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1.Einleitung

Maligne Tumore sind nach den Herz-Kreislauf Erkrankungen die héaufigste Todesursache in
Industrienationen. (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012)

Die Behandlung von malignen Tumoren ist in den meisten Fillen immer noch eine grof3e
Herausforderung und oft nicht erfolgreich.

Der Grundstein fiir die onkologische Forschung wurde bereits 1975 durch H.E.Varmus und
JM. Bishop in San Francisco, Kalifornien, mit der Entdeckung des rous-sarcoma
Protoonkogens gelegt (Bishop et al., 1975).

Seither wird intensiv auf diesem Gebiet geforscht und versucht, neue Therapiekonzepte zu
entwickeln, die tumorspezifisch sind und weniger Nebenwirkungen fiir proliferierende Zellen,
insbesondere die des Knochenmarks und Gastrointestinaltraktes haben.

Auch wenn dies in Einzelfillen gelungen ist, wie z.B. bei der Therapie von Mamma-
Karzinomen mit Herceptin, ist man auch knapp 40 Jahre spéter noch weit davon entfernt, die
Biologie und Entwicklung von Tumoren vollstdndig zu verstehen und spezifische Therapien
entwickeln zu konnen.

Die Therapie von Mantelzelllymphomen ist duBerst schwierig, da eine Heilung mittels
konventioneller Radiochemotherapie nicht moglich ist.

Die mediane Uberlebenszeit liegt bei 3-4 Jahren. Damit haben Mantelzelllymphome die
schlechteste Prognose von allen niedrigmalignen Lymphomen.

Trotz der geringen Mitoserate ldsst sich bei diesem Tumor selten eine stabile Remission
erreichen. Er neigt schon frithzeitig zur Metastasierung (Pathologie, Denk, Heitz, Bocker,
2008) (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012)

Zu diesem Zweck, werden in dieser Arbeit neue spezifische Therapiekonzepte in einem in
vitro Zellkultur Modell untersucht. Es wird versucht, eine molekularbiologische Erklarung fiir
das unterschiedliche Ansprechen der verschiedenen Zelllinien zu geben.



1.1. Mantelzelllymphome
1.1.1. Epidemiologie

Mantelzelllymphome (MCL) machen 5% aller Lymphome aus.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren, Kinder erkranken sehr selten.

75% der Patienten sind ménnlich ( Innere Medizin 2010, Herold G., 2010).

Zum Zeitpunkt der Diagnose befinden sich 80% in den fortgeschrittenen Stadien III und IV.
Mehr als ein Viertel der Patienten haben B-Symptome, wie Nachtschweil3, Fieber und
unerklirten Gewichtsverlust.

Die durchschnittliche 5- Jahres Uberlebensrate betriigt 25%. Patienten mit Langzeitiiberleben
haben meist lokalisierte MCL (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012).

1.1.2. Atiologie

1.1.2.1 Umweltfaktoren

Generell sind einige Umweltfaktoren bekannt, die das Risiko an einem malignen Lymphom
zu erkranken, erh6hen.

Dazu zédhlen erworbene Immundefekte wie HIV Infektionen, iatrogene Immunsuppression
und sekundédre Hypogammaglobulindmien.

Auch Autoimmunerkrankungen wie z.B. das Sjorgen Syndrom und Umweltfaktoren wie
Strahlung, Dioxin und Phenoxyherbizide sind Risikofaktoren fiir das Auftreten eines
malignen Lymphoms ( Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012).

In der SCALE Studie konnte, im Gegensatz zur {iblichen Annahme, gezeigt werden, dass eine
negative Korrelation zwischen der Exposition gegeniiber UV-Strahlung und dem Auftreten
von Non Hodgkin Lymphomen (NHL) besteht (Ekstrom Smedby et al., 2005).

Ein spezifischer Risikofaktor fiir MCL sind klinisch aufféllige und subklinische Infektionen
mit Borrelia burgdorferi, die das Risiko fiir das Auftreten eines MCL um das 3-fache erhohen.
Der vermutete Mechanismus ist, dhnlich wie bei Helicobacter pylori assoziierten
Magenkarzinomen, der einer chronischen, antigenabhdngigen Immunstimulation. Diese
unterhélt die Proliferation von B-Lymphozyten (Schollkopf et al., 2008).

Auch ein Zusammenhang mit Hepatitis C Virus (HCV) Infektionen wird diskutiert. Bei einem
Patienten mit MCL kam es nach der Therapie der Hepatitis C Infektion zu einer
Vollremission (Levine, Shimodaira, & Lai, 2003)(Zuckerman et al., 1997).



1.1.2.2. genetische Grundlagen

Charakteristisch fiir MCL ist die Translokation t(11; 14)(q13; q32). Dadurch gerit das Cyclin
D1- Protoonkogen unter die translationale Kontrolle des Immunglobulin-Schwerketten
Enhancers und wird iiberexprimiert.

Cyclin D1 fiihrt in Kombination mit den Cyclin-abhidngigen-Kinasen 4 und 6 (CDK4/6),
durch inaktivierende Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (Rb), zu einer
Progression des Zellzyklus in der G1/S-Phase. Dieser Ubergang von der G1- in die S-Phase
fiihrt irreversibel zur Vollendung des Zellzyklus und damit zur Zellteilung (Bertoni, Rinaldi,
Zucca, & Cavalli, 2006).

Diese Mutation allein ist nicht ausreichend fiir die maligne Transformation von B-
Lymphozyten. Transgene Mause mit der Mutation t(11;14)(q13;q32) zeigen keine erhdhte
Inzidenz an B-Zell-Lymphomen (Lovec, Grzeschiczek, Kowalski, & Mordy, 1994). Auch bei
gesunden Probanden lassen sich in 1-2% der Fille im peripheren Blut t(11;14)
Translokationen nachweisen (Hirt, Schiiler, Dolken, Schmidt, & Ddlken, 2004).

Cyclin D1 wird von zwei verschiedenen messenger- RNA (mRNA) Sequenzen kodiert, die
sich in der Liange des 3‘-untranslatierten Bereichs (3‘- UTR) unterscheiden. Das langere
Transkript umfasst 4,5 Kilo- Basenpaare (kb), das Kiirzere nur 1,5kb, und findet sich in 4-
10% der MCL. Die 3°-UTR enthédlt destabilisierende Sequenzen wie AUUUA. In der
kiirzeren Variante fehlen diese oder sind vermindert. Daher ist die Halbwertszeit der mRNA
groBer und die Cyclin-D1 Konzentrationen in den Tumorzellen hoher. Dies korreliert klinisch
mit einer kiirzeren medianen Uberlebenszeit der Patienten und héheren Proliferationsindexes
der Lymphomzellen (Jares, Colomer, & Campo, 2007) (Kienle et al., 2007).

Die Tumorzellen zeigen Verdnderungen in der spdten Gl-Phase bzw. dem G1/S-Phase
Ubergang. Die hohen Cyclin D1 Spiegel bilden in Kombination mit CDK4 und p27
Komplexe, was zur Folge hat, dass p27 den Gl-Phase Arrest nicht induzieren kann
(Quintanilla-Martinez et al., 2003).

Zur Verdnderungen des Zellzyklus in dieser Phase fiihren auch Deletionen des CDKN2A
Gens. Dieses Gen kodiert fiir pl16, einem Inhibitor der CDK4 und 6, und fiir ARF, einem
Protein, welches p53 stabilisiert. Diese Deletion tritt in 20-30% der schnell proliferierenden
MCL auf (Jares et al., 2007)(Fernandez, Hartmann, Ott, Campo, & Rosenwald, 2005).
Weitere Mutationen, wie Amplifikationen des CDK4 Locus, inaktivierende Mikrodeletionen
von Rbl und Amplifikationen von BMII1, fiihren ebenfalls zur Alteration dieser Phase des
Zellzyklus. Sie treten vor allem in MCL auf, die keine Mutation des CDKN2A Gens besitzen
(Jares et al., 2007).

MCL besitzen auch Verdnderungen antiapoptotisch wirkender Signalwege, wie zum Beispiel
eine konstitutive Aktivierung von NFxB und des PI3K/Akt Uberlebenssignalwegs, vor allem
in blastoiden Varianten von MCL (Pham et al., 2003) (Rudelius et al., 2006).

Ungefahr ein Drittel aller MCL haben zusédtzlich Mutationen des TP53 Tumorsuppressorgens
(Bea et al., 2013). P53 wird auch als Wichter des Genoms bezeichnet, da p53 im Rahmen von
DNA Schidigungen einen Zellzyklusarrest auslosen kann. Dies ist ein wichtiger
Schutzmechanismus, welcher der Tumorgenese entgegenwirkt. P53 Mutationen finden sich in
bis zu 50% aller soliden und hdmatologischen Neoplasien (Williamson et al., 2012).
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Von entscheidender Bedeutung fiir die Pathogenese von MCL sind auch Defekte in den DNA-
Reparaturmechanismen.

20% - 50% der MCL weisen ATM (ataxia teleangiectasia mutated kinase) Mutationen auf.
Damit haben sie die hochste Rate an ATM Mutationen aller NHL. ATM ist eine Serin-
/Threonin Proteinkinase, die eine wichtige Rolle in der Induktion einer zelluldren Antwort auf
DNA-Schéden, insbesondere von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB), spielt (Williamson et
al., 2010). Der Name ATM resultiert aus der Erstbeschreibung dieses Enzyms im
Zusammenhang mit der hereditdren, neurodegenerativen Erkrankungen Ataxia
teleangiectasia, die durch ATM Mutationen verursacht wird. Diese Erkrankung wird
autosomal-rezessiv vererbt und ist gekennzeichnet durch progrediente Kleinhirnatrophie,
okulokutane Teleangiektasien, Immundefekte und Hypersensitivitit gegeniiber ionisierender
Strahlung (Hickson et al., 2004).

Neben der ATM Mutation kénnen auch weitere an der DNA-Reparatur beteiligte Gene
verdndert sein. Teilweise finden sich reduzierte Expressionslevel von CHK1/2 in MCL,
zweier Serin-/ Threonin Proteinkinasen, die an der Induktion eines Zellzyklus-Arrest als
Antwort auf eine ATM Aktivierung beteiligt sind.

MCL, die eine ATM Mutation aufweisen, haben ein hoheres Mall an chromosomaler
Instabilitét, die zu weiteren Verlusten an Tumorsupressorgenen fithren kann. Bei MCL ist
hierbei insbesondere der Verlust von p53 von Bedeutung (Bertoni et al., 2006). 10% aller
MCL besitzen sowohl ATM als auch p53 Mutationen (Williamson et al., 2012).

DNA damage

£

11q22 .
deletion * AT

CHK1 - CHK2

17p13
deletion * E,ES -

deletion * ARF———{ Mom2 +
Abbildung 1.1.2.2. 1 (Bertoni et al., 2006)

Generell gehéren MCL zu den NHL mit dem hochsten Ma3 an genomischer Instabilitédt. Dies
duBert sich auch durch das gehdufte Auftreten von Tetraploidien, insbesondere in
pleomorphen (80%) und blastoiden (36%) Varianten (Ott et al., 1997).
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1.1.3. Klassifikation

Im Allgemeinen teilt man Lymphome in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome ein.
Non-Hodgkin-Lymphomen werden in B- Zell- Lymphome und in die selteneren T- Zell-
Lymphome eingeteilt. Mantelzell-Lymphome sind Non-Hodgkin-Lymphome die von B-
Lymphozyten abstammen (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012).

Die Einteilung der Non-Hodgkin-Lymphome war im 20. Jahrhundert stidndigen
Veranderungen unterworfen und ist zum Teil sehr uniibersichtlich.

Die erste Klassifikation, die sich als valide in der Praxis erwiesen hat, war die ,,REAL-
Klassifikation (Revised European American Classification of Lymphoid Neoplasms) der
nInternational Lymphoma Study Group®. Sie beriicksichtigt Morphologie, Geno- und
Phénotyp und klinische Aspekte. Die Relevanz der einzelnen Kriterien variiert je nach
Subtyp, so dass es keinen Goldstandard zur Differenzierung der einzelnen Lymphom
Subtypen gibt. Seit 2001 gilt nun die Klassifikation der WHO fiir maligne Lymphome, welche
eine Aktualisierung der REAL Klassifikation von 1994 darstellt (Cogliatti & Schmid, 2001).

REAL 1994 WHO 2001

B- Zell- Neoplasien B- Zell- Neoplasien

Vorliufer B-Zell- Neoplasien Vorliufer B-Zell- Neoplasien

Vorlaufer B- lymphoblastische Leukdmie/ Lymphom | Vorldufer B- Zell lymphoblastische Leukdmie/
Lymphom

Periphere B- Zell- Neoplasien Reife B- Zell- Neoplasien

B-Zell chronische lymphatische Leukémie/ chronische lymphatische Leukdmie/

Kleinzelliges lymphozytisches Lymphom/ Kleinzelliges lymphozytisches Lymphom

B-Zell prolymphozytische Leukémie B-Zell prolymphozytische Leukédmie

Lymphoplasmozytisches Lymphom/ Immunozytom Lymphoplasmozytisches Lymphom/
Marginalzonen B-Zell Lymphom der Milz

Marginalzonen B-Zell Lymphom der Milz Haarzellenleukdmie
Haarzellenleukdmie
Plasmazellulare Neoplasien:
Plasmozytom/ Plasmazellmyelom Plasmazellmyelom
Osséres Plasmozytom
Nodales/ extranodales Marginalzonen-B-Zell- Extraossires Plasmozytom
Lymphom
Extranodales Marginalzonen B-Zell- Lymphom des
Follikuldres Lymphom MALT
Varianten: Grad 1, 2 und 3, follikuldres Nodales Marginalzonen B-Zell-Lymphom

Keimzentrumslymphom
Follikuldres Lymphom

Mantelzelllymphom Varianten: Grad 1, 2 und 3aund b

Diffuses follikulares Keimzentrumslymphom
Diffuses groBzelliges B-Zell-Lymphom

Varianten: Mantelzelllymphom

Primér mediastinales diffus grof3zelliges B-Zell-

Lymphom Diffus grof3zelliges B-Zell Lymphom

Diffus grofizelliges B-Zell-Lymphom Varianten: zentroblastisch, immunoblastisch, T-Zell
Hochgradiges B-Zell-Lymphom, Burkitt- &hnlich, oder histiozyten reich, plasmablastisch,

Burkitt Lymphom, Burkitt-Leukdmie mit Expression vollstdndiger ALK (IgA)

Mediastinales diffus groBzelliges B-Zell-Lymphom
Intravaskuldres diffus groBzelliges B-Zell-Lymphom
Priméres Ergusslymphom

Burkitt Lymphom
Atypisches (pleomorphes Burkitt-Lymphom)
Burkitt Leukdmie
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B-Zell-Neoplasien mit unklarem malignem
Potential:

Lymphomatoide Granulomatose
Posttransplantations lymphoproliferative Erkrankung

Tabelle 1.1.3. 1 (Cogliatti & Schmid, 2001)

Die Stadieneinteilung von MCL erfolgt, wie die der Hodgkin-Lymphome, nach der Ann-
Arbor-Klassifikation.

Ann Arbor Klassifikation fiir maligne Lymphome

Stadium I

Befall einer einzelnen Lymphknotenregion oder lymphatischen Struktur

Stadium II

Befall von zwei oder mehreren Lymphknotenregionen auf derselben Seite des
Zwerchfells (mediastinale und hildre Lymphknoten jeweils eine Region), die Zahl der
Regionen ist anzugeben

Stadium III

Befall von Lymphknotenregionen oder lymphatischen Strukturen auf beiden Seiten des
Zwerchfells

IIT | ggf. mit LK am Milzstiel, Leberstiel, Truncus coeliacus

111 , mit paraaortalen, inguinalen oder iliakalen Lymphknoten

Stadium IV

Befall von extranodalen Regionen, der iiber die Bezeichnung ,,E* hinausgeht

A: keine Symptome

B: Fieber, Nachtschweil3, Gewichtsverlust iiber 10% des Koérpergewichts

X: Bulky Disease, > 1/3 der Thoraxapertur, > 10cm max. Durchmesser von
Lymphknotenaggregaten

E: fokaler Befall einer extranodalen Region, im Anschluss an/ nahe eine/r bekannte/n
befallene Lymphknotenregion

Tabelle 1.1.3.2 (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012)

Dariiber hinaus spielt auch der ,,International Prognostic Index* eine wichtige Rolle bei der
Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphomen, da er eine prognostische Einschitzung der
Erkrankung erlaubt und damit eine Therapie Entscheidung erleichtern kann.

Dieser Index beriicksichtigt fiinf klinische Faktoren, wie erhohte Werte der Laktat-
Dehydrogenase (LDH) im Serum oder auch extranodale Manifestationen, jeweils danach, ob
sie vorhanden sind (1 Punkt) oder nicht (0 Punkte).

International Prognostic Index (IPT) bei NHL

Alter > 60 Jahre

LDH > normal

Performance Status > 2 (ECOG) oder < 70
(KarnofskyIndex)

Ann Arbor Stadium III/ IV

> 1 extranodale Struktur befallen

Tabelle 1.1.3. 3 (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012)
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Obwohl sich der ,International Prognostic Index“ bei vielen Lymphomen als hilfreich
erwiesen hat, ist dessen Bedeutung bei MCL umstritten.

Fir MCL wurde ein eigener IPI entwickelt, der sogenannte MIPI. Dieser erlaubt eine deutlich
bessere prognostische Einschdtzung als der IPI. In diesen Score flieBen die Anzahl der
Leukozyten, Alter des Patienten, LDH Spiegel und der Performance Status nach der ,,Eastern
Cooperative Oncology Group* (ECOG) mit ein (Geisler et al., 2010) (Hoster et al., 2008).

AuBerdem erlaubt der Proliferationsindex, ermittelt durch quantitative Bildanalysen von
Gewebeschnitten, die in Paraffin eingebettet sind, eine gute prognostische Einordnung. Die
histologischen Schnitte werden dafiir mit Ki-67-Antikdrpern mittels Immunhistochemie
gefarbt (Geisler et al., 2010).

Dieser Proliferationsindex kann eine Entscheidung zwischen intensivierter (RIT-CHOP,
(R)ICE, autologe Stammzelltransplantation) und konventioneller (RIT-CHOP) Therapie
ermoglichen, wobei als Grenze die 30% Marke gewdhlt wurde (Schaffel et al., 2010).

Die Genexpressionen von Rbl, p27, mdm2, mcll und ATM haben eine signifikant negative
Auswirkung auf den ki67- Proliferationsindex (Kienle et al., 2003).
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Abb. 1.1.3 (Kienle et al., 2003)
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1.1.4. Pathologie

Der zelluldre Ursprung der MCL Zellen ist immer noch weitestgehend unbekannt. Man geht
davon aus, dass die Lymphomzellen von reifen B-Zellen abstammen, die eine extrazellulére,
T-Zell-unabhingigen Reifung durchgemacht haben (Bertoni et al., 2006).

Frither nahm man an, dass die Tumorzellen von unreifen B-Zellen abstammen, die noch
keinen Antigen-Kontakt und Reifung in den Keimzentren der Lymphfollikel durchgemacht
haben. Circa 80% der Tumorzellen besitzen keine mutierten Ig-Schwerketten (IgH), die
restlichen 20% der Tumorzellen haben mutierte IgH (Walsh & Rosenquist, 2005).

In MCL Zellen finden keine weiteren somatischen Hypermutationen statt. Das spricht fiir
postfollikuldre B-Zellen, die nicht ldnger einer Antigen-Stimulation unterliegen (Walsh &
Rosenquist, 2005).

Es konnten weder ein Wechsel des Isotyps der IgH noch bcl-6 -ein Marker der Zentrocyten-
nachgewiesen werden, was gegen die Hypothese spricht, dass MCL Zellen sich unter dem
Einfluss des Keimzentrums der Lymphfollikel entwickeln (Kienle et al., 2007).

Allerdings fanden sich sowohl in MCL Zellen mit un- und mutierten IgH Genen, sogenannte
zirkuldre Transkripte, die bei dem Wechsel des IgH Isotyps durch Splicing entstehen
(Babbage et al., 2004).

Eventuell entsteht dieser Isotyp-Wechsel extrafollikuldr (Walsh & Rosenquist, 2005). Auch
die somatische Hypermutation der IgH-Gene konnte auBlerhalb des FEinflusses des
Keimzentrums stattfinden (Walsh et al., 2003).

Der Mutationsstatus der IgH Gene hat keine prognostische Relevanz (Walsh et al., 2003)
(Kienle et al., 2007).

Die kleinen lymphoiden Zellen sind unregelméfBig geformt und besitzen einen schmalen
Zytoplasmasaum. Der Nucleus ist rund oder leicht eingekerbt, das Chromatin ist
heterochromatisch.

In ungefahr 20% der MCL sind die Tumorzellen groBer und stirker pleomorph. Sie weisen
kleine Nucleoli in ihren euchromatischen Zellkernen auf. Diese werden als blastoide
Lymphomzellen bezeichnet.

Die Proliferationsrate der blastoiden Varianten ist hdher und die Prognose schlechter.
Typischerweise besitzen diese Formen eine Uberexpression von Mcll- einem antiapoptotisch
wirkenden Protein (Kienle et al., 2007).

Lymphozytire Formen konnen in blastoide Formen iibergehen und damit eine schnellere
Progression des Tumors bedingen.

In 70% der Autopsien von Patienten wurden blastoide Varianten gefunden (Norton et al.,
1995).

Die neoplastischen Zellen wachsen entweder noduldr (30% der Fille bei Diagnosestellung)
oder diffus. Teilweise kommen auch beide Wachstumsformen nebeneinander vor oder gehen
ineinander iiber.

Diese nodulédren Strukturen imitieren zum Teil Primér- oder Sekundérfollikel.

Innerhalb dieser Zellansammlungen konnen auch andere Zellen des Immunsystems
nachgewiesen werden, wie zum Beispiel Makrophagen oder follikuldre dendritische Zellen
(Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012) (Pathologie, Denk, Heitz, Bocker, 2008).
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1.1.5. Klinik

Die hidufigste primidre Manifestation von MCL ist eine palpable Lymphadenopathie und
Splenomegalie, hdufig kombiniert mit charakteristischer B-Symptomatik.

Die Tumorzellen infiltrieren den Gastrointestinaltrakt, zum Beispiel in Form einer
Lymphomatosis Polyposis des Colons oder den Waldeyer’schen Rachenring.

Der Tumor wird meist erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert, in 80% der Félle im
Stadium IV.

Deswegen findet man haufig schon bei der Erstdiagnose eine Beteiligung des Knochenmarkes
(64%) (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012).

1.1.6. Diagnose und Therapie

Die Differentialdiagnose von MCL kann aufgrund der histologischen Ahnlichkeit zu anderen
kleinzelligen Non-Hodgkin-Lymphomen, aber auch zu reaktiven Prozessen, wie
Mantelzonen-Hyperplasie oder der Castleman’schen Krankheit, schwierig sein.

Die Diagnose erfordert zundchst eine addquate Biopsie, die dann durch einen
Hématopathologen beurteilt wird (Harrisons Innere Medizin, Suttorp & Dietel, 2012).

Die Diagnose kann leichter mit Hilfe von modernen Techniken, wie der ,,Fluorescence In Situ
Hybridization* (FISH) zum Nachweis der fiir diesen Tumor charakteristischen Translokation
t(11;14)(q13;32), gestellt werden.

Dabei hat sich gezeigt, dass ,,double-fusion-signals* spezifischer fiir MCL sind, als ,,single-
fusion-signals* (Caraway et al., 2005).

Auch immunhistologische Farbungen mit dem Nachweis der Oberflichenantigene CDS5
+/CD43+/CD10-/CD23- sowie der Uberexpression von Cyclin D1 kénnen hilfreich sein.

Die FISH ist der Goldstandard im Vergleich zu anderen Verfahren wie beispielsweise
Immunhistologie und PCR. Diese haben eine hohere Rate an falsch negativen Ergebnissen
(Bertoni et al., 20006).

Es konnten aber auch MCL gefunden werden, die die Translokation t(11;14)(q13;32) nicht
aufweisen und auch Cyclin D1 nicht iiberexprimieren (Fu et al., 2005). Diese Cyclin-D1-
negativen Varianten konnen mit oben genannten Methoden nicht nachgewiesen werden.

Da sie aber weniger als 10% der MCL ausmachen, sollte ein negatives FISH-Ergebnis fiir
t(11;14)(q13;932) immer noch als starkes Kriterium gegen die Diagnose eines MCL gelten
(Bertoni et al., 20006).
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Anti-Cyclin-D1 Immunhistochemie

Abbildung 1.1.6. 1 (Ohno, Katsurada, Isoda, & Yoshida, 2009)

Die Therapie von MCL ist schwierig.

Bei lokalisierten Formen kann eine kombinierte Radio-Chemo-Therapie erfolgreich sein.
Diese Formen sind allerdings duf3erst selten.

Die Kombination der Standardchemotherapie CHOP (Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristine, Prednison) mit dem monoklonalen CD20-Antikdrper Rituximab ist wirksamer als
die Standardtherapie (CHOP) (Lenz et al., 2005).

Ein weiterer Ansatz, der vor allem bei jiingeren Patienten Anwendung findet, ist eine hoch
dosierte Chemotherapie gefolgt von einer autologen Stammzelltransplantation. Sie hat sich
gegeniiber einer Erhaltungstherapie mit Interferon-o als iiberlegen erwiesen (Dreyling &
Hiddemann, 2009).

Der einzige kurative Therapieansatz bleibt eine allogene Stammzelltransplantation, da der
Patient von dem ,,graft-versus-leukemia“ Effekt profitieren kann. Diese sollte bei jiingeren
Patienten (<65 Jahren) mit einem Rezidiv erwogen werden. Es bleibt das Risiko einer ,,graft-
versus-host* Reaktion.
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Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Therapie von MCL unbefriedigend bleibt.

Der jeweilige Therapieansatz sollte von den personlichen Risikofaktoren und dem
Allgemeinzustand des Patienten abhingig gemacht werden (Dreyling & Hiddemann, 2009)
(Weigert, Unterhalt, Hiddemann, & Dreyling, 2009).

young patient (<65) elderly patient (>65) compromised patient

First line treatment

allo-transplant 7
radicimmunotherapy 7
Rituximab maintenance 7

higher relapse

molecular approaches: Bortezomib,
Lenalidomide, Flavopiridol (g
or repeat previous the

Abbildung 1.1.6. 2 (Dreyling & Hiddemann, 2009)
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1.2 molekularpathologische Grundlagen

1.2.1 DNA-Reparaturmechanismen

Die Integritdt des menschlichen Genoms wird stindig durch eine Vielzahl exogener und
endogener Faktoren bedroht. Daher haben sich Reparaturmechanismen entwickelt, die
entstandene Schiden beseitigen sollen. Andernfalls wiirden die Zellen bei jeder Mitose
Gefahr laufen, Mutationen anzuhdufen und an die Tochterzellen weiterzugeben. Dies fiihrt zu
genomischer Instabilitit und maligner Transformation.

Generell unterscheidet man zwischen Einzel (ESB)- und Doppelstrangbriichen (DSB). Dabei
stellen DSB die grofite Herausforderung fiir die Zellen dar und sind potentiell letale Lasionen.
Sie konnen auch zum Verlust einzelner Gene oder zur Entstehung von malignen Neoplasien
beitragen (Deutzmann, 2006).

DNA DSB werden durch endogene Faktoren, wie reaktive Sauerstoffspezies, sowie exogene
Faktoren, wie radioaktive Strahlung und bestimmte Chemotherapeutika wie z.B. Cisplatin,
ausgelost (Pharmakologie und Toxikologie, Wehling, 2010).

Auch entstehen sie in physiologischer Weise wéhrend der Meiose, der Rekombination der
Immunglobulin-Gensegmente, und wéhrend der Integration sog. mobiler DNA-Abschnitte.
Zunichst werden DNA-Schiaden durch ,,checkpoint“-Mechanismen registriert und fithren zu
einem Arrest des Zellzyklus. Dieser soll verhindern, dass Mutationen an Tochterzellen
weitergegeben werden. Der Zellzyklus wird nach vollendeter Reparatur fortgesetzt, oder es
wird, wenn die DNA-Schédden so ausgeprigt sind, dass eine Reparatur nicht moglich ist, die
Apoptose der Zellen induziert.

Allgemein werden DNA DSB in eukaryontischen Zellen hauptsidchlich iiber zwei
Mechanismen repariert: das nichthomologen Endjoining (NHEJ) und die homologe
Rekombination (HR).

Bei der homologen Rekombination wird ein homologer DNA-Abschnitt, also z.B. das
Schwester-Chromatid oder ein homologes Chromosom, als Vorlage fiir die Neusynthese des
beschadigten DNA-Abschnittes verwendet.

NHEJ HR

Daraus resultiert eine fehlerfreie Reparatur und es geht keine
genetische Information verloren (Featherstone C. & Jackson

‘{‘ C8 & resection

—H i S., 1999). In menschlichen Zellen ist die HR v.a. in
R § siend pluripotenten Zellen wichtig und findet in der spéten S- und
N = —= der G2-Phase statt (Khanna & Jackson, 2001).
- _/ ,Cb(_
' — B

branch
¥ migration

% Ku heterodimer
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Abbildung 1.2.1. 1(Khanna & Jackson, 200 1
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Generell ist das NHEJ in menschlichen Zellen von grof3erer Bedeutung, v.a. in differenzierten
Zellen. Es findet in allen Stadien des Zellzyklus statt (Rothkamm, Kru, Thompson, & Lo,
2003) (Adams, Golding, Rao, & Valerie, 2010).

Bei dem NHEJ werden die abgebrochenen DNA-Enden direkt miteinander verbunden. Dazu
bildet das Ku 70/80-Heterodimer mit DNA-PK im Bereich der DNA-Enden einen Komplex,
das sog. DNA-PK-Holoenzym. Die DNA-Enden werden zusammengebracht und durch den
rad50/mrel 1/NBS1-Komplex prozessiert. Die eigentliche Verkniipfung der DNA-Stringe
erfolgt dann durch den DNA-Ligase-4-XRCC-Komplex (Kanaar & Hoeijmakers, 1998).
Durch das NHEJ kann es zum Verlust einzelner Basen der DNA kommen, aber auch zu einer
fehlerfreien Reparatur (Featherstone C. & Jackson S., 1999).

Eine weitere Moglichkeit der Reparatur von DSB ist das sogenannte ,,single-strand-
annealing* (SSA).

Dabei werden homologe Abschnitte desselben DNA-Doppelstranges mit einander verkniipft
und dazwischen liegende Segmente exzidiert. Dadurch kommt es zu einem Verlust an
genetischem Material. Die Bedeutung des SSA in menschlichen Zellen ist noch weitestgehend
unklar (Iliakis et al., 2004).

1.2.2. Signalwege der Reparatur von DNA-DSB

Generell handelt es sich bei den Signalwegen, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind, um
dreistufige Systeme.

Zunichst erfolgt die Detektion des DNA-Schadens durch Sensormolekiile. Deren Signal wird
dann durch Transduktoren, bei denen es sich in der Regel um Proteinkinasen handelt, an
Effektor Molekiile weitergeleitet. Diese bewirken dann die eigentliche Reparatur des
Schadens (Jackson, 2002).

Auf der Ebene der Sensoren stethen ATM und ATR (ATM-Rad3-related). Sie gehdren zur
Familie der PIKK (phosphoinositide 3-kinase related kinases). Zu diesen gehort auch DNA-
PK (Abraham, 2001).

ATM ist dabei entscheidend fiir die Induktion der Reparatur von DSB (Liang, Lin,
Brunicardi, Goss, & Li, 2009). ATM wird vom mrel1-Komplex, der aus mrell, rad 50 und
NBS-1 besteht, zum Ort der DNA-Schadigung rekrutiert (D’ Amours & Jackson, 2002).

ATM kann auch ohne direkten Kontakt zu DSB, durch Verdnderungen der Chromatin
Struktur, wie sie als Folge der DSB auftreten, aktiviert werden (Bakkenist & Kastan, 2003).
ATM liegt im Ruhezustand als Dimer oder Multimer vor. Im Falle einer Aktivierung kommt
es zur Autophosphorylierung an Serin 1981 und dadurch zur Dissoziation der Dimere. Das
legt die Kinase-Domédne von ATM frei. Substrate konnen nun binden und phosphoryliert
werden (Bakkenist & Kastan, 2003).

Zu diesen Substraten zdhlen unter anderem Chk1/2, die als Transduktoren Signale zu den
Effektoren weiterleiten. AuBlerdem fiihrt deren Aktivierung auch zu einem Zellzyklusarrest
und Chk?2 ist an der Induktion der Apoptose nach DSB beteiligt.
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Zu den Effektoren gehdren die DNA-Reparaturenzyme p53 und cdc25 (Zhou & Bartek,

2004).

Dieses 3-stufige hierarchische Modell wurde in den letzten Jahren in Frage gestellt. So ist z.B.
NBS1 an der Aktivierung von ATM im Rahmen des mrel 1-Komplexes beteiligt. NBS1 wird
aber andererseits durch ATM phosphoryliert und ist dann wichtig fiir die Aktivierung der
checkpoint Mechanismen (J. H. J. Petrini & Stracker, 2003).

Die Abbildung 1.2.2.1 zeigt nochmals eine Zusammenfassung iiber die wichtigsten, an der
Reparatur von DSB beteiligten, Signalwege.

Double-strand breaks

Alkylating agents

\pDOPLOS| Repair

Abbbildung 1.2.2. 1 (Zhou & Bartek, 2004)
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1.2.3. Die Poly-(ADP-Ribose)Polymerase (PARP)-1

Die Familie der PARP Enzyme besteht aus 17 Enzymen mit Poly-ADP-Ribosylierungs-
Kapazitit. Die PARP-1 ist das am besten charakterisierte Mitglied und bindet iiberwiegend an
ESB und DSB mit Hilfe von zwei Zink-Fingern (Lindahl, Satoh, Poirier, & Klungland, 1995)
(Abd Elmageed, Naura, Errami, & Zerfaoui, 2012). Die PARP-1 ist ein Enzym, dessen
Amino-Ende iiber eine DNA-bindende Domine verfiigt und dessen Carboxy-terminales-Ende
das katalytische Zentrum bildet. Sie produziert Poly-ADP-Ribose unter Verbrauch von
NADH; (reduziertes Nikotinamidadenindinukleotid). Um ihre vollstindige katalytische
Aktivitét zu erreichen, muss sie an DNA gebunden sein. Thr wichtigstes Substrat scheint dabei
sie selbst zu sein (Lindahl et al., 1995).

Durch diese autokatalytische Reaktion bekommt die PARP-1 eine zunehmend negative
Ladung. Diese fiihrt durch elektrostatische Wechselwirkungen zur Dissoziation von der DNA
(Ferro & Olivera, 1982). Um erneut an die DNA binden zu konnen, miissen die Poly-(ADP-)
Ribose-Ketten zunichst von der Poly-(ADP-Ribose) Glykohydrolase (PARG) entfernt werden
(Lindahl et al., 1995).

Die Funktion der PARP-1 ist noch nicht vollstindig geklart. So weisen PARP-1(-/-)- knockout
Maiuse einen normalen Phénotyp auf. Sie entwickeln nicht frithzeitig Tumore. Das macht eine
essentielle Funktion der PARP-1 unwahrscheinlich. Allerdings entwickeln diese Méduse
frithzeitig epidermale Hyperplasien. Deshalb wird davon ausgegangen, dass die Funktion der
PARP -1 fiir Zellen unter normalen Bedingungen zwar nicht essentiell ist, aber eine wichtige
Funktion bei der Reaktion auf Storfaktoren der Umwelt, wie z.B. UV-Strahlung, spielt (Z. Q.
Wang et al., 1995). Dafiir spricht auch, dass die Hemmung der PARP in vitro zu einer
Sensibilisierung gegeniiber mutagenen Substanzen, wie ionisierender Strahlung (Ben-Hur,
Utsumi, & Elkind, 1984) oder Alkylantien (Boulton et al., 1995), fiihrt.

Die PARP-1 ist an der Reparatur von DNA-Schiden, insbesondere an der Basen-
Exzisionsreparatur (BER) von ESB, beteiligt. Eine Hemmung der PARP-1 sensibilisiert
Zellen fiir die Apoptose nach der Induktion von DNA-Schiden (Beneke, Geisen, Zevnik,
Bauch, & Ku, 2000). Diese ESB degenerieren wihrend der Replikation zu DSB, wenn die
Funktion der PARP gehemmt ist (Bryant et al., 2005).

Neben der Reparatur von ESB scheint PARP-1 auch an der Reparatur von DSB beteiligt zu
sein, und zwar uber einen, von dem herkdmmlichen Mechanismus des NHEJ via DNA-PK
und DNA-Ligase-4, unabhingigen Weg. Dabei soll die PARP-1 den XRCC1/DNA-Ligase-3
Komplex zum Ort des DSB rekrutieren (Audebert, Salles, & Calsou, 2004).

Die Inhibition von PARP-1 fiihrt zu einem héheren Mal3 an genomischer Instabilitét. Dies
zeigt sich in einer erhohten Rate an HR zwischen Schwesterchromatiden, die sowohl spontan
als auch nach der Behandlung mit mutagenen Substanzen auftreten (Schreiber et al., 1995).

Diese Eigenschaften von PARP-1 machen sie fiir die Tumortherapie interessant und konnte

insbesondere bei Tumoren mit erworbenen Resistenzen eine Rolle spielen (Curtin et al., 2004)
(Delaney et al., 2000).
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2. Zielsetzung

Wie bereits erwiéhnt, ist die Prognose von Patienten mit MCL infaust. Zwar sprechen viel
Patienten initial auf die Therapie an, aber eine stabile Remission wird selten erreicht (Jares et
al., 2007).

Daher ist es wichtig, neue Erkenntnisse der Forschung in die Therapie dieser Tumorentitét
einflieBen zu lassen.

Normale Chemotherapeutika téten vor allem schnell proliferierende Zellen ab. Zu diesen
gehoren neben den Tumorzellen auch beispielsweise Darmepithelien und Zellen des
Knochenmarkes. Dadurch entstehen die typischen Nebenwirkungen einer Chemotherapie wie
z.B. die Suppression des Immunsystems (Harrisons Innere Medizin, Wehling, 2010).

Ein neuer Therapieansatz der Tumortherapie ist die sog. ,synthetic letality*. Darunter
versteht man eine synergistische Wirkung einer Mutation und eines Medikamentes beziiglich
des Zelltodes. Weder die Mutation noch das Medikament besitzen alleine das Potential,
Zellen abzutoten (Garber, 2004).

Dies hat den Vorteil, dass Tumore mit charakteristischer Mutation selektiv bekampft werden
konnen, ohne gesundes Gewebe zu schidigen.

Diese Dissertation folgt der Idee der ,synthetic letality. Es wurde anhand von
Zellkulturmodellen tberpriift, ob die Therapie von MCL, die generell ein hohes MalB} an
genetischer Instabilitdt besitzen, mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (AZD2281) sinnvoll ist.
Insbesondere wurde der Zusammenhang von ATM und p53-Mutationen und dem Ansprechen
auf AZD2281 in MCL untersucht. Dafiir wurden verschieden MCL Zelllinien, die sich im
Mutationsstatus beziiglich p53 und ATM unterscheiden, in vitro mit AZD2281 behandelt.
Mit Hilfe von MTT-Tests wurde die Anzahl vitaler Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
abgeschitzt.

Nachfolgend wurden Proteinisolate von den mit AZD2281 vorbehandelten Zellen isoliert und
an der DNA Reparatur beteiligte Signalwege mittels Western Blot-Analysen untersucht. Um
eine stirkere Hochregulation der an der DNA Reparatur beteiligten Enzyme zu induzieren,
wurde fiir die Western Blot Analysen zusidtzlich eine Vorbehandlung mit Cisplatin
durchgefiihrt.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Geriite

Geriite

Firma

Sterilkultur 200 Inkubator:
Heraeus cytoperm 2 incubator

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau,
Deutschland

Automatischer Zellzdhler:
Casy 1

Schirfe System GmbH, Reutlingen,
Deutschland

Photometer fiir Zellproliferationsassay
(MTT-Assay):
Digiscan

Mikrotek Laborsysteme GmbH,
Hohenlinden, Deutschland

Photometer flir Bradford-Assay:
Spektralfotometer DU530

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Protein-Gelelektrophoresekammer:
Mini-Protean II cell chamber

Spannungsquelle:
Power Pac 300

BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA,

Blotkammer:
Semi-Dry Transfer Cell

USA

Stromquelle:
Modell 3000 XI

Rontgenfilmentwicklungsautomat:
SRX-101A

Konica Minolta Medical & Graphic Imaging
GmbH Europe, Miinchen, Deutschland

Allgemeine Geriite:

Magnetriihrer: IKA- Werke Labortechnik GmbH, Staufen,
RCT basic Deutschland

pH-Meter: Wissenschaftlich Technische Werkstétten
pH 323 GmbH, Weilheim, Deutschland

Wairmebad: Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,

Typ 1002 Burgwedel, Deutschland

Mikroskop: Nikon Instruments Europe B.V., Amsterdam,
Eclipse TS100 Niederlande

Schiittler: Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK
Stuart Scientific 3D Rocking Platform STR9

Zentrifuge:

Centrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
4K15 Sigma- Aldrich Co., St. Louis, USA

Tabelle 3.1.1.1
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3.1.2. Chemikalien

Alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien, soweit nicht in der Tabelle 3.1.2.1 aufgefiihrt,
wurden von den Fa. Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, und E.Merck KG, Darmstadt,
bezogen.

Die sterilen Plastikartikel fiir die Zellkultur stammten von Falcon ®, Corning Inc., Corning,
NJ, USA.

Die Rontgenfilme Kodak X-OMAT MA oder X-OMAT-AR, die fiir die Proteindetektion im
Rahmen der Western Blots verwendet wurden, stammten von Eastman Kodak Company,
Rochester, NY, USA.

Die Polyvinylidine difluoride (PVDF) Membranen Immobilion-P stammten von Milipore
Corporation, Bedford, MA, USA.

Chemikalien Firma
Proteinassay nach Bradford BioRad Laboratrories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Proliferationsassay (MTT-Test) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
ECL Detektionsreagenz fiir Western Blots Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg, Deutschland
Cisplatin Absource Diagnostics GmbH, Miinchen,
Deutschland
PARP-Inhibitor Olaparib (AZD 2281) Absource Diagnostics GmbH, Miinchen,
Deutschland
RPMI und DMEM-Medium fiir die GIBCO Corp., Karlsruhe, Deutschland
Zellkultur
Fetales Kélberserum
Streptomycin
Penicillin
Glutamin
DMSO freezing medium

Tabelle 3.1.2.1
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3.1.3.Antikorper zur Proteindetektion

Antigen Antigen Verdiinnung Isotyp Hersteller
Masse in
kDa
ATM (D2E2) 350 1:1000 in 5%BSA in | Rabbit [gG Cell Signaling, New
TTBS England Biolabs GmbH,
Frankfurt, Deutschland
Phospho-ATM 350 1:1000 in 5% Mouse
(Ser1981) Magermilchpulver in IgGl
TTBS
Phospho-p53 53 1:1000 in 5%BSA in Rabbit
(Serl5) TTBS
Phospho-Histone 15 1:1000 in 5%BSA in Rabbit
H2A.X (Ser139) TTBS
p21 Wafl/Cipl 21 1:1000 in 5%BSA in | Rabbit IgG
TTBS
p95/ NBS1 95 1:1000 in 5%BSA in Rabbit
TTBS
PARP 116 1:1000 in 5% Mouse Thermo Fisher Scientific
Magermilchpulver in IgGl GmbH, Schwerte,
TTBS Deutschland
a-Tubulin 50-60 1:5000- 1:10000 in Mouse Cell Signaling, New
5% IgGl1 England Biolabs GmbH,

Magermilchpulver in
TTBS

Frankfurt, Deutschland

Tabelle 3.1.3.1
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Sekundarantikorper (konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)):

Antigen Verdiinnung Hersteller
Mouse IgG 1:2000 Cell Signaling, New
England Biolabs GmbH,
Rabbit-IgG 1:2000 Frankfurt, Deutschland

Tabelle 3.1.3.1

3.14. Puffer und Losungen
Folgende Standardpuffer wurden eingesetzt:

. Zelllysepuffer (10- fach konzentriert): 20mM Tris-Cl ph 7,4, 150mM NaCl,
ImM Na,EDTA, ImM EGTA, 1% Triton, 2,5mM Na-Pyrophosphat, ImM B-
Glyerolphosphat, ImM Natriumvanedat, 1pg/ml Leupeptin, ImM PMSF

° PBS Puffer: 138mM NacCl, 4,3mM Na,PO,, 1,4mM KH,PO,

° Bradford Reagenz: 0,01% Coomasie Brillant Blau G-250, 4,7% Ethanol, 8,5%
Phosphorsédure, H,O ad 1 Liter, 1:4 verdiinnt in PBS

o SDS- Ladepuffer (5xkonzentriert): 312,5mM Tris-Cl ph 6,8, 10%SDS, 50% Glycerol,
250mM DTT, 0,05% Bromphenol-Blau, H,O ad 10ml

° SDS-Laufpuffer (10xkonzentriert): 250mM Tris, 1,92M Glycin, 1%SDS, ad H,0 500ml

° Anodenpuffer I: 0,3mM Tris, 20% Methanol, ad H,O 500ml

° Anodenpuffer II: 25mM Tris, 20% Methanol, ad HO 500ml

J Kathodenpuffer: 25mM Tris, 20% Methanol, 40mM Amino-N-Capronséure

° TBS (10xkonzentriert): 24,2g Tris, 80g NaCl, ph auf 7,6 mit Essigsdure einstellen, ad
H,0 11

° TTBS-Puffer: 100ml TBS, 10ml 0,1%Tween-20, ad H,0 11

. Blocking-Puffer: 0,1% Tween-20, 5%Magermilchpulver in 1 mal TBS
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3.1.5 Zusammensetzung der Gele fiir die Gelelektrophorese

Die Dichte der Trenngele wurde je nach Molekiilgroe der nachzuweisenden Proteine
zwischen 7,5% und 12,5% variiert. Generell wurden Proteine mit einer Molekiilgrofe kleiner
70kDa mit 12,5% SDS-Gelen aufgetrennt. Bei einer Grofe zwischen 70-150kDa wurden 10%
SDS-Gele verwendet und bei noch grofleren Proteinen 7,5% Gele.

Die Angaben gelten fiir 2 Mini- Trenngele:

Dichte 7,5% 10% 12,5%
Acrylamid / Bis 2,54ml 2,66ml 4.2ml
IM Tris-Cl ph8,8 3,74ml 2ml 3,74ml

H,0O 2,86ml 3,32ml 2ml
20%SDS 50ul 50ul 50ul
10% APS 50ul 50ul 50ul
TEMED 25ul 25ul 25ul

Tabelle 3.1.5.1

Zusammensetzung des Sammelgels:

Die Angaben gelten fiir 2 Minigele:

Dichte 5%
Acrylamid/Bis 836ul
IM Tris-ClI ph6,8 626l
H20 3,5ml
20%SDS 25ul
10%APS 25ul
TEMED 10pl

Tabelle 3.1.5. 2
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3.1.6. Zelllinien

Zelllinie

Translokation

Primire
Referenz

Jahr der
Isolierung

Bezug

QGranta-519

t(11;14)(q13;32)

(Jadayel,
1997)

1991

Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig,
Deutschland

Jeko-1

t(11;14)(q13;32)

(Jeon,
1998)

Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig,
Deutschland

JVM-2

t(11;14)(q13;32)

(Melo,
1986)

1984

Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig,
Deutschland

Mino

t(11;14)(q13;32)

Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig,
Deutschland

NCEB-1

t(11;14)(q13;32)

(Saltman,
1988)

1987

Leibniz-Institut DSMZ-
Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig,
Deutschland

7138

t(11;14)(q13;32)

(Estrov Z.,
1998)
(Medeiros
L.J., 2006)

1990

LGC Standards GmbH,
Wesel, Deutschland

Tabelle 3.1.6.1
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Ubersicht iiber den Mutationsstatus der verwendeten Zelllinien:

Zelllinie

ATM

pS3

Quelle

QGranta-519

mutiert

mutiert

(Williamson et al.,
2012)
(de Leeuw et al.,
2004)

Jeko-1

Wildtyp

mutiert

(Kawamata et al.,
2009)
(Jeon, Kim,
Yoshino, & Akagi,
1998)

Mino

Wildtyp

mutiert

(Lai et al., 2002)
(Salaverria et al.,
2008)

NCEB

mutiert

Wildtyp

(Kawamata et al.,
2009)

(de Leeuw et al.,
2004)

7138

Wildtyp

Wildtyp

(de Leeuw et al.,
2004)
(Williamson et al.,
2010)

Tabelle 3.1.6.2
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3.2. Methoden

3.2.1. Zellkultur

Die Zellen wurden in 250ml Flaschen kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage, unter
sterilen Bedingungen in der Arbeitsbank, gewechselt. Die Temperatur im Brutschrank betrug
37°C, der CO2-Gehalt 5% und die Luftfeuchtigkeit 92%.

Die Zellen erhielten je nach Linie entweder RPMI oder DMEM als Medium. Diesem wurde
jeweils 2mM Glutamin, 100pg/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycin zugefiigt.

Um den Einfluss von stimulierenden Wachstumsfaktoren gering zu halten, wurde dem
Medium FCS in einer reduzierten Konzentration von 5% beigefiigt.

Die Zellen wurden tdglich mikroskopisch kontrolliert und bei einer Dichte von 70-80%
gesplittet.

3.2.2. Zell-Proliferationsassay

Zur Durchfiihrung des Proliferationsassay wurden die Zellen zundchst mit Hilfe des
Zellcounter Casy 1 von Schirfe System GmbH gezdhlt. Danach wurde die Zellkultur so
verdiinnt, dass die Zellzahl 200000/ml betrug. Jeweils 100ul wurden dann in eine Vertiefung
einer 96-Loch-Platte eingebracht. Pro Versuchsansatz wurden jeweils 3 Proben entnommen,
um spiter Mittelwerte berechnen zu konnen.

Je nach Fragestellung wurde den Zelllinien 24h vorher AZD2281 (Olaparib) 1:5000 verdiinnt
zugefiigt. Als Vergleichsgruppe dienten nicht vorbehandelte, native Zellen.

Diese 96-Lochplatten wurden dann 24h, 48h oder 96h im Inkubator bebriitet. Nach diesen
Zeitspannen wurde 10pul MTT-Salz hinzugefiigt. Den Zellen blieben dann jeweils 4h Zeit,
das MTT Salz zu Formazan abzubauen, bevor sie lysiert wurden. Die Formazan
Konzentration, die proportional zur Zahl vitaler Zellen ist, wurde photometrisch durch die
Extinktion bei einer Wellenldnge von 550nm gemessen.

3.2.3. Proteinisolierung

Vor der Proteinextraktion wurden die Zellen in 250ml Flaschen kultiviert. Den Zellkulturen
wurde zuvor Cisplatin 10pg/ml oder AZD2281 1:5000 verdiinnt, oder eine Kombination von
beiden, hinzugefiigt.

Die Proteine wurden dann jeweils nach 1h, 24h und 48h extrahiert. Dazu wurden die Zellen
abzentrifugiert und, zur Arretierung von intrazelluldren Signalkaskaden, mit eiskaltem PBS
gespiilt. Nach der Lyse mittels 500ul Lysepuffer mit Leupeptin als Proteaseinhibitor, wurden
die Proteine mit Hilfe einer Ultrazentrifuge, bei 4°C und 10000rpm fiir 15min, ausgefillt.
Der Uberstand wurde bei -80°C aufbewabhrt.
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3.2.4. Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford Proteinassay ist eine héufig eingesetzte Methode zur photometrischen
Quantifizierung von Proteinen in Losung. Er beruht auf dem Prinzip, dass Proteine in saurer
Losung tiiber kationische und anionische Gruppen an Coomassie Blau binden und dadurch
dessen Extinktionsmaximum von 470nm auf 595nm verschieben. Das AusmalBl der
Absorption bei 595nm ist abhingig von der Proteinkonzentration in der Losung.

Allerdings ist das Ausmall der Komplexbildung nicht nur abhidngig vom Proteingehalt,
sondern auch von der Anzahl an sauren bzw. basischen Aminosiuren.

Deshalb empfiehlt sich die Verwendung von Kilberserumalbumin (BSA) als
Kalibrierungsstandard (Bradford, 1976) (Compton & Jones, 1985).

Zur Durchfiihrung des Bradford-Assay wurden die Proteinisolate zunédchst 1:10 in PBS
verdiinnt. Dann wurde das 1:4 verdiinnte Bradford Reagenz hinzugegeben und die Probe
geschiittelt. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595nm photometrisch bestimmt. Genauso
wurde auch eine Verdiinnungsreihe von Rinderserumalbumin analysiert, wodurch dann die
Kalibrationskurve erstellt werden konnte. Anhand dieser kann man die Proteinkonzentration
in den Proteinproben berechnen.

3.2.5. SDS-Gelelektrophorese

Zur Durchfiihrung der Gelelektrophorese wurden jeweils 10ug des Proteingemisches mit 5-
fach konzentriertem Ladepuffer vermischt und 5 Minuten bei 98°C denaturiert. Nach kurzem
zentrifugieren wurde der gesamte Ansatz auf die SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120V in einem SDS-Laufpuffer. Die Laufzeit war
abhingig von der GroBe der Proteine. Je grofer das nachzuweisende Protein war, desto langer
war die Laufzeit.

3.2.6. Western-Blot

Nach der Auftrennung der Proteine wurden die Gele in einem halbtrockenen System (semi-
dry Western Blot) mit Hilfe von drei Puffern (Anodenpuffer I, II und Kathodenpuffer) bei
150mA auf die Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran geblottet. Die Dauer des Blots
variierte je nach Proteingrof3e zwischen 1-2 Stunden. Danach wurden die PVDF Membrane
mit dem Primérantikorper in entsprechender Verdiinnung iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Antikorper in 5% BSA bzw. 5%
Magermilchpulver in TTBS verdiinnt.
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3.2.7. Immundetektion

Die PVDF Membran wurde zundchst dreimal 5 Minuten in TTBS gewaschen und dann fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Sekunddrantikbrper inkubiert. Der
Sekundirantikdrper wurde mit 5% Magermilchpulver in TTBS 1:2000 verdiinnt. Die
Immunreaktion wurde durch eine Chemilumineszenz Reaktion mit dem ECL-Puffer von
Millipore sichtbar gemacht. Diese Reaktion beruht auf der Umwandlung des Substrates
Luminol durch die mit dem Sekundérantikorper konjugierte Meerretichperoxidase. Dabei
entsteht ein lumineszierender Farbstoff. Durch Exposition von Rontgenfilmen fiir ca. 1
Minute, und nachfolgender Entwicklung dieser, kann diese Reaktion sichtbar gemacht
werden.

Die Auswertung der Western Blot Analysen erfolgte visuell semiquantitativ. Dabei wurde
folgende Einteilung vorgenommen:

- negativ

) : fraglich positiv
+: schwach positiv
++: positiv

+++: stark positiv
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4. Ergebnisse

4.1. Zell-Proliferationsassay

Bei allen Zelllinien zeigte sich eine Hemmung des Wachstums nach Zugabe des PARP-
Inhibitors AZD2281 (Olaparib). Am deutlichsten war dieser Effekt bei der Zelllinie Granta-
519 zu beobachten. Am schwichsten bei der Zelllinie Mino.
Dieser Effekt war bei allen Zelllinien erst nach 48 stlindiger Inkubation mit AZD2281 zu
beobachten. Das Maximum der Wachstumshemmung war nach durchschnittlich 72h erreicht.

4.1.1. Zell-Proliferationsassay mit Granta-519

Bei Granta-519 zeigte sich eine deutliche Hemmung des Wachstums nach 48h. Der Effekt
von AZD 2281 war nach 72h maximal.

Extinktion nach
24h

Extinktion nach
48h

Extinktion nach
72h

Extinktion nach
96h

Granta 0,1 0,165 0,194 0,24
Granta mit | 0,12 0,18 0,156 0,156
AZD2281

Tabelle 4.1.1.1

Graphische Darstellung der Extinktion mit (rot) und ohne (blau) AZD2281 nach 24h, 48h,

72h, 96h:

0,300

0,250

0,200

~

)

0,150

0,100

74

Granta

e Granta mit AZD2281

0,050

0,000

24h

48h 72h

96h

Abbildung 4.1.1.1
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4.1.2. Zell-Proliferationsassay mit JeKo-1

Auch bei JeKo-1 war der antiproliferative Effekt von AZD2281 erst nach 48h Inkubationszeit
zu messen. Maximal war dieser nach 72h.

Extinktion nach
24h

Extinktion nach
48h

Extinktion nach
72h

Extinktion nach
96h

JeKo-1 0,11 0,19 0,24 0,35
JeKo-1 mit | 0,11 0,19 0,241 0,29
AZD2281

Tabelle 4.1.2.1

Graphische Darstellung der Extinktion mit (rot) und ohne (schwarz) AZD2281 nach 24h, 48h,

72h, 96h:

0,400

0,350

0,300

/

[~

0,250

/

0,200

0,150

yd

/

0,100

0,050

0,000 T

24h

48h 72h

96h

JeKo-1
JeKo-1 mit AZD2281

Abbildung 4.1.2.1
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4.1.3. Zell-Proliferationsassay mit Mino

Bei der Zelllinie Mino war kein hemmender Effekt von AZD2281 nachweisbar. Auch nach
Inkubation der Zellen mit AZD2281 iiber 72h zeigten diese weiterhin ein exponentielles

Wachstum.
Extinktion nach | Extinktion nach | Extinktion nach | Extinktion nach
24h 48h 72h 96h

Mino 0,092 0,19 0,235 0,33

Mino mit | 0,09 0,185 0,21 0,3

AZD2281

Tabelle 4.1.3.1

Graphische Darstellung der Extinktion mit (rot) und ohne (blau) AZD2281 nach 24h, 48h,

72h, 96h:

0,350

0,300

0,250

0,200

e MIINO

0,150

0,100 ,/

0,050

0,000

24h

48h 72h

96h

== MINO mit AZD2281

Abbildung 4.1.3.1
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4.1.4. Zell-Proliferationsassay mit NCEB-1

Die Zelllinie NCEB-1 zeigte, wie auch die anderen, eine deutliche Extinktionsabnahme erst
nach einer Inkubationszeit mit AZD2281 von 72h.

Extinktion nach

Extinktion nach

Extinktion nach

Extinktion nach

24h 48h 72h 96h

NCEB-1 0,298 0,453 0,52 0,55

NCEB-1 mit 0,31 0,452 0,49 0,4
AZD2281

Tabelle 4.1.4.1

Graphische Darstellung der Extinktion mit (rot) und ohne (blau) AZD2281

nach 24h, 48h, 72h und 96h:
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Abbildung 4.14.1

37




4.1.5. Zell-Proliferationsassay mit Z.138

Die Zelllinie Z138 zeigte ein sehr geringes Ansprechen auf den Inhibitor AZD2281. Auch
nach 72 stiindiger Inkubation mit AZD2281 war noch ein exponentielles Wachstum zu

messen.
Extinktion nach | Extinktion nach | Extinktion nach | Extinktion nach
24h 48h 72h 96h

7138 0,1 0,191 0,25 0,365

7138 mit | 0,1 0,18 0,23 0,28

AZD2281

Tabelle 4.1.5.1

Graphische Darstellung der Extinktion mit (rot) und ohne (blau) AZD2281 nach 24h, 48h,

72h, 96h:
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Abbildung 4.1.5.1
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4.2. Western Blot Analysen

AZD2281 zeigte bei allen Zelllinien erst nach circa 48h einen inhibitorischen Effekt. Daher
wurden die Zellen vor der Proteinisolation bis zu 48h mit AZD2281 inkubiert. Ebenfalls
wurden Proteinisolate nach Inkubation mit AZD2281 fiir 1h und 24h untersucht, da hier noch
keine signifikante Hemmung des Wachstums stattfindet. Diese wurden jeweils mit
Proteinisolaten einer Kontrolle ohne Vorbehandlung verglichen.

Zusitzlich wurden Western Blot Analysen an Proteinisolaten nach Vorbehandlung der
Zelllinien mit Cisplatin und einer Kombination aus Cisplatin und AZD2281 untersucht. Die
PARP-1 ist an der Reparatur von DNA-Schidden beteiligt. Diese wurden mit Hilfe von
Cisplatin induziert (Beneke et al., 2000). Cisplatin induziert unter anderem
Einzelstrangbriiche der DNA (Molekulare Pharmakologie und Toxikologie, Efferth, 2006).
Diese degenerieren unter dem Einfluss von PARP Inhibitoren im Rahmen der Mitose zu DSB
(Bryant et al., 2005). Proteinisolate wurden nach Inkubation der Zellen mit einer Kombination
aus Cisplatin und AZD2281 nach 1h, 24h und 48h entnommen.

Da die Untersuchung der Proteinisolate ndhere Hinweise auf die Ursache des
unterschiedlichen Ansprechens der verschiedenen Zelllinien geben sollte, wurden jeweils
zwei Zelllinien mit besonders hoher Sensibilitdt auf AZD2281 (Granta und NCEB-1) und

zwel mit geringem Ansprechen (Mino, Z138) untersucht.
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4.2.1. Western Blots nach isolierter Behandlung mit AZD2281

Die alleinige Vorbehandlung mit AZD2281 fiihrte zu einer Hochregulation der an der
Reparatur von DNA DSB beteiligten Enzyme. Dies war bei der AZD2281 sensiblen Zelllinie

Granta deutlicher ausgeprigt als bei Mino.
Exemplarisch werden hier nur die Western Blots von Granta- 519 und Mino dargestellt.

Mino:
Ctrl AZDl1h AZD24h AZD48h
ATM
-— — m— s
- e s @ | o
(Ser1981)
- — - - NBS1
- = = . -
| Phospho-p53
~e——— » resE— PE
(Serl5)
— — e -— p21
Phospho-
—— e - B | isoncH2A X
(Ser139)
Abbildung 4.2.1.1
Granta-519:
Ctrl
T ATM

Phospho- ATM
(Ser1981)

NBSI

PARP

Phospho-p53
(Serl5)

p21

-
R
o
—

Phospho-
Histone H2A.X
(Ser139)

Abbildung 4.2.1.2
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semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen:

MINO
Ctrl AZD1h AZD24h AZD48h
+ + ++ ++ ATM
++ ++ 4+ +++ Phospho-ATM
(Ser1981)
- + + (1) NBSI
++ ++ ++ bt PARP
++ ++ ++ ++ Phospho- p53
(Serl5)
+ + ++ ++ p21
++ ++ ++ -+ Phospho-
Histone H2A.X
(Ser139)
Abbildung 4.2.1.3
Granta- 519:
Ctrl AZD1h AZD24h AZD48h
(+) (+) + + ATM
+ + + ++ Phospho-ATM
(Ser1981)
+ + + ++ NBS1
++ ++ +++ +++ PARP
(+) + (+) (+) Phospho- p53
(Serl5)
++ ++ ++ ++ p21
+ ++ ++ +++ Phospho-
Histone H2A.X
(Ser139)

Abbildung 4.2.14
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4.2.2 ATM Kinase- Sensor von DNA Schiden

ATM konnte in allen Proteinisolaten nachgewiesen werden, auch in den Kontrollansdtzen
ohne Zugabe von zytostatischen Substanzen. Allerdings kam es zu einer Zunahme der
Expression von ATM mit der Dauer der Inkubation mit Cisplatin und AZD 228]1..

Eine Aktivierung von ATM fiihrt zur Autophosphorylierung an Serin 1981 (Bakkenist &
Kastan, 2003).

Deshalb wurde auch selektiv diese phosphorylierte Variante nachgewiesen, wobei unter
Zugabe von Cisplatin und AZD2281 im Vergleich zur Gabe von Cisplatin alleine, eine
starkere Phosphorylierung von ATM in den Zellen erfolgte.

Cis 24h Cis+ AZD 48h

ATM
Granta- 519

ATM
Mino

ATM
NCEB-1

ATM
7138

Abbildung 4.2.2.1
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semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an ATM:

Ctrl Cis 1h Cis+ Cis Cis+ Cis Cis+
AZD 24h AZD 48h AZD
1h 24h 48h
+ + () + ++ ) e ATM
Granta- 519
++ - - - - - ++ ATM
Mino
- - e e e L ATM
NCEB-1
|+ 4 4 | ++ ATM
7138
Abbildung 4.2.2.2
Ctrl Cis 1h Cis+ Cis Cis+ Cis Cist+
AZD 24h AZD 48h AZD
24h 48h

Phospho-ATM
(Ser1981)
Granta- 519

Phospho-ATM
(Ser1981)
Mino

Phospho-ATM
(Ser1981)
NCEB-1

Phospho-ATM
(Ser1981)
Z138

Abbildung 4.2.2.3
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semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an Phospho-ATM (Ser1981):

Ctrl Cis 1h Cist+ Cis Cist+ Cis Cist
AZD 24h AZD 48h AZD
1h 24h 48h
++ - ++ ++ - ++ ++ Phospho-ATM
(Ser1981)
Granta- 519
+ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ Phospho-ATM
(Ser1981)
Mino
+++ ++ ) 4+ ++ ) ++ Phospho-ATM
(Ser1981)
NCEB-1
++ ++ + ++ -+ - S Phospho-ATM
(Ser1981)
7138

Abbildung 4.2.2.4
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4.2.3 NBS1/p95- DNA-Reparaturenzym und Regulator des Zellzyklus

NBS1 formt zusammen mit rad50 und mrel1 einen Komplex, der an der Reparatur von DNA
DSB beteiligt ist (Carney et al., 1998).

NBS1 konnte in der Zelllinie Z138 wiederholt nicht nachgewiesen werden. Dies war auch
bereits in den Etablierungsversuchen der Fall. Soweit es uns bekannt ist, wurde bisher noch
nicht beschrieben, dass die Zelllinien Z138 NBS1 nicht exprimiert.

Ctrl Cis 1h Cis+ Cis Cist+ Cis Cis+
AZD 24h AZD 48h AZD
1h 24h 48h

NBS1
Granta-519

NBS1
Mino

NBS1
NCEB-1

NBS1
7138

bbildung 4.2. 3.1

Etablierungsversuch:

71381 Mino RECI1 NCEB-1 Granta

Abbildung 4.2. 3.2
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semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an NBS1:

Ctrl Cis Cis+ Cis Cis+ Cis Cis+
1h AZD 24h AZD 48h AZD
1h 24h 48h
- + + + + |+t NBSI
Granta- 519
| + Tl H O E ] NBSI
Mino
(+) _ _ - - + + NBS1
NCEB-1
- - - - - - - NBS1
7138

Abbildung 4.2.3.3
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4.2.4 Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)

In den Western Blot Analysen konnte eine starke konstitutive Expression nachgewiesen
werden. Daher wurde eine Belichtungszeit von wenigen Sekunden gewéhlt. Sonst ergab sich
bei der Belichtung ein schwarzer Rontgenfilm.

Die Zelllinie Mino zeigte eine Abnahme der Expression der PARP mit zunehmender
Behandlungsdauer.

Ctrl Cis 1h Cis+ Cis Cis+ Cis Cis+
AZD 24h AZD 48h AZD
1h 24h 48h
PARP
e “ Granta-519
PARP
BRI - - W e
. a PARP
- NCEB-1
) PARP
7138
“Q P s e w— ———— R

Abbildung 4.2. 4.1

semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an PARP:

Cis Cis+ Cis Cis+ Cis Cis+

1h AZD 24h AZD 48h AZD

1h 24h 48h
+ ++ + ++ | | | PARP

Granta- 519

++ | ++ + + ) + ) PARP
Mino
| | | | | | PARP
NCEB-1
+ + + + + ++ ++ PARP
7138

Abbildung 4.2.4.2
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4.2.5 p53- “Wichter des Genoms”

P53 wird bei DNA-Schidigung an Serinl5 phosphoryliert. Dies fithrt dann via p21 zum
Zellzyklusarrest (Pestell et al., 1999) (Shieh, Ikeda, Taya, & Prives, 1997).

Bei allen Zelllinien kam es zu einer deutlichen Zunahme der Expression von Phospho-
p53(Serl5) mit zunehmender Behandlungsdauer.

Phospho- p53
(Serl5)
Granta-519

Phospho- p53
(Serl5)
Mino
Phospho- p53

_I--r“.g ' é'. -'|
- e e O
. NCEB-1

. Phospho- p53
- P— R
‘ 7138

Abbildung 4.2.5.1

semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an Phospho-p53(Ser15):

Ctrl | Cis | Cis+ | Cis | Cis+ | Cis | Cis+
lh | AZD | 24h | AZD | 48h | AZD

1h 24h 48h
++ | +++ | +++ |+ |+ | 4+ |+ | Phospho- p53 (Serl5)
Granta- 519
++ | ++ | ++ | 4++ | +++ | +++ | +++ | Phospho- p53 (Serl5)
Mino

++ | 4+ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | Phospho- p53 (Serl5)
NCEB-1

- ® | D + ++ ++ ++ Phospho- p53 (Serl5)
7138

Abbildung 4.2.5.2
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4.2.6 p21 Waf1/Cip1- Tumorsuppressorgen

p21 ist ein Tumorsuppressorgen, das die Progression des Zellzyklus in der G1/S-Phase
blockiert. Bei DNA- Schiden wird p53 durch Cyclin abhidngige Kinasen phosphoryliert, was
zu einer gesteigerten Expression von p21 und zum Zellzyklusarrest fiihrt (Pestell et al., 1999).
Insbesondere bei der AZD2281 resistenten Zelllinien Z138 konnte eine deutliche p21
Expression erst nach 48 stiindiger Vorbehandlung mit Cisplatin und AZD2281 gezeigt
werden.

Ctrl Cis Cis+ Cis Cis+ Cis Cis+
lh AZD | 24h | AZD | 48h | AZD
lh 24h 48h
p21
Granta-519
p21
Mino
p21
NCEB-1
p21
Abbildung 4.2.6.1
semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an p21:
Ctrl | Cis | Cist | Cis | Cist+ | Cis | Cist
lh | AZD | 24h | AZD | 48h | AZD
1h 24h 48h
e I I e o o o o B o S p21
Granta- 519
- - + + + ++ ++ p21
Mino
++ ++ + | | | p21
NCEB-1
- - - (+) - + + p21
7138

Abbildung 4.2.6.2
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4.2.7 Histone H2A .X — Baustein der Chromatin Struktur

Histone H2A.X wird als Antwort auf DNA DSB an Serin 139 phosphoryliert (Rogakou et al.,

1998). Dies wird vor allem durch die ATM katalysiert (Burma et al., 2001).

In dem unten gezeigten Versuchsansatz, in welchem spezifisch Phospho-Histone H2A.X
(Ser139) nachgewiesen wurde, fand sich mit zunehmender Inkubation der Zellen mit
Cisplatin und AZD2281 ein Anstieg von Phospho-H2A . X.

Ctrl

Cis
1h

Cis+
AZD
1h

Cis

Cis+
24h | AZD
24h

Cis
48h

Cist+
AZD
48h

Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
Granta-519

Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
Mino

Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
NCEB-1

-

T —— e— -“
E A SN

- M

Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
7138

Abbildung 4.2.7.1

semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an Phospho-Histone H2A.X:

Ctrl | Cis | Cist | Cis | Cist | Cis | Cist
lh | AZD | 24h | AZD | 48h | AZD
1h 24h 48h
+ + (+) + ++ | =+ |+ Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
Granta- 519
- - (+) + + ++ | 4+ Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
Mino
- - - - - - +++ Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
NCEB-1
- (+) + + + | | Phospho-Histone
H2A.X (Ser139)
7138
Abbildung 4.2.7.2
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4.2.8 a- Tubulin

a- Tubulin wurde als Ladungskontrolle der Western Blots Analysen verwendet und
ist ein sogenanntes ,,house keeping gene“. a- Tubulin ist als Ladungskontrolle bei Western
Blot Analysen an MCL Zellen gut geeignet (X. Wang et al., 2010).

Ctrl Cis Cist+ Cis Cis+ Cis Cis+
1h AZD 24h AZD 48h AZD

1h 24h 48h
o- Tubulin
Granta-519
—_— e — e G-
o~ Tubulin
Mino
o- Tubulin
NCEB-1

a- Tubulin

Abbildung 4.2.8.1 - o

semiquantitative Auswertung der Western Blot Analysen an a- Tubulin:

Ctrl | Cis | Cist+ | Cis | Cist | Cis | Cis+
lh | AZD | 24h | AZD | 48h | AZD
1h 24h 48h
S S B S e I e e a- Tubulin
QGranta- 519
1 1 -+ - - - F+ o~ Tubulin
Mino
el B B e i I B S R a- Tubulin
NCEB-1
4 4 b+ 4 b4+ 4 -+ o- Tubulin
7138

Abbildung 4.2.8.2
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5. Diskussion

Da sich MCL durch eine besonders schlechte Prognose und ein ebensolches
Therapieansprechen auszeichnen, wurden ihr Ansprechen auf PARP Inhibitoren, als gezielte
Therapie im Kontext der ,,synthetic letality®, erforscht.

Die PARP ist essentiell in Zellen, die Defekte in der homologen Rekombination aufweisen,
also z.B. in Zellen mit Mutationen von BRCA1 bzw. BRCA2. Daher wurde der Einsatz von
PARP Inhibitoren zuerst bei Mamma-, und Ovarialkarzinomen untersucht, da diese ein
bekanntes Beispiel fir Tumore mit BRCA1/ 2 Mutationen sind. BRCAI1(-/-)- Zellen und
BRCA2(-/-)- Zellen sind sensibel gegeniiber PARP Inhibitoren (Bryant et al., 2005) (Farmer
et al., 2005).

Der orale PARP Inhibitor AZD2281 zeigte bei Patientinnen mit Mamma-, bzw.
Ovarialkarzinomen und positivem Mutationsstatus von BRCA1 oder -2 vielversprechende
Ergebnisse in klinischen Phase -1 und -II Studien. Dabei traten iiberwiegend leichte bis
mifige Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Miidigkeit und Anéimien auf (Audeh et al., 2010).
Weitere Untersuchungen zeigten einen synergistischen Effekt der Kombination von AZD2281
und Cisplatin beziiglich der Wachstumshemmung von BRCA2- negativen Mamma Karzinom
Zellen (Evers et al., 2008). PARP-1 bindet an Platin induzierten DNA Schéiden (Zhu, Chang,
& Lippard, 2010). Cisplatin ist auch in der Therapie des rezidivierenden, aggressiven
Mantelzelllymphoms wirksam (Seymour, Grigg, Szer, & Fox, 2002).

Dieses Kombinationsschemata erhoht die Rate an unerwiinschten Nebenwirkungen,
insbesondere von Thrombozytopenien und Neutropenien bzw. einer allgemeinen
Myelosuppression (Rajan et al., 2012).

Daraufhin wurde intensiv daran geforscht, ob dieses Modell der ,,synthetic letality* mit PARP
Inhibitoren auch auf andere Mutationen von DNA- Reparaturenzyme ausgeweitet werden
kann. ATM negativen Zellen wurden als besonders sensitiv auf PARP-Inhibitoren identifiziert
(Bryant & Helleday, 2006) (Turner et al., 2008). Die Sensitivitit gegeniiber AZD2281 von
MCL-Zellen mit ATM-Mutationen ist in vivo und in vitro hoher als von solchen ohne diese
Mutation (Weston et al., 2010). Allerdings ist die Sensitivitit von ATM-negativen Zellen
gegeniiber PARP-Inhibitoren geringer als von BRCA -1 und -2 negativen Zellen. ATM ist ein
Sensormolekiil von DNA-Schdden. ATM ist allerdings nicht direkt an der Reparatur von
DNA-Schédden wie BRCA-1/ -2 beteiligt (Weston et al., 2010).

Eine zusédtzliche Mutation von p53 erhoht das Ansprechen von Zellen mit ATM Mutationen
auf PARP Inhibitoren und genotoxischen Substanzen deutlich im Vergleich zu einer isolierten
ATM Mutation (Williamson et al., 2012).

NHE] ist fiir die Toxizitdt von PARP-Inhibitoren notwendig. Es handelt sich hierbei um einen
fehleranfilligen Weg der DNA- Reparatur, der in der Gegenwart von PARP-Inhibitoren und
bei Defekten in der homologen Rekombination, z.B. durch eine ATM Mutation, verstarkt
ablduft. Dadurch kommt es zur Akkumulation von genetischen Schdden und zur Instabilitét
des Genoms. Dies fiihrt dann zur Apoptose. Die Kombination von PARP-Inhibitoren mit
Hemmstoffen der DNA-PKc, dem Hauptmediator des NHEJ, fiihrt zum Verlust der Toxizitét
der PARP-Inhibitoren. Diese Ergebnisse stehen in direktem Widerspruch zur urspriinglichen
Annahme, dass bei Zellen mit Defekten in der HR, unter der Therapie mit PARP Inhibitoren,
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das NHEJ der rettende Mechanismus der DNA DSB- Reparatur ist (Patel, Sarkaria, &
Kaufmann, 2011).

5.1. Zellproliferationsassay

5.1.1. Zellproliferationsassay an Zelllinien mit mutiertem ATM Status

Fiir die Zellproliferationsassays wurden Zelllinien verwendet, die sich im Mutationsstatus von
ATM und p53 unterscheiden, um den Einfluss der jeweiligen Mutation auf die Sensibilitit
gegeniiber AZD2281 zu untersuchen.

(siehe Tabelle 3.1.6.2)

Eine besonders ausgeprigte Hemmung des Wachstums nach der AZD2281 Behandlung
zeigten die Zelllinien NCEB und Granta. Diese Zelllinien besitzen beide ATM Mutationen,
Granta zusitzlich eine Mutation im p53-Gen (de Leeuw et al., 2004) (Kawamata et al., 2009)
(Williamson et al., 2012).

Ein deutlich inhibitorischer Effekt von AZD2281 war erst nach 48 Stunden zu sehen. Bei
Granta trat dieser frither und ausgeprégter auf als bei NCEB.

PARP-1 ist an der Reparatur von DNA ESB beteiligt. Durch Hemmung der PARP-1
degenerieren diese im Rahmen der Zellteilung zu DNA DSB, an deren Reparatur wiederum
ATM beteiligt ist (Beneke et al., 2000) (Bryant & Helleday, 2006).

Zelllinien mit ATM Mutationen ist es nicht moglich, die DSB zu reparieren und es kommt zur
Apoptose. Die Zellzyklusdauer von Mantelzelllymphomen betrdgt ca. 32 Stunden (The
Leukemia-Lymphoma Cell Line Factsbook, Drexler, 2000), daher tritt der Effekt von
AZD2281 verzdgert ein. Die Zellen miissen erst einen Zellzyklus durchlaufen, damit die
durch AZD2281 entstehenden ESB zu DSB degenerieren.

Die hohere Sensitivitit von Granta gegeniiber PARP Inhibitoren im Vergleich zu NCEB, lasst
sich durch die zusdtzliche Mutation von p53 in der Zelllinie Granta erkldren. Nach
Williamson C.T. et al., 2012, sind Zellen, die sowohl eine ATM als auch eine p53 Mutation
aufweisen, sensibler gegeniiber PARP Inhibitoren, als bei einer isolierte ATM Mutation.
Zelllinien, die Mutationen in beiden Allelen des p53 Gens besitzen, sind sensibler fiir
AZD2281 als die Zelllinie Granta, da diese noch ein funktionsfdhiges Allel des p53 Gens
aufweist. Man vermutet in diesem Zusammenhang einen sogenannten ,,gen-dose-effect™
(Williamson et al., 2012). Die Zelllinie Granta weist ein fritheres Ansprechen auf AZD2281
auf. Dies lédsst sich einerseits durch die kiirzere Generationszeit von Granta (49h) im
Vergleich mit NCEB (72-96h) erkldren (The Leukemia-Lymphoma Cell Line Factsbook,
Drexler, 2000), andererseits auch durch die p53 Mutation. P53 kann im Rahmen einer DNA-
Schiadigung zu einer Hemmung der Progression des Zellzyklus fithren und damit eine
mitotische Teilung verhindern (Gu & Zhu, 2012).
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5.1.2. Zellproliferationsassay an Zelllinien ohne ATM Mutation

Die Zelllinien JeKo-1, Mino und Z138 weisen 2 Wildtyp Allele des ATM Gens auf.

Sie unterscheiden sich im Mutationsstatus von TP53.

JeKo-1 und Mino haben mindestens ein mutiertes Allel von TP53 (Kawamata et al., 2009)
(Jeon et al., 1998) (Lai et al., 2002) (Salaverria et al., 2008). Z138 besitzt zwei Wildtyp Allele
(Williamson et al., 2010) (de Leeuw et al., 2004).

Der Mutationsstatus von TP53 hat bei intaktem ATM Gen keinen Einfluss auf die Sensibilitét
gegeniiber AZD2281. Mino spricht weniger auf AZD2281 an als Z138, obwohl Mino eine
p53 Mutation hat. Auch zeigte JeKo-1 ein besseres Ansprechen auf AZD2281 als Z138 trotz
der pS3 Mutation.

Eine isolierte Mutation von p53 bewirkt keine Sensibilisierung gegeniiber PARP Inhibitoren.
Allerdings sind diese Zelllinien sehr sensibel gegeniiber einer kombinierten Hemmung von
PARP und ATM mit Hilfe von spezifischen Inhibitoren (Williamson et al., 2012). In Zellen
mit intaktem ATM und p53 Mutation fiihrt eine Hemmung der PARP zunichst zu der
Entstehung von ESB, die dann im Verlauf der Mitose zu DSB degenerieren (Beneke et al.,
2000) (Bryant et al., 2005).

Diese DSB fiihren durch Autophosphorylierung zu einer Aktivierung und Stabilisierung von
ATM. ATM wiederum aktiviert und phosphoryliert p53 an Serin 15 (Stracker et al., 2013).

DNA damage
Recognition:
ex. Mre11 complex

end detection Signal transduction:

ex. ATM activation

PTMs and chromatin

reorganization Signal ampllification:
ex. Chk2/Chk1 activation
activation of effector molecules
N Cellular decisions:
"~ -8 7
~ X p53 activation
Transcriptional Selection of DNA Cell cycle checkpoint  Metabolic

regulation repair pathway ~ G1/S, intra-S, G2/M  regulation

DNA ﬁepaxr Apof')toas Senescence

Pathology

Abbildung 5.1.2.1 (Stracker et al., 2013)

P53 steht hierarchisch gesehen unter ATM und es werden auch andere DNA
Reparaturenzyme und Signalkaskaden durch ATM aktiviert, die zum Teil redundante
Wirkungen haben.

Die Interaktion zwischen ATM und p53 ist insbesondere fiir den G1/S-Phase Checkpoint
wichtig. Diese Interaktion fiihrt zu einer Expression von p21 und proapoptotischen Faktoren
und damit zu einer Hemmung der Progression des Zellzyklus (Massagué, 2004) (Xu, Yang,
Brugarolas, Jacks, & Baltimore, 1998).
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Erfolgt dies aufgrund einer Mutation von p53 nicht, und kommt es zu einer Progression des
Zellzyklus, gibt es nachgeschaltete Checkpunkte, die einen Arrest des Zellzyklus und die
Reparatur der DNA Schidden bewirken, aber p53 unabhéngig sind.

In der S-und G2-Phase werden dann DNA DSB insbesondere iiber den Weg der HR, der
weniger Fehler anfallig ist, repariert (Foster, De, Johnson, Petrini, & Stracker, 2012).

. Oncogenic potential of

’\'

My DNA breaks 'JQ'A}‘
&.ﬂ)q’&n- m é‘pkﬁ\(‘

p53 p53/CHK2

apoptosis G2/M apoptosis
senescence, G1/S senescence, G1/S

\Tumor suppression

Abbildung 5.1.2.2 (Foster et al., 2012)

In Zellen mit Wildtyp ATM und mutierten p53 werden die durch Behandlung mit AZD2281
entstehenden DSB erst in der G2- und S-Phase repariert. Dort erfolgt tiberwiegend die HR,
die sehr exakt und wenig Fehler anfillig ist. Dies konnte das geringere Ansprechen dieser
Zellen auf AZD2281 erkléren.

In Zellen mit mutiertem ATM kann die Reparatur von DNA DSB vermindert erfolgen, da
ATM an der Spitze der Reparaturmechanismen steht (Foster et al., 2012) (J. H. J. Petrin1 &
Stracker, 2003) (Williamson et al., 2012). Der alternative Mechanismus des NHEJ ist
fehleranfallig und fiihrt zu einer Akkumulation genetischer Mutationen. Ab einer gewissen
Anhdufung von Mutationen hat dies den Zelltod zur Folge. Deshalb wird eine in ATM (-/-) -
Zellen unter dem Einfluss von AZD2281 ablaufendes, dereguliertes NHEJ als ursdchlich fiir
die PARP Inhibitor vermittelte Toxizitdt angesehen (Patel et al., 2011). Dieser Effekt kann
durch p53 gemildert werden, da p53 zur Seneszenz oder Apoptose fiihrt, wenn sich im
Rahmen des NHEJ Mutationen anhéufen.

Eine zusitzliche Mutation von p53 hat daher auch einen zusétzlich sensibilisierenden Effekt
gegeniliber AZD2281.

Die Toxizitdt von PARP Inhibitoren auf p53(-/-)-, ATM(-/-) -Zellen kann durch DNA-PKc
Hemmstoffe aufgehoben werden (Williamson et al., 2012).
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Abbildung 5.1.2.3 (Williamson et al., 2012)

Allerdings gibt es auch Thesen, die diesen Forschungsergebnissen unmittelbar widersprechen.
Hier dient DNA-PK in Abwesenheit von ATM als alternativer Weg der DNA Reparatur, um
einen Zelltod zu verhindern (Jiang et al., 2009).

Dies steht in unmittelbaren Widerspruch zueinander und weiterfiihrende Forschung wird
notwendig sein, um diese Diskrepanz auf molekularer Ebene zu erkldren. Auch erklért dies
nicht das unterschiedliche Ansprechen von JeKo und Mino auf AZD2281, da beide denselben
Mutationsstatus beziiglich ATM und p53 aufweisen. Dies zeigt, dass man noch weit davon
entfernt ist, sdmtliche priddiktiven Gene flir ein Ansprechen auf AZD2281 bzw. PARP
Inhibitoren zu kennen, und das oben erklirte Modell eine starke Vereinfachung und
Interpretation darstellt, die das Versténdnis erleichtert.
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5.2. Western Blot Analysen

5.2.1 Western Blot Analysen von ATM

Die Inkubation mit Cisplatin fiihrt zur Bildung von DNA Addukten durch Quervernetzung der
DNA Stringe und Bindung des reaktiven Platin unter Mitnahme von NH3-Gruppen an
Nucleinsdure Untereinheiten (Pharmakologie und Toxikologie, Wehling, 2010).

Die Reparatur dieser Addukte geschieht vor allem tiber die BER, deren Steigerung zu einer
Cisplatin Resistenz fiihren kann. Alternativ werden die entstehenden Addukten {iber die
Mismatch-Reparatur repariert. Eine Hemmung dieser Mismatch Reparatur fiihrt zu einer
Cisplatin Resistenz. Durch tiberschieBende Reparaturmechanismen im Rahmen der mismatch
Reparatur entstechen ESB (Chaney & Sancar, 1996) (Eastman & Schulte, 1988).

Im Vergleich zu den anderen Zelllinien war ATM bei Granta geringer nachweisbar, da Granta
ein mutiertes Allel von ATM besitzt, was zu einer verminderten Expression von ATM fiihrt
(Williamson et al., 2012).

In den anderen Zelllinien kam es dagegen zu einer Zunahme der ATM Expression durch die
Behandlung mit Cisplatin und/ oder AZD2281, was fiir eine Akkumulation von genetischen
Schiaden und der Entstehung von DNA- DSB spricht.

Viel aussagekriftiger flir die intrazellulir ablaufenden Signalkaskaden ist in diesem
Zusammenhang der Nachweis der autokatalytisch aktivierten Variante Phospho-ATM
(Ser1981).

Der Effekt der zunehmenden Aktivierung von ATM durch Autophosphorylierung konnte, wie
erwartet, vor allem bei Inkubation mit AZD2281/ Cisplatin beobachtet werden. Durch die
Behandlung mit AZD2281 entstehen DSB, aus den durch Cisplatin induzierten ESB. Diese
aktivieren ATM und fiihren zur autokatalytischen Phosphorylierung an Serin 1981.

Besonders deutlich war dies zusehen bei der Zellinie NCEB und einer Inkubationszeit von
48h.

Sie besitzt Mutationen des ATM Gens. Dies hitte aber nur dann Einfluss auf das Ergebnis;
wenn das autokatalytisch aktive Zentrum von ATM davon betroffen wire.
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5.2.2. Western Blot Analysen von NBS-1/ p95

Das NBS-1 Protein spielt wie ATM eine zentrale Rolle in der Reparatur von DNA DSB. Es
formt mit hMrel1/hRad50 einen Protein Komplex, der daran beteiligt sein soll, einen
rdaumlichen Kontakt zwischen DNA Schidden und den Reparaturenzymen herzustellen (J. H.
Petrini, 1999).

NBS-1 wird von ATM aktiviert und zum Ort der DNA Schéddigung rekrutiert.
Phosphoryliertes NBS-1 soll ausschlieBlich an der Reparatur von DNA DSB beteiligt sein (J.
H. J. Petrini & Stracker, 2003).

Somit ist zu erwarten, dass auch die Expression von NBS-1 bei Behandlung der Zellen mit
Cisplatin und/ oder AZD2281 ansteigt.

Dies trifft fiir Granta-519 und NCEB zu. Hier nimmt die Expression von NBS-1 analog zu
ATM ab 48h zu und ist dann bei einer Kombinationsbehandlung der Zellen mit AZD2281/
Cisplatin wieder deutlich hoher als bei alleiniger Inkubation mit Cisplatin. Dieses Ergebnis
erscheint in Zusammenschau mit den Western Blots von ATM durchaus plausibel.
Interessanterweise ist die Expressionszunahmen bei der Zelllinie Mino deutlich geringer, wie
dies auch schon fiir ATM der Fall war.

In der Zelllinien Z138I lie} sich NBS-1 wiederholt nicht nachweisen. Dies war auch schon in
den Etablierungsversuchen zum Austesten der richtigen Anti-NBS-1-Antikorper
Konzentration der Fall. In der Literatur findet sich kein Hinweis auf eine fehlende Expression
von NBS-1 in der Zelllinie Z138.

Eine fehlende NBS-1 Funktion in der Zelllinie Z138 kann erkldren, warum diese besser auf
AZD2281 anspricht als Mino, obwohl sie sich im ATM Mutationsstatus nicht unterscheiden.
Da NBS-1 eines der Zielstrukturen der ATM Kinase ist, fiihrt das Fehlen dieses Protein zu
einer Storung der DNA Reparaturmechanismen und damit zu einer erhdhten Sensitivitdt auf
AZD228]1.
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5.2.3. Western Blot Analysen von PARP

Die PARP wird im Rahmen von DNA Schéden aktiviert und scheint ein Sensor fiir diese zu
sein (Haince et al., 2007). Die wichtigste Zielstruktur der PARP ist sie selbst (Lindahl et al.,
1995). Die Synthese von Poly-ADP-Ribose Molekiilen fiihrt zu einer Verdnderung der
Chromatinstruktur und zu einer Aktivierung ATM abhéngiger Signalwege. Eine Hemmung
der PARP fiihrt dahingegen zu einer verminderten ATM-abhidngigen Phosphorylierung von
p53 und Histone H2A.X (Haince et al., 2007).
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Abbildung 5.2.3.1 1 (Haince et al., 2007)

Die PARP-1 ist intrazelluldr in groer Menge vorhanden und wird durch DNA Schidden
induziert (Lindahl et al., 1995) (Tartier et al., 2003).

Daher ldsst sich ein deutlicher Nachweis der PARP-1 sowohl in unbehandelten und
behandelten Zellen erwarten, mit einer Zunahme der Expression im Rahmen der Behandlung
mit AZD2281 und Cisplatin.

Dies bestitigt sich in den Ergebnissen der Western Blots weitest gehend. Hier fand sich eine
konstant hohe Nachweisbarkeit der PARP unabhéngig von der Vorbehandlung der Zelllinien.
Eine deutliche Zunahme der PARP Nachweisbarkeit konnte vor allem bei Granta gefunden
werden. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass ein Antikorper verwendet wurde, der die
PARP gesamt und nicht selektiv die PARP-1 nachweist, was limitierend fiir die Aussagekraft
dieses Ergebnisses ist.
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5.2.4 Western Blot Analysen von Phospho-p53 (Ser15)

Die Phosphorylierung von p53 an Serin 15 wird durch die ATM Kinase im Rahmen von DNA
DSB katalysiert. Dies fithrt zum Zellzyklus Arrest in der G1-Phase (Kang et al., 2005).

Der Einfluss der PARP-1 auf die ATM vermittelte Aktivierung von p53 wird kontrovers
diskutiert. Manche Studien =zeigen einen positiven Einfluss der PARP-1 auf die
Phosphorylierung von p53 durch ATM und somit eine verminderte ATM-abhéngige
Phosphorylierung von p53 unter dem Einfluss von PARP Inhibitoren (Haince et al., 2007).
Andere Studien wiederum zeigen eine Hemmung der ATM abhédngigen Aktivierung von p53
durch die PARP-1 (Watanabe et al., 2004).

In vorliegenden Western Blots von Granta und NCEB fanden sich eine hohe Nachweisbarkeit
von Phospho-p53 (Serl5). ATM gilt als wesentlicher Katalysator fiir diese Phosphorylierung
und beide Zelllinien besitzen ATM Mutationen. Allerdings besitzt zumindest Granta einen
niedrigen Spiegel an funktionsfihiger ATM Kinase (Williamson et al., 2012). Auch andere
Enzyme wie z.B. die AMP-abhingige Kinase konnen eine derartige Phosphorylierung von
p53 katalysieren (Williamson et al., 2012). Daher ldsst sich kein einfacher Zusammenhang
zwischen einer ATM Mutation und einer verminderten Aktivierung von p53 ableiten.

Generell hatten alle Zelllinien einen hohen Spiegel an phosphorylierten p53. Bei Mino und
Z138 fand sich eine deutliche Zunahme der Phospho-p53 (Serl5) Konzentration durch die
Behandlung mit Cisplatin und/ oder AZD2281. Ansonsten fand sich eine im Wesentlichen
von der zusitzlichen Gabe von AZD2281 zu Cisplatin unabhingige Nachweisbarkeit von
Phospho-p53 (Serl5).
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5.2.5 Western Blot Analysen von p21

Die Transkription von p21 wird durch aktiviertes p53 stimuliert. p21 ist an der durch p53
vermittelten Apoptose beteiligt (Green & Kroemer, 2009).
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Abbildung 5.2.5.1 1(Green & Kroemer, 2009)

Die unter 5.2.3 beschriebene, hohe Nachweisbarkeit von Phospho-p53 (Serl5) korreliert
dementsprechend mit der hohen Expression von p21.

Bei der Zelllinie Z138, bei der es erst nach einem Einwirken von AZD2281 und/oder
Cisplatin iiber mindestens 24h Stunden zu einer deutlichen Aktivierung von p53 gekommen
war, kam es dementsprechend auch erst etwas zeitlich versetzt zu einer deutlichen Zunahme
der p21 Konzentration.
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5.2.6 Western Blot Analysen von Phospho-Histone H2A .X (Ser139)

Histone H2A.X ist eines der ersten Substrate der ATM Kinase im Rahmen einer DNA
Schidigung und wird von ihr an Serin 136 und Serin 139 phosphoryliert (Kang et al., 2005)
(Shiloh & Kastan, 2001).

Phospho-Histone H2A.X rekrutiert dann weitere, an der Reparatur von DNA Schéiden
beteiligte, Enzyme zum Ort der Schadigung.

Allerdings gibt es auch Hinweise, dass Phospho- Histone H2A.X ATM aktivieren kann und
somit kein Downstream- sondern ein Upstream Mediator des ATM Signalweges ist (Kang et
al., 2005) (Ward, Minn, Jorda, & Chen, 2003)(Kobayashi et al., 2009).

Ahnlich wie bei der Aktivierung von p53, gibt es auch hier die Hypothese, dass es unter dem
Einfluss von PARP Inhibitoren zu einer verspéteten und reduzierten Phosphorylierung von
Histone H2A.X durch ATM kommt (Watanabe et al., 2004).

In obigen Western Blots fand sich eine Zunahme der Nachweisbarkeit von Phospho-Histone
H2A.X analog zu der Zunahme von Phospho-p53. Bei beiden handelt es sich, wie schon
beschrieben, um Zielstrukturen der aktivierten ATM Kinase.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt, dass sich PARP Inhibitoren mdglicherweise gut fiir die Therapie von MCL
mit ATM Mutationen - im Sinne des Modells der synthetic letality- eignen insbesondere,
wenn diese zusitzlich Mutationen im TP53 Gen aufweisen. Mantelzelllymphome weisen in
26% p53 Mutationen, in 56% ATM Mutationen und in 10% Mutationen in beiden Genen auf
(Williamson et al., 2012) (Greiner et al., 2006).

Eine Therapie mit AZD2281 konnte daher bei einem groBen Teil der diagnostizierten MCL
vielversprechend sein.

Die klinische Relevanz dieser Ergebnisse sollte in klinischen Studien mit der Verwendung
von AZD2281 als Ergéinzung zur konventionellen Therapie getestet werden.

In klinischen Studien zur Therapie des Ovarialkarzinoms mit AZD2281 hat sich zudem ein
ausgesprochen gilinstiges Nebenwirkungsprofil gezeigt (Ledermann et al., 2012).

Es wird aber auch klar, dass viele noch nicht bekannte Faktoren das Ansprechen auf
AZD2281 bedingen, und dass die beteiligten Signalwege nur unzureichend erforscht sind.
Dementsprechend ist zu erwarten, dass im Rahmen intensiverer Forschung noch mehr Gene,
wie zum Beispiel das NBS1 Gen, die eine erhdhte Sensibilitit gegeniiber PARP Inhibitoren
bedingen, bekannt werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Kombinationstherapie mit AZD2281 und
Platinderivaten ist, dass mit Hilfe von PARP Inhibitoren eine Cisplatin Resistenz {iberwunden
werden kann (Zhu et al., 2010). Die Resistenz auf Platinderivate entsteht vor allem durch
Hochregulation von DNA Reparaturmechanismen (Germa-Lluch & Piulats, 2013).

Die PARP interagiert aber genau mit diesen Reparaturmechanismen und stimuliert die
Reparatur von DNA Schdden. Auch dies bedarf noch intensiver Forschung, um die
tatsichliche Relevanz dieser theoretischen Uberlegungen zu iiberpriifen.
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