:5000
1:5000
1:5000
1:5000
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2.1.3 Chemikalien

Name

2-propanol (Isopropanol)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure (HEPES)
5-bromo-4-chloro-3-indoyl B-D-galactopyranosid (X- fGal)
Acrylamid/Bisacrylamid (37.5:1)
Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin

beta-Mercaptoethanol

Bromphenol Blau

Dimehylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Formaldehyd

Glutardialdeyhd

Glycerin

Glycin

Hoechst 33342

Igepal CA-630

Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PO4)
Kaliumchlorid (KCl)

Kalium-Hexacyanoferrat (II) Trihydrat (Kis[Fe(CN)s]3H.0)
Kalium-Hexacyanoferrat (III) (Ks[Fe(CN)e])
Kaliumhydroxid (KOH)

Kristallviolett (CasHzoCIN3)

Leupeptin

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,, sH20)
Methanol

MitoSOX™ Rot Reagenz

Mowiol 4-88
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natrium orthovanadat (Nas;VO,)

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)

Hersteller
Roth
Merck/Sigma
Roth

Roth
Merck/Sigma
Merck/Sigma
Roth
Merck/Sigma
Merck/Sigma
Merck/Sigma
Merck/Sigma
Roth

Roth

Roth

Roth

Thermo Fischer

Merck/Sigma
Sigma

Sigma

ICN Biomedicals

Merck/Sigma
Merck/Sigma
Sigma

Merck/Sigma
Merck/Sigma

Sigma

Thermo Fischer

Merck/Sigma
Roth

Merck/Sigma
Merck/Sigma
Merck/Sigma
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Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid

Nonidet P-40 (NP-40)
Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF)
Propidiumiodid (PI)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypan-Blau

Tween 20

Zitronensaure

2.1.4 Enzyme

Name
RNase A
Trypsin/0.05% (v/v) EDTA

2.1.5 Eukaryotische Zelllinien

Name Zelltyp
iFTSEC transduziert mit pLenti CMV Blast
Empty Vector
empty (W263-1)
humane Lungenadenokarzinomzellen
H1975
(NSCLC)
HCT-116 humane Colonkarzinomzellen
Hela humane Cervixkarzinomzellen
HT-29 humane Colonkarzinomzellen
immortalisierte sekretorische
iFTSEC Epithelialzellen des Eileiters
(hTERT;shp53;CDK4"*%)
LN229 humane Glioblastomzellen
MCE-7 humane Mammakarzinomzellen

Merck/Sigma
Roth

Bio-Rad

Roth

Roth

Roche
Merck/Sigma
Merck/Sigma
Roth
Merck/Sigma
Merck/Sigma
Gerbu
Merck/Sigma

Hersteller
Thermo Fischer

Life Technologies

Quelle

J. Dreute
(Addgene
Plasmid#: 17486)

M.L. Schmitz

M.L. Schmitz
M.L. Schmitz
M.L. Schmitz
Karst and Drapkin
et al. (PMID:
21502498)

M.L. Schmitz
M.L. Schmitz
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KRAS®'*/MYC

OVCAR4

PC9

RPE-1

SW620
U20S

iFTSEC (Kras®!?¥;c-MYC) transduziert mit
pLenti CMV Kras®'?'-P2A-c-MYC Blasti

humane Ovarialkarzinomzellen

humane Lungenadenokarzinomzellen

(NSCLC)

immortalisierte humane retinale

Pigmentepithelzellen

humane Colonkarzinomzellen

humane Osteosarkomzellen

2.1.6 Inhibitoren/Aktivatoren

Name

(+)-3-Methyl-2-

oxovaleriansaure

Natriumsalz
Antimycin A
AZD3965

BCH
BMS-986205
CB-839
Cytochalasin B
Dichloracetat
Eflornithin

Etomoxir
Etoposid

H3B-120
Indoximod
Metformin
PFK15
(R)-GNE-140
TVB-2640

Wirkmechanismus

a-Ketoglutarat-

Dehydrogenase-Substrat

Komplex I1I-Inhibitor
MCT1-Inhibitor
LAT1-Inhibitor
IDO1-Inhibitor
Glutaminase-Inhibitor
GLUT-Inhibitor
PDK-Inhibitor
ODC-Inhibitor
CPT1-Inhibitor
Topoisomerase-II-
Inhibitor
CPS1-Inhibitor
IDO-/TDO-Inhibitor
AMPK-Aktivator
PFKFB3-Inhibitor
LDHA/B-Inhibitor
FASN-Inhibitor

Bestands-

konzentration

100 mM

1uM

1 mM
10 mM
10 mM
5 mM

5 mM
190 mM
1 mM
100 mM

10 mM

10 mM
1 mM
200 mM
10 mM
10 mM
1 mM

J. Dreute

E. Pogge von

Strandmann

M.L. Schmitz

M.L. Schmitz

M.L. Schmitz
M.L. Schmitz

Hersteller

Merck/Sigma

Agilent
Selleckchem

Tocris

MedChemExpress

Selleckchem
Santa Cruz
Merck/Sigma
Tocris

Merck/Sigma
Biotrend

Merck/Sigma
Selleckchem
Invivogen

Merck/Sigma

MedChemExpress

Merck/Sigma



V-9302 ASCT2-Inhibitor 10 mM MedChemExpress

a-Cyano-4-
MCT1-Inhibitor 10 mM Merck/Sigma
hydroxyzimtsdure
2.1.7 Kits
Name Hersteller
BCA Protein Assay Kit Pierce

2.1.8 Verbrauchsmaterial und sonstige Reagenzien

Name Hersteller
Bovine Serum Albumin (BSA) Merck/Sigma
DMEM, high glucose + GlutaMAX Life Technologies
DMEM/Ham’s-F-12 + GlutaMAX Life Technologies
Fotales Kialberserum (FCS) Life Technologies
Magermilchpulver Merck/Sigma
RPMI 1640 + GlutaMAX Life Technologies
Western Lightning ECL Losungen Perkin Elmer
Zellkulturmaterialien Sarstedt
Zellkultur 96-Well-Platte Greiner-Bio-One

2.1.9 Software

Name Verwendung
BD CellQuestPro Generierung und Analyse von FACS-Daten
Fiji Analyse und Bearbeitung von Bildern

GraphPad Prism9 (GraphPad

Erstellen von Graphen und Abbildungen
Software, La Jolla, CA, USA)
MS-Office Datenaufbereitung

NIS Elements AR 3.00 Bilderfassung

2.1.10 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden, falls nicht anders aufgefiihrt, in frisch deionisiertem
Milli-Q-Wasser angesetzt. Die jeweilige Pufferzusammensetzung wird im Folgenden
immer zu Beginn der zugehorigen Methode im Methodenteil beschrieben. Fiir

Experimente in der Zellkultur wurde autoklaviertes Milli-Q-Wasser verwendet.
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2.2 Methoden der Molekularbiologie

2.2.1 Lentivirale Transduktion zur Generierung der verwendeten Zelllinien

Um Untersuchungen iiber das Verhalten von Krebszellen machen zu kénnen, wurden
Zellen einer immortalisierten Zelllinie, immortalized fallopian tube secretory epithelial cells
(iFTSEC), als Ausgangszellen fiir die folgenden Versuche verwendet. Diese Zellen wurden
von Jan Dreute im Institut fiir Biochemie der Justus-Liebig-Universitdt GieRen mittels
einer lentiviralen Transduktion so modifiziert, dass sie stabil die Gene fiir KRAS und MYC
exprimieren und somit die in Absatz 2.1.5 erwéhnte Krebszelllinie KRAS®'?'/MYC
darstellen. Um einen Einfluss der lentiviralen Transduktion auf das Verhalten der
Krebszellen auszuschliefen, wurden die iFTSEC von Jan Dreute erneut mittels einer
lentiviralen Transduktion modifiziert, wobei die verwendeten Plasmide dieses Mal nicht
die erwdhnten Gene KRAS und MYC enthielten. Die dadurch generierten Empty Vector
(EV) Zellen dienten in den folgenden Versuchen als Kontrollzellen gegeniiber der

KRAS®?Y/MYC Zellen.

2.3 Methoden der Zellbiologie

2.3.1 Zellkultur und Zellzédhlung

PBS: 137 mM NaCl; 1.5 mM KH,PO,; 2.7 mM KCL;
8.0 mM NazHPO4, pH 7.4
DMEM (suppl.): DMEM mit 4.5 g/L Glucose; 10% (v/v) FCS;

2 mM L-Glutamin; 1% (v/v)
Penicillin/Streptomycin
DMEM/Ham’s-F-12
(suppl.): DMEM/Ham’s-F-12; 10% (v/v) FCS; 2 mM
L-Glutamin,;
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640 (suppl.): RPMI; 10% (v/v) FCS; 2 mM L-Glutamin;

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

Alle Zelllinien wurden bei 37 °C und einer atmosphérischen CO,-Konzentration von 5%
in 75 cm? sowie in 175 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Fiir das Wachstum der Zellen

wurde abhéangig von der Zelllinie das Medium entspr. der Tabelle 1 verwendet, wobei die
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Zellen alle 2-3 Tage in frisches Medium passagiert wurden. Fiir die Passage von Zellen in
175 cm?® Zellkulturflaschen wurden die Zellen zuerst mit PBS gewaschen und
anschlieffend mit Trypsin/EDTA bei 37 °C vom Grund der Kulturflasche geldst. Die
Trypsinierung wurde anschlielfend durch Zugabe des entsprechenden Mediums gestoppt.
Die jetzt inadhdrenten Zellen wurden in den nun in dem in der Zellkulturflasche
vorhandenen Medium aufgenommen und in ein Falcon iiberfiihrt. Ein Teil der
Zellsuspension wurden im Anschluss gemeinsam mit frischem Medium in eine neue

175 cm? Zellkulturflasche tiberfiihrt und erneut fiir 2-3 Tage kultiviert.

Tabelle 1: Kultivierungsmedien der unterschiedlichen Zelllinien

Name Kultivierungsmedium
Empty Vector DMEM/Ham’s-F12
H1975 DMEM

HCT-116 DMEM

Hela DMEM

HT-29 RPMI 1640
iFTSEC DMEM/Ham’s-F12
LN229 DMEM

MCEF-7 DMEM
KRAS®?/MYC DMEM/Ham’s-F12
OVCAR4 RPMI 1640

PC9 DMEM

RPE-1 DMEM/Ham’s-F12
SW620 RPMI 1640

U20S DMEM

Zur Aussaat einer definierten Zellmenge erfolgte eine Zahlung der Zellzahl. Dazu wurden
10 uL. der Zellsuspension mit 10uL Trypan-Blau-Farbstoff gemischt und im
automatisierten Zellzahler LUNA-II™ (Logos Biosystems) gezihlt, wobei die Zdhlung auf
dem Trypan-Blau-Ausschlussverfahren basiert. Im Rahmen der Zellzdhlung wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (300 x g, Raumtemperatur, 3 Minuten) und der Uberstand
im Anschluss abgenommen. Das iibrig gebliebene Zellpellet wurde anschlie3end mit dem
entsprechenden Medium resuspendiert und auf eine Zellzahl von 1x10° Zellen/mL

eingestellt.

27



2.3.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Einfrier-Medium: 10% (v/v) DMSO in FCS

Zum Einfrieren eukaryotischer Zellen wurde nach den oben genannten Waschschritten
ein durch Zentrifugation generiertes Zellpellet in Einfrier-Medium resuspendiert und in
ein Kryo-Rohrchen tiberfiihrt. Dieses wurde anschlieBend zuerst bei -80 °C eingefroren
und nach 24 Stunden in einen -150 °C-Schrank iiberfithrt. Die bei -150 °C in Kryo-
Rohrchen eingefrorenen Zellen wurden im 37 °C warmen Wasserbad erwédrmt und
anschliefend mit 10 mL des entsprechenden Mediums vermischt. Das im Einfrier-
Medium enthaltene DMSO wurde durch Zentrifugation (300 x g, Raumtemperatur,
3 Minuten) mit anschlie@ender Resuspendierung des Zellpellets im der jeweiligen
Zelllinie entsprechenden Medium entfernt. Die Zellsuspension wurde dann in eine neue

Zellkulturflasche tiberfithrt und bei 37 °C kultiviert.

2.3.3 Proteinextraktion

RIPA-Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7.4); 150 mM NaCl,
0.5% (w/v) Na-Deoxycholat; 0.1% (w/v) SDS;
1% (v/v) Igepal CA-630; 1 mM EDTA
frisch hinzugefiigt: 10 mM NaF; 1 mM Nas;VOy; 10 ug/mL

Aprotinin; 5 ug/mL Leupeptin; 1 mM PMSF

5x SDS Probenpuffer: 250 mM Tris/HCI (pH 6.8); 10% (w/v) SDS;
40% (v/v) Glycerin; 15% (v/v) B-Mercaptoethanol;
0.1% (w/v) Bromphenol Blau

Zur Praparation von Proteinextrakten wurden die Zellen in kaltem PBS gewaschen und
anschliefend mittels eines Zellschabers geerntet. Nach der folgenden Zentrifugation
(300 x g, 4 °C, 2 Minuten) wurde das Zellpellet in RIPA-Lysepuffer resuspendiert und fiir
20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Menge des verwendeten RIPA-Puffers entsprach dabei
in etwa dem 5-fachen Volumen des vorhandenen Zellpellets. Im Anschluss wurde das
Lysat zuerst erneut zentrifugiert (16.000 x g, 4 °C, 15 Minuten) und anschlieBend zum
weiteren Zellaufschluss sonifiziert. Entsprechend der Herstellerinformationen wurde
nachfolgend die Proteinkonzentration der jeweiligen Lysate durch Verwendung des BCA
Protein Assay Kits (ThermoFischer) bestimmt. Zur Generierung einer definierten

Proteinkonzentration pro ul Lysat wurde das vorhandene Zelllysat anschlief3end mit
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RIPA-Puffer verdiinnt und mit 5x SDS-Probenpuffer vermischt. Durch das anionische
Detergenz SDS wird die Eigenladung der Proteine iiberdeckt (ca. 1.4 ug SDS pro
1 ug Protein), was zu einer insgesamt negativen Ladung der Proteine fiihrt. Abschliel3end
wurde das Zelllysat durch flinfminiitiges Erhitzen auf 95 °C fiir die SDS-Gelelektrophorese

vorbereitet.

2.3.4 Zellzyklus-Analyse

PI-Farbelosung: 20 pug/mL Propidiumiodid; 200 ug/mL RNase A;
0.1% (v/v) Triton-X-100 in PBS

Die Verteilung des Zellzyklus innerhalb einer Zellpopulation wurde in einem FACSCalibur
(BD Biosciences) Durchflusszytometer mittels einer Propidiumiodid (PI)-Farbung
analysiert. PI interkaliert in die DNA und emittiert dabei ein rotes Fluoreszenzsignal,
welches direkt proportional zur vorhandenen DNA-Menge ist. Da der DNA-Gehalt
innerhalb einer Zelle wihrend der verschiedenen Phasen des Zellzyklus variiert
(GO/G1 < S < G2/M), erlaubt die detektierte Fluoreszenzintensitit einen Riickschluss
auf den Anteil der sich in der jeweiligen Phase des Zellzyklus befindlichen Zellen. Zur
Analyse der Zellzyklusverteilung wurden die Zellen in 10 cm Schalen kultiviert. Am Ende
der jeweiligen Behandlungsdauer wurden die Zellen mit Trypsin aus den Schalen geerntet
und in PBS aufgenommen. Nach der folgenden Zentrifugation (300 x g, 4 °C, 3 Minuten)
wurde das Zellpellet in 300 uL. PBS resuspendiert, anschlielend wurde zur Zellfixierung
1 mL 70% (v/v) Ethanol hinzugegeben. Um die Entstehung von Zellaggregaten zu
vermeiden, wurde das Ethanol tropfenweise und unter stindiger Durchmischung
hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit der Zellen von mindestens 1 Stunde bei 4 °C
wurde das Ethanol mit PBS ausgewaschen, anschlielend wurden die Zellen erneut
zentrifugiert (300 x g, 4 °C, 3 Minuten) und das entstandene Zellpellet in 300 uL bzw.
500 uL PI-Farbelosung resuspendiert. Im letzten Schritt wurden die Zellen lichtgeschiitzt
fiir 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und die Reaktion anschlielend durch
das Lagern der Proben auf Eis abgestoppt. Das PI-Signal wurde im Durchflusszytometer
im roten Farbkanal (FL2) detektiert und die entstandenen Daten mittels der

BD CellQuestPro Software aufgezeichnet und evaluiert.
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2.3.5 Messung mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

MitoSOX™-Féarbelésung: 5 uM MitoSOX™-Lésung in PBS

Zur Bestimmung der Level mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurden die
Zellen mit dem MitoSOX™-Fluoreszenzfarbstoff (ThermoFisher) gefarbt. Der
zellmembranpermeable Farbstoff akkumuliert in Mitochondrien, wo er von reaktiven
Sauerstoffspezies oxidiert wird. Dies ldsst sich durch ein rotes Fluoreszenzsignal
detektieren. Um die mitochondrialen ROS-Level zu bestimmen, wurden die Zellen zuerst
mit PBS gewaschen und anschliefend durch Trypsinierung geerntet. Nach der Aufnahme
in Medium und nachfolgender Zentrifugation (3 x 300 g, Raumtemperatur, 3 Minuten)
wurde das entstandene Zellpellet in 300 uL. Medium resuspendiert. Anschliellend wurde
eine 5uM MitoSOX™-Firbelosung hinzugegeben und die Zellen lichtgeschiitzt fiir
10 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen erneut
zentrifugiert (250 x g, Raumtemperatur, 3 Minuten) und das Zellpellet in 300 uL. PBS
aufgenommen. AnschlieRend wurde das Fluoreszenzsignal im Durchflusszytometer
detektiert und die entstandenen Daten mittels der BD CellQuestPro Software

aufgezeichnet und evaluiert.

2.3.6 Messung der Zellseneszenz

Fixierlosung: 2% (v/v) Formaldehyd; 0.2% (v/v) Glutardialdehyd
X-gal Farbel6sung: 20 mM Zitronensdure; 40 mM Natriumhydrogensulfat;
150 mM NaCl; 5 mM Kalium-Hexacyanoferrat (II)
Trihydrat; 5 mM Kalium-Hexacyanoferrat (III);
2 mM Magnesiumchlorid-Hexahydrat; 1 mg/ml X-gal

Die Messung der Zellseneszenz erfolgte iiber eine Farbemethode, welche die Aktivitit der
B-Galaktosidase anzeigt, einem lysosomalen Enzym, dessen Expression in seneszenten
Zellen deutlich ansteigt. Die zuvor in 6 bzw. 12-Well-Platten ausgesiten und dem
Experiment entsprechend behandelten Zellen wurden zu Beginn der Farbung zwei Mal
mit PBS gewaschen und anschliel}end fiir 3 Minuten in der Fixierlosung inkubiert. Nach
erneutem zweimaligem Waschen in PBS wurden die Zellen iiber Nacht bei 37 °C unter
CO;-Ausschluss in der Farbelosung inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen erneut

zwei Mal in PBS und anschliefend einmal in Methanol gewaschen. Die folgende
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Trocknung der Platten erfolgte bei Raumtemperatur. B-Galaktosidase-positive Zellen
konnten im Anschluss durch den Nachweis einer Blaufirbung im Lichtmikroskop

detektiert werden.

2.3.7 Messung der Zellviabilitit

Kristallviolett-
Farbelosung: 0.5% (w/v) Kristallviolett in 25% (v/v) Methanol
SDS-Pufferlosung: 2% (w/v) SDS

Zur Messung der Zellviabilitdt wurde eine Kristallviolett-Farbung durchgefiihrt, wobei der
Farbstoff alle noch in der Well-Platte adhirenten Zellen anfiarbt. Zu Beginn wurden die
zuvor in 96-Well-Platten ausgesidten und entsprechend vorbehandelten Zellen auf Eis
gelagert und zwei Mal in kaltem PBS gewaschen. Anschlief3end erfolgte eine 10-miniitige
Fixierung in -20°C kaltem Methanol, welches am Ende der Inkubationszeit vorsichtig aus
den Platten geklopft wurde. Nachdem die 96-Well-Platten ausreichend getrocknet waren,
erfolgte eine 10-miniitige Inkubation mit der Kristallviolett-Farbelosung, welche
anschlielfend durch 3-maliges Waschen in deionisiertem Wasser wieder aus den Platten
herausgewaschen wurde. Nach erneuter ausreichender Trocknung der Platten wurde die
Kristallviolett-Farbung durch eine 30-miniitige Inkubation der Zellen in 150 uL SDS-
Pufferlosung wieder aus den Zellen herausgelost. Bei allen Pipettierschritten wurde
darauf geachtet, die Losung nicht direkt auf die Zellen zu pipettieren. Die Farbstoffmenge
konnte anschliellend anhand der Absorption des Kristall-Violett Farbstoffes bei einer

Wellenlidnge von 600 nm im GloMax®-Photometer (Promega) gemessen werden.

2.3.8 Immunfluoreszenz

Fixierlosung: 3.7% (v/v) Formaldehyd in PBS
Permeabilisierungs-

/Blockier-Lésung: 3% (w/v) BSA; 0.3% (v/v) Triton in PBS
Wasch-Losung: 0.3% (v/v) Triton in PBS
Antikorperlosung

(1:1000): Siehe Permeabilisierungs-/Blockierlosung

Mowiol Mounting
Medium: 67 mM Tris/HCI; 33.4% (v/v) Glycerin;
13.4% (w/v) Mowiol 4-88
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Die Immunfluoreszenz diente der Darstellung der intrazelluldren Lokalisation und des
Vorkommens individueller Proteine. Die Zellen wurden dazu in 6-Well-Platten auf 18 mm
groRen Deckglidschen ausgesidt und dem geplanten Experiment entsprechend behandelt.
Am Ende des gewiinschten Behandlungszeitraums wurden die Zellen einmalig mit PBS
gewaschen und anschliel}end fiir 10 Minuten in der Fixierlosung inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt mit PBS folgte eine 30-miniitige Inkubation in der
Permeabilisierungslosung. Nach dem Absaugen der Permeabilisierungslosung wurden
100 uL. der Primérantikorperlosung auf die Zellen gegeben, in welcher die Zellen im
Anschluss iiber Nacht bei 4 °C inkubierten. Am nédchsten Tag wurden die Zellen zu Beginn
zwei Mal fiir 1 bzw. fiir 15 Minuten in der Wasch-Losung gewaschen, anschlieRend
erfolgte die Inkubation in der Sekundarantikorperlésung unter Lichtausschluss fiir
1 Stunde. Nachfolgend wurden die Zellen erneut zwei Mal wie bereits beschrieben in der
Wasch-Losung gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine 10-miniitige Inkubation und
Anfarbung der Zellen mit 100 uL. PBS, welches 1 ug/mL Hoechst 33342 enthielt. Die
Hoechst-Losung wurde nachfolgend durch 10-miniitiges Waschen der Zellen in PBS
wieder entfernt und die Deckgldschen anschlielfend mit Mowiol Mounting Medium auf
Objekttrdgern befestigt. Nachdem die Deckgldschen auf den Objekttréagern tiber Nacht
ausgehartet waren, konnten Bilder am Eclipse TE2000-E Mikroskop (Nikon) mittels der
NIS Elements AR 3.00 Software (Nikon) in der gewiinschten Vergrol3erung aufgenommen

werden.

2.3.9 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Fixierlosung: 1.5% (v/v) Glutardialdehyd; 1.5% (v/v) Formaldehyd;
0.15 M HEPES/KOH

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde zur Herstellung hoch-auflésender
Einzelzellbilder durchgefiihrt. Vor der Durchfiihrung der TEM wurde die Zellen
entsprechend des Experimentierplans in 10 cm Schalen behandelt. Am Ende des
Behandlungszeitraums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieffend mit
einem Zellschaber vom Plattenboden geldst. Nach der folgenden Zentrifugation (300 x g,
4 °C, 2 Minuten) wurde das entstandene Zellpellet in der Fixierlésung resuspendiert und
anschliel3end bis zur Einbettung bei 4 °C gelagert. Die Préparation der Proben erfolgte im
Anschluss durch Tamara Papadakis (Institut fiir Anatomie und Zellbiologie der Justus-

Liebig-Universitdat Giefsen). Die mittels eines Reichert Ultracut E Ultramicrotome
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(Leica Microsystems) hergestellten Ultradiinnschnitte der Zellen wurden anschliel3end in
einem Zeiss EM 902 Transmissionselektronenmikroskop (Carl Zeiss AG) begutachtet. Die
folgende Analyse der TEM erfolgte in Kooperation mit PD Dr. Ulrich Gartner (Institut fiir

Anatomie und Zellbiologie der Justus-Liebig-Universitét Gief3en).

2.3.10 Inhibitor-Selektion

Um den zytotoxischen Effekt verschiedener Inhibitoren beurteilen zu konnen, wurden
Zellen in einer Dichte von 500 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgesdt und
anschliefend am nichsten Tag wie in Tabelle 2 beschrieben mit dem jeweiligen Inhibitor
behandelt. Bei der Behandlung wurden alle Inhibitoren untereinander jeweils in einer
Zweierkombination miteinander kombiniert. Nach einem Behandlungszeitraum von
72 Stunden wurde der zytotoxische Effekt der Inhibitorkombination mittels eines
Zellviabilitédts-Assays (siehe Seite 31) tiberpriift und anschliefend mit GraphPad Prism9

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) interpretiert und ausgewertet.

Tabelle 2: Pipettierschema der Inhibitor-Selektion

Substanz Losungsmittel Bestands- Behandlungs-
konzentration konzentration

(£)-3-Methyl-2-

oxovaleriansdure H,O 100 mM 1 mM

Natriumsalz

AZD3965 DMSO 1 mM 5uM

BCH DMSO 10 mM 10 uM

BMS-986205 DMSO 10 mM 6 uM

CB-839 DMSO 5 mM 10 uM

Cytochalasin B DMSO 5 mM 0.2 uM

Dichloracetat DMSO 190 mM 1 mM

Eflornithin H.0 1 mM 60 uM

Etomoxir DMSO 100 mM 50 uM

H3B-120 DMSO 10 mM 20 uM

Indoximod DMSO 1 mM 2 uM

Metformin H,O 200 mM 10 mM

PFK15 DMSO 10 mM 0.75 uM

(R)-GNE-140 DMSO 10 mM 7.5 uM

TVB-2640 DMSO 1 mM 0.3 uM
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V-9302

a-Cyano-4-

hydroxyzimtsdure

2.3.11 Inhibitor-Testung auf verschiedenen Krebszelllinien

DMSO

H,O

10 mM

10 mM

3 uM

1 mM

Um den zytotoxischen Effekt ausgewdhlter Inhibitoren auf verschiedenen Krebszelllinien

beurteilen zu konnen, wurden Zellen in einer 96-Well-Platte ausgesét (Zellzahl/Well in

Tabelle 3 enthalten) und anschliefend am néchsten Tag wie in Tabelle 3 beschrieben

behandelt. Nach einem Behandlungszeitraum von 72 Stunden wurde der zytotoxische

Effekt der Inhibitorkombination mittels eines Zellviabilitits-Assays (siehe Abschnitt 2.3.7)

iiberpriift und anschliefend mit GraphPad Prism9 (GraphPad Software, La Jolla, CA,

USA) interpretiert und ausgewertet.

Tabelle 3: Pipettierschema der Inhibitor-Testung auf verschiedenen Zelllinien

Zelllinie

H1975
HCT-116
Hela
HT-29
LN229
MCE-7
OVCAR4
PC9
RPE-1
SW620
U20S

Zellzahl/Well

4500
3000
1500
4500
4500
3000
1500
4500
1000
4500
3000

Behandlungs-
konzentration
(R)-GNE-140
30 uM

20 uM

15 uM

20 uM

20 uM

15 uM

7.5 uM

10 uM

8 uM

10 uM

30 uM

Behandlungs-
konzentration
BMS-986205
2.5 uM

8 uM

10 uM

6 uM

20 uM

6 uM

6 uM

10 uM

15 uM

6 uM

10 uM
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2.4 Methoden der Biochemie

2.4.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Sammelgel: 4% (v/v) Acrylamid; 125 mM Tris/HCI (pH 6.8);
0.1% (w/v) SDS; 0.1% (v/v) APS; 0.1% (v/v) TEMED
Trenngel: 6-15% (v/v) Acrylamid; 375 mM Tris/HCI (pH 8.8);

0.1% (w/v) SDS; 0.05% (v/v) APS;
0.05% (v/v) TEMED
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris; 200 mM Glycin; 1% (w/v) SDS

Die sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) erlaubt eine
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in einer Acrylamid-Gelmatrix.
Die durch die Zelllyse (siehe Abschnitt 2.3.3) generierten Lysate wurden zu Beginn zur
Denaturierung fiir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die Denaturierung durch Erhitzen
und das Uberdecken der Eigenladung der Proteine mithilfe des negativ geladenen SDS
fiihrten zu einer Linearisierung der Proteine. Fiir die diskontinuierliche
SDS-Gelelektrophorese wurden zwei unterschiedliche Gele verwendet. Durch das obere
Sammelgel wurden die Proteine aufkonzentriert und konnten so alle gleichzeitig in das
untere Trenngel einlaufen. Die Aufkonzentrierung der Proteine erfolgte hierbei durch die
im Laufpuffer enthaltenen Glycin-lonen. In die beiden dueren Sammelgeltaschen wurde
ein vorgefarbter Molekulargewicht-Marker aufgeladen, welcher als Referenz fiir das
Molekulargewicht der Proteinbanden diente. Im unterhalb des Sammelgels gelegenen
Trenngel konnten die Proteine nun nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden,
wobei die Auftrennung abhéngig von der Porengrole des Trenngels war. Die Porengrol3e
des Trenngels wurde durch den Acrylamidanteil der Gelmatrix bestimmt (siehe Tabelle
4). Die Gelelektrophorese wurde im Anschluss mit einer konstanten Spannung von 85 V

iiber 2.5 Stunden durchgefiihrt.

Tabelle 4: Gelprozentigkeit abhiéingig von der Proteingrof3e

Molekulargewicht [kDa] Acrylamidanteil [%]
12-45 kDa 15%

10-70 kDa 12.5%

15-100 kDa 10%

25-200 kDa 8%
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2.4.2 Western-Blot und Immundetektion
Transfer-Puffer: 50 mM Tris; 40 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol,
0.04% (w/v) SDS
TBS-T (Tris Buffered

Saline): 25 mM Tris; 137 mM NacCl; 5 mM KCI; 0.7 mM CaCly;
0.1 mM MgCl,; 0.1% (v/v) Tween 20
Blockpuffer: 5% (w/v) Magermilchpulver oder BSA in TBS-T

Primédrantikorperlosung: 1% (w/v) Magermilchpulver oder 2% (w/v) BSA in
TBS-T; 0.05% (v/v) NaN3
Sekundirantikorper-

losung: 1% (w/v) Magermilchpulver oder BSA in TBS-T

Nach der SDS-PAGE folgte die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine PVDF
(Polyvinylidene Difluorid) Membran unter semi-dry Western-Blot Bedingungen bei einer
konstanten Spannung von 24 V iiber 2.5 Stunden in einer Bio-Rad Blot-Kammer. Das fiir
die Ubertragung notwendige sogenannte Western-Blot Sandwich bestand dabei von
unten nach oben aus folgenden Schichten: Anode — 2x Whatman Papier — PVDF Membran
— SDS-Gel — 1x Whatman Papier — Kathode. Um die Proteine korrekt aufnehmen zu
konnen, wurde die PVDF-Membran vor dem Ubertrag fiir 30 Sekunden mit Methanol
aktiviert. Nach dem Proteintransfer wurden unspezifische Antikérperbindungsstellen auf
der PVDF-Membran mit Magermilch- oder BSA-Blockpuffer fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur blockiert. Anschlie@end wurden die Membranen in der
Primérantikorperlosung fiir 16 Stunden bei 4 °C unter stindiger Rotation inkubiert. Am
ndchsten Tag wurden die Membranen drei Mal fiir jeweils 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit TBS-T gewaschen und anschlieend fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur in der Sekundéarantikorperlosung inkubiert. Nachfolgend wurden die
Membranen erneut drei Mal fiir 10 Minuten mit TBS-T gewaschen. Die anschlief3ende
Proteindetektion erfolgte mittels des ChemiDoc Touch imaging Systems (Bio-Rad), wobei
eine frisch vorbereitete enhanced chemiluminescence Losung (ECL) zur Detektion

verwendet wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Testung metabolischer Inhibitoren auf Ovarialkarzinomzellen

3.1.1 Einzelne Metabolismus-Inhibitoren zeigen zytotoxische Effekte

Um neue und platinunabhédngige Therapiemoglichkeiten von Ovarialkarzinomen zu
erforschen, wurden Kombinationen von Inhibitoren unterschiedlicher metabolischer
Wege auf KRAS®'*'/MYC Zellen getestet (siehe Pipettierschema in Abschnitt 2.3.10). Um
zundchst geeignete Konzentrationen fiir insgesamt 17 Inhibitoren zu ermitteln, wurden
Dosis-Wirkungs-Kurven anhand eines Zellviabilititstests erstellt (sieche Anhang, Abb. 24).
Anschlielend wurden Kombinationen aus jeweils 2 Inhibitoren auf ihre Effektivitdt hin
untersucht. Die Inhibitoren wurden dabei in subletalen Konzentrationen (ICs) eingesetzt.
Bei 2 Wirkstoffstoffkombinationen aus (R)-GNE-140 und Metformin bzw. aus
(R)-GNE-140 und BMS-986205 konnte eine erhohte Zytotoxizitit iiber den additiven
Effekt hinaus festgestellt werden (Abb. 7).
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CB-839 L1 80
Metformin
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Cytochalasin B
(R)-GNE-140 -4 40
BMS-986205
Etomoxir 20
Indoximod
BCH
H3B-120 0
PFK15 KRASG12V/
V-9302 MYC

Abb. 7: Wirkstoff-Screening auf KRAS®'IMYC Zellen mit 2 Treffern bei

insgesamt 136 Kombinationen von Metabolismus-Inhibitoren. Fortsetzung auf der
folgenden Seite.
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Abb. 7 (Fortsetzung): Wirkstoff-Screening auf KRAS®'?IMYC Zellen mit 2

Treffern bei insgesamt 136 Kombinationen von Metabolismus-Inhibitoren.
Subletale Konzentrationen der angegebenen Wirkstoffe wurden miteinander
kombiniert und die synergistische Zytotoxizitat [%] nach einer Inkubationszeit von 72 h
mittels eines Kristallviolett-Zellviabilitatstests quantifiziert. Wirkstoffkonzentrationen
und Pipettierschema sind in Tabelle 3 in Abschnitt 2.3.10 zu finden.

Zur genaueren Charakterisierung des Effekts dieser Kombinationen wurden beide
Kombinationen, neben der Testung auf den KRAS®'*'/MYC Zellen, auch auf den nicht
onkogen transformierten Empty Vector (EV) Kontrollzellen getestet. Es wurde deutlich,
dass die Kombination von (R)-GNE-140 und BMS-986205 im Vergleich zur Kombination
von (R)-GNE-140 und Metformin eine hohere Selektivitit fiir die KRAS®?Y/MYC
Krebszellen aufweist (Abb. 8). Aufgrund dieser Selektivitdt wurde die Kombination aus
(R)-GNE-140 und BMS-986205 im Folgenden genauer charakterisiert.

100+
3 I Kontrolle
g 7 (R)-GNE-140
E 50. + Metformin
% (R)-GNE-140
N 2548 g + BMS-986205
0_

T T
Empty KRAsG12V/
Vector MYC

Abb. 8: Die Kombinationsbehandlung aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 zeigt

eine selektive Zytotoxizitat gegentiber KRAS "2'IMYC Krebszellen. Die subletalen
Konzentrationen  der  beiden  angegebenen Medikamentenkombinationen
((R)-GNE-140 7.5 pM; BMS-986205 6 uM; Metformin 10 mM) wurden auf Empty Vector

Zellen und KRAS® 2'/MYC Zellen getestet und der zytotoxische Effekt nach einer

Inkubationszeit von 72 Stunden mittels eines Kristallviolett-Zellviabilitatstests
quantifiziert.

3.1.2 Synergistischer zytotoxischer Effekt von (R)-GNE-140 und BMS-986205
unter verschiedenen Bedingungen

Zur Uberpriifung des zytotoxischen Effekts der Kombination des LDHA-Inhibitors

(R)-GNE-140 und des IDO1-Inhibitors BMS-986205, wurde die entsprechende

Kombination auf 3 unterschiedlichen Zellsystemen getestet. Neben den schon bereits

untersuchten Krebszellen (KRAS®'*Y/MYC) und den Kontrollzellen (Empty Vector)

wurden auch die nicht transfizierten Ausgangszellen (iFTSEC) getestet. Dabei zeigte sich,

dass die Kombinationstherapie im Vergleich mit dem kalkulierten additiven Effekt der

38



(R)-GNE-140 und BMS-986205 Einzelbehandlung bei der Doppelbehandlung
synergistisch wirkt (Abb. 9). Die grofdte zytotoxische Wirkung zeigte die
Kombinationsbehandlung jedoch auf die KRAS'?Y/MYC Krebszellen, hier wiesen bereits
die FEinzelsubstanzen zytotoxische Wirkungen auf. Zudem zeigte sich, dass die
Empty Vector Zellen sowie die eigentlichen gesunden iFTSEC Kontrollzellen weitgehend
identisch auf die Behandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 reagieren, weshalb im
Folgenden die Empty Vector Zellen als alleinige Kontrolle der KRAS®'?Y/MYC Zellen

verwendet wurden.
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© 7548 L § s
3 : I (R)-GNE-140
© :
% 50480 L e A e BMS-986205
N . I
o548 . L LE (R)-GNE-140
0 + BMS-986205
A | |
iFTSEC Empty KRASG12V/
Vector MYC

Abb. 9: Die zytotoxische Wirkung der Kombination aus dem LDHA-Inhibitor
(R)-GNE-140 und dem IDO1-Inhibtor BMS-986205 bleibt auch bei der Behandlung
verschiedener Zelllinien weitgehend synergistisch. Die Zytotoxizitat der Einzel-
sowie Doppelbehandlung von (R)-GNE-140 (7.5 pM) und BMS-986205 (6 uM) wurde

auf IFTSEC (3000 Zellen/Well), Empty Vector (3000 Zellen/Well) und KRAS®'2'/MYC
Zellen (1500 Zellen/Well) untersucht. Nach einer Inkubationszeit von 96 Stunden
erfolgte die Quantifizierung mittels eines Kristallviolett-Zellviabilitatstests. Gezeigt wird
der Mittelwert + SD von 4 unabhangigen biologischen Replikaten. Die statistische
Auswertung im Vergleich zur Kontrolle erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse
nach Dunnett (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

Um weiterhin zu untersuchen, ob der beobachtete Effekt der Kombination aus
(R)-GNE-140 und BMS-986205 auch unter verdnderten experimentellen Bedingungen
auftritt, wurden Versuche mit verdnderter Zelldichte und Behandlungsdauer
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass der synergistische Effekt der genannten
Kombinationstherapie unabhingig von der ausgesiten Zellzahl (500 Zellen/Well bzw.
5000 Zellen/Well) oder Behandlungsdauer (72 h bis 120 h) weitgehend unveradndert
bleibt (Abb. 10).
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Abb. 10: Die zytotoxische Wirkung des LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140 und des
G12v

IDO1-Inhibtors BMS-986205 bleibt in Kombinationstherapie auf KRAS /MYC
Zellen unter verschiedenen Bedingungen weitgehend gleichbleibend. Die
Viabilitdt von 500 bzw. 5000 ausgesaten Zellen 3-5 Tage nach der Behandlung mit den
angegebenen Inhibitoren wurde mit Hilfe des Kiristallviolett-Zellviabilitatstests
quantifiziert. (A) Reprasentative Zellfarbung von DMSO-Kontrolle und Wirkstoff-
stimulierten Zellen mit Kristallviolett. (B) Quantifizierung des zytotoxischen Effekts von
(R)-GNE-140 (7.5pM) und BMS-986205 (6 M) nach Mono- und
Kombinationsbehandlung. Gezeigt wird der Mittelwert + SD von 3 unabhangigen
biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse nach Dunnett (* p < 0.05,
**p <0.01, ** p <0.001, **** p <0.0001).

3.2 Charakterisierung des Effekts spezifischer Metabolismus-Inhibitoren

auf QOvarialkarzinomzellen

3.2.1 Verdnderungen der Zellgroe von Ovarialkarzinomzellen nach Behandlung
mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 iiber 48 h konnte eine

augenscheinliche VergroRerung der Zellen beobachtet werden. Um dies zu quantifizieren,

wurde die Zellgrof3e anhand von Aktin/Tubulin Immunfluoreszenzfiarbungen bestimmt

(Abb. 11 A). Dabei zeigte sich eine Zunahme der Zellgrof3e nur nach der Doppel-, nicht
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aber nach der Einzelbehandlung der Zellen. Die relative Vergrol3erung der Zellen war
dabei bei den anfangs kleineren KRAS®'?Y/MYC Zellen ausgeprégter als bei den Empty
Vector Zellen (Abb. 11 B).
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Abb. 11: Die Kombinationsbehandlung mittels des LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140
und des IDO1-Inhibitors BMS-986205 fiihrt nach einem Behandlungszeitraum
von 48 Stunden zu einer signifikanten Zunahme der ZellgroBe. (A) 75.000

ausgesate Empty Vector Zellen bzw. KRAS®'®/MYC Zellen wurden fiir 48 Stunden mit
(R)-GNE-140 (7.5 yM) und BMS-986205 (6 uM) in der Einzel- oder Doppeltherapie
behandelt und anschlieBend mittels Aktin/Tubulin Immunfluoreszenz analysiert
(Skala =100 pym). (B) Quantifizierung der Zellgrole von Empty Vector Zellen und

KRAS®'?'IMYC Zellen nach der oben genannten Behandlung und Inkubationszeit.
Gezeigt wird der Mittelwert + SD von 200 Zellen aus 3 unabhangigen biologischen
Replikaten. Die statistische Auswertung im Vergleich zur Kontrolle erfolgte mittels
zweifaktorieller Varianzanalyse nach Dunnett (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
**** p <0.0001).
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3.2.2 Keine Induktion von Apoptose in Ovarialkarzinomzellen nach Behandlung

mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Um zu untersuchen, ob die Doppelbehandlung von KRAS®'*/MYC Zellen mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 zur Induktion der Apoptose fiihrt, wurden mittels eines
Western Blots die Proteinmengen der geschnittenen Caspase 3 (cleaved Caspase 3)
bestimmt. Bei Caspase 3 handelt es sich um eine Effektorcaspase, welche eine
Schliisselrolle im Ablauf der Apoptose spielt und die durch Initiatorcaspasen mittels
Abspaltung eines Teils des Enzyms aktiviert wird (Asadi et al., 2022). Wie in (Abb. 12)
dargestellt, wurden KRAS?Y/MYC Zellen gleichzeitig mit (R)-GNE-140 und BMS-986205
behandelt und nach den angegebenen Zeitrdumen (0 — 72 h) geerntet. Unabhéngig vom
Behandlungszeitraum konnte kein Anstieg des Proteinlevels von cleaved Caspase 3 als
Marker fiir die Induktion von Apoptose festgestellt werden. Als Positivkontrolle dienten
KRAS®"?Y/MYC Zellen, welche in verschiedenen Konzentrationen mit Etoposid behandelt
wurden. Bei Etoposid handelt es sich um einen Topoisomerase-II-Inhibitor, welcher iiber
die Generierung und Akkumulation von DNA-Doppelstrangbriichen zur Apoptose fiihrt
(Hande, 1998). Dies deutet darauf hin, dass die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 bei KRAS®'?Y/MYC Zellen nicht zur Induktion der Apoptose fiihrt.

KRASG'2V/MYC
(R)-GNE-140 + BMS-986205[h] 0 24 48 72
Etoposid [uM] 10 25 50

kDa
—15

anti-Tubulin | e e e o— c— o— o — 55

anti-cleaved Caspase 3 - - e

Abb. 12: Die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 induziert

keine Apoptose. KRAS®'®/MYC Zellen wurden mit der Kombination aus
(R)-GNE-140 (7.5 pyM) und BMS-986205 (6 uM) behandelt und zu den angegebenen

Zeitpunkten geerntet. Als Marker fir Apoptose wurde gespaltene Caspase 3 detektiert,

Tubulin diente als Ladekontrolle. Als Positivkontrolle wurden KRASGW/MYC Zellen

verwendet, die fur 24 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen Etoposid
behandelt wurden. Die Position der Molekulargewichtsmarker ist in kDa angegeben.
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3.2.3 Seneszenzinduktion in Ovarialkarzinomzellen nach Doppelbehandlung mit

(R)-GNE-140 und BMS-986205

Die beschriebene Grofenzunahme von Zellen konnte ein Indikator fiir zelluldre
Seneszenz sein (Kuilman et al., 2010). Zur Uberprﬁfung der Seneszenzinduktion wurde
sowohl mit den Empty Vector Zellen als auch mit den KRAS®'*'/MYC Zellen nach der
Mono- bzw. Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 fiir 48 h ein
B-Galaktosidase-Test durchgefiihrt. Die detektierte Blaufarbung dient hier dem Nachweis
einer vermehrten [-Galaktosidase-Aktivitdt, wie sie charakteristischerweise in
seneszenten Zellen beobachtet werden kann (Hernandez-Segura, Nehme and Demaria,
2018). In der statistischen Auswertung der anschlieffend angefertigten Hellfeld-
Aufnahmen (Abb. 13 A), konnte ein signifikanter Anstieg der B-Galaktosidase-Aktivitat
ausschlieflich in doppelbehandelten KRAS®'*'/MYC Zellen festgestellt werden (Abb.
13 B). Im Vergleich dazu konnte in den einzeln bzw. unbehandelten Kontrollzellen sowie
den Empty Vector Zellen kein signifikanter Anstieg der [-Galaktosidase-Aktivitét
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass es lediglich in den
KRAS?Y/MYC Zellen zu einer selektiven Seneszenzinduktion nach der

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 kommt.
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Abb. 13: Die Kombination des LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140 und des

IDO1-Inhibitors BMS-986205 fiihrt zu einer selektiven Seneszenzinduktion in den
KRASG12VIMYC Zellen. Nach einer Aussaat von 75 x 103 Zellen wurde nach

48 Stunden ein B-Galaktosidase-Test mit zwei verschiedenen Zelllinien unter
unterschiedlichen  Therapiekonditionen  durchgefihrt. (A) Aufnahmen von
unbehandelten sowie fur 48 Stunden mit BMS-986205 (6 pM) und (R)-GNE-140
(7.5 uM) in Mono- und Kombinationstherapie behandelten Empty Vector Zellen und
KRAS®'®/MYC Zellen nach dem B-Galaktosidase-Test (Skala = 100 pm).
(B) Quantifizierung des Anteils R-Galactosidase positiver Empty Vector Zellen und
KRAS®'/MYC Zellen von den gesamten Zellen pro Bild. Gezeigt wird der
Mittelwert £ SD aus 3 unabhangigen biologischen Replikaten. Die statistische
Auswertung im Vergleich zur Kontrolle erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse
nach Dunnett (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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3.2.4 Akkumulation von Ovarialkarzinomzellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus

nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Da seneszente Zellen haufig einen Zellzyklusarrest zeigen (Gire and Duli¢, 2015), wurde
die Zellzyklusverteilung in mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 behandelten
KRAS®?Y/MYC Zellen untersucht. 2 Tage nach Zugabe der Inhibitoren wurde die
Zellzyklus Verteilung mittels Durchflusszytometrie und PI-Farbung bestimmt (Abb. 14).
Dabei zeigte sich, dass die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 zu
einer Akkumulation in der G2/M-Phase des Zellzyklus fiihrte. Auch bei den Empty Vector
Zellen lie8 sich eine Akkumulation in der G2/M-Phase beobachten. Dieser
Zellzyklusarrest konnte hier bspw. eine Antwort auf mogliche DNA-Schidden nach der
Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 darstellen.
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Abb. 14: Akkumulation von KRAS®'/MYC Zellen im Zellzyklus nach

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205. Quantifizierung der
Zellzyklusverteilung von Empty Vector Zellen (A) und KRAS®"'/MYC Zellen (B) nach

Mono- bzw. Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 (7.5 pM) und BMS-986205 (6 uM)
mittels Propidium lodid Farbung. Nach Aussaat erfolgte die Behandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 am darauffolgenden Tag fir jeweils 48 Stunden bis zur
Zellernte (Durchflusszytometrie-Profile in Abb. 27 im Anhang enthalten).
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3.2.5 Zellen zeigen nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205
Zeichen von DNA-Schiden

Um zu untersuchen, inwieweit der Zellzyklusarrest durch DNA-Schéiden initiiert wird,
wurden Immunfluoreszenzbilder der behandelten Zellen zum Nachweis einer
Akkumulation von yH2A.X, einem Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche, angefertigt.
Sowohl in den Empty Vector Zellen als auch in KRAS“?Y/MYC Zellen konnte eine
Akkumulation von yH2A.X spezifisch nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 (24 — 48 h) detektiert werden (Abb. 15 A).
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Abb. 15: yH2A.X-Nachweis in Empty Vector und KRAS®Z'IMYC Zellen nach

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205. Fortsetzung auf der
folgenden Seite.
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Abb. 15 (Fortsetzung): yH2A.X-Nachweis in Empty Vector und KRAS ' IMYC

Zellen nach Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205.
(A) Empty Vector bzw. KRAS®'?//MYC Zellen wurden fiir 48 Stunden mit (R)-GNE-140
(7.5 uM) und BMS-986205 (6 uM) behandelt und anschlieRend mittels
Immunfluoreszenz auf ein vermehrtes Vorkommen von yH2A.X hin analysiert. Fir eine
Positivkontrolle wurden die Zellen fir 24 Stunden mit Etoposid (10 uM) behandelt.
Immunfluoreszenzbilder der Einzelbehandlung sind im Anhang enthalten
(Skala = 10 ym). (B) Empty Vector bzw. KRAS®'?Y/MYC Zellen wurden wie in (A)
beschrieben mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 behandelt und zu den angegebenen
Zeitpunkten geerntet. Als Marker fir DNA-Schaden wurden die angegebenen
Antikorper verwendet, Histon H3 diente als Ladekontrolle. Zur Positivkontrolle (+)
wurden die Zellen fur 24 Stunden mit 10 yM Etoposid behandelt. Die Position der
Molekulargewichtsmarker ist in kDa angegeben.

Die Akkumulation von YH2A.X war neben der Immunfluoreszenz auch auf Proteinebene
im in Abb. 15 B gezeigten Western Blot nachweisbar. Hier zeigte sich abhingig von der
Behandlungsdauer mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 ein Anstieg der yH2A.X-Level
sowohl bei den Empty Vector Zellen als auch bei den KRAS®'*'/MYC Zellen im den

Immunfluoreszenzbildern entsprechenden Mal3e.

Wie bereits erldutert, kann die Phosphorylierung von yH2A.X ATM- bzw. ATR-abhéngig
erfolgen. Neben yH2A.X kann ATM als Antwort auf DNA-Schidden auch die
Checkpoint Kinase Chk2 {iber eine Phosphorylierung aktivieren, welche im Verlauf iiber
mehrere Zwischenschritte den Ubertritt aus der G2- in die M-Phase verhindern kann.
Zudem kann Chk2 die Phosphatase Cdc25C iiber eine Phosphorylierung inhibieren. Dies
fiihrt zu einer verminderten Aktivierung des CDK1/Cyclin B Komplexes und verhindert
den Ubergang der Zellen von der G2- in die M-Phase (Sanchez et al., 1997; Carrassa et
al., 2004; Malumbres and Barbacid, 2009). Nach Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140
und BMS-986205 konnte wie in Abb. 15 B gezeigt, die Phosphorylierung von Chk2

nachgewiesen werden.

3.2.6 Alternativer Antwortmechanismus der Zellen nach Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 auf DNA-Schiden

Wird eine Zelle Stressoren ausgesetzt welche DNA-Schidden induzieren, kann sie {iber
verschiedene Wege darauf reagieren. Zwei typische Antwortmechanismen auf
DNA-Schéden stellt die Aktivierung von p21 bzw. p16 zum Beispiel iiber p53 bzw. RB1
dar, woraufhin es zu einer Seneszenzinduktion in den Zellen kommen kann. Ein anderer
alternativer Mechanismus, mit dem eine Zelle auf DNA-Schéden reagieren kann, ist die
Aktivierung der Kinase p38, welche iiber mehrere Schritte einen G2/M-Arrest bewirken

kann (Bulavin et al., 2001). In den vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass
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KRAS®'*Y/MYC Zellen nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205
sowohl eine Akkumulation in der G2/M-Phase des Zellzyklus, als auch DNA-Schidden
aufweisen. Um zu iiberpriifen, ob der Zellzyklusarrest mit einem Anstieg von p21 bzw.
pl6 einhergeht, wurde die Expression beider Proteine per Western Blot (Abb. 16 A) nach
Doppelbehandlung der Zellen mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 untersucht. Dabei
zeigte sich jedoch, dass nach der genannten Doppelbehandlung der KRAS?Y/MYC Zellen
keine verstédrkte Expression von p16 oder p21 nachgewiesen werden konnte. Um nun zu
iiberpriifen, ob der G2/M-Arrest iiber den alternativen p38-Weg aktiviert wird, wurden
auch hier Expressionsmuster nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 per Western Blot analysiert (Abb. 16 B). Hier zeigte sich, dass es abhéingig
von der Behandlungsdauer mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 zu einem verstarkten
Vorkommen der aktivierenden Phosphorylierung von p38 in KRAS?'/MYC Zellen

kommt.
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Abb. 16: Alternativer Antwortmechanismus nach Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 auf mogliche  DNA-Schaden in

KRAS®'?/MYC Zellen. KRAS®'?'/MYC Zellen wurden mit der Kombination aus

(R)-GNE-140 (7.5 uyM) und BMS-986205 (6 uM) behandelt und zu den angegebenen
Zeitpunkten geerntet. (A) Als Marker fur haufige Signalwege nach DNA-Schaden
wurden die angegebenen Antikdrper verwendet. (B) Der angegebene Antikdrper wurde
als Marker fur einen mdglichen alternativen Signalweg in Zellen nach DNA-Schaden
verwendet. Vinculin diente als Ladekontrolle. Die Position der
Molekulargewichtsmarker ist in kDa angegeben.

48



3.2.7 Vermehrtes Vorkommen von ROS in Ovarialkarzinomzellen nach

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) konnen zum einen DNA-Schaden induzieren und sind
zum anderen auch wichtige Mediatoren in der Antwort auf DNA-Schiden (Srinivas et al.,
2019). In Abschnitt 3.2.5 wurden DNA-Schidden nach der Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 beschrieben. Da die verwendeten Inhibitoren die
metabolische Aktivitdt beeinflussen, konnte ein Anstieg von endogenen ROS vor allem
aus der Atmungskette als Hauptproduktionsort von ROS, zu den beobachteten
DNA-Schéden fiihren (Franco et al., 2008; Aggarwal et al., 2019). Um zu iiberpriifen, ob
es nach der Doppelbehandlung der Zellen mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 zu einer
vermehrten Generierung reaktiver Sauerstoffspezies in Mitochondrien kommt, wurden
die ROS-Level von mono- bzw. doppelbehandelten Empty Vector und
KRAS®?Y/MYC Zellen mittels MitoSOX™-Fluoreszenzfarbstoff per Durchflusszytometrie
bestimmt. Wie aus Abb. 17 hervorgeht, konnte dabei insbesondere bei den KRAS?Y/MYC
Zellen ein vermehrtes Vorkommen von mitochondrialen ROS spezifisch nach

(R)-GNE-140 und BMS-986205 Doppelbehandlung detektiert werden.

Zur Positivkontrolle wurden Empty Vector und KRAS®'?Y/MYC Zellen mit Antimycin A
behandelt, welches iiber die Hemmung von Komplex III der Atmungskette der
Mitochondrien die Entstehung von ROS fordert (Panduri et al., 2004). Dementsprechend
zeigte sich in der Durchflusszytometrie sowohl bei den Empty Vector als auch bei den
KRAS®?Y/MYC Zellen nach der Behandlung mit Antimycin A ein deutlicher Anstieg der
ROS-Level.
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Abb. 17: Anstieg von ROS-Leveln in KRAS /MYC Zellen nach
Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205. Empty Vector Zellen (A)

bzw. KRAS®2'/MYC Zellen (B) wurden mit (R)-GNE-140 (7.5 uM) und BMS-986205
(6 uM) einzeln sowie in Kombination behandelt und nach 48 Stunden geerntet. Zum
Nachweis von ROS-Leveln wurden die Zellen anschlief3end fir 12 Minuten mit dem
MitoSOX-Fluoreszenzfarbstoff (5 uM) gefarbt und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Zur Positivkontrolle wurden die Zellen fiur 10 Minuten mit Antimycin A
(10 uM) behandelt.

3.2.8 Verdnderungen der Mitochondrien in Ovarialkarzinomzellen nach

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Aufgrund des im vorherigen Abschnitt festgestellten vermehrten Vorkommens von ROS
nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 wurden im Folgenden
die Mitochondrien der behandelten bzw. unbehandelten Empty Vector Zellen und

KRAS®"?Y/MYC Zellen genauer betrachtet. In Kooperation mit dem Institut fiir Anatomie
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und Zellbiologie der Justus-Liebig-Universitiat Gief3en wurden die Zellen dazu nach der

Behandlung fixiert und anschlieend elektronenmikroskopisch analysiert.

Anhand der elektronenmikroskopischen Bilder konnte festgestellt werden, dass
insbesondere die KRAS?Y/MYC Zellen nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140
und BMS-986205 mitochondriale Verdnderungen aufweisen (Abb. 18). Nach der
genannten Doppelbehandlung zeigten die Zellen Verdnderungen bezogen auf
Mitochondrienanzahl, -grofle und -form. Nach der Doppelbehandlung erschienen die
Mitochondrien der KRAS“*Y/MYC Zellen insgesamt zahlreicher vorhanden zu sein,
aullerdem wirkten sie verglichen mit den Mitochondrien der unbehandelten
KRAS®?Y/MYC Zellen kleiner und ldnglicher. Zudem schien die duere Membran der
Mitochondrien der doppelt behandelten KRAS®'?Y/MYC Zellen dunkler, und somit
elektronendichter zu sein als die &uflere Membran der Mitochondrien der unbehandelten

Zellen.

Auch in den Empty Vector Zellen lieflen sich nach der Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 mitochondriale Verdnderungen nachweisen, allerdings
nicht in dem AusmafR, wie sie bei den KRAS®'?Y/MYC Zellen in Erscheinung traten (siehe
Anhang, Abb. 25). Verglichen mit den Mitochondrien der unbehandelten
Empty Vector Zellen erschienen die Mitochondrien der doppelt behandelten Zellen nur
geringfligig zahlreicher im Zytoplasma vorzuliegen und in der Grol3e kaum verdndert.
Verglichen mit den Mitochondrien der doppelt behandelten KRAS%'?'/MYC Zellen
schienen aber auch die Mitochondrien der Empty Vector Zellen nach Behandlung mit

(R)-GNE-140 und BMS-986205 eine elektronendichtere duflere Membran aufzuweisen.
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KRASCG12V/MYC
Kontrolle (R)-GNE-140 + BMS-986205

In Kollaboration mit Dr. U. Gartner —
Institut fir Anatomie und Zellbiologie (JLU)

Abb. 18: Mitochondriale Veranderungen in KRAS®'IMYC Zellen nach der

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205. Nach einer
Behandlungsdauer von 48 Stunden mit (R)-GNE-140 (7.5 uM) und BMS-986205

(6 uM) lieRRen sich in KRAS®'®/MYC Zellen elektronenmikroskopisch sowohl eine

Zunahme der Mitochondrienzahl als auch strukturelle Veranderungen der
Mitochondrien erkennen (siehe Pfeile). Die Skala entspricht 1000 nm bzw. 250 nm.
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3.3 Effekte von (R)-GNE-140 und BMS-986205 auf andere Krebszelllinien

3.3.1 Die Behandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 zeigt bei mehreren

Krebszelllinien einen zytotoxischen Effekt

Viele chemotherapeutische Regime werden nicht nur bei einer bestimmten Art von
Karzinom angewendet, sondern koénnen bei einer Vielzahl von Krebsarten zu
therapeutischen Zwecken eingesetzt werden. In den Experimenten aus Abschnitt 3.1 und
3.2 wurde die Kombination aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 nur auf
Ovarialkarzinomzellen eingesetzt. Um zu testen, ob auch andere Krebszelllinien mit
einem dhnlichen Effekt wie KRAS%'?Y/MYC Krebszellen reagieren, wurde die Zellviabilitit

nach der genannten Doppelbehandlung daher an verschiedenen Krebszelllinien getestet.

Die in Abb. 19 dargestellten Ergebnisse zeigten dabei, dass nicht nur KRAS®'?'/MYC
Zellen mit einem zytotoxischen Effekt auf die Doppelbehandlung aus (R)-GNE-140 und
BMS-986205 reagieren, sondern auch eine Vielzahl anderer Krebszelllinien (Abb. 19 A).
Interessanterweise zeigten insbesondere MCF-7 Zellen als Mammakarzinomzellen sowie
HeLa Zellen als Zervixkarzinomzellen als weitere gynédkologischen Krebszelllinien neben
den bisher getesteten Ovarialkarzinomzellen die ausgepragtesten synergistischen
zytotoxischen Effekte (Abb. 19 B) nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205. Neben den gynidkologischen Krebszelllinien zeigten aber auch HT-29
Zellen, SW620 Zellen sowie HCT-116 Zellen als Kolonkarzinomzelllinien, ebenso wie
RPE-1 Zellen als immortalisierte Zellen des retinalen Pigmentepithels synergistische
zytotoxische Effekte nach der Behandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205. Bei
anderen Krebszelllinien, wie z.B. den H1975 Zellen und PC9 Zellen als Zelllinien aus
Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (non small cell lung cancer, NSCLC), liel® sich

hingegen kein synergistischer zytotoxischer Effekt nachweisen (Abb. 19 C).

Vor der Testung der Kombination aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 wurden auf allen
in Abb. 19 genannten Zelllinien verschiedene Konzentrationen beider Inhibitoren getestet
und die Zytotoxizitdt anschliefend anhand eines Zellviabilititstests bewertet (siehe
Anhang, Abb. 26). Die anschliefend verwendeten Konzentrationen wurden anhand der
ICss-Werte bestimmt. Die abschlieRend verwendeten Konzentrationen sind im

Pipettierschema in Abschnitt 2.3.11 enthalten.
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Abb. 19: Die Kombinationsbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 zeigt
bei einer Vielzahl von Zelllinien einen synergistischen Effekt. Fortsetzung auf der
folgenden Seite

54



Abb. 19 (Fortsetzung): Die Kombinationsbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 zeigt bei einer Vielzahl von Zelllinien einen synergistischen Effekt.
Nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden mit (R)-GNE-140 (7.5—-30 uM) und
BMS-986205 (2.5—-20 puM) [entspr. Tabelle 3] wurden Zellviabilitatsassays
durchgefuhrt. Dabei lieR® sich in einer Vielzahl von Krebszelllinien ein signifikanter
synergistischer ~ zytotoxischer Effekt der Kombinationsbehandlung zeigen.
(A) Reprasentative Zellfarbung mit Kristallviolett von DMSO-Kontrolle und
behandelten Zellen. (B) Quantifizierung der synergistischen Wirkung von (R)-GNE-140
und BMS-986205 auf 6 verschiedene Krebszelllinien. (C) Quantifizierung des
zytotoxischen Effekts von (R)-GNE-140 und BMS-986205 in unterschiedlichen fixen
Konzentrationen je nach Zelllinie nach Mono- und Kombinationsbehandlung. Gezeigt
wird der Mittelwert £+ SD aus = 2 unabhangigen biologischen Replikaten. Die
statistische Auswertung verglichen mit der jeweiligen Kontrolle erfolgte mittels
zweifaktorieller Varianzanalyse nach Dunnett (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
****p <0.0001).

3.3.2 Seneszenzinduktion auch in anderen Krebszelllinien nach

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Nachdem bereits festgestellt werden konnte, dass nicht nur KRAS®'?'/MYC Zellen,
sondern auch andere Krebszelllinien mit einem zytotoxischen Effekt auf die Behandlung
mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 reagieren, sollte nun herausgefunden werden, ob
andere therapiesensible Krebszelllinien ebenso wie die KRAS®'?Y/MYC Zellen mit einer
Seneszenzinduktion auf die genannte Doppelbehandlung reagieren. Dazu wurde mit den
Zellen ein p-Galaktosidase-Aktivitdtstest durchgefiihrt, die Beurteilung erfolgte

anschlieend per Hellfeldmikroskopie.

Bei den in Abb. 20 dargestellten Ergebnissen lief3 sich feststellen, dass RPE-1 Zellen eine
vermehrte Blaufarbung im B-Galaktosidase-Test aufwiesen, und somit ebenfalls eine
Seneszenzinduktion nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205
zeigten. Neben den RPE-1 Zellen wiesen aulerdem auch MCF-7 Zellen nach dem
B-Galaktosidase-Test eine leicht vermehrte Blaufirbung bei der mikroskopischen
Betrachtung der Zellen auf. Bei allen anderen in Abb. 20 dargestellten Zellen liel3 sich
nach dem B-Galaktosidase-Test keine vermehrte Blaufidrbung im Mikroskop und somit
auch keine Induktion von Seneszenz als Antwort auf die Behandlung mit (R)-GNE-140

und BMS-986205 nachweisen.
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Abb. 20: Seneszenzinduktion in RPE-1-Zellen nach Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205. Die ausgesaten Zellen wurden fir 48 Stunden mit
(R)-GNE-140 (7.5-30 pyM) und BMS-986205 (2.5-20 uM) [entspr. Tabelle 3]
behandelt und anschlieend nach Durchfuhrung eines 3-Galaktosidase-Aktivitatstests
per Hellfeldmikroskopie betrachtet. Die Skala entspricht 100 um.

3.3.3 Keine Induktion von Apoptose in mehreren Krebszelllinien nach Behandlung
mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Die Induktion von Seneszenz nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und

BMS-986205 konnte bisher nur in einer weiteren Krebszelllinie deutlich nachgewiesen

werden. Da wie bereits beschrieben allerdings in mehreren Zelllinien ein zytotoxischer

Effekt der genannten Doppelbehandlung gezeigt werden konnte, wurde im folgenden

56



Experiment untersucht, ob die Zellen anstelle der Seneszenzinduktion alternativ eine
vermehrte Expression von Apoptosemarkern aufweisen. Unterschiedliche Zellen wurden
mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 behandelt und die Spaltung der Caspase 3 wurde
mittels Western Blot gemessen. In keiner der analysierten Zelllinien konnte die gespaltene
Caspase 3 detektiert werden (Abb. 21). MCF-7 Zellen zeigten in Ubereinstimmung mit
der Literatur keine Caspase 3 Expression (Janicke, 2009), sodass in diesem Zellsystem
keine Riickschliisse auf die Caspase-Aktivitdt moglich sind. Zusammenfassend lésst sich
schlussfolgern, dass es in keiner der analysierten Zellen zu einer Induktion der
Caspase-Aktivitdit und damit der Apoptose kommt, wéhrend fiir die MCF-7 Zellen keine

Riickschliisse moglich sind.

HCT-116 HeLa MCF-7 RPE-1 SW620 HT-29
(R)-GNE-140 +
BMS-986205 -+ - + - 4+ - + - o+ - o+
Etoposid + + kDa
anti-Caspase 3 | «= == = - —— - |35
anti-cleaved ! ; : 35
Caspase 3 - -
ANLVINCULN | e e - ——— | | — —— —— _.."—130

Abb. 21: Die Kombinationsbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 fiihrt
bei mehreren Krebszelllinien nicht zur Induktion von Apoptose. Die aufgefuhrten
Zellen wurden mit (R)-GNE-140 (7.5 - 30 yM) und BMS-986205 (2.5 —20 puM) [entspr.
Tabelle 3] behandelt und nach 48 Stunden geerntet. Als Marker fir Apoptose wurden

die angegebenen Antikérper verwendet, Vinculin diente als Ladekontrolle. Als

Positivkontrolle wurden mit Etoposid (10 yuM) behandelte KRAS®'?'IMYC Zellen

verwendet.

3.3.4 Zellzyklusakkumulation einiger Krebszelllinien nach Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob sich in anderen Krebszelllinien trotz der
bisher fehlenden Seneszenz- oder Apoptoseinduktion ebenfalls der bei den
KRAS®"?Y/MYC Zellen beobachtete Zellzyklusarrest nachweisen ldsst. Unterschiedliche
Zellen wurden dazu gemeinsam mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 behandelt und nach
2 Tagen beziiglich der Zellzyklusverteilung mittels PI-Farbung im Durchflusszytometer

untersucht.
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Die in Abb. 22 dargestellten Ergebnisse zeigen dabei, dass der Arrest von Zellen in der
G2/M-Phase des Zellzyklus nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 neben den KRAS®?Y/MYC Zellen auch in anderen Krebszelllinien
nachweisbar war. Dabei handelt es sich interessanterweise nicht nur um RPE-1 Zellen,
bei denen ebenfalls im B-Galaktosidase-Test die Induktion von Seneszenz beobachtet
werden konnte, sondern auch um andere Krebszelllinien, wie z.B. HelLa Zellen oder
SW620 Zellen. In anderen Zelllinien, wie z.B. MCF-7 Zellen, lieen sich nach der

Doppelbehandlung hingegen kaum Verdnderungen im Zellzyklus nachweisen.

9 125 G2/M-Phase
= S-Ph
§100{] =+ =1 =1 : 1] == ase
© . BE G1/G0-Phase
8 75HF _ = TR : z
% I
N 50 . X
3
=3 25_
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(R-GNE-140+ - + - + - + — + - + — 4+

BMS-986205 o > A N S o

Abb. 22: Die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 bewirkt bei
mehreren Krebszelllinien eine Akkumulation von Zellen in einer Phase des
Zellzyklus. Quantifizierung der sich im jeweiligen Zellzyklusabschnitt befindlichen
Zellen mittels Propidium-lodid Farbung und nachfolgender Analyse der Zellen per
Durchflusszytometrie. Die aufgefuhrten Zellen wurden mit (R)-GNE-140 (7.5—-30 uM)
und BMS-986205 (2.5—-20 uM) [entspr. Tabelle 3] behandelt und nach 48 Stunden
geerntet. Gezeigt wird der Mittelwert £ SD aus 3 unabhangigen biologischen
Replikaten.

Eine abschlieBende Zusammenfassung der unterschiedlichen Effekte der
Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 auf verschiedene Krebszelllinien

ist in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Zusammenfassung des Effekts der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140
und BMS-986205 auf unterschiedliche Krebszelllinien (* aufgrund der fehlenden
Caspase 3-Expression von MCF-7 Zellen ist hier kein Riickschluss auf die
Apoptoseinduktion moglich)

Zelllinie Seneszenz- Apoptose: Zellzyklusarrest
induktion induktion

HCT-116 = = =

Hela - - +

HT-29 - — —

MCF-7 + —* -

RPE-1 S =

SW620 - -
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4 Diskussion

4.1 Kombinationen von Chemotherapeutika in der Krebstherapie

4.1.1 Begriindung von Therapiekombinationen

Die meisten Chemotherapieschemata verschiedener Krebsarten enthalten nicht nur ein,
sondern meist zwei oder mehr Chemotherapeutika mit zum Teil unterschiedlichen
Angriffspunkten (Blagosklonny, 2004). Die Hauptgriinde hierfiir sind zum Beispiel die
groRe Heterogenitdt von Tumorzellen sowie mogliche, durch den therapieinduzierten
Selektionsdruck entstandene Resistenzmechanismen (Bast, 2016; Venkatesan et al.,
2017). Manche Tumorzellen konnen beispielsweise {iber eine verdnderte
Pharmakokinetik die Wirkung der Chemotherapeutika reduzieren (Alfarouk et al., 2015).
Dies ist iiber eine fehlregulierte Absorption auch ein Problem in der platinbasierten
Chemotherapie des HGSOC. So fiihrt eine Behandlung des HGSOC mit Cisplatin im
Verlauf zu einer Herabregulation des Influx Transporters CTR1 (copper transporter 1), und
somit in der Folge zu einer unzureichenden Konzentration des Therapeutikums in den
Krebszellen (Holzer et al., 2004; Ortiz et al., 2022). Durch die Kombination von Cisplatin
mit dem Proteasom Inhibitor Bortezomib ist dieser Effekt allerdings umkehrbar, da
Bortezomib den proteasomgesteuerten Abbau von CTR1 inhibieren kann (Jandial et al.,
2009). Ein weiterer Grund fiir den kombinierten Einsatz von Chemotherapeutika ist auch
der groRe Erfolg von Kombinationstherapien im klinischen Alltag (Bast, 2016), wie z.B.
die Kombination verschiedener Immuncheckpoint-Inhibitoren in der Therapie des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms (Mo et al., 2021). So zeigte sich in der Therapie des
NSCLC unter der Kombination des PD-1 Antikérpers Nivolumab und des CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4) Antikorpers Ipilimumab ein hoheres
Therapieansprechen verglichen mit einer Nivolumab Monotherapie (Hellmann et al.,
2019). In der Kombinationstherapie konnen die einzelnen Therapeutika dabei an ein
gemeinsames Zielmolekiil binden, oder aber unterschiedliche Molekiile bspw. in einem
bestimmten Signalweg als jeweilige Ziele angreifen (Bast, 2016). In Therapieregimen des
Mammakarzinoms kommt es z.B. zum dualen Einsatz der HER2 (human epidermal
growth factor receptor 2)-Inhibitoren Trastuzumab und Pertuzumab, welche trotz ihres
gemeinsamen Zielmolekiils ein hoheres Therapieansprechen in der Kombinationstherapie
verglichen mit der Monotherapie aufweisen (Nahta, Hung and Esteva, 2004; Scheuer et

al., 2009). Es konnte auferdem gezeigt werden, dass synergistische Effekte von
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Medikamentenkombinationen, die Applikation geringerer Dosierungen erlauben (Qin et
al., 2018; Correia, Géartner and Vale, 2021). Dies kann die durch die Therapie
verursachten Nebenwirkungen fiir den einzelnen Patienten bzw. die einzelne Patientin
reduzieren, was ebenfalls einen weiteren Vorteil der kombinierten Chemotherapie

darstellt (Mokhtari et al., 2017).

4.1.2 Synthetische Letalitéit durch Chemotherapiekombinationen

Das Konzept der synthetischen Letalitét ist bereits seit einigen Jahren verstanden und ein
vielversprechender Ansatz zur erfolgreichen Therapie verschiedener Krebserkrankungen.
Das Phdnomen der synthetischen Letalitédt beschreibt den Umstand, dass Krebszellen den
Verlust eines bestimmten Gens kompensieren konnen, beim Verlust zweier oder mehrerer
Gene hingegen mit dem Zelltod reagieren (O’Neil, Bailey and Hieter, 2017). Das
bekannteste Therapiekonzept, welches sich die synthetische Letalitdt zu nutzen macht, ist
der Einsatz von PARP-Inhibitoren wie Olaparib in der Therapie von Mamma- und
Ovarialkarzinomen, wie in Abschnitt 1.1.3 n#her erlautert (Slade, 2020).
PARP-Inhibitoren zeigen insbesondere bei Patientinnen einen Effekt, die eine
BRCA1l/2-Mutation tragen, also einen Defekt in der Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen mittels homologer Rekombination (HR-Defizienz) aufweisen
(Lord and Ashworth, 2017). Ein méglicher weiterer Ansatz zur Therapie von Karzinomen
mit einer HR-Defizienz iiber das Phdnomen der synthetischen Letalitdt ist die Inhibition
der DNA-Polymerase Theta (PolB), welche eine Rolle in alternativen Wegen der Reparatur

von DNA-Doppelstrangbriichen spielt (Wang et al., 2019; Drzewiecka et al., 2022).

Durch die Kombination des LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140 und des IDO1-Inhibitors
BMS-986205 konnte in Abschnitt 3 ebenfalls gezeigt werden, dass eine Monotherapie der
Krebszellen zwar zu einer gewissen Reduktion der Zellviabilitdat fiihrt, aber erst die
Kombination beider metabolischer Inhibitoren iiber einen gewissen Zeitraum einen
deutlichen zytotoxischen Effekt auf die Zellen bewirkt. Hierzu sei limitierend erwéahnt,
dass sich die verdnderte Architektur der Mitochondrien in der Gegenwart von
(R)-GNE-140 und BMS-986205 nicht durch die Inhibition ihrer jeweiligen Zielstrukturen
erkldren ldsst und daher als Hinweis auf mogliche Off-Target-Effekte gesehen werden
kann, also Effekte auf3erhalb der eigentlichen Zielmolekiile. Die selektive Hemmung von
LDHA und IDO1 als Ursache fiir die synergistische Zytotoxizitdt bzw. mogliche

Off-Target-Effekte sollten daher in zukiinftigen Experimenten genauer charakterisiert
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werden. Eine universelle Toxizitdt der beiden Zytostatika kann durch die heterogenen
Antworten unterschiedlicher Krebszelllinien auf die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140
und BMS-986205 ausgeschlossen werden.

4.1.3 Metabolische Inhibitoren in der Krebstherapie

Ein metabolischer Inhibitor, welcher in der Krebstherapie eingesetzt wird, ist Metformin.
Klinische Phase II Studien haben gezeigt, dass Metformin beim Adenokarzinom der Lunge
in Kombination mit TKIs (Tyrosinkinaseinhibitoren) zu einem Anstieg des
progressionsfreien Uberlebens sowie des Gesamtiiberlebens fiihrt, verglichen mit einer
TKI-Monotherapie (Arrieta et al., 2019). Metformin fiihrt iiber eine Inhibition von
Komplex I der Atmungskette in den Mitochondrien zu einer Aktivierung von AMPK und
beeinflusst dariiber den Metabolismus und das Wachstum von Tumorzellen (Lv and Guo,
2020). Wahrend Metformin bei einer Vielzahl von Tumorerkrankungen wie zum Beispiel
Brust- oder Darmkrebs ein vielversprechendes Co-Therapeutikum zu sein scheint (Lv and
Guo, 2020), konnten die obigen Ergebnisse aufgrund der mangelnden
Tumorzellselektivitat keinen Vorteil in der Anwendung von Metformin in der Therapie
des HGSOC zeigen. Die mangelnde Zellselektivitét stellt ein generelles Problem in der
Entwicklung neuer metabolischer Inhibitoren dar, da metabolische Inhibitoren haufig
sowohl in den Metabolismus von Tumorzellen, als auch in den Metabolismus von
gesunden Zellen eingreifen und diese dadurch ebenfalls beeintrdchtigen konnen

(Lemberg et al., 2022).

Metabolische Inhibitoren werden auch in der Therapie von Glioblastomen sowie der
akuten myeloischen Leukédmie (AML) eingesetzt, welche charakteristische Mutationen der
Isocitratdehydrogenase (IDH) aufweisen (Mardis et al., 2009; Yan et al., 2009). Kommt
es in Krebszellen zu einer IDH-Mutation, verstoffwechselt die IDH das Isocitrat im
Citratzyklus nicht mehr zu a-KG, sondern zu 2-Hydroxyglutarat (2-HG), einem
Onkometaboliten (Dang et al., 2009), welcher iiber die Beeinflussung der Genexpression
zum Progress von Tumoren mit IDH-Mutation beitragen kann (Xu et al., 2011). Gezielte
Inhibitoren wie Ivosidenib oder Enasidenib fiir Tumorerkrankungen mit IDH-Mutation
werden aktuell vor allem in der Therapie der AML eingesetzt, befinden sich aber auch fiir

weitere Tumoren in der Entwicklung (Alshiekh Nasany and De La Fuente, 2023).

In der Krebstherapie mit metabolischen Inhibitoren gibt es bislang kaum Beispiele fiir den
kombinierten Einsatz mehrerer metabolischer Inhibitoren, insbesondere im Hinblick auf

die synthetische Letalitdt. Die hier verwendeten synergistisch wirkenden Inhibitoren
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(R)-GNE-140 und BMS-986205 stellen somit einen neuartigen Therapieansatz dar, wobei
die genauere Charakterisierung des zur synthetischen Letalitit fiihrenden

Wirkmechanismus in weiterfithrenden Experimenten erfolgen sollte.

4.2 Auslosung von Seneszenz nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140
und BMS-986205

4.2.1 Seneszenz als Folge des Energiemangels der Zellen nach der

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Wie in den obigen Abschnitten gezeigt, konnte die selektive Induktion von Seneszenz
nach Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 in KRAS®'*'/MYC Zellen
nachgewiesen werden. Ein Grund fiir die selektive Seneszenzinduktion konnte hier der
hohere Energiebedarf der Krebszellen gegeniiber gesunden Zellen sein, da Krebszellen
aufgrund ihrer hoheren Proliferationsrate auf eine gesteigerte Energiezufuhr angewiesen
sind (Jang, Kim and Lee, 2013). Weitere, nicht in dieser Arbeit generierte Ergebnisse
konnten zeigen, dass der IDO1l-Inhibitor BMS-986205 zu einer Inhibition der
mitochondrialen Atmungskette fiihrt (Dreute, 2023), worauf bereits die in Abschnitt 3.2.8
beschriebenen mitochondrialen Verdnderungen hindeuteten. Daneben fiihrt der
verwendete LDHA-Inhibitor (R)-GNE-140 iiber die Inhibition der Glykolyse zu einer
reduzierten zelluliren Energieversorgung (Mazzio et al, 2021). Insbesondere in
Kombination mit der zusatzlich beeintrdchtigten OXPHOS und der beobachteten
mitochondrialen Beeintrachtigung der Zellen konnte dies zur Seneszenzinduktion fiihren,
da der Energiebedarf der Zellen nicht mehr gedeckt werden kann. Dieser Mangel an
Energie und Nahrstoffen ist ein moglicher Grund fiir erhohte ROS-Level (Zhao et al.,
2017), welche in den KRAS®*/MYC Zellen nachgewiesen werden konnten. Die
mitochondrialen Verdnderungen selbst kénnen dabei zu einer gestorten mitochondrialen
Funktion, einer reduzierten OXPHOS sowie ATP-Synthese, ebenso wie zu einer
gesteigerten ROS-Synthese fiihren (Bhatti, Bhatti and Reddy, 2017). Studien konnten in
diesem Zusammenhang zeigen, dass insbesondere erh6hte mitochondriale ROS-Level zur
Entstehung von Seneszenz beitragen konnen (Moiseeva et al., 2009; Wiley and Campisi,

2021).

Wie gezeigt, treten die erhohten ROS-Level lediglich nach der Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 auf, nicht aber nach der jeweiligen Monotherapie. Dies

liegt sehr wahrscheinlich daran, dass der Energiemangel nach der Einzelbehandlung
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jeweils durch eine Hochregulation von Glykolyse bzw. OXPHOS kompensiert werden
kann, wohingegen dies nach Inhibition beider Stoffwechselwege nicht mehr moglich ist
und es in Folge des Energiemangels und der mitochondrialen Beeintrachtigung zur

verstarkten ROS-Synthese kommt.

4.2.2 Seneszenz auch als Folge von DNA-Schiaden nach der Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205

Die erhohten ROS-Level konnen in diesem Zusammenhang auch eine mogliche Erkldrung
fiir die gezeigten DNA-Schdden nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 sein, da ROS iiber die Entstehung von 8-Oxoguanin und in der Folge
moglicher DNA-Doppelstrangbriiche sowohl DNA-Schiden induzieren konnen, als auch
eine Rolle in der Antwort auf DNA-Schiden spielen (Ock, 2012; Cannan et al., 2014;
Srinivas et al., 2019). Diese DNA-Schiden konnen insbesondere in den KRAS¢'*Y/MYC
Zellen zu weiter ansteigenden ROS-Leveln fiihren, da DNA-Schéden iiber die Histon
H2A.X-abhéngige Aktivierung von Proteinen der NADP(H) Oxidase Familie (Nox) selbst
ebenfalls wieder eine Quelle fiir ROS sind (Kang et al., 2012) und die DDR ins Krebszellen
oftmals nur eingeschriankt funktionsfihig ist (Jin and Oh, 2019). In Folge der
DNA-Schiden kann es dann zu einem G2/M-Arrest (sieche Abschnitt 1.4.2.3) und somit
beispielsweise zur Seneszenzinduktion kommen (Jackson and Bartek, 2009).
Zusammenfassend wéren somit der zum einen hohere Energiebedarf der Krebszellen
ebenso wie die in Krebszellen oftmals beeintréachtigte DDR eine mogliche Erklarung dafiir,
wieso zwar KRAS?Y/MYC und Empty Vector Zellen DNA-Schiden nach der genannten
Doppelbehandlung aufweisen, aber nur die KRAS®'*"/MYC Zellen mit deutlich erhohten

ROS-Leveln und Seneszenz auf die Therapie reagieren.

4.2.3 Alternativer Mechanismus der Seneszenzinduktion nach Doppelbehandlung

mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Wie in Abschnitt 1.4.2 ausfithrlich erldutert, sind die beiden Hauptsignalwege zur
Induktion der zelluldren Seneszenz zum einen der p53/p21 Signalweg sowie der
pl6/RB Signalweg. Es liel$ sich nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 jedoch in beiden Fillen keine verstdrkte Expression der entsprechenden
Proteinlevel messen, weshalb die Seneszenz iiber einen alternativen Mechanismus
induziert zu werden scheint. Dabei scheint die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase eine
Rolle zu spielen, welche ebenfalls als moglicher Mediator der Seneszenzinduktion

bekannt ist (Kwong et al., 2013). Die Induktion von Seneszenz iiber p38 wird je nach
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Enzymisoform in der Signalkaskade ebenfalls zum Teil iiber p53 bzw. p16 reguliert, was
hier wie bereits genannt kein relevanter Signalweg zur Seneszenzinduktion nach der
Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 zu sein scheint. Insbesondere die
iiber DNA-Schdden sowie ROS aktivierte Isoform p388 kann aber tiber Chkl/2 als
Antwort auf DNA-Schdden unabhéngig von p53 und pl6 zur Seneszenzinduktion
beitragen (Xu et al., 2014). Wie in Abschnitt 1.4.2.3 erldutert, kann die
Seneszenzinduktion bzw. ein Zellzyklusarrest iiber Chk1/2 im Rahmen der Antwort auf
DNA-Schidden auch iiber die Proteinkinasen ATM und ATR ablaufen (Donzelli and
Draetta, 2003). Abhédngig von Chk1l/2 kommt es nach der Induktion von DNA-Schéiden
zu einer Phosphorylierung der Phosphatasen Cdc25A und Cdc25C (Sanchez et al., 1997;
Matsuoka, 1998). Diese werden dariiber inaktiviert, was den Progress aus der G2- in die
M-Phase verhindert (Shiloh, 2003). Bulavin et al. (2001) konnten zeigen, dass es auch
p38-abhingig im Rahmen von DNA-Schéden durch UV-Strahlung zu einem G2/M-Arrest
kommen kann. p38 phosphoryliert dazu Cdc25B, welche dariiber inaktiviert wird und es
somit ebenfalls zu einem CDK1-abhédngigen G2/M-Arrest kommt (Lammer et al., 1998;
Bulavin et al., 2001).

Anhand der gezeigten Proteinexpression konnte die Seneszenzinduktion in den
KRAS®'?Y/MYC Zellen nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205
somit nicht {iber einen klassischen, sondern iiber einen alternativen, p38-abhéngigen
Signalweg induziert werden (Abb. 23). Wie genau der Signalweg ablduft und welche
weiteren Mediatoren darin eine Rolle spielen ist bislang aber nicht bekannt und muss in
weiterfiihrenden = Experimenten, z.B. iiber die  Bestimmung  weiterer

Proteinexpressionsmuster, charakterisiert werden.
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Abb. 23: Alternativer Mechanismus zZur Seneszenzinduktion in
G12v

KRAS /MYC Zellen nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und

BMS-986205. Nachdem die Induktion der Seneszenz in KRAS®'>'/MYC Zellen nach
der Behandlung mit (R)-GNE-140 (7.5 uM) und BMS-986205 (6 uM) scheinbar nicht
uber die klassischen Seneszenzinduktionssignalwege ablauft, scheint ein alternativer
Mechanismus Uber p38 infolge von DNA-Schaden und ROS eine wichtige Rolle zu
spielen.

4.2.4 Morphologische Verdnderungen der Mitochondrien in Krebszellen nach

Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205

Durch die Kombinationstherapie aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 gerit die Zelle durch
die Inhibition der Glykolyse in einen Zustand der Energiedepletion. Im Energiehaushalt
der Zellen spielt die Proteinkinase AMPK eine zentrale Rolle, da sie insbesondere in
metabolischen Stresssituationen unter AMP-Mangel aktiviert wird (Garcia and Shaw,
2017). Auch in der mitochondrialen Biogenese spielt AMPK eine Rolle, wobei die
Aktivierung von AMPK Mitochondrien auf unterschiedliche Arten beeinflussen kann (Ren
et al., 2020). AMPK fiihrt beispielsweise in der Folge von metabolischem Stress zu einer

gesteigerten mitochondrialen Fission (Toyama et al., 2016). Bei der Fission erhoht sich
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die Anzahl der Mitochondrien durch die Teilung eines Mitochondriums in zwei weitere,
wobei die Fission unter anderem in der Apoptose eine wichtige Rolle spielt (Chan, 2006;
Adebayo et al., 2021). Ebenso kommt es durch die Aktivierung von AMPK zu einer
Induktion der Genexpression des transkriptionellen Coaktivators peroxisome proliferator-
activated receptor y coactivator 1-a (PGC-la), welcher eine Hauptrolle in der
mitochondrialen Biogenese spielt und zur Formation neuer Mitochondrien beitragt (Jager

et al., 2007; Chen et al., 2022).

Wie bereits gezeigt, fithrt die Doppelbehandlung der Zellen mit dem LDHA-Inhibitor
(R)-GNE-140 und dem IDO1-Inhibitor BMS-986205 zu morphologischen Verdnderungen
der Mitochondrien, wobei die Mitochondrien nach der Behandlung zahlreicher und
verkleinert im Zytoplasma vorzuliegen scheinen. Ebenso lassen sich die Cristae der
Mitochondrien nach der genannten Doppeltherapie insbesondere in den KRAS®'?Y/MYC
Zellen fast nicht mehr darstellen, wiahrend sie in den unstimulierten Zellen in einigen
Féllen klar erkennbar sind. Diese mitochondrialen Verdnderungen konnten ein Hinweis
darauf sein, dass insbesondere die KRAS®*Y/MYC Zellen in ihrer oxidativen
Phosphorylierung und somit in ihrem Energiemetabolismus eingeschrankt sind. Fiir eine
beeintrachtigte oxidative Phosphorylierung wiirden ebenfalls die beobachteten erh6hten
ROS-Level sprechen, welche bei Inhibition der OXPHOS bekanntermallen beobachtet
werden konnen (Esposito et al., 1999; Molina et al., 2018). Aufgrund der Inhibition der
Glykolyse mittels des LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140 miisste es prinzipiell zu einer
verstarkten OXPHOS in den Zellen kommen, damit die Zellen weiterhin ihr benotigtes
Energieniveau aufrechterhalten konnen (Shiratori et al., 2019). Eine Storung in diesem
Ablauf wiirde insbesondere die Krebszellen beeintrachtigen, welche durch ihren erh6hten
Energiebedarf verglichen mit gesunden Zellen auf eine besonders hohe Zufuhr und
Verwendung von Glucose angewiesen sind (Jang, Kim and Lee, 2013). Durch die
zusatzliche Beeintrachtigung der OXPHOS neben der bereits inhibierten Glykolyse konnte
daher aufgrund des hoheren Energieumsatzes von Krebszellen moglicherweise erklart
werden, warum die verwendete Doppelbehandlung selektiv das Wachstum von
KRAS?Y/MYC Krebszellen inhibiert, wihrend die Empty Vector Zellen weiterhin

proliferieren konnen.
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4.3 Zytotoxischer Effekt von (R)-GNE-140 und BMS-986205 auch in

anderen Krebszelllinien

4.3.1 Heterogene Antworten auf die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 in unterschiedlichen Krebszelllinien

In Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, dass einige Krebszelllinien ebenfalls eine
Seneszenzinduktion zeigen, wohingegen andere Krebszelllinien morphologisch
apoptotisch aussehen, jedoch keine erhohte Expression von Apoptosemarkern aufweisen.
Griinde fiir diese heterogenen Antworten konnten zum Beispiel unterschiedliche
Kompensationsmechanismen der einzelnen Zelllinien in Bezug auf die toxische Wirkung
von Chemotherapeutika sein. Ein moglicher Kompensationsmechanismus wére zum
Beispiel die verstarkte Expression von MDR1 (Mutltidrug-Resistance-Protein 1), wodurch
es zu einem vermehrten Einbau von P-gp (P-glykoprotein) in die Zellmembran kime.
Dabei handelt es sich um einen Transporter, der ATP-abhédngig unter anderem
Medikamente wie Zytostatika wieder aus Zellen herauspumpt (Graefe, Lutz and Bonisch,
2016). Der vermehrte Einbau von P-gp lasst sich z.B. bei einigen Ovarialkarzinomen, aber
auch bei Mammakarzinomen oder Kolonkarzinomen nachweisen (Veneroni et al., 1994),
was haufig ein schlechteres Ansprechen auf bekannte Chemotherapeutika wie Vinblastin
zur Folge hat (Skinner, Palkar and Hong, 2023). Ob eine erh6hte Expression von MDR1
bzw. ein vermehrter Einbau von P-gp ein Grund fiir das unterschiedliche Ansprechen der
in Abschnitt 3.3 verwendeten Krebszelllinien auf die Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140
und BMS-986205 ist, konnte mit nachfolgenden Experimenten wie Western Blots oder

mittels Immunfluoreszenz nidher untersucht werden.

Eine weitere Moglichkeit fiir den Grund des heterogenen Ansprechens verschiedener
Krebszelllinien auf die genannte Doppelbehandlung wére nach Inhibition der Glykolyse
der Nutzen alternativer Metabolite fiir die Aufrechterhaltung des Zellmetabolismus.
Insbesondere die H1975 Zellen sowie die PC9 Zellen als Zelllinien des NSCLC sprachen
in geringerem Ausmal} auf die Behandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 an. Eine
andere Studie konnte zeigen, dass insbesondere Zelllinien des NSCLC in der Lage sind,
iiber einen alternativen Stoffwechselweg, der Makropinozytose, ihren Metabolismus
glucoseunabhéngig aufrecht zu erhalten. Bei der Makropinozytose werden extrazelluldre
Proteine durch die Zelle aufgenommen und anschlieRend verstoffwechselt, wodurch die
Zellen auch in Abwesenheit von Glucose weiter proliferieren konnen (Hodakoski et al.,

2019). In weiterfiihrenden Experimenten konnte tiiber die Analyse der
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Proteinexpressionsmuster der entsprechenden Signalkaskaden genauer charakterisiert
werden, ob dies im Falle der H1975 bzw. PC9 Zellen die Ursache fiir den fehlenden
Synergismus der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 ist.

Auch der heterogene Metabolismus von Tumorzellen kann eine Ursache fiir das
unterschiedliche Ansprechen auf Chemotherapeutika darstellen. So konnte bspw. gezeigt
werden, dass Krebszellen mit einer verringerten Expression der Asparaginsynthetase
(ASNS), und somit reduzierten Asparaginleveln, verstirkt auf die Behandlung mit
Asparaginase ansprechen (Li et al.,, 2019). Die Asparaginase wird bereits seit vielen
Jahren erfolgreich in der Therapie der akuten lymphatischen Leukidmie eingesetzt (Ortega

etal., 1977).

4.4 Selektivitat der Therapiekombination fiir Krebszellen

4.4.1 Selektivitit von (R)-GNE-140 und BMS-986205 fiir Krebszellen

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass die Kombination
aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 zwar selektiv die KRAS®'?Y/MYC Krebszellen angreift,
jedoch auch die gesunden Empty Vector Zellen in einem gewissen Mal$ beeintrachtigt
werden. Allgemein ist es in der Therapie von Krebserkrankungen eine haufige
Einschrankung, dass die Selektivitit der Chemotherapie fiir Tumorzellen nicht
ausreichend ist und auch gesunde Zellen mit angegriffen werden. Dies trifft auch auf
metabolische Inhibitoren zu, da diese nicht nur den gesteigerten Metabolismus von
Tumorzellen inhibieren, sondern zu einem gewissen Teil auch den Metabolismus
gesunder Zellen (Hammoudi et al., 2011), wie auch in den obigen Experimenten
beobachtet werden konnte. In zukiinftigen Experimenten, bspw. im Tiermodell oder auch
in vivo, wird es daher eine Herausforderung, die genaue Dosis von (R)-GNE-140 und
BMS-986205 zu finden, die weiterhin selektiv Tumorzellen angreift, ohne einen zu

starken toxischen Effekt auf die gesunden Zellen auszuiiben.

Als Limitationen beziiglich der Beurteilbarkeit der Krebszellselektivitit des
LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140 in Kombination mit dem IDO1-Inhibitor BMS-986205 sei
hier zum einen die Arbeit in der Zellkultur erwidhnt, welche lediglich die Bedingungen
in vitro reprasentiert. Ob die Zellselektivitat der Doppelbehandlung auch in vivo erhalten
werden kann, miisste in zukiinftigen Experimenten bspw. mittels eines Mausmodels
getestet werden. Zum anderen wird die Beurteilbarkeit der Zellselektivitdt der genannten

Doppeltherapie durch unterschiedliche Wachstumskurven von KRAS%'*/MYC Zellen bzw.
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Empty Vector Zellen beeinflusst. Dieser Einschrankung wurde in den oberen Experimenten
versucht mit einer Anpassung der ausgesaten Zellen in den Experimenten zu begegnen,
damit zum Behandlungszeitpunkt jeweils eine dhnliche Anzahl von KRAS%'?Y/MYC bzw.

Empty Vector Zellen der Doppeltherapie ausgesetzt war.

4.4.2 Moglichkeiten fiir eine verbesserte Krebszellselektivitit in der

Tumortherapie

Aufgrund der bereits beschriebenen Einschrankungen von Chemotherapeutika bzgl. ihrer
Selektivitat fiir Tumorzellen und ihrer zusétzlichen Wirkung auf gesunde Zellen, gibt es
seit einiger Zeit Moglichkeiten die Tumorzellselektivitidt von Chemotherapeutika positiv
zu beeinflussen. Diese Moglichkeiten eignen sich unter Umstdnden in angepasster Form

auch fiir die Therapie des HGSOC.

Ein Beispiel fiir eine selektive Krebstherapie wéare die Immuntherapie mittels Antikorper,
welche sich gezielt gegen Oberflichenantigene richten, die bspw. auf Tumorzellen
exprimiert werden. Eine solche Immuntherapie wird seit einigen Jahren erfolgreich in der
Therapie des Neuroblastoms bei Kindern angewendet. Bei der Immuntherapie des
Neuroblastoms werden monoklonale Antikorper eingesetzt, welche sich gegen das
Disialogangliosid GD2 auf der Zellmembran richten. Da GD2 insbesondere auf
Neuroblastomzellen exprimiert wird, ist iiber die Immuntherapie hier eine relativ
tumorspezifische Therapie moglich (Chan and Chan, 2022). Auch auf
Ovarialkarzinomzellen wurden in der Vergangenheit Oberflichenmolekiile gefunden,
welche sich unter Umstidnden fiir eine spezifische Immuntherapie eignen kénnen und so
ggf. den Therapieerfolg erh6hen konnen. Besonders vielversprechend erscheint dabei das
basale Zelladhdsionsmolekiill (BCAM), welches in mehreren Ovarialkarzinomtypen
vermehrt exprimiert wird, insbesondere aber beim HGSOC (Schrofelbauer et al., 2023).
Seit einigen Jahren wird intensiv an der Entwicklung von Chemoimmunkonjugaten
(antibody drug conjugate, ADC) geforscht, wobei ein bestimmtes Chemotherapeutikum an
einen monoklonalen Antikorper gekoppelt wird (Sochaj, Swiderska and Otlewski, 2015).
Dies konnte man sich auch in der Therapie des HGSOC zu nutzen machen, in dem man
zum Beispiel die Kombination aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 an einen monoklonalen
Antikorper gegen BCAM koppelt, und so die Tumorzellselektivitdt erhoht. Ob sich BCAM
wirklich als Zielmolekiil fiir eine spezifischen Immuntherapie des HGSOC eignet, muss
allerdings in weiterfiihrenden Studien iiberpriift und beantwortet werden. Ein Beispiel

fiir eine bereits etablierte Tumortherapie mit ADCs ist die Therapie des HER2-positiven
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metastasieren Mammakarzinoms mit Trastuzumab-Emtansin, wobei der monoklonale
HER2-Antikorper Trastuzumab mit dem Mitosehemmstoff Mertansin gekoppelt wird

(Verma et al., 2012).

Neben der selektiven Krebstherapie durch Antikorper lassen sich Tumorzellen zum
Beispiel auch gezielt iiber Nanopartikel wie Liposomen angreifen. Bei Liposomen handelt
es sich um spharische Vesikel mit einer hydrophoben Phospholipiddoppelschicht als Hiille
und einem hydrophilen Kern, welcher zum Beispiel hydrophile Chemotherapeutika
beherbergen kann (Miiller-Esterl, 2018). Werden die Chemotherapeutika-beladenen
Liposomen nun noch mit Liganden gekoppelt, die gezielt Oberflaichenmolekiile auf
Tumorzellen erkennen, ermoglicht dies einen selektiveren Angriff von Krebszellen
verglichen mit gesunden Zellen. Tumorzellen exprimieren verglichen mit gesunden Zellen
zum Beispiel verstirkt einen Transferrin-Rezeptor (TfR), welcher fiir die Eisenaufnahme
der Zellen verantwortlich ist (Fan et al., 2023). Transferrin kann nun als Ligand an die
mit einem Chemotherapeutikum beladenen Liposomen gekoppelt werden und gezielt die
TfR-exprimierenden Tumorzellen angreifen (Wang et al., 2023). Der Effekt von mit
Oxaliplatin-beladenen Liposomen, welche zusétzlich Transferrin als Ligand exprimieren,
wird aktuell in klinischen Phase I- bzw. Phase II-Studien untersucht (Fan et al., 2023).
Neben Tumorzellen wird der TfR natiirlich auch auf einigen gesunden Zellen zur
Resorption von Eisen exprimiert, was den therapeutischen Nutzen aufgrund der

moglichen Toxizitat limitieren konnte (Ponka and Lok, 1999).

4.4.3 Moglichkeiten zur Verringerung der Chemotherapie-assoziierten Toxizitét

Neben der im vorherigen Abschnitt erwdhnten Problematik der haufig unzureichenden
Tumorzellselektivitdt von Chemotherapeutika ist deren zusatzlich vorhandene allgemeine
Zelltoxizitit eine weitere Herausforderung im Management von Tumorerkrankungen.
Cisplatin ist beispielsweise ein haufig eingesetztes Chemotherapeutikum, welches durch
seine bekannte nephrotoxische Wirkung allerdings in seiner Dosierung limitiert ist
(Volarevic et al., 2019). Moglichkeiten die Nephrotoxizitit und somit bereits eine
Nebenwirkung zu minimieren sind hier zum einen eine dauerhafte und ausreichende
Hydrierung der Patientinnen und Patienten (Crona et al., 2017). Zum anderen wurde in
Studien herausgefunden, dass eine Hypomagnesidmie dazu fithren kann, dass es durch
den vermehrten Einbau bestimmter Transporter in der Niere zu einer gesteigerten
Aufnahme von Cisplatin und somit zu einer erh6hten Nephrotoxizitdt kommen kann. Ein

ausgeglichener Elektrolythaushalt tragt dementsprechend ebenfalls dazu bei, dass Risiko
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einer nephrotoxischen Wirkung von Cisplatin zu reduzieren (Yokoo et al., 2009; Crona et

al., 2017).

Inwieweit die Kombination aus (R)-GNE-140 und BMS-986205 eine generelle
Zytotoxizitdt aufweist und welche Nebenwirkungen in vivo zu erwarten sind und
angegangen werden sollten, miissen im Verlauf weitere Experimente zum Beispiel im
Rahmen von Versuchsreihen im Mausmodell zeigen. Diese Experimente sind auch zur
geeigneten Dosisfindung der Therapiekombination in vivo wichtig, da die Dosierung, wie
am Beispiel von Cisplatin gezeigt, oft einen entscheidenden Einfluss auf die Toxizitdt von
Chemotherapeutika hat. So wére es iiber eine angepasste Dosierung bereits moglich,

Nebenwirkungen wie die Nephro- oder auch Hepatotoxizitdt zu reduzieren.

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Doppelbehandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 in verschiedenen Krebszelllinien zur Induktion von
Seneszenz fiihrt. Einige Zelllinien zeigten jedoch ein vermindertes Ansprechen auf die
Doppelbehandlung bzw. zeigten zumindest morphologische Aspekte einer
Apoptoseinduktion, welche auf der Ebene der Proteinexpression jedoch nicht
nachweisbar war. Diesbeziiglich konnte in optimierten Experimenten untersucht werden,
ob eine Verdnderung der Rahmenbedingungen dazu fiihrt, dass die untersuchten
Zelllinien auch auf Proteinexpressionsebene Marker der Apoptoseinduktion zeigen.
Moglichkeiten hierfiir wiaren zum Beispiel eine Verlingerung der Inkubationszeit mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205 oder auch eine Restimulation nach einer gewissen ersten

Inkubationszeit.

Im Hinblick auf mogliche zukiinftige klinische Einsatzmoglichkeiten der genannten
Doppeltherapie miissen aulerdem auch Experimente aul’erhalb der Zellkultur in vivo
durchgefiihrt werden, beispielsweise im Rahmen eines Mausmodells. Dies ist zum einen
wichtig um die Wirksamkeit der Doppelbehandlung von (R)-GNE-140 und BMS-986205
auch auflerhalb der Zellkultur zu belegen, zum anderen aber auch um mogliche
limitierende Nebenwirkungen der Doppeltherapie abschitzen zu kénnen, welche sich

unter Umstdnden erst im lebenden Organismus zeigen, nicht aber in vitro.

Bezogen auf den Einsatz der Doppelbehandlung in klinischen Experimenten in vivo bleibt
auch die Seneszenzinduktion als ein Hauptcharakteristikum des Effekts der

synergistischen Wirkung von (R)-GNE-140 und BMS-986205 zu bedenken. Seneszente
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Zellen konnen mittels SASP benachbarte Zellen beeinflussen und so je nach SASP auch
prokanzerogene Effekte zeigen (Lee and Schmitt, 2019). Um diese moglichen
therapielimitierenden Effekte zu umgehen, wire der zuséatzliche Einsatz von Senolytika
neben der bestehenden Doppelbehandlung eine Option. Bei Senolytika handelt es sich
um Therapeutika, welche selektiv seneszente Zellen angreifen (Zhang et al., 2023). Ein
Beispiel fiir eine solche Therapieméglichkeit ware der Einsatz von Panobinostat, einem
Histondeacetylaseinhibitor, welcher bereits in einer anderen Studie senolytische Effekte
auf chemotherapieinduzierte seneszente NSCLC-Zellen zeigte (Samaraweera et al.,
2017). Ob ein dhnlicher Effekt auch bei den KRAS®'*Y/MYC Zellen nachweisbar ist und
sich somit unter Umstinden ein spaterer klinischer Nutzen durch eine weitere
Optimierung des synergistischen Effekts von (R)-GNE-140 und BMS-986205 ergibt,

miisste vorerst durch weiterfithrende Experimente {iberpriift werden.
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5 Zusammenfassung

Beim Ovarialkarzinom handelt es sich um die héufigste todliche Krebserkrankung bei
Frauen nach dem Mammakarzinom. Insbesondere aufgrund der fehlenden
Frithsymptome, der hohen Rezidivrate sowie therapierefraktirer Verlaufe ist die kurative
Therapie des Ovarialkarzinoms nach wie vor schwierig. Ziel dieser Studie war es daher,
eine synergistische Kombination aus zwei metabolischen Inhibitoren zu identifizieren, die
selektiv auf Krebszellen wirkt und diese anschlie@Rend zu charakterisieren. Dabei zeigte
sich insbesondere die Kombination des LDHA-Inhibitors (R)-GNE-140 und des
IDO1-Inhibitors BMS-986205 als vielversprechend, da die Kombination beider Inhibitoren
auf KRAS®"?Y/MYC Krebszellen eine synergistische Zytotoxizitit aufwies. Initial zeigten
sowohl die nicht onkogen transformierten Empty Vector Kontrollzellen als auch die durch
Expression von KRAS®'?Y/MYC transformierten Krebszellen eine Zunahme der ZellgroRe
nach Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205, wohingegen weitere
Experimente jedoch die selektive Induktion von Seneszenz in KRAS'?Y/MYC Krebszellen
zeigten. Ebenso konnte nach Kombination beider Inhibitoren eine Akkumulation der
KRAS®?Y/MYC Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus festgestellt werden. Sowohl in
den Empty Vector Kontrollzellen, als auch in den KRAS®'*/MYC Krebszellen, fiel nach der
Doppelbehandlung ein vermehrtes Vorkommen von yH2A.X als Marker fiir DNA-
Doppelstrangbriiche auf. Des Weiteren konnten in der elektronenmikroskopischen
Betrachtung der KRAS®'*/MYC Zellen nach der Doppelbehandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205 morphologische Verdnderungen der Mitochondrien in Bezug auf deren
Grolle, Form und Anzahl nachgewiesen werden. Dies galt auch fiir die Empty Vector
Zellen, hier allerdings in wesentlich geringerem Ausmalf3. Auch zeigte sich lediglich in den
KRAS®"?Y/MYC Zellen verglichen mit den Empty Vector Zellen nach der Doppelbehandlung
ein deutlicher Anstieg von ROS-Leveln. Die gezeigten Effekte der genannten
Doppelbehandlung auf KRAS®'?Y/MYC Zellen lieRen sich zum Teil auch auf weitere
Krebszelllinien wie z.B. MCF-7 oder HT-29 Zellen iibertragen. Einige weitere Zelllinien
wie RPE-1 Zellen reagierten ebenfalls mit Seneszenz auf die Behandlung mit
(R)-GNE-140 und BMS-986205, wahrend beispielsweise in PC9 Zellen kein relevanter
zytotoxischer Effekt nachweisbar war. Auch lie} sich die Akkumulation in der
G2/M-Phase nach der genannten Doppelbehandlung in einigen weiteren Krebszelllinien
wie HeLa oder SW620 Zellen zeigen. Bei der Kombination aus (R)-GNE-140 und
BMS-986205 handelt es sich damit um eine neue, bislang nicht etablierte Kombination

zweier metabolischer Inhibitoren, welche einen synergistischen zytotoxischen Effekt nicht
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nur auf KRAS®'?Y/MYC Ovarialkarzinomzellen, sondern auch auf eine Reihe weiterer
Krebszelllinien zeigt. Der synergistische Wirkmechanismus lésst sich vermutlich auf die
fehlende gegenseitige Kompensation von Glykolyse und OXPHOS zuriickfithren. Der
LDHA-Inhibitor (R)-GNE-140 inhibiert die Glykolyse, in Kombination mit BMS-986205
zeigte sich zusatzlich auch noch der Verlust mitochondrialer Cristae und somit in der Folge
vermutlich auch eine Verringerung der oxidativen Phosphorylierung. Durch die
gleichzeitige Inhibition von Glykolyse und OXPHOS kommt es in Folge des entstehenden
zelluldaren Energiemangels sehr wahrscheinlich schlussendlich zur Induktion von

Seneszenz.
6 Summary

After breast cancer, ovarian cancer is one of the deadliest forms of cancer in women.
Because of the lack of typical early symptoms, a high recurrence rate and therapy-
refractory courses, the treatment of ovarian cancer is still difficult. It was therefore the
aim of this study to identify and characterize a combination of metabolic inhibitors, which
are selectively targeting cancer cells and which could subsequently become a new
therapeutic option in the treatment of ovarian cancer. Especially the combination of the
LDHA inhibitor (R)-GNE-140 and the IDO1 inhibitor BMS-986205 appeared to be
promising, because the combination of both inhibitors had shown a synergistic
cytotoxicity on KRAS®'?/MYC cancer cells. Initially, both non-oncogenically transformed
Empty Vector control cells and the cancer cells transformed by expression of
KRAS®'?Y/MYC showed an increase in cell size after double treatment with (R)-GNE-140
and BMS-986205, whereas further experiments showed the selective induction of
senescence in KRAS®*?Y/MYC cancer cells. Likewise, an accumulation of KRAS®'?Y/MYC
cells in the G2/M phase of the cell cycle was observed after combination of both inhibitors.
After double treatment, both Empty Vector control cells and KRAS'?Y/MYC cancer cells
showed an increased occurrence of yH2A.X as a marker of DNA double-strand breaks.
Furthermore, electron microscopic examination of the KRAS'?Y/MYC cells after double
treatment with (R)-GNE-140 and BMS-986205 revealed morphological changes in the
mitochondria in terms of their size, shape and number. This also applied to the
Empty Vector cells, but to a much lesser extent. Furthermore, only KRAS'?Y/MYC cells
had shown a significant increase in ROS levels compared to healthy Empty Vector cells
after double treatment. The effects of the double treatment with (R)-GNE-140 and
BMS-986205 on KRAS®'*"/MYC cells could also be partially transferred to other cancer

cell lines such as MCF-7 or HT-29 cells. Some other cell lines such as RPE-1 cells also
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responded with senescence to treatment with (R)-GNE-140 and BMS-986205, while no
relevant cytotoxic effect was detectable in PC9 cells, for example. Accumulation in the
G2/M phase after the mentioned double treatment was also shown in some other cancer
cell lines such as HeLa or SW620 cells. The combination of (R)-GNE-140 and
BMS-986205 is thus a new, previously unestablished combination of two metabolic
inhibitors that shows a synergistic cytotoxic effect not only on KRAS?Y/MYC ovarian
cancer cells, but also on several other cancer cell lines. The synergistic mechanism can
presumably be attributed to the lack of mutual compensation of glycolysis and OXPHOS.
The LDHA inhibitor (R)-GNE-140 inhibits glycolysis; in combination with BMS-986205,
the loss of mitochondrial cristae and thus presumably also a reduction in oxidative
phosphorylation was also shown. The simultaneous inhibition of glycolysis and OXPHOS
very likely ultimately leads to the induction of senescence as a result of the occurring

cellular energy deficiency.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung
2-HG
Abb.
ADC
ADP
ATF
ALL
AML
AMP
AMPK
Apaf-1
APS
ASNS
ATM
ATP
ATR
BCA
BCAM
BER
BRCA
BSA
bspw.
Caspasen
Cdc
CDKi
Chk1/2
CKD
CPS1
CPT1
CTLA-4
CTR1
DD
DDR

Bedeutung

2-Hydroxyglutarat
Abbildung

Antibody drug conjugate (Antikorper-Wirkstoff-Konjugat)
Adenosindiphosphat

Apoptose-induzierender Faktor
Akute lymphatische Leukémie
Akute myeloische Leukdmie
Adenosinmonophosphat
AMP-abhéngige Kinase
Apoptose-auslosender Faktor 1
Ammonium persulfat
Asparaginsynthetase

Ataxia teleangiectasia mutated
Adenosintriphosphat

Ataxia teleangiectasia and Rad3-Related

bicinchoninic acid

Basales Zelladhisionsmolekiil
Basenexzisionsreparatur
Breast Cancer Gene

Bovine Serum Albumin

beispielsweise

Cysteinyl-Aspartyl-Proteasen
Cell division cycle
CDK-Inhibitoren

Checkpoint Kinase 1/2
Cyclin-abhéngige Kinase
Carbamoylphosphat-Synthetase I

Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1

Cytotoxic T-Lymphocyte associated Protein 4

Copper Transporter 1
Death domain (Todesdoméne)

DNA Damage Response
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DISC
DMEM
DMSO
DNA
DR
DSB
E2F
ECL
EDTA
entspr.
EV
FADD
FasR
FCS
FEN-1
GO-Phase
G1-/G2-Phase
G6P
GLUT
HCI
HEPES
HER2
HGSOC
HR
HRP
IC7s
IDH
IDO1
iFTSEC
IL

kDa
KOH
KRAS
LAT1

death-inducing signaling complex

Dulbecco’s modified eagle medium

Dimehyl sulfoxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsdure)
Death receptor (Todesrezeptoren)
Doppelstrangbruch

E2 transcription factor

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsdure

entsprechend

Empty Vector

Fas associated death domain containing protein

Fas-Rezeptor

Fetal calf serum (Fotales Kalberserum)

Flap endonuclease-1
Zelluldre Quieszenz

Gap 1-/Gap 2-Phase
Glucose-6-Phosphat
Glucosetransporter

Salzsdure
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure

human epidermal growth factor receptor 2
Hochgradig seroses Ovarialkarzinom

Homologe Reparatur
horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
75%igen inhibitorischen Konzentration

Isocitratdehydrogenase
Indoleamin-2,3-Dioxygenase

Immortalisierte sekretorische Epithelialzellen des Eileiters
Interleukin

Kilodalton
Kaliumhydroxid

Kirsten rat sarcoma virus

large neutral amino acid transporter 1
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LDH
M-Phase
mADb
MCT1
MDR1
MYC
NaCl
NAD
NADP
NaF
NF-xB
Nox

NP-40
NSCLC

ODC
OXPHOS
P-gp
P53
pADb
PARP
PBS
PDH
PDK
PFK
PGC-1a
PHGDH
PI

PK
PMSF
PVDF
RB
RIPA
ROS

Lactatdehydrogenase
Mitose-Phase
Monoklonaler Antikorper

Monocarboxylat-Transporter 1

Multidrug-Resistance Protein 1

Myelocytomatosis
Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Natriumfluorid

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NADP(H) Oxidase

Nonidet P-40

Non-small cell lung cancer (Nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom)

Ornithindecarboxylase

Oxidative Phosphorylierung
P-glykoprotein

Tumorprotein p53
Polyklonaler Antikorper
Poly-ADP-Ribose-Polymerase
phosphate buffered saline
Pyruvatdehydrogenase
Pyruvatdehydrogenase Kinase

Phosphofructokinase

peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1-a
Phosphoglycerat Dehydrogenase

Propidiumiodid

Pyruvatkinase

Phenylmethanesulfonylfluorid

Polyvinylidenfluorid
Retinoblastom Protein

radio immunoprecipitation assay
Reaktive Sauerstoffspezies
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RPMI
S-Phase
SA B-Gal
SAMD
SASP
SDS
SDS-PAGE
STIC
TBS-T
TEM
TEMED
TfR

TIS

TKI
TNFR
Tris
VEGF
WHO
z.B.

Roswell Park Memorial Institute
Synthese-Phase

Seneszenz-assoziierten B-Galactosidase
Seneszenz-assoziierte mitochondriale Dysfunktion
Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phdnotyp
Natriumdodecylsulfate

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

Serds tubares intraepitheliales Karzinom

Tris Buffered Saline with Tween20
Transmissionselektronenmikroskopie

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

Transferrin-Rezeptor
Therapie-induzierte Seneszenz

Tyrosinkinaseinhibitor
Tumornekrosefaktor-Rezeptor
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Vascular Endothelial Growth Factor
Weltgesundheitsorganisation

Zum Beispiel

8 Kollaborationen

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden von mir personlich unter der

Supervision von Prof. Lienhard Schmitz und Dr. Jan Dreute durchgefithrt und

ausgewertet. Experimente, die in Zusammenarbeit mit weiteren Personen durchgefiihrt

wurden, sind im Folgenden aufgelistet.

Abbildung 7

Abbildung 15
Abbildung 17
Abbildung 18

Zusammenarbeit mit Dr. Jan Dreute

Zusammenarbeit mit Dr. Jan Dreute und Till Wockener
Zusammenarbeit mit Dr. Jan Dreute

Zusammenarbeit mit Dr. Jan Dreute und dem Institut fiir

Anatomie und Zellbiologie der JLU
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9 Anhang

Tabelle 6: WHO-Einteilung der Ovarialtumoren

Tumoreinteilung

Epitheliale Tumoren

serose Tumoren
muzinose Tumoren
endometrioide Tumoren
klarzellige Tumoren
Brennertumoren
seromuzinose Tumoren

undifferenziertes Karzinom

Gemischte epithelial-mesenchymale Tumoren

Tabelle 7: Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms (in Anlehnung an Kaufmann, 2013;

S. 545)

TNM
T1

T2

T3 und/oder
N1

M1
NX
NO
N1

FIGO
I

I

111

I\Y

Befund

Tumor ist auf die Ovarien begrenzt

Tumorbefall von einem oder beiden Ovarien mit
Ausbreitung in das Becken

Tumorbefall von einem oder beiden Ovarien mit
nachgewiesenen Peritonealmetastasen aulserhalb des
Beckens und/oder regionalen Lymphknotenmetastasen
Fernmetastasen (auller Peritonealmetastasen)
Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

Regionale Lymphknotenmetastasen vorhanden
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Abb. 24: Dosis-Wirkungs-Kurven verschiedener Inhibitoren auf KRAS
Zellen. Fortsetzung auf der folgenden Seite.
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Abb. 24 (Fortsetzung): Dosis-Wirkungs-Kurven verschiedener Inhibitoren auf
KRAS®"'IMYC Zellen. Um geeignete Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren zu

finden, wurden verschiedene Inhibitor-Konzentrationen auf den KRASG12V/MYC Zellen
getestet und die Zytotoxizitat anschlieRend anhand eines Zellviabilitatstests bewertet.
Die anschlielfend verwendeten Konzentrationen wurden anhand der 75%igen
inhibitorischen Konzentrationen (IC,.-Werte) bestimmt.
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Empty Vector

Kontrolle

In Kollaboration mit Dr. U. Gartner —
Institut fir Anatomie und Zellbiologie (JLU)

Abb. 25: Elektronenmikroskopische Darstellung von Mitochondrien in
Empty Vector Zellen vor und nach der Behandlung mit (R)-GNE-140 und
BMS-986205. Auch die Empty Vector Zellen zeigen nach der Doppelbehandlung mit

(R)-GNE-140 (7.5 uM) und BMS-986205 (6 uM) mitochondriale Veranderungen. Die
Skala entspricht 1000 nm bzw. 250 nm.
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Abb. 26: Dosis-Wirkungs-Kurven zur Testung von Inhibitoren auf verschiedenen
Krebszelllinien. Fortsetzung auf der folgenden Seite.
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Abb. 26 (Fortsetzung): Dosis-Wirkungs-Kurven zur Testung von Inhibitoren auf
verschiedenen Krebszelllinien. Testung der Kombination aus (R)-GNE-140 und
BMS-986205 in verschiedenen Konzentrationen auf den Krebszelllinien aus Abb. 19,
die Zytotoxizitat wurde anschlieRend anhand eines Zellviabilitatstests bewertet. Die
anschlielend verwendeten Konzentrationen wurden anhand der IC,.-Werte bestimmit.
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Abb. 27: Zellzyklusprofile von Empty Vector Zellen und KRAS ~/MYC Zellen
unter verschiedenen Therapiekonditionen. Zellzyklusverteilung von

Empty Vector Zellen und KRAS®'®/MYC Zellen nach Mono- bzw. Doppelbehandlung

mit (R)-GNE-140 (7.5 yM) und BMS-986205 (6 uM) mittels Propidium lodid Farbung.
Nach Aussaat erfolgte die Behandlung mit (R)-GNE-140 und BMS-986205 am
darauffolgenden Tag fir jeweils 48 Stunden bis zur Zellernte.
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