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1 Zusammenfassung (deutsch)

Die Mechanismen der intrinsischen Resistenz serdser Ovarialkarzinome gegeniiber der
Standardbehandlung mit Carboplatin und Paclitaxel sind derzeit nicht vollstindig
verstanden. Um aktivierte Proteinnetzwerke in resistenten Tumoren zu identifizieren, wurden
zuniichst 17 primére serose Ovarialkarzinome, die anhand ihres krankheitsfreien Uberlebens
nach einer Standardbehandlung als therapiesensitiv oder -resistent klassifiziert wurden, mit
der DigiWest-Methode hinsichtlich differentiell exprimierter und phosphorylierter Proteine
untersucht. Es wurden in sensitiven Tumorproben iiberwiegend erhéhte Mengen wvon
Proteinen vorgefunden, die Mitose und Zellproliferation férdern und zu den typischen
Eigenschaften einer Tumorzelle gehéren. Eines der am stirksten exprimierten Proteine in
sensitiven Tumoren war die Histon-Methyltransferase EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2). Ein
Protein, welches mit EZH2 interagiert und in der Zellzyklus-Kontrolle wirkt, ist ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated). Eine Uberlebensanalyse von 616 Ovarialkarzinom-Patientinnen, die
mit Carboplatin und Paclitaxel behandelt wurden, bestitigte ein verbessertes
progressionsfreies Uberleben bei einer hohen EZH2-Expression im Tumor. In Patientinnen mit
einer niedrigen EZH2-Expression im Tumor fiihrt ein hoher ATM-Gehalt zu einem signifikant
schlechteren Uberleben verglichen mit denen, die einen niedrigen ATM-Gehalt aufweisen. Ein
Proximity Ligation Assay bestitigte weiterhin einen Zusammenhang zwischen einer
vermehrten Co-Lokalisation von ATM und EZH2 und einem verbesserten krankheitsfreien
Uberleben in Tumoren von Ovarialkarzinom-Patientinnen. Um diese Beobachtungen zu
verifizieren, wurden In-vitro-Untersuchungen an verschiedenen Ovarialkarzinom-Zelllinien
durchgefiihrt. Dabei steigerte die Reduktion von EZH2 in der sensitiven Zelllinie A2780 die
Resistenz gegeniiber einer Einzel- sowie Kombinationstherapie mit Carboplatin und
Paclitaxel. Wurden EZH2 und ATM gleichzeitig supprimiert, hatte dies keine Auswirkung auf
die Resistenz der Zellen, was auf einen regulatorischen und inhibierenden Einfluss von EZH2
auf ATM hindeutet. In einem weiteren Proteinscreening konnte in EZH2-supprimierten Zellen
ein Riickgang an Mitose-fordernden Proteinen beobachtet werden, sowie eine Zunahme von
Proteinen, die Zellzykluskontrollpunkte beeinflussen. In einem reziproken Ansatz fiihrte die
Uberexpression von EZH2 in SKOV3-Zellen zu einem erhdhten Ansprechen auf eine
Kombinationsbehandlung.



Zusammenfassend konnte durch die Analyse der Tumorproben von Owvarialkarzinom-
Patientinnen mit einem unterschiedlich klinischen Verlauf ein noch nicht bekannter
regulatorischer Einfluss von EZH2 auf ATM identifiziert werden. Durch die Abwesenheit von
EZH2 wird via ATM die Zellzyklusprogression gehemmt, was resistenten Ovarialkarzinom-

Zellen dazu verhilft, der Wirkung von Carboplatin und Paclitaxel temporar zu entgehen.



2 Zusammenfassung (englisch)

The mechanisms of intrinsic resistance of serous ovarian cancers to standard treatment with
carboplatin and paclitaxel are poorly understood. Seventeen primary serous ovarian cancers
classified as sensitive or resistant according to the disease-free survival of the patients after
standard treatment were tested with a protein screening method called DigiWest in order to
identify activated protein signaling pathways. Increased amounts of proteins having a mitosis-
promoting and pro-proliferative functions were found in sensitive patient samples, depicting
typical features of a cancer cell. Furthermore, the histone-methyltransferase EZH2 (Enhancer
of Zeste Homolog 2) was identified as one of the most highly expressed proteins in tumors of
sensitive patients. ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) is an interaction partner of EZH2 and
involved in cell cycle control mechanisms. A survival analysis of 616 patients treated with
Carboplatin and paclitaxel confirmed, that a high EZH2 expression in tumors is associated
with improved progression-free survival of patients. Interestingly, a high level of ATM in
tumors resulted in a significantly decreased survival of patients compared to the ones having
low ATM levels and a low EZH2 expression in tumors. A proximity ligation assay further
confirmed a colocalization of EZH2 and ATM in tumors with an improved disease-free
survival of patients. To verify these observations, in vitro studies were performed on various
ovarian carcinoma cell lines. A reduction of EZH2 in A2780 cells promoted resistance to single
and combination therapy with carboplatin and paclitaxel. The reduction of EZH2 together
with ATM did not affect the resistance behavior of the cells, indicating a regulatory and
inhibitory effect of EZH2 on ATM. In another protein screening of EZH2-suppressed cells, a
decrease in mitotic-promoting proteins as well as an increase in cell cycle checkpoint-inducing
factors was observed. Overexpression of EZH2 in SKOV3 cells further increased the response

to combinational treatment in a reciprocal approach.

In summary, the analysis of tumor samples from ovarian cancer patients with a different
clinical course has identified an until now unknown regulatory effect of EZH2 on ATM. The
absence of EZH2 causes an inhibition of cell cycle progression via ATM, thus enabling ovarian

cancer cells to temporarily evade combinational treatment with carboplatin and paclitaxel.
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7 Einleitung

7.1 Die Karzinogenese

Die Karzinogenese ist ein Prozess in einem Zellverbund, in dem sich einzelne Zellen dem
Kontrollmechanismus des geordneten Wachstums entziehen und diese Eigenschaft durch
Zellteilung an ihre Tochterzellen weitergeben. Man spricht hierbei von malignen Tumorzellen.
Hanahan und Weinberg fassten typische Eigenschaften von Tumoren zusammen (1).

Anhaltendes
Proliferationssignal

Umgahung dar

Wachstum

Ausbleiben des
Zallitods

Initiierung der
Angicgenesea

Replikative
Unstarblichkeit

Abbildung 7.1 Eigenschaften von Tumorzellen. Adaptiert nach (1).

Zusitzlich zur verstirkten Proliferation sind Tumorzellen in der Lage, sich Wachstums-
Suppressoren und dem programmierten Zelltod zu entziehen. Eine ungehinderte Replikation
begiinstigt weiterhin die Immortalitit von Tumorzellen. Die Induktion der Angiogenese zur
Nahrstoffversorgung, sowie die Initilerung von Invasion und Metastasierung sind weitere
typische Eigenschaften eines Tumors (1).

Die Zellproliferation wird durch unterschiedliche Proteine reguliert, die in einem Tumor
durch Mutationen ihrer codierenden Gene einen Funktionsverlust erleiden oder nicht mehr

gebildet werden. Mutationen in einigen Genen kénnen jedoch auch eine iibermifige
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Aktivierung des Proteins zur Folge haben, was zu einem unkontrollierten Wachstum fiihrt.
Diese Gene werden Proto-Onkogene genannt. Gene, die Proteine codieren, die das
Zellwachstum begrenzen und die physiologische Funktion der Zelle iiberwachen, werden
Tumorsuppressorgene genannt. Nach der bisher akzeptierten Theorie von Knudson (2)
braucht eine Zelle fiir den Funktionsverlust regulatorischer Proteine zwei Mutationsereignisse
fiir je ein Allel eines codierenden Gens. Eine heterozygote Vererbung einer Mutation iiber die
Keimbahn kann ein erster Schritt zu aberranten Zellen sein. Hierbei wird die Funktion des
Proteins nur noch durch das intakte Allel aufrechterhalten. Durch akquirierte Mutationen im
zweiten, bisher intakten Allel kinnen Proteine anschlieffend vollkommen inaktiviert werden.
Akquirierte Mutationen werden durch exogene Mitogene in der Umwelt induziert, wobei der
Alterungsprozess solche Ereignisse zusitzlich fordert. Hierbei spricht man von einer
somatischen Mutation. Ein Funktionsverlust eines Proteins kann auch durch zwei

aufeinanderfolgende somatische Mutationen in einem Gen entstehen. (3, 4)

7.1.1 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus ist eine Folge von Ablaufen, welche fiir die Teilung und Vermehrung der Zelle
unabdingbar sind. Der Prozess besteht aus vier unterschiedlichen Abschnitten, die aus
Zellwachstum, Replikation der DNA, der Zuteilung der Chromosomen auf Tochterzellen und
der Zelldivision bestehen. Cycline und Cyclin-abhingige Kinasen (CDK) leiten den Zellzyklus
streng orchestriert durch jeden Abschnitt. Der Zellzyklus besteht aus zwei Teilen: der Mitose-
und der Interphase. Die Interphase besteht aus der G1-, der Synthese- und der G2-Phase. In
der G1-Phase werden fehlende Bestandteile fiir die Synthese-Phase hergestellt wie dNTPs und
Replikationsenzyme. In der Synthese-Phase wird DNA dupliziert, die im weiteren Verlauf in
der Mitose iiber mehrere Schritte auf zwei Tochterzellen aufgeteilt wird. Die G2-Phase dient
dazu, zellteilungsspezifische Proteine zu synthetisieren, die fiir die Separation der
Tochterzellen benitigt werden. In der Mitose-Phase wird schliefflich die rdumliche Aufteilung
der duplizierten Chromosomen durch den Spindelapparat durchgefiihrt. Jeder dieser Schritte
ist entscheidend fiir die weitere einwandfreie Funktionalitit der Zellen, daher sind aufgrund
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exogener Faktoren oder der Fehleranfilligkeit einiger enzymatischer Prozesse, Kontroll-
mechanismen unerldsslich. Die Kontrollmechanismen wihrend des Zellzyklus werden
~Kontrollpunkte” oder checkpoints genannt und finden nach der Beendigung eines Intervalls
statt. Zundchst passiert eine Zelle aufgrund extrazelluldrer Stimuli den Restriktionspunkt,
wodurch eine Kaskade der Zellzyklusprogression in Gang gesetzt wird. Es existieren zwei
checkpoints, in denen die Unversehrtheit der DNA iiberpriift wird. Sie finden in der G1- und
der G2-Phase statt. Wenn wihrend des Verlaufs der G1-Phase DNA-Schiaden beispielsweise
aufgrund exogener Faktoren auftreten, wird die Zelle im G1-Checkpoint durch drei
Zellzyklusproteine kontrolliert: Rb (Retinoblastoma-Associated Protein), p107 und p103. Nach
der Veranlassung des Zellzyklusarrests durch die drei Proteine, lagern sich an DNA-Schiaden
die Proteine ATM (Afaxia Telangiectasia Mutated) und ATR (Ataxia Telangiectasia And Rad3-
Related Protein) an um weitere Proteine zu rekrutieren, die den DNA-5chaden, je nachdem
welcher Art, beheben.

Das Protein p53 (Tumor Protein P53) spielt in der Arretierung des Zellzyklus eine besondere
Rolle. Es gewahrleistet durch Regulation anderer Proteine, sowie durch die Funktion als
Transkriptionsfaktor multipler Gene, dass die Zelle so lange im Zellzyklus arretiert wird, bis
die Schiden behoben wurden. Kann dies nicht geschehen, leitet es die fehlerhafte Zelle in die

Apuptose.

Schreitet der Zellzyklus jedoch weiter fort, muss der nichste Checkpoint in der G2-Phase
passiert werden. Hierbei wird iiberpriift, ob bei der DNA-Replikation DNA-Schiden
verursacht wurden. Konnten Schiden erkannt werden, durchlduft die Zelle weitere DNA-
Reparaturmechanismen, dhnlich wie bereits in der G1-Phase.

Den dritten Checkpoint muss die proliferierende Zelle wihrend der Mitose durchlaufen.
Hierbei wird iiberpriift, ob die Chromosomen, die jeweils fiir eine Tochterzelle vorgesehen
sind, vollstindig sind und zu gleichen Teilen auf beide Zellen verteilt werden. Aurora B
(Aurora Kinase B) und PLK1 (Polo-Like Kinase 1) sind einige der Proteine, die in diesem Komplex

agieren. (4-6)
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Abbildung 7.2 Zellzyklus und Zellzykluskontrollpunkte in der Zelle. Nach (7, 8).

Eine Fehlfunktion oder ein Ausbleiben dieser Kontrollproteine, insbesondere des Proteins p53,
welches durch das Gen TP53 codiert wird, gehdren zu den typischen Eigenschaften eines

Tumors (9).

7.2 Das Ovarialkarzinom

7.2.1 Pathogenese und Subklassifizierung

Eierstocke oder Ovarien gehoren zu den primdren Geschlechtsorganen und dienen der
Fortpflanzung. Sie bestehen aus unterschiedlichen Geweben (Epithel, Keimzellen, Stroma und
Keimstranggewebe) und produzieren Eizellen und weibliche Geschlechtshormone wie
Ostrogen und Progesteron. Ovarialkarzinome bestehen in 90% der Fille aus entarteten
Epithelzellen (10). Die Entwicklung des Ovarialkarzinoms ist bisher nicht ganz verstanden, es

werden jedoch mehrere Moglichkeiten der Tumorentstehung angenommen (11).

Uber vermehrte Zyklen der Ovulation wird das Oberflichenepithel der Ovarien wiederholt

zertrennt und wieder repariert. Die Epithelzellen werden dazu angeregt zu proliferieren, was
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wiederum die Wahrscheinlichkeit einer spontanen Gen-Mutation erhéht. Hinzu kommt, dass
nach der Ovulation Epithelzellen im umliegenden Bindegewebe eingeschlossen werden, die
zu Inklusionszysten fiihren kénnen. Wenn das passiert, sind Epithelzellen einem einzigartigen
proinflammatorischen Mikromilieu ausgesetzt, das DNA-Schidden und somit auch die
Krebsentstehung férdern kann. (12, 13)

Borderline
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Abbildung 7.3 Entstehung der verschiedenen Formen epithelialer Ovarialkarzinome. Adaptiert nach (14).

Eine weitere Moglichkeit der Entstehung seréser Tumoren resultiert aus Veréinderungen der
Tube (15). Es kénnen sich in den Fimbrienenden Vorlauferlasionen bilden, wodurch die
sogenannten STIC-Zellen (Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma, STIC) freigesetzt werden und
sich im Ovar am Ort der Ovulationsstelle implantieren kénnen (16, 17).
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7.2.2 Subgruppen und Stadienbestimmung

Shih und Kurman (18, 19) teilten das Ovarialkarzinom, basierend auf genetischen und
histologischen Eigenschaften, in zwei Gruppen auf. Serdse Ilow-grade Karzinome,
endometroide, klarzellige und muzindse Karzinome gehoren der heterogenen Gruppe des
Typs I an. Sie entstehen vermutlich von Vorlaufer-Lasionen und haben ein langsames
Wachstum. Tumoren vom Typ II umfassen high-grade Karzinome, die tiberwiegend im
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden und Mutationen im TP53-Gen aufweisen.
Serise high-grade Tumoren haben einen hohen Ki-67-Index und gelten als hoch proliferativ (20,
21).

Prat et al. (22) schlugen eine Einteilung in fiinf Subgruppen vor: den serdsen high-grade
(high-grade serous carcinoma (HG5C)) und low-grade Karzinomen (low-grade serous carcinoma
(LGSC)), den endometrioiden (endometrioid carcinoma (EC)), den klarzelligen (clear cell

carcinoma (CCC)) und den muzindsen Karzinomen (mucinous carcinoma (MC)).

Jede der einzelnen Subgruppen hat unterschiedliche molekulare Merkmale, durch welche die
verschiedenen Urspriinge der Karzinogenese, die Art der Ausbreitung und das Ansprechen

auf eine Therapie, definiert werden.

In der Pathologie wird die morphologische Bewertung vorerst als alleinige Methode zur
Subtypbestimmung angewendet. Hierzu haben sich im klinischen Alltag zwei Arten der
Stadienbestimmung etabliert. Primér wird ein von der Fédération Internationale de Gynécologie
et d'Obstétrique (FIGO) vorgeschlagenes System zur Definierung gynikologischer, maligner
Tumoren des Ovars (Stand: 2014) verwendet (23, 24). Es teilt die Progression eines Tumors in
fiinf Stadien von 0 bis IV ein, hauptséachlich im Hinblick auf die Ausbreitung innerhalb des
Bauchraums oder der Metastasierung. Die Einteilung der Subgruppen erfolgt dhnlich der oben
beschriebenen, LGSC und HGSC werden jedoch als eine Gruppe zusammengefasst und durch
das Grading differenziert. Zudem gibt es eine weitere Subgruppe, die aus ﬂbergangstumﬂren
bzw. Brenner-Tumor besteht. Die Klassifizierung der WHO richtet sich ebenfalls nach dieser
Einteilung (Stand: 2014) (25, 26).
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Die zweite Form der Einteilung wird als TNM-Klassifizierung (nach Union internationale contre
le cancer, UICC) bezeichnet. Sie entspricht in detaillierter Form der FIGO-Klassifizierung
(Stand: 2016) (27). Mit der Abkiirzung T wird jedoch die Tumorgroe beschrieben, N ob und
welche Lymphknoten befallen sind und M gibt den Grad der Metastasierung an.

Zusitzlich zur morphologischen Untersuchung des Tumormaterials kann ein genetisches
Mutationsprofil hilfreich sein, um die Subgruppeneinteilung von Ovarialkarzinomen zu
bestitigen. Hierbei werden besonders TP53- und BRCA-Mutationen zur Charakterisierung

hinzugezogen (28).

Tabelle 7.1 Ovarialkarzinom-Subtypen und ihre genetischen Profile. Nach (28)

Subtyp Genetisches Mutationsprofil

HGSC TP53, BRCA1/2, Aneuploidie

LGSC BRAF und KRAS

EC ARID1A, CTNNEB1, PTEN, Mikrosatelliteninstabilitét
cCcC ARID1A, PIK3CA, PTEN, KRAS

MC KRAS, ERBB2

7.2.3 Risikofaktoren und Pradispositionsfaktoren

Es gibt einige Faktoren, welche die Entwicklung des Ovarialkarzinoms begiinstigen. So fordert
eine hohe Anzahl an Eispriingen, die eine Frau im Laufe ihres Lebens hatte, die
Tumorentstehung. Hierfiir scheinen hormonelle Faktoren verantwortlich zu sein, sowie die
Beanspruchung der Regenerationsfihigkeit des Epithels (29, 30). Die Einnahme hormoneller
Kontrazeptiva (31) sowie hidufige Schwangerschaften (32) gehen aufgrund der
~Ruhigstellung” der Ovarien mit einem verringerten Risiko einher. Auierdem wird durch
ijbergewid1t oder einem erhdhten Body-Mass-Index das Entstehen von Ovarialkarzinomen
gefordert (33). Diskutiert wird auch, ob die Korpergrofe eine Rolle spielt. Als
anthropometrischer ~ Faktor wurde sie mit einem erhdhten Risiko der

Ovarialkarzinomentstehung assoziiert (34). Fiunf bis zehn Prozent der Erkrankten
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entwickelten ein Ovarialkarzinom aufgrund einer genetischen Priadisposition. Durch die
Detektion vererbbarer, pathogener Keimbahnmutationen in den Genen BRCAT und BRCA2
(Breast Cancer Susceptibility Protein Type 1 und 2) kann ein erhéhtes Risiko an einem familidren
Mamma- oder Ovarialkarzinom zu erkranken mit hoher Wahrscheinlichkeit vorhergesagt
werden (35-37). BRCAl- und BRCA2-Proteine werden in der Reparatur von
Doppelstrangbriichen der DNA wihrend der homologen Rekombination benétigt (38).

7.2.4 Epidemiologie und Inzidenzraten

Das Ovarialkarzinom ist weltweit die tddlichste Malignitit unter den gynikologischen
Tumoren (39) und steht an 7. Stelle der am hiufigsten diagnostizierten Karzinomen bei Frauen
(40). Zahlen des Robert Koch-Instituts zur Epidemiologie in Deutschland beschreiben, dass
das Ovarialkarzinom 3,2% aller bosartigen Neubildungen bei Frauen und 5,3% aller
Krebssterbefalle ausmacht. 2014 gab es 7250 Neuerkrankungen in Deutschland (41).
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Abbildung 7.4 Prozentualer Anteil der hiufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefiillen in Deutschland
2014. Aufteilung aus einer Gesamtheit von 101 641 Todesfillen. (41)
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Im Durchschnitt erkrankt etwa eine von 71 Frauen im Laufe ihres Lebens an Eierstockkrebs.
Das mittlere Erkrankungsalter (Median) liegt bei 70 Jahren, mit 17% sind jedoch Frauen im
Alter von 60-65 bei der Diagnosestellung am haufigsten betroffen (42).

Aufgrund eines fehlenden Screenings mit hoher Sensitivitit und Spezifitiat wird die Diagnose
héufig erst in spiten Stadien gestellt (60% im Stadium T3). Symptome treten oftmals erst nach
einer Metastasierung der Krankheit auf. Entsprechend niedrig ist die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate von 40%, wobei die Mortalititsrate im europiischen Umland verhdltnismagBig
gleich ist (43).

7.3 Therapie des Ovarialkarzinoms

Grundlegend wird das Ovarialkarzinom adjuvant behandelt. Das bedeutet, dass nach einer
moglichst vollstindigen Resektion des Tumors und einer postoperativen Pause von circa
einem Monat eine systemische Therapie mit einem Zytostatikum begonnen wird. Diese Form
der Therapie dient dazu, noch nicht nachweisbare Tumorreste oder Mikrometastasen zu
erfassen und an ihrer Ausbreitung zu hindern. Die vollstindige Resektion des Tumors ist in
der Therapie ein ausschlaggebender Faktor, der Einfluss auf das Gesamtiiberleben der
Patientin hat (44, 45). Vor allem bei Patientinnen, bei denen die Erkrankungen friih detektiert
wird, ist die makroskopische Tumorentfernung ausschlaggebend fiir ein krankheitsfreies
Uberleben (46). In jedem Tumorstadium wird jedoch adjuvant behandelt (47, 48). Die
neoadjuvante Therapie bringt bei der Behandlung der Ovarialkarzinome keine Vorteile (49),
sie kann jedoch bei schlecht zu operierenden Tumoren genutzt werden, um die im Anschluss
stattfindende Resektion fiir den Chirurgen zu erleichtern (50, 51). In Deutschland wird das
Vorgehen bei einer Erkrankung nach aktuellem Stand durch die Deutsche Gesellschaft fiir
Gynikologie und Geburtshilfe (DGGG) in der 53-Leitlinie vorgegeben (52), welches in dieser
Arbeit nachfolgend kurz beschrieben wird.
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7.3.1 Erstlinientherapie

Die Therapie des Ovarialkarzinom richtet sich zunichst nach etablierten Prognosefaktoren,
die fiir die Akzeptanz der Therapie ausschlaggebend sind. Das Tumorstadium, der
postoperative Tumorrest, das Alter, der Allgemeinzustand der Patientin, der histologische
Typ sowie das Tumorgrading entscheiden iiber die weitere Vorgehensweise bei der

]Eiﬂiniengered'lten Therapie.

Das frithe Ovarialkarzinom, welches sich auf das kleine Becken begrenzt, wird oftmals zufillig
entdeckt. Die Gabe einer adjuvanten Chemotherapie wird bei einem sehr friithen Stadium (IA)
entweder ausgelassen oder es wird eine platinhaltige Monotherapie angewandt. Da das
Ovarialkarzinom oftmals aber erst in spiten Stadien der Erkrankung diagnostiziert wird, wird
in den iiberwiegenden Fillen eine Kombinationstherapie aus Carboplatin und Paclitaxel
angewandt. Fiir Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovariakarzinom (IIb-IV) impliziert
die Erstlinientherapie eine operative Tumorresektion und eine anschliefende Gabe einer
systemischen Primartherapie (52). Die Erstlinientherapie fiir Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (ITb-IV) besteht aus Carboplatin AUC 5 und Paclitaxel 175
mg/m?, welche iiber drei Stunden intravends fiir insgesamt sechs Zyklen alle drei Wochen
verabreicht werden (53-55). Zusitzlich kann bei einem fortgeschrittenen Tumorstadium (IIIB-

IV) der Angiogenesehemmer Bevacizumab verabreicht werden (56, 57).

7.3.2 Rezidivtherapie

Die Rezidivpopulationen definieren sich hauptsidchlich iiber das Ansprechen auf eine
platinhaltige Priméartherapie. Das Platin-sensitive Ovarialkarzinom spricht primar auf eine
platinhaltige Erstlinientherapie an und zeigt ein Rezidiv frithestens sechs Monate nach
Abschluss der Chemotherapie. Darunter fallt ebenfalls das partiell Platin-sensitive

Ovarialkarzinomrezidiv, welches auch primar auf eine platinhaltige Erstlinientherapie

10
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anspricht, aber ein Rezidiv zwischen sechs und zwdlf Monaten nach Abschluss der
platinhaltigen Chemotherapie aufweist (52).

Zeigt sich ein Rezidiv innerhalb der ersten sechs Monate nach Abschluss der initialen
platinhaltigen Chemotherapie, wird das Ovarialkarzinom als Platin-resistent bezeichnet.
Darin enthalten ist die Subgruppe der Platin-refraktiren Ovarialkarzinom-Rezidive. Hierbei
spricht die Erkrankung nicht auf eine platinhaltige Chemotherapie an oder weist innerhalb
von vier Wochen nach Ende der Therapie einen Progress auf (52).

Die operative Rezidivchirurgie, mit dem Ziel der Komplettresektion, spricht nach
momentaner Datenlage fiir einen klinischen Nutzen. Patientinnen mit einem resistenten
Ovarialkarzinomrezidiv bekommen systemisch eine wochentliche Monotherapie entweder
mit pegyliertem liposomalem Doxorubicin, Topotecan, Paclitaxel oder Gemcitabin. Die ersten
drei Agenzien konnen hierbei optional mit Bevacizumab kombiniert werden. Ein Platin-
sensitives Rezidiv wird mit einer Kombinationstherapie aus Carboplatin mit entweder
Gemcitabin (optional mit Bevacizumab), mit pegyliertem liposomalem Doxorubicin oder mit
Paclitaxel behandelt. Als Sonderfall werden Rezidive des serosen high-grade Ovarialkarzinoms
mit deletiren BRCA1/2-Mutationen betrachtet. Hierbei wird eine Erhaltungstherapie mit
einem PARP-Inhibitor (z. B. Olaparib) nach Ansprechen auf eine platinhaltige Therapie
empfohlen. Neuste Erkenntnisse zeigen, dass auch Patientinnen ohne BRCA1/2-Mutationen

nach einer platinhaltige Therapie von einer Therapie mit Olaparib profitieren (58-60).

Es gibt keinen biochemischen Parameter, der als zuverlidssiger Indikator fiir einen
Zusammenhang zwischen Nachweis und der Pradiktion oder Prognose gilt. Der alleinige
Anstieg des Tumormarkers (z.B. CA125) im Blut einer asymptomatischen Patientin ohne
weitere Anzeichen fiir eine Tumorprogression ist keine Indikation fiir die Durchfiihrung einer
Rezidivtherapie (61). Weiterhin sind keine Pradispositionsfaktoren bekannt, die Aufschluss

tiber eine Therapieresistenz im Ovarialkarzinom geben kénnen.

11
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7.4 Wirkungsweise der chemotherapeutischen Agenzien

Die Therapie des Ovarialkarzinoms impliziert iiberwiegend eine adjuvante Behandlung mit
der Kombination aus Carboplatin und Paclitaxel (62). Die unterschiedlichen Wirkungs-
mechanismen der beiden Agenzien zielen auf die breite Masse der Tumorzellen ab und
hindern diese an ihrem Uberleben und ihrer Vermehrung. Ein limitierender Faktor ist hierbei
das Auftreten von Nebenwirkungen, welche auch die Kombination mit weiteren Agenzien
erschweren (63). Die folgenden Abschnitte geben eine kurze Ubersicht iiber die chemische und

biologische Wirkungsweise von Carboplatin und Paclitaxel.

7.4.1 Carboplatin

Die inhibierende Wirkung platinhaltiger Substanzen auf die Zellteilung und Zellproliferation
ist seit iiber 50 Jahren bekannt (64, 65). Ahnlich wie Cisplatin ([Pt(NH3)2C12], CAS-Nummer
15663-27-1), bildet Carboplatin (CsHizN204Pt, CAS-Nummer 41575-94-4) DNA-Addukte,
welche die DN A-Replikation und -Transkription inhibieren und zur Einleitung der Apoptose
fithren (66, 67). Der Mechanismus der beiden Agenzien beruht auf dem gleichen Prinzip,
DNA-Schiden zu induzieren, jedoch wird aufgrund der unterschiedlichen Kinetik der beiden
Agenzien eine grofiere Menge an Carboplatin benétigt um den gleiche Anzahl an DNA-
Schiaden zu bewirken (68). In der Behandlung des Ovarialkarzinoms wird Carboplatin
dennoch einer Behandlung mit Cisplatin vorgezogen, da es eine bessere Vertraglichkeit in
Patienten aufweist ohne dabei die Wirksamkeit einer Platinbehandlung einzuschréanken (69,
70). DNA-Addukte, die durch Platinbehandlung auftreten, lassen sich mit monoklonalen
Antikorpern detektieren (71).

12
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Abbildung 7.5 Strukturformel von Carboplatin. (72)

Eine Behandlung mit Carboplatin ist bei Ovarialkarzinomen, Keimzelltumoren, kleinzelligen
und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen sowie bei Kopf-Hals-Tumoren indiziert (73). Die
Dosierung von Carboplatin wird durch die Calvert-Formel berechnet, die anhand der
Kreatinin-Clearance und somit der Nierenfunktionalitit, die Konzentration der Dosis

bestimmt (74, 75).

Nicht nur Tumorzellen werden durch eine Carboplatin-Behandlung beschidigt. Zellen in
schnell wachsenden Geweben wie der muzindsen Membran des Mundes, des Rachens und
des Magen-Darm-Traktes werden angegriffen, was zur gastrointestinalen Toxizitdt fiihrt.
Weitere Nebenwirkung belaufen sich auf das Knochenmark, wodurch die Anzahl der roten
und weiBen Blutzellen reduziert wird. Haarfollikel bestehen ebenfalls aus schnell
proliferierenden Zellen, weswegen es bei einer Chemotherapie zum Verlust des Deckhaares
(Alopecia) sowie der Haarzellen der Héhrschnecke, was neben weiterer Faktoren, zu
Hérschiaden fiihrt (Ototoxizitét) (76). Weitere Schadigungen kénnen in den Nieren (77) und
der Leber (78) auftreten.

Eine reduzierte Akkumulation von Platin an der DNA, sowie eine Blockierung der Apoptose-
Induktion wurden als Kernmechanismen einer Resistenz identifiziert (79), die jedoch nicht
pradiktiv genutzt werden konnen. Aktivierte Signalkaskaden der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) und Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K) werden im Allgemeinen

bei einer Resistenz gegen eine platinhaltige Therapie beobachtet (80).

13
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7.4.2 Paclitaxel

Paclitaxel (oder auch Taxol®, CAS-Nummer 33069-62-4) ist eine Substanz, die urspriinglich aus
der Rinde der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) gewonnen wurde und in der Anwendung als
Zytostatikum erstmals 1971 in Erscheinung trat (81). Die Wirkstoffisolierung aus der
pazifischen Eibe ergab nur eine geringe Ausbeute, weswegen es heutzutage halbsynthetisch

aus der europdischen Eibe (Taxus baccata) gewonnen wird (82).
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Abbildung 7.6 Strukturformel von Paclitaxel.

In der Zelle stabilisiert es die Mikrotubuli wihrend der Mitose, indem es an die innenliegende
p-Untereinheit von Tubulin bindet. Die Zellteilung wird dadurch gehemmt (84, 85). In hohen
Konzentrationen ldsst es den Anteil an polymerisiertem Tubulin ansteigen und fiihrt zu einem
mitotischen Arrest. Durch niedrige Konzentrationen wird aufgrund der aberranten Mitose die
Apoptose eingeleitet (86, 87), welche durch das C-Raf-Protein vermittelt wird (88).

In der Behandlung des Ovarialkarzinoms wird es seit den 1990er Jahren in Betracht gezogen
(89, 90). Es wird seit der FDA-Zulassung in 1995 zur Behandlung von Tumoren verwendet
(91). Seine Eigenschaft wird genutzt, um die meist hoch proliferative Tumorzellen an der
Ausbreitung zu hindern (92-94). Nebenwirkungen einer Behandlung kinnen sich als
periphere Neuropathien oder Verminderung der neutrophilen Granulozyten im Blut
(Neutropenie) duBern (91).

14



Einleitung

Durch Untersuchungen mit Taxol wurde eine allgemeine Art der Resistenz entdeckt, die
sogenannte Multiple Drug Resistance (95). Das durch das MDR1-Gen codierte P-Glykoprotein,
welches zu der Gruppe der ABC-Transportern gehdrt, fordert das Hinausschleusen
korperfremder Stoffe wie z.B. Arzneimittel. Diese gelangen wiederum nur erschwert in die
Zelle und kénnen somit nicht wirken (96). Chromosomale Veranderungen und Aneuploidie
werden ebenfalls mit einer Paclitaxel-Resistenz in Verbindung gebracht (97). Beispielsweise
ist eine chromosomale Instabilitit in Tumoren mit einer Resistenz gegeniiber Paclitaxel, jedoch
auch mit einer Sensitivitit gegeniiber Carboplatin assoziiert (98). Dariiber hinaus wurden bei
einem Verlust des p53-Proteins Verdnderungen in der Komposition und Dynamik der
Mikrotubuli beobachtet, die schlieflich zu einer Resistenz gegen Paclitaxel fithren (99).

7.4.3 Synthetische Letalitat
Unter dem Prinzip der synthetischen Letalitat fillt ein aktueller, anwendungsorientierter

Ansatz, indem durch eine Inaktivierung zweier Zielgene die Letalitat einer Zelle induziert
wird. Die einzelne Inaktivierung der Gene hat jedoch keinen Einfluss auf das Uberleben.

=l Zelle (berlebt

7 —  Zolle stirbt

Abbt!d'ung 7.7 Schema zum Prmz:p der synthetischen Letalitiit. Adaptiert nach (100).

In der Wirkstoffentwicklung kénnen umfassende Untersuchungen mithilfe der RNA-
Interferenz zweier Gene durchgefiihrt werden, um die Wirksamkeit einer Therapie mit

einzelnen Agenzien oder einer Kombination zu testen (101, 102). Fiir die Behandlung einer
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Tumorerkrankung ist es anschlieBend nétig im Tumor zundchst die Prasenz oder
Funktionalitit einer der beiden Kandidatenproteine nachzuweisen. Wenn Funktionsverluste
beispielsweise durch eine Mutation oder durch eine niedrige Expression eines Gens
nachgewiesen werden, kann anschliefend das noch vorhandene Protein zielgerichtet durch
ein Therapeutikum inhibiert werden, um eine synthetische Letalitat im Tumor zu induzieren
(103).

Ein herausragendes Beispiel fiir eine Anwendung der synthetischen Letalitit ist die
Anwendung von PARP-Inhibitoren im BRCA-mutierten Ovarialkarzinom. Hierbei wird der
Tumor zunichst auf genetischer Ebene untersucht. Wird eine Funktionsverlustmutation in
einem der BRCA-Gene beobachtet, kann PARP1 (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1), ein Protein
welches in der DNA-Reparatur und fiir die genomische Stabilitit bendtigt wird,
pharmakologisch inhibiert werden. Da im Tumor aufgrund der fehlenden BRCA-Proteine eine
DNA-Reparatur durch die homologe Rekombination nicht oder nur begrenzt moglich ist,
werden Teile dieser Funktion durch das PARP-Protein kompensiert. Durch die
pharmakologische Inaktivierung von PARP wiederum werden mehr DNA-Schiden
angehauft, wodurch es letztlich zur Apoptose der Tumorzelle kommt (100).

Eine Reihe weiterer Inhibitoren, die auf DNA-Reparaturproteine oder deren Vermittler
abzielen, werden fiir weitere Anwendungen der synthetischen Letalitit in mehreren
Tumorentitaten untersucht. So werden bereits die Proteine DNA-PK, ATM, ATR, APE1, POLQ
in Studien zur Antitumortherapie in Betracht gezogen (104).

Epigenetische Faktoren treten ebenfalls immer mehr in den Fokus als Zielstruktur fiir die
Induktion der synthetischen Letalitat (105). Beispiele hierfiir sind die Inhibierung des BRD4-
Proteins zusammen mit PARP-Inhibitoren, die zum Ausfall der homologen Rekombination
fiihrt (106). Weiterhin fiihrt die Verwendung von EZH2-Inhibitoren in SMARCB1-defizienten,
rhabdoiden Tumoren (107) oder ARID1A-defizienten, klarzelligen Ovarialkarzinomen (108,

109) zu hervorragenden Ergebnissen in der Tumorbekampfung.
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7.5 Vorarbeiten

Vorarbeiten im Rahmen einer vorangegangenen Diplomarbeit, angefertigt am Institut fiir
Medizinische Genetik in Kooperation mit dem Forschungsinstitut der Universitéts-
frauenklinik Tiibingen, zeigten in einem Microarrayansatz signifikante Unterschiede in der
Genexpression zwischen zwdlf sensitiven und zwdlf resistenten Tumoren von
Ovarialkarzinom-Patientinnen. 55 Gene wurden hierbei identifiziert, die differentiell
exprimiert wurden. Netzwerkanalysen der auffilligen Gene in der Gruppe der Resistenten
deuteten auf Signalnetzwerke unter anderem um EGFR, TP53, CTNNB1, HOXB7, sowie
einiger Kollagene hin (COL3A1, COL1A2). Eine eindeutige Aufteilung der zwei Gruppen in
zwei Cluster war jedoch nicht méglich. Die anschliefend durchgefiihrte Signalwegs-Analyse
ordnete jedoch den identifizierten Proteinen Zellfunktionen zu wie beispielsweise der
Signalweiterleitung, dem Zellwachstum und der Proliferation, dem Zellzyklus, der Apoptose
sowie der DNA-Replikation und -Reparatur.

Hierbei muss bedacht werden, dass Genexpressionsdaten oftmals keine Riickschliisse auf
Proteinmodifikationen zulassen, die wiederum fiir Signalweiterleitungsprozesse von
essentieller Bedeutung sind. Da der Erkenntnisgewinn der analysierten Daten nicht fiir das
Erstellen einer spezifischen Genexpressionssignatur im resistenten Ovarialkarzinom
ausgereicht hat, sollten weitere Untersuchungen auf Proteinebene fortgefiihrt werden. 17 der
24 untersuchten Tumoren wurden in dieser Studie daher in einer Kohorte zusammengefasst

und einer Pmteharra},r-Untersud'lung unterzogen.
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7.6 Ziel der Studie

Ziel der Studie war es, Proteinnetzwerke im therapieresistenten Ovarialkarzinom zu
identifizieren, welche die Grundvoraussetzungen eines Tumors zur Resistenzentwicklung
aufzeigen, um vorhersagen zu konnen, ob eine Erstlinientherapie mit Carboplatin und

Paclitaxel wirksam das Tumorwachstum hemmt.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten zur initialen Charakterisierung klinisch dokumentierter
resistenter Ovarialkarzinome von Patientinnen, deren Behandlung Carboplatin und Paclitaxel
enthielt, 17 Tumorproben herangezogen werden, in denen anhand der DigiWest-Methode, 279
Proteine und Proteinmodifikationen untersucht wurden. Die Erstellung eines Proteinprofils
diente dazu, Analyten zu identifizieren, um sie Signalweiterleitungsprozessen zuzuordnen,
welche differentiell in resistenten Ovarialkarzinomen aktiviert sind. Dies soll zum einen dabei
helfen, prospektiv die Wirksamkeit einer Standardtherapie vorhersagen zu kénnen und zum
anderen weitere Optionen zur Inhibierung von Prozessen in potentiell resistenten
Tumorzellen aufzuzeigen. Weiterhin sollten Kandidatenproteine identifiziert werden, die eine
Schliisselfunktion in der Vermittlung der Resistenz einnehmen, um zielgerichtete
Therapiemdglichkeiten in Betracht ziehen zu konnen. Neben einer funktionellen
Charakterisierung der Proteine in vitro, sollte die prognostische oder pridiktive Relevanz von
Kandidatenproteinen in unabhdngigen Patientenkohorten mit 34 und 616 Patienten

untersucht werden.

Es sollten grundlegende intrinsische Mechanismen in schwer therapierbaren Ovarial-
karzinompatientinnen konstatiert werden, welche die Moglichkeit einer Modifizierung von
Signalwegen unterstreichen oder eine zielgerichtete Inhibierung von Kandidatenproteinen
nach griindlicher Charakterisierung der Tumorproben erméglichen kinnen.
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8 Material und Methoden

8.1 Material

8.1.1 Patientenkollektive

Alle Patientenproben wurden unter Beachtung der nach Aufklirung erfolgten
Einverstindniserklarung der Patienten und nach Genehmigung durch die medizinische Ethik-
Kommission der Eberhard Karls Universitat Tibingen (04/2007; 266/1998; 397/2006) und der
Charité Berlin (EK207/2003) verwendet. Es wurden nur anonymisierte Patientendaten in

Einklang mit den vorherrschenden Datenschutzbestimmungen verwendet.

Kollektiv fur das Proteinscreening und die DNA-Sequenzierung

17 serdse Tumoren von Ovarialkarzinom-Patientinnen wurden mittels eines DigiWest-
Screenings und DNA-Sequenzierung untersucht. Alle Patientinnen wurden mit einer
Kombination aus Carboplatin und Paclitaxel im Rahmen einer Erstlinientherapie adjuvant
behandelt. Die Patientinnen wurden in ,sensitiv’ und ,resistent” unterteilt, abhiangig von
ihrem krankheitsfreien Uberleben innerhalb der ersten zwolf Monate nach chirurgischer
Resektion des Tumors. Dies impliziert Ereignisse wie ein Rezidiv, eine Metastase oder das
Versterben der Patientin. Als Ausgangsmaterial fiir den Proteinarray diente kryokonserviertes
Gewebe der Tumoren. Zwei der kryokonservierten Tumoren wurden hierfiir vollstindig
aufgebraucht, sodass fiir die DNA-Sequenzierung ein weiteres Gewebestiick der Tumoren
verwendet wurde, welches jedoch in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet war (FFPE).

Der Tumoranteil betrug in jeder Probe mindestens 60%.
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8.1.1.2 Kollektiv fiir die immunhistochemische Farbung und den Proximity

Ligation Assay

34 seriise Tumoren von Ovarialkarzinom-Patientinnen wurden mittels Immunhistochemie
und Proximity Ligation Assay untersucht. Alle Patientinnen wurden mit einer Kombination
aus Carboplatin und Paclitaxel im Rahmen einer Erstlinientherapie adjuvant behandelt.
Zusitzlich wurden Uberlebenszeitanalysen anhand des absoluten krankheitsfreien
Uberlebens durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial fiir die Immunmarkierungen diente FFPE-
Gewebe der Tumoren.

Tabelle 8.1 Zusammenfassung der klinischen Parameter der in der Studie erfassten Patientinnen.

PROTEIN- UND FARBUNG
DMNA-ANALYSE
Anzahl Prozent Anzahl Prozent
[Pl [%a]
Anzahl 17 100 34 100
Patientinnen
FIGO-Stadium I 0 0 2 6
I 6 35 0 0
11 9 53 32 |
Y 0 0 1 3
nfa 2 12 0 0
Grading I 0 0 0 0
IT 6 35 (] 18
11 11 65 28 82
Alter bei Diagnose =60 Jahre 10 59 16 47
> 60 Jahre 7 41 18 53
> 75 Jahre 0 0 0 0
Krankheitsfreies <12 Monate 8 47 12 35
Uberleben > 12 Monate 9 53 22 65
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8.1.2 Antikorper und Farbstoffe

Tabelle 8.2 Verwendete Primdrantikirper in der Studie.

Antigen Spezies Klonalitit el- Hersteller Einsatz
nummer
. monoklonal THC 1:100
ATM Kaninchen b3242
(Klonyl70) 2032420 WB 1:2500
Phospho-ATM monoklonal .
(Ser1981) Maus (Klon ab36810  Abcam ple, H:ﬁ
10h11.e12) Cambridge, UK
Cyclin B1 . monoklonal
Kaninchen Ab32053 WB 1:3000
(Klon Y106)
IHC 1:50
EZH2 Kaninchen mm"“g];g;‘ﬂ 5246 WB 1:1000
(Klon XP) PLA 1:150
P44/42 MAP monoklonal
inase; Maus (Klon 134£12) 4696 ‘ . WB 1:2000
Phospho-pd4/42 Cell Signaling
MAP Ki monoklonal Technology Inc,
Kinase; . WB 1:2000
Kaninchen (Klon 4370 Danvers, MA,
ERK1/2 D13.14.4E) USA THC 1:400
(Thr202/Tyr204) o
monoklonal
Rb Maus (Klon 4H1) 9309 WB 1:2000
Phospho-Rb ) monoklonal
Sersoz/s1y) | Kaninchen oy pogb12) 016 WB 1:1000
Sigma-Aldrich, )
GAPDH Ziege polyklonal PLA0302  Merck KGaA, WE 1:1000
Darmstadt
Santa Cruz
. Biotechnology .
GAPDH (I-19) Ziege polyklonal  Sc48le6 | T . WBL1000
USA
Cell Signaling  Konzentration:
Isotypkontrolle
Kaninch Kanincl monoklonal 3900 Technology Inc, 2,5 mg/ml
18G XP (Klon DA1E) Danvers, MA, entsprechend
USA eingesetzt
Dako, Agilent  Konzentration:
Isotypkontrolle | m“?;”:’m soo31  Technologies, 0,1 mg/ml
I5G 1 Maus o Mcgo . Inc,Santa  entsprechend
) Clara, CA, USA eingesetzt
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Tabelle 8.3 Verwendete Sekundarantikorper in der Studie.

Antigen Konjugat Spezies Klonalitit el- Hersteller Einsatz
nummer
Maus IgG AF488 Esel A-21202 WE 1:1000
Ziegel AF546 Esel A-11056 WE 1:1000
ge IgG Thermo Fisher
Kaninchen IgG | AF647 Esel A-31573  SdcientificInc,  WB 1:1000
Waltham, MA,
Ziege IgG AF647 Esel A-21447 USA WE 1:1000
Kaninchen IgG AF546 Esel A-10040 WB 1:1000
polykional WB 1:1000
Maus IgG HEP Esel sc-2096 Santa Cruz
. Biotechnology
Kaninchen IgG HEP Esel sc-2313 Inc, Dallas, WB 1:1000
Ziege IgG HRP Esel sc-2020 TXUSA - wB 1:1000
Pﬂl}?:[l: " I8G il Labs‘;:':ti];ies un-
S Biotin  schwein ABN999 iy
Kaninchen, ! Inc., Logan, verdiinnt
Ziege) UT, USA
Tabelle 8.4 Verwendete Proteine und Farbstoffe in der Studie.
Bezeichn N Ziel-  onjugat Vv d Herstell Einsatz
ezrelc l:l.l‘lg ame Sﬂ'llkﬁ:l.l‘ on] Ilgﬂ erwen Ill'lg ersteler
. ScyTek i
Avidin Biotin HRp DMUmEVOR o rles un
Biotin verdiinnt
Inc., Logan,
UT, USA
DAB 33-Diamino-  HRP ) ﬂ"“’"é:“ge“ :‘:’1999 un-
benzidin Substrat ck99% verdiinnt
Sigma-
, Aldrich,
46 Fluoreszenz- Merck
DAPI Dihzzml:!m';zi DMNA - farbstoff KGaA, 2,5ug/ml
phenylindo Darmstadt
D9542
Biotium Inc.,
GelRed Fluoreszenz- Fremont, CA,
10 000x ET-27 DNA - farbstoff USA Ix
41003
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8.1.3 Zelllinien und Kultivierungsmedien

Tabelle 8.5 Verwendete Zelllinien in der Studie.

] Artikel- Zusammensetzung
Bezeichnung  Ursprung n er Quelle Medium
Owarial- NMI . EPMI 1640
e karzinom B Reutlingen + 10% fetales Kélberserum
. Owarial- ) RPMI 1640
A2780cls karzinom i NMIReutlingen o/ fetales Kilberserum
. ATCC/
Owvarial- DMEM
Caov-3 Kkarzinom HTB 75 LGC Standards +10% fetales Kilberserum
GmbH, Wesel
Owarial- . RPMI 1640
IGROV-1 - K Diisseldorf
GRO karzinom UFKDiisseldorf 1o fetales Kiilberserum
warial ) RPMI 1640
OVCAR-3 Karzinom - UFK Drisseldorf + 20% fetales Kdlberserum
+0,01 mg/ml Insulin
Owarial- ) McCoy's 5a
SKOV-3 Karzinom - UFK Diisseldorf +10% fetales Kl um
PEO1 . Merck KGaA, RPMI 1640
Aszites # 10032306-1v1 Darmstadt +10% fetales Kilberserum
. Merck KGaA, RPMI 1640
PE Aszites ¥ 10032309-1v1
04 SEL 003 v Darmstadt + 109% fetales Kilberserum
Tabelle 8.6 Verwendete Zellkulturmedien in der Studie.
Artikelbezeichnung Artikelnummer Hersteller
RPMI 1640 RPMI 1640 Medium #21875034
MeCov's 5A (Modified
MCCOY'S 5A y's 5A M ) #26600023
Medium
DMEM Dulbecco's Modified Eagle #41965039 Gibeo
Medium, high glucose . S
. Thermo Fisher Scientific
Fetales Kilberserum Fetal Bovine Serum #10270106 Inc. Waltham. MA. USA
Dulbecco's phosphate- ’ S
PBS buffered saline (DFBS), no #14190094
calcium, no magnesium
_ Trypsin-EDTA (0.5%), (10x),
Trypsin-EDTA no phenol red #15400054
Merck KGaA,
Insulin Insulin solution human #19278-5ML Darmstadt
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Tabelle 8.7 Verwendete siRNA in der Studie.

. Angewendete Ziel- Artikel-
siRNA Km?zenh'alion Transkripte nummer Hersteller
Nm_001203247
Flexitube gene Nm_001203248
solution gs2146 for 5nM Nm_001203249 1027416
EZH2 Nm_004456
Nm_152998 Qiagen,
Flexitube gene Nm_000051 Hilden
solution gs472 for 5nM Nm_138292 1027416
ATM Nm_138293
Negative control
olRNA (5 nmol) 2ol - 1022076
Tuabelle 8.8 Verwendete Primer in der Studie.
Primer Sequenz (5> 3 Strang
CMV_1 CAATGGGAGTTTGTTTTGGC Codierend
CMV_2 GACCAGGGTGTAGTTGTTTC Codogen
EZH2_1 GAAACAACTACACCCTGGTC Codierend
EZH2_2 TCTATCCCCGTGTACTTTCC Codogen
EZH2_3 ATTCTTGGTCTCCCCTACAG Codierend
= | EZH2 4 CGTTTTGGTGGGGTCTTTAT Codogen
5 EZH2_5 GGAAGAACACAGAAACAGCT Codierend
= | EZHZ2 6 CGGTTTTGACACTCTGAACT Codogen
EZH2_7 ATCAACCCTGTGATCATCCA Codierend
EZH2_& CAGTGGTATTTGTGAGCCAG Codogen
pCAG-Fwd GCAACGTGCTGGTTATTGTG Codierend
M13/pUC Rev AGCGGATAACAATTTCACACAGG Codogen
BRAFV600E Fwd TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA Codierend
E § BRAFV600E Rev  TCCACTGATTAAATTTTTGGCC Codogen
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8.1.5 Vektoren

Tabelle 8.9 Verwendete Vektoren in der Studie.

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
pCMVHA hEZH2 24230 Addgene, Cambridge, USA
pCMVHA EVC - Kloniert aus PCMVHA
hEZH2
8.1.6 Enzyme
Tabelle 8.10 Verwendete Enzyme in der Studie.
Verwendung Artikelbezeichnung Artikelnummer Hersteller
Roche, Merck
triktions- .
Restriktions- | 5 £HI (2500 Units, 10U/pl) 10567604001 KGaA,
endonuklease
Darmstadt
Applied
Biosystems,
. Thermo
DNA- AmpliTaq Gold DNA .
Polymer Polymerase with Buffer [ N8080244 Fisher
o'ymerase olym Scientific Inc.,
Waltham,
MA, USA
New England
Biolabs, Cell
DNA-Ligase T4 DNA Ligase M220 Signaling
Quick Ligation Kit Technology
Inc, Danvers,
MA, USAST
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Tabelle 8.11 Verwendete Kits in der Studie.

Verwendung Artikelbezeichnung  Artikelnummer Hersteller
Library Quantifizierung Agilent DNA 1000 Kit 5067-1504
Fina]e.Lil:r_rar_',r %g‘;i]n‘ant High . 067-4626 T
Quantifizierung Sensitivity DNA Kit Santa Clara, CA, USA
DNA-Quantifizierung Quant-iT™ dsDNA Q33130
Assay Kit, broad range
TruRisk-Multigenpanel SureSelect QXT, Custom
Agilent
DNA-Isolierung aus FFPE- GeneRead DNA FFPE 180134
Gewebe Kit
Qualititskontrolle fiir DNA QlAseq DNA 333414
aus FFPE-Gewebe QuantiMIZE
Library Quantifizierung QIAseq Library Quant 333314
QlAseq Assay Kit
Gen-Panel fiir die Human Breast Cancer ~ DHS-001Z-12
Sequenzierung Panel Qiagen, Hilden
Indices fiir die QIAseq 12-Index I (48) 333714
Libraryherstellung
Plasmidisolierung Mini QIAprep Spin 27104,
Miniprep Kit (50),
DNA-Extraktion aus Gel QIAquick Gel 28704
Extraction Kit
DNA-Isolierung aus QlAamp DNA Mini 51304
kryokonserviertem Gewebe Kit
Proteinquantifizierung in Pierce™ BCA Protein 23225 Thermo Fisher Scientific
Lysaten Assay Kit Inc., Waltham, MA, USA
PLA in Zelllinien PLA DuoLink in situ =~ DUO92102-1KT
Orange Starter Kit Sigma-Aldrich, Merck
ol KGaA, Darmstadt
PLA in Geweben PLA DuoLink in situ DUOS2013- '
Detection Reagents 30RXN
FarRed
Plasmidisolierung Maxi NucleoBond® Xtra 740426.10 MACHEREY-NAGEL
Maxi Plus EF GmbH & Co. KG, Diiren
DNA-Ligation Quick Ligation Kit M22005 New England Biolabs, Cell
Signaling Technology Inc,
Danvers, MA, USA
ATP-Chemosensitivititstest ATP Bioluminescence 11699709001 Sigma-Aldrich, Merck

Assay Kit HSIT
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8.1.8 Puffer, Losungen und Standards

Tabelle 8.12 Verwendete Puffer, Losungen und Standards in der Studie.

Verwendung Bezeichnung und Hersteller = Zusammensetzung
Lysepuffer Zellen RIPA buffer 150 mM NaCl
(Radicimmunoprecipitation 0,1% Triton X-100
Assay Buffer) 0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS (Natriumlauryl-
sulfat)
50 mM TRIS-HCI,
pHE0
Ladepuffer WB dx Laemmli Sample Buffer 2778 mM TRIS-HCI
161-0747, Bio-Rad 44,4% Glycerol
4,4% LD5
0,02% Bromphenolblau
200 mM DTT
pH6,8
Laufpuffer SDS-PAGE TRIS-Glycine/SDS 25 mM TRIS Base
190 mM Glycin
0,1% wiv SD5
pH83
Transferpuffer WB TRIS-Glycin nach Towbin 25mM TRIS Base
192mM Glycin
20% Methanol
pH83
Waschpuffer 1 TBS-T 20mM TRIS Base
150mM NaCl
0,1% Tween20
pH7.6
Waschpuffer 2 TBS 20mM TRIS Base
150mM NaCl
pH 7.6
Blockierliisung WB 20mM TRIS Base
150mM NaCl
0,1% Tween 20
pH7.6
5% (w/v) entfettetes
Milchpulver
Proteinstandard WB farbig Precision Plus Protein™ All
Blue Prestained Protein
Standard, 1610373, Bio-Rad
Proteinstandard WB ungefirbt | Precision Plus Protein™
Unstained Protein Standards,
Strep-tagged recombinant,
1610363, Bio-Rad
Farbelisung Eosin - 0,25% Eosin
0,5% Essigsaure
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Antikbrper-
Verdiinnungslésung THC

Puffer Zur
Antigendemaskierung IHC

Puffer Zur
Antigendemaskierung IHC

Permeabilisierungspuffer IHC

Blockierlésung THC

Kultiviermedium fiir Bakterien

Medium fiir Bakterien-
Kulturplatten

Gelelektrophorese Plasmid

DNA Elekrophorese Puffer

Ladepuffer DNA

DNA-Leiter

DNA-Leiter

Transfektionsreagenz Plasmid

Material und Methoden

Dako REAL Antibody Diluent
5202230-2, Dako, Agilent
Technologies

Citratpuffer

TRIS-EDTA Puffer

TBSTX

LB-Medium

LB-Agar

0,8% Agarosegel

1x TAE

TriTrack DNA Loading Dye
(6X), R116, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

SmartLadder, MW-1700-10,
Eurogentec

GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
SM0313, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA,
UsA

FuGENE 6, E2691, Promega
GmbH
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80% Ethanol

10 mM Trinatriumcitrat
Dihydrat

pH 6,0

10 mM TRIS Base

1 mM EDTA

0,05% Tween 20
pH&.0

0,025% Triton-X
1xTBS

5% normal goat serum
1% B5SA

TBSTX

10 gfl Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

Optional: 100 pg/ml
Ampicillin

10 gfl Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/1 NaCl

15 g/l Agar

100 pg/ml Ampicillin
8 g/l Agarose

1xTBE

0,01% GelRed

40 mM TRIS Base

20 mM Essigsdure

1 mM EDTA

pHE5

10 mM TRIS-HCl
0,03% Bromphenolblau
0,03% Xylencyanol FF
0,15% Orange G

60% Glycerol

60 mM EDTA

pH7.6



Transfektionsreagenz siRNA

Antibiotikumselektion von
transfizierten Zellen
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Hilden

8.1.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8.13 Verwendete Verbrauchsmaterialien in der Studie.

HiPerFect Transfection
Reagent, 301704, Qiagen,

Geniticin Selective Antibiotic
(G418 Sulfate), 50 mg/ml,
10131035, Gibeo, Thermo
Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Verwendung Artikelbezeichnung Artikelnummer Hersteller

SDS-PAGE Gel Any kD Mini-PROTEAN 4565123 Bio-Rad, Hercules,
TGX Stain-Free Protein CaA, USA

Gels, 10 well, 30 pl
Western Blot Immun-Blot® Low 1620261 Bio-Rad, Hercules,
Membran Fluorescence PVDF/Filter CA, USA
Paper Sets
8-Well x-well Zellkulturkammer, 8 94.6170.802 Sarstedt AG & Co.
Zellkulturkammer Well auf Glas-Objekttrager, KG, Niimbrecht
ablisbar, steril
Beads zur DNA- AMPure XP AB3BE1 Beckman Coulter
Aufreinigung GmbH, Krefeld
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Tabelle 8.14 Verwendete Chemikalien in der Studie.

Verwendung Artikelbezeichnung Artikelnummer Hersteller
HRP-Reagenz Amersham ECL Western RPN2106 GE Healthcare Bio-
Blotting Detection Sciences,
Reagents Marlborough, MA,
USA
Protease-Inhibitor cOmplete™ ULTRA 5892791001 Sigma-Aldrich, Merck
Tablets, Mini, EDTA- KGaA, Darmstadt
free, EASYpack Protease
Inhibitor Cocktail
Phosphatase-Inhibitor PhosSTOP™ 4906845001 Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Darmstadt
Trypton BD Bacto™ Peptone 211677 Becton, Dickinson
and Company
Hefe-Extrakt BD Bacto™ Yeast Extract 212750 Becton, Dickinson
and Company
Carboplatin Carboplatin Hospira 10 PFIZER PHARMA
mg/ml Konzentrat zur PFE GmbH, Berlin
Herstellung einer
Infusionslosung
Paclitaxel NeoTaxan® 6 mg/ml Hexal AG,
Konzentrat zur Holzkirchen
Herstellung einer
Infusionslosung
Fixierlosung 4%ige Form- 100496500 Merck KGaA,
aldehydldsung, Darmstadt
gepuffert, pH 6,9
Wasserstoffperoxid Wasserstoffperoxid 30% 107209 Merck KGaA,
Darmstadt
Triton Triton® X-100
Alkohol Ethanol 99,5% denatured 85033360 VWE, Avantor LLC,
with 1% MEK Radnor, PA, USA
Himatoxylin Mayer’s 109249 Merck KGaA,
Hémalaunldsung Darmstadt
1% Eosin Y Eosin 1% alkoholisch 11503 MORPHISTO GmbH,
Frankfurt am Main
Xylol Xylol (Isomerengemisch) 28973363
= 98% VWR, Avantor LLC,
Eindeckmittel Eukitt® mounting SAFF(3989 Radnor, PA, USA
medium

30



Material und Methoden

8.1.11 Gerate

Tabelle 8.15 Verwendete Gerdte in der Studie.

Verwendung Bezeichnung Hersteller
Western Blot und Gel- ChemiDoc MP Imaging
Dokumentationssystem System
Netzgerit PowerPac 300 Bio-Rad, Hercules, CA, USA
SDS-PAGE Kammer Mini-PROTEAN Tetra Cell
Tank-Blot-System Mini Trans-Blot® cell
Horizontales Horizon 11.14 Gibco
Gelelektophorese-System Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
Kryostat CM1950 Leica Microsystems, Wetzlar
Rotationsmikrotom RM2255 Leica Microsystems, Wetzlar
Wasserbad mit Steckplatte 22721 MEDAX GmbH & Co.KG,
MNeumiinster
Schnellkochtopf 61 18/10 steinbach, real GmbH,
Diisseldorf
Elektrische Kochplatte KF180 Alaska, real GmbH, Diisseldorf
Thermoschiittler Thriller Peglab, VWR Life Science,
Darmstadt
Schiittel-Gerit ST 5 Ingenieurbiiro CAT M. Zipperer
GmbH, Staufen
Biologische Mars Safety Class 2 ScanLaf
Sicherheitswerkbank
Inverses Mikroskop Leica DM IEB Leica Microsystems, Wetzlar
Inkubator Heracell 150 Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
Schiittelwasserbad 1083 GFL, Burgwedel
Schiittel-Inkubator 3033 GFL, Burgwedel
Universalzentrifuge Heraeus Megafugel6R Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA.
Mikrozentrifuge 5430 R Eppendorf AG, Hamburg
Mikrotiterplatten-Lesegerit Anthos Reader HTII anthos Mikrosysteme GmbH,
Krefeld
Biolumineszenz- Hybrid Capture System, Qiagen, Hilden
Plattenlesegerit Digene
Sequenziergerit MiSeq Mlumina Inc., San Diego, Ca,
UsA
Kapillar-Elektrophorese Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies, Inc., Santa
System Clara, CA, USA
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RT-PCR Plattform Light Cycler 480 II Roche, Merck KGaA, Darmstadt
Thermocycler peqSTAR 2x Gradient Peqglab, VWR Life Science,
Darmstadt
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena
8.1.12 Software
Tabelle 8.16 Verwendete Software in der Studie.
Bezeichnung Version Literatur
Microsoft Word 2016, MSO 32-Bit
Microsoft Excel 2016, MSO 32-Bit
Image] 1.50e (110)
Java version 1.6.0_24 (64-bit)
Prism 5 Fiir Version 5.03, 2009
Windows
Image Lab Version 6.0.0 build 25 Standard
edition, 2017 BioRad Laboratories,
Inc.
Biomedical API10.1.1 (111)
Genomics Java version 1.8.0_112
Workbench 4.1.1 QIAGEN Aarhus A/S
Serial Cloner Version 2.6.1
Multi Experiment | Version 4.9.0 http:/fwww.tmd.org
Viewer (Mev) Windows 10 (112)
Java version 1.8.0_171
Zen 2.3 (Blue Version 2.3.69.1000
Edition) Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011
SPSS Version 25.0.0.1 (64-bit)
IBM Corporation
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8.2 Methoden

8.2.1 DigiWest Proteinarray-Analyse

Proben kryokonservierter Primdrtumore wurden mit einem Kryostat-Mikrotom mit einer
Schnittdicke von 10um geschnitten. Die Anzahl der Schnitte richtete sich nach der Grofe der
Schnittoberflidche und wurde fiir jede Probe einzeln berechnet. Bendtigt wurden mindestens
13 mm?® an Tumormaterial pro Probe. Die Schnitte wurden lysiert und an das NMI Reutlingen
fiir die weitere Analyse gesendet. Dort wurde das Gesamtprotein per SDS-PAGE aufgetrennt
(Abbildung 8.1 A) und auf eine Membran transferiert (B). AnschlieBend wurden die Proteine
in unterschiedliche Molekulargewichtsgroffen unterteilt (C, D) und auf Beads mit einer
spezifischen Farbkennzeichnung zu Identifikationszwecken immobilisiert (E). Eine Teilprobe
der gepoolten Beads (F) mit Proteinen unterschiedlicher Molekulargewichtsgroffen einer
Tumorprobe konnte daraufhin mit einem der 279 verschiedenen Antikérpern zur
Immunmarkierung inkubiert (G) und anschliefend in einem Durchflusszytometer untersucht

werden (H). Das spezifische Signal eines Proteins konnte somit quantifiziert werden (I) (113).
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Abbildung 8.1 Workflow der DigiWest-Technologie. Adaptiert nach (114)
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Fiir die Interpretation der Daten wurden zunachst die Messwerte auf ihre Verteilung mithilfe
des D'Agostino-Pearson-Tests iiberpriift. Es konnte keine Normalverteilung der Daten
festgestellt werden, woraufhin die Rohwerte logarithmiert wurden. In einer anschliefenden
Uberpriifung wurde jedoch ebenfalls keine Normalverteilung erreicht. Folglich wurden
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ,sensitiv” und , resistent” mit einem
nicht-parametrischen Test (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test) mittels MEV-Software ermittelt.

Aus der Summe der Range einzelner Analyten (W) und dem Priifwert W* wird ermittelt, ob
die Messgrifen in resistenten Proben im Vergleich zu den sensitiven hoher (+) oder niedriger
(-) ausfallen. Ein Signifikanzwert unter 0,05 lehnt die Nullhypothese ab und bestéirkt die
Aussage, dass der berechnete Priifwert W* aufferhalb des Intervalls des kritischen Werts liegt.
Je grofer der Abstand zum kritischen Wert (W¥) ist, desto niedriger ist auch der p-Wert.

Anhand dieser berechneten Werte wurde im Anschluss eine hierarchische Clusteranalyse
durchgefiihrt. Sie dient dazu Objekte oder, in diesem Fall, Proteine zu gruppieren die in ihrem
Profil eine Ahnlichkeit aufweisen. Dafiir wird der Korrelationskoeffizient nach Pearson
beriicksichtigt. Die angewandte Average-Linkage-Methode nutzt den durchschnittlichen
Abstand zweier Punkte aus verschiedenen Clustern, um eine Verbindung darzustellen. In der
Heatmap sind alle Proteine und Proteinmodifikationen (Analyten) aufgelistet, die eine
signifikante Verdanderung zeigten. Die Beziehung zueinander oder eines Analyten zu einer
Gruppe wird durch die Veristelung des Kladogramms verdeutlicht. Die Patienten wurden
ebenfalls hierarchisch geclustert. Die Farbzuordnung ist visualisiert auf einer relativen Skala
von -3 bis 3 der quantifizierten Analyten. Die Werte wurden pro Protein (pro Reihe)

normalisiert.

Eine weitere Methode zur Analyse der Proteindaten, ist die Palvidis Template Matching (PTM)
Methode. Hierbei wird ein Expressionsprofil eines Analyten aller Proben als Vorlage
verwendet, um Ahnlichkeiten zu anderen Analyten zu bestimmen. Die Methode basiert auf

einer Pearson-Korrelations-Analyse der Vorlage und der anderen Analyten des Datensatzes.

Allgemein bekannte biologische Funktionen der signifikanten Proteine wurden der
GeneCards®-Datenbank entnommen (www.genecards.com).
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8.2.2 DNA-Sequenzierung

8.2.2.1 BRAF V6O0E

Der Nachweis einer BRAF V600E (NM_004333.4 c.1799T>A) Mutation erfolgte nach einem
bestehenden Protokoll (115). DNA wurde aus Tumorpoben mithilfe des QlAamp DNA Mini
Kits isoliert und quantifiziert. Anschliefend erfolgte eine Amplifizierung der Zielsequenz im
BRAF-Gen durch eine PCR. Das finale Reaktionsvolumen betrug 50 ul. Die PCR-
Reaktionslésung bestand aus 2,5 mmol/l MgCl;, 0,2 mmol/l dNTPs, 0,2 pmol/l Primern und

1.5 U Tag-Polymerase.

Tabelle 8.17 PCR-Progranum der BRAF Ve00 Amplifizierung.

Segment-Nr. Vorgang Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
1 Denaturierung 95°c 15s 1
2 Denaturierung 95°%¢ 455
3 Annealing 56°¢ 75s 49
4 Elongation 72°% 455
5 Elongation 72% 15s 1
6 Halten 4°c oo

Das PCR-Produkt hatte eine Grofe von 242 bp. Die Nukleotide des codierenden Strangs an
Position 129 bis 149 und der entsprechenden Stelle des codogenen Strangs wurden am
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Universitit Diisseldorf nach
Sanger sequenziert. Anschliefend wurden die Sequenzen an 139. Stelle des codierenden
Strangs auf eine Substitution von T zu A iiberpriift.

ACAG G A AA ACAG TG A AA

T
A .
“ \J ' A L

X || & rl ||'I I
NN I | |

Abbildung 8.2 Bildliche Darstellung einer BRAF V60OE Mutation anhand eines Chromatogramms. Links:
Mutation mit Substitution von T zu A; rechts: wildtypische Sequenz BRAF. (116)
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8.2.2.2 Multiplex Next Generation Sequencing

Das erste Patientenkollektiv wurde zusatzlich zur DigiWest-Proteinanalyse, auf DNA-Ebene
untersucht. Es wurde hauptséchlich nach Mutationen in DN A-Reparaturgenen gesucht, sowie

nach Verdnderungen des TP53-Tumorsuppressorgens.

Eine Funktionsverlustmutation (Loss of Function Mutfation) in diesen Genen kann
Verdnderungen grundlegender Signalwege in der Zelle bewirken, die schlieflich eine
Tumorbildung begiinstigen oder die Tumorprogression férdern kann.

Es wurden nur Mutationen in Betracht gezogen, die entweder durch }inderung einer Base zu
einer Verinderung der Aminoséuresequenz der Proteine fithren (missense mutation), oder nach
einer Deletion oder Insertion eine Leserasterverschiebung (frameshift mutation) zur Folge
haben, was einen vorzeitigen Abbruch des Proteins bewirkt. Hinzu kommen Mutationen in 3’
oder 5 untranslatierten Bereichen (UTR), die in der Literatur bekannt dafiir sind einen Einfluss
auf das korrekt translatierte Protein zu haben. Mutationen in Spleif-Donoren oder Akzeptoren
wurden ebenfalls durch den Vergleich mit der Literatur identifiziert. Veranderungen in diesen

Bereichen konnen ebenfalls zu einem Funktionsverlust des Proteins fithren.

Mutationen in den Tumorsuppressorgenen ATM, BRCAI, BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD5IC,
RADS51D und TP53 wurden ab einer Allelfrequenz von 18% interpretiert.

8.2.2.21 Agilent TruRisk Panel

Ein Grofteil der Tumorproben (15 von 17) des ersten Patientenkollektivs wurden mit dem
individuell angefertigten TruRisk Panel der Firma Agilent analysiert. Das Panel umfasst die
codierenden Bereiche der Gene, die in der molekulargenetischen Diagnostik bei
Tumorpridispositions-Erkrankungen  relevante, erbliche Risiken erfassen. Die
zugrundeliegende Methode beruht auf dem Prinzip der Sonden-basierten Einfangmethode

von Zielsequenzen.
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Tabelle 8.18 Liste der analysierbaren Gene aus dem Multigen-Sequenzierpanel Agilent TruRisk.

Genes

ATM ERCC2 MYCT1
BRCA1 FAM17A PIK3CA
BRCAZ? FANCA PMS2
CDH1 FANCL PPMI1D
CHEK2 FANCM PTEN
NBN GPRC5A RADS50
PALRB2? MAP3K1 RINTI
RADSIC MLH1 SMARCA4
RAD5S1D MRE11A S5TK11
TP53 MSH?2 XRCC2
BARD1 MSHa

BERIP1 MUTYH

Die DNA-Isolierung aus kryokonserviertem Material wurde entsprechend der
Arbeitsanleitung mithilfe des QlAamp DNA Mini Kits durchgefiihrt (Protokollversion 3, 2012,
Qiagen). Je Probe wurde 20 mg Gewebe verwendet. Fiir die Herstellung der DNA-
Bibliotheken wurden 50 ng DNA benotigt.

Der Arbeitsablauf zur Bibliotheken-Herstellung erfolgte wie in der Arbeitsanleitung fiir die
»oureSelectQXT Target Enrichment“- Technologie beschrieben (Protokollversion D1, 2016,
Agilent Technologies). Ein Optimierungsschritt wurde im PCR-Cycler-Programm fiir die
Amplifizierung der adaptermarkierten DNA-Bibliothek vorgenommen. Hierbei wurde die
Anzahl an Zyklen im dritten Segment von 8 auf 9 erhiht.

Tabelle 8.19 PCR-Programm fiir die Amplifizierung der Adapter-markierten DNA-Bibliothek.

Segment-Nr. Vorgang Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
1 68°C 2 min 1
2 Denaturierung 98°C 2 min 1
Denaturierung 98°C 30s
3 Annealing 57°C 30s 9
Elongation 72°C 1 min
4 Elongation 72°C 5 min 1
5 Halten 4°C = 1

In der Probenvorbereitung wurde die genomische DNA durch eine Fragment- und

Adaptermarkierung getaggt. AnschlieBend erfolgte eine Aufreinigung der Adapter-
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markierten DNA-Bibliothek mit AMPure XP Beads. Schliefilich wurde die Adapter-markierte
DNA-Bibliothek amplifiziert und erneut mit AMPure XP Beads aufgereinigt. Die Qualitat und
Quantitit der DNA wurden in einer Analyse mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer und einem
DNA 1000 Assay tberpriift. Die DNA-Proben wurden nach Hybridisierung an eine
spezifische Bibliothek zum Einfangen der Zielgen-Sequenzen unter Verwendung von Beads,

die mit Streptavidin beschichtet waren, erfasst.

Schlieflich folgten die Indexierung und Probenverarbeitung fiir die Multiplex-Sequenzierung.
Hierzu wurden die erfassten Bibliotheken amplifiziert um Indices hinzuzufiigen. Nach
Aufreinigung der sondierten DNA-Bibliothek mit AMPure XP Beads konnte die DNA-Menge
und DNA-Qualitét der Bibliothek bewertet werden. Diese Analyse wurde mittels Agilent 2100
Bioanalyzer und dem High Sensitivity DNA-Chip durchgefiihrt. In einem finalen Schritt
wurden die Proben fiir die Multiplex-Sequenzierung zusammengefiihrt (4 ul/Probe, 5 nM).
Schlieflich wurde der Sequenzierlauf mit einer Beladung von insgesamt 17,5 pM mit
2 x 151 bp Paired-End-Reads auf dem [llumina MiSeq durchgefiihrt.

Nach dem Trimmen der Adapter aus den Lesevorgangen wurden die mit dem TruRisk Panel
analysierten Proben durch Unterstiitzung der Firma SophiaGenetics ausgewertet. Die
Ausgabedatei zu jeder Probe beinhaltete die Allelfrequenzen der Varianten.

8.2.2.2.2 QlAseq DNA Panel

Das Material des frischen, kryokonservierten Gewebes von zwei Proben des ersten
Patientenkollektivs wurde fiir die vorangegangene Proteinanalyse aufgebraucht. Als Ersatz
diente FFPE-Tumorgewebe der zwei Patientinnen, welches mit einem Panel analysiert wurde,
das eine Sequenzierung von Gewebe mit dieser Art der Gewebekonservierung zulisst

(QIAseq Human Breast Cancer Panel).
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Das QIAseq Targeted DNA Panel integriert molekulare Barcodes (oder molekulare , Tags”) in
einem einzigen genspezifischen, Primer-basierten Anreicherungsprozess und ermoglicht so

den Variantennachweis in genomischen Zielregionen.

Es wurden zwei Schnitte mit einer Schnittdicke von 10 um von jeder Tumorprobe verwendet.
Nach der erfolgreichen DNA-Isolation (GeneRead DNA FFPE) sowie der Qualititskontrolle
mit Quantifizierung der DNA-Menge (QlAseq DNA QuantiMIZE), wurden 100ng DNA fiir
die Library-Herstellung eingesetzt. Die Durchfithrung erfolgte nach Herstellerangaben.
Zuerst wurden in einer einzigen, kontrollierten Multi-Enzym-Reaktion fragmentiert wurden.
Aufierdem wurden die Enden repariert und Adenosine an das Ende hinzugefiigt. Die
praparierten DNA-Fragmente wurden anschlieBend an ihren 5-Enden mit einem fiir die
Sequenzierungsplattform spezifischen Adapter ligiert, der einen fiir jedes Fragment
einzigartigen Sequenz-Barcode (molekularer , Tag”) und einen spezifischen Probenindex fiir
jede Probe enthilt. Die ligierten DNA-Molekiile durchlaufen mehrere Zyklen der Target-
Anreicherungs-PCR, wobei ein Gen-spezifischer Primer an eine Genregion und ein
universeller Vorwértsprimer an eine Adaptersequenz bindet. Diese Reaktion stellt sicher, dass
Zielregionen von Interesse und molekulare Barcodes ausreichend angereichert sind, um in der
endgiiltigen Bibliothek dargestellt zu werden. Eine universelle PCR wurde schlieflich
durchgefiithrt, um die Bibliothek =zu amplifizieren und plattformspezifische
Adaptersequenzen hinzuzufiigen, wodurch die Bibliothek vervollstindigt wird.

Die Quantifizierung der Library erfolgte auf einem DNA-Chip (High Sensitivity DNA-Chip)
sowie mittels eines qPCR-basierten Kits (QlAseq Library Quant Assay Kit). In einem finalen
Schritt wurden die Proben fiir die Multiplex-Sequenzierung zusammengefiihrt. SchliefSlich
wurde der Sequenzierlauf mit einer Beladung von insgesamt 17,5 pM mit 2 x 151 bp Paired-
End-Reads auf dem Illumina MiSeq durchgefiihrt.

Fiir die Bestimmung der Varianten wurde die Software QIAseq Biomedical Workbench
verwendet. Als Schwellenwert einer Mutationsvariante wurde eine Allelfrequenz von 18%

gewéih]t. Varianten mit einer Iﬁedrigeren Al]Elfrequenz wurden nicht ahgebi]det.
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Es wurden die Tumursuppressorgene ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2, RADS5IC,
RADS51D und TP53 ausgewertet.

8.2.3 In-silico-Analyse von mRNA-Expressionsdatensatzen

Die Uberlebensanalysen wurden anhand offentlich verfiigbarer Datensitze von
mRNA-Expressionen verschiedener Gene in Tumoren, sowie mit Daten des
progressionsfreien Uberlebens der Patientinnen, durchgefiihrt. Voraussetzung war eine serose
Histologie der Tumoren, sowie eine Platin- und Taxol-basierte Chemotherapie der
Patientinnen. Basierend auf Daten des Kaplan-Meier-Flotters (www.kmplot.com, (117))
konnten Kohorten durch den Logrank-Test verglichen werden. Die verwendeten Datensitze
GSE14764, GSE26193, GSE30161, GSE32062, GSE63885, GSE9891 und TCGA umfassten 616
Patientinnen. Die Grenze fiir den Beobachtungszeitraum wurde auf fiinf Jahre festgelegt und

Patientinnen ohne Ereignis in diesem Zeitraum wurden zensiert.

8.2.4 Gen-Ontologie-Analyse

Die Gen-Ontologie-Analyse wurde mit Genen der Proteine aus der DigiWest-Analyse
durchgefiihrt. Hierbei wurden validierte Kandidaten aus vorangegangenen Analysen, deren
differentielle Expression einen Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben der Patienten hat,
in eine Gen-Ontologie-Datenbank (http://www.geneontology.org/) eingespeist. Der
Algorithmus berechnet anhand des exakten Fisher-Tests eine Zugehorigkeit der Kandidaten

zu einem funktionalen, biologischen Netzwerk.
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8.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung diente dazu, den Tumorgehalt einer Gewebeprobe zu
bestimmen. Hamatoxylin oder Himalaun, farbt basophile Strukturen, wodurch die in den
Zellkernen enthaltene DNA und die Ribosomen im rauen endoplasmatischen Retikulum blau
markiert werden. Die Gegenfiarbung mit Eosin farbt alle acidophilen Strukturen, wie das
Cytoplasma, rot. Eine Anhdufung von heterogenen Zellkernen lassen auf Tumorzellen
schlieBen, wodurch letztendlich im Gewebe zwischen Tumorzellen und Stromazellen

unterschieden werden kann. (118)

Fiir die Farbung wurde kryokonserviertes Tumorgewebe in Wasser (3 x 2 min Hz0) inkubiert.
FFPE-Gewebe muss hingegen nach der Entparaffinierung (2x2min Xylol) in einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 95%, 70%, 2 x H:0; je 2 min) rehydriert werden. Die
Zellkerne wurden anschliefend fiir 2 min in Himatoxylin gefarbt und 15 min mit lauwarmen
Leitungswasser gespiilt. Die Proben wurden fiir 30 sec in destilliertem Wasser und in 95
prozentigen Alkohol getaucht, und schliefilich in Eosin-Farbelosung fiir 1 min inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 95%, 2 x 100%,
je 2 min) und in Xylol (2 x 2 min). Schlieflich wurden die Gewebeproben mit Eindeckmittel
und Deckglaschen bedeckt.

8.2.6 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Fiarbung erfolgte iiber eine Inkubation mit spezifischen
Primirantikorpern gegen ein Protein. Dieser Antikdrper wird in einem weiteren Schritt
wiederum von einem Sekundirantikrper erkannt. Dieser Sekundarantikirper besitzt ein
Enzymkonjugat, welches nach Zugabe eines Substrats einen Farbumschlag bewirkt. Dieser
Farbumschlag dient dazu, das Gewebe zu charakterisieren indem Farbung hinsichtlich der
Quantitit (Anteil an gefirbten Tumorzellen), der Intensitit und der intratumoralen

Lokalisation beurteilt wird.
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Im ersten Validierungskollektiv wurden anhand von Tissue Microarrays (TMA) 34 Proben
von serdsen Ovarialkarzinomen mit Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Geweben
(FFPE) auf Objekttragern immunhistochemisch gefarbt (119, 120). Zu jeder Tumorprobe
gehoren jeweils zwei Gewebeproben mit Durchmessern von 1.0-1.5 mm, die Schnittdicke
betrug 4 um. Das Kollektiv umfasst 22 Patientinnen die als sensitiv, und 12 die als

therapieresistent klassifiziert werden.

Das FFPE-Gewebe wurde zunichst entparaffiniert (2 x 2 min Xylol) und in einer absteigenden
Alkoholreihe (99,5%, 95%, 70%, 2 x Hz0; je 2 min) rehydriert. Die Antigendemaskierung
wurde mit der Schnellkochtopfmethode durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Gewebeschnitte
fiir 15 min in Puffer aufgekocht. Fiir eine Immunmarkierung von EZH2, pRb und pERK1/2
wurde Citratpuffer verwendet, fiir die ATM-Farbung wurden die Proben in TRIS-EDTA-
Puffer aufgekocht. Endogene Peroxidasen wurden anschlieBend in 3-prozentiger
Wasserstoffperoxidlosung deaktiviert. Eine unspezifische Bindung der Antikorper wurde mit
zweimaligem Waschen in Blockierldsung fiir jeweils 5 min vermieden. Die Inkubation der
Primdrantikorper, verdiinnt in einer Antikorper-Verdiinnungslosung, erfolgte bei 4°C {iber
Nacht. AnschlieBend wurde erneut zweimal fiir 5 min mit Permeabilisierungspuffer
gewaschen. Die Inkubation mit biotinyliertem Sekundirantikorper erfolgte fiir 15 min bei
Raumtemperatur. Nach wiederholtem Waschen (2x5min) in Permeabilisierungspuffer
wurden die Proben mit HRP-gekoppeltem Avidin fiir 15 min inkubiert. Das Avidin bindet an
Biotin, was in einer HRP-Enzymaktivitit spezifisch an den gebundenen Antikérpern
resultiert. Schlieflich wurden die Proben dreimal fiir 5 min in 1xTBS gewaschen. Die DAB-
Farbelosung wurde durch das Mischen des Chromogens mit dem Substrat in einem Verhalinis
von 1:50 vorbereitet. DAB dient als Wasserstoffdonor fiir das HRP-Enzym in Gegenwart von
H20s, was im DAB-Substrat enthalten ist. Die Oxidation bewirkt eine Polymerisierung der
DAB-Molekiile, welche als brauner Niederschlag im Gewebe sichtbar wird. Nach
zehnminiitiger Inkubationszeit wurde mit Leitungswasser gespiilt. Die Zellkerne wurden fiir
eine Gegenfarbung anschliefend fiir 1 min in Hamatoxylin gefarbt und 15 min mit lauwarmen
Leitungswasser gespiilt. Daraufhin erfolgte die Dehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 2 x 96%, 2 x 99%, je 2 min) und in Xylol (2 x 5 min). Schliefilich wurden die
Gewebeproben mit Eindeckmittel und Deckglaschen bedeckt.
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Der Farbumschlag des DAB diente dazu, das Gewebe zu charakterisieren indem die Farbung
hinsichtlich der Quantitit (Anteil an gefirbten Tumorzellen), der Intensitit und der
intratumoralen Lokalisation beurteilt wird. Eine vergleichbare Einheit ist hierbei der
immunoreaktive Score (IRS, nach Remmele und Stegner (121)). Er beriicksichtigt die
Farbeintensitit sowie den Anteil an positiven Zellen auf einer Bewertungsskala von 1 bis 12.
Diese Bewertung wurde von einer Fachirztin fiir Pathologie in einer doppelblinden Studie
durchgefiihrt. Die beiden Werte werden schliefSlich gemittelt und statistisch ausgewertet.

Tabelle 8.20 Berechnung des immunreaktiven Scores. (121)

A B IRS Score
Anteil an positiven Zellen Intensitat der Firbung | Multiplikation von A und B
[%]
0 0 0-1
keine positiven Zellen keine Farbreaktion negativ
1 1 23
<10% positive Zellen geringe Farbreaktion gering
2 2 4-8
10-50% positive Zellen * | moderate Farbreaktion moderat
3 3 9-12
51-80% positive Zellen intensive Farbreaktion stark positiv
1
>80% positive Zellen

Die in sensitiv und resistent unterteilten Proben wurden als separate Gruppen betrachtet und
anschliefend mithilfe des ungepaarten t-Tests verglichen, da die Messwerte normalverteilt
waren (D’ Agostino-Pearson-Test, n.s.) mit dhnlicher Varianz (F-Test, n.s.). Die EZH2-Farbung
hat aufgrund der Nutzung einer élteren Charge des Substarts eine gelbliche Farbung. Fiir jede
Farbung wurde Kontrollgewebe mit einem Standard-Farbeprotokoll mitbearbeitet. Ebenso
wurden Farbekontrollen mit Isotyp-Antikérpern und ohne Erstantikbrper durchgefiihrt.
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Abbildung 8.3 Firbekontrollen der Immunhistochemiefirbung. Links: normale Firbung mit Primdr- und
Sekundirantikirpern. Mitte: Firbeprotokoll ohne Primirantikirper. Rechts: Firbeprotokoll mit Isotyp-
Kontrollantikirpern.

8.2.7 Proximity Ligation Assay

Der Proximity Ligation Assay dient dazu eine rdumliche Protein-Protein-Anndherung zu
visualisieren und innerhalb einer Zelle nachzuweisen. Hierbei werden die zwei Zielproteine
zundchst mit Antikérpern immunmarkiert (Abbildung 8.4, (a)), die mit konjugierten DNA-
Oligomeren versehen sind, und aus unterschiedlichen Spezies gewonnen werden. Befinden
sich die markierten Proteine in unmittelbarer Niahe (<16 nm), werden die Oligomere ligiert (b),
und es kann durch eine PCR-Reaktion eine DNA-Sequenz amplifiziert werden (c).
Fluoreszenzmarkierte Sonden binden an das PCR-Produkt (d), die schlieBlich durch
Fluoreszenzmikroskopie erfasst werden konnen (122).

_JL I J@Lﬂ

c d

X5 9,

Abbildung 8.4 Prinzip des Proximity Ligation Assay. (121)
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Fiir die Fluoreszenzmarkierung der Co-Lokalisation der Proteine von EZH2 und pATM
wurden die Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten TMA-Gewebe zunichst entparaffiniert
(in Xylol, 2x10min) und in einer absteigenden Alkoholreihe (99,5%, 95%, 70% Ethanol, H20)
rehydriert. Die Antigendemaskierung erfolgte nach der HIER-Methode (Heat-Induced Epitope
Retrieval). Dafiir wurden die Schnitte in Citratpuffer fiir 15 min aufgekocht. Nach dem
Abkiihlen konnte das Protokoll der PLA-Kits nach Herstellerangaben durchgefiihrt werden.
Hierbei wurde der EZH2-Antikérper in einer Verdiinnung von 1:150, sowie der pATM-

Antikorper 1:500 eingesetzt.

Die Proben werden fiir die Auswertung unter einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die
Fluoreszenzsignale im Cy5-Filter wurden innerhalb einer festgelegten Flache gezdhlt
(Abbildung 8.5). Zudem wurde der Tumoranteil innerhalb dieser Fliche bestimmt und

gegengerechnet, sodass die resultierenden Werte immer einem Tumorgehalt von 100%

entsprechen.
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Abbildung 8.5 Auswertung der PLA-Signale in Gewebeproben.

Die berechneten Werte beider Proben einer Patientin wurden anschlieffend gemitteIt und

statistisch ausgewertet. Insgesamt wurden mit dieser Methode 34 Patientenproben untersucht.
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Als Negativkontrolle diente je ein Ansatz mit Antikorper-Isotypen anstatt der beiden
spezifischen Antikérper (Abbildung 8.6).

i

¢

PLA-Signale
3

’*b%

Abbildung 8.6 Statistische Auswertung der Negativkomtrollen der PLA-Firbung in einem Gewebe.
Positivkontrolle:  Originalprotokoll des PLA; Negativkontrolle: PLA-Protokoll ohne Primirantikirper;
Isotypkontrolle Maus/Kaninchen: Maus- oder Kaninchen-Antikirper wurden gegen unspezifische Isotyp-
Antikirper der gleichen Spezies ausgetauscht. Einfache Varianzanalyse; Dunnett-Test.

Es wurden zwei Methoden zur Auswertung verwendet. Zunichst wurden die Werte der
Patientenprobe gegeneinander verglichen. Dadurch, dass die Werte nicht normalverteilt
waren, wurden 22 sensitive gegen 12 resistente Tumoren in einem Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test wverglichen. Dariiber hinaus wurden die gemittelten Messwerte fiir eine
ij-bETIEbEtlSﬂIlal}'SE am unteren Quartil dichotomisiert und mithilfe des Logrank-Tests
verglichen. Die Information zum krankheitsfreien Uberleben der Patienten wurde hierfiir

verwendet.

Fiir den Nachweis der Co-Lokalisation von EZH2 und pATM in Zelllinien wurden diese
zunichst in Zellkulturkammern kultviert und bei ca. 60% Konfluenz mit 4%iger-
Formaldehydlésung fiir 15 min fixiert. Es folgte eine Inkubation mit Permeabilisierungslosung
fiir 10 min. Anschliefend wurde das PLA-Protokoll nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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In Zelllinienzellen wurden zunidchst die Anzahl der Zellkerne, und dann die Anzahl der PLA-
Signale pro Bildausschnitt gezihlt. Fiir den Vergleich wurde die Anzahl der Signale pro
Zellkern berechnet und in einer einfachen Varianzanalyse (One-way ANOVA), sowie post hoc
mit einem Dunnett-Test zur unbehandelten Kontrolle verglichen. Als technische Kontrollen
dienten CPTX behandelte Zellen jeweils ohne einen der beiden Antikorper, jedoch mit Isotyp-
Antikorpern der gleichen Spezies (Abbildung 8.7).
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Abbildung 8.7 Auswertung der PLA-Analyse in A2780-Zellen nach Behandlung mit CPTX. Gemessen wurden
die PLA-Signale von pATM und EZH2 oder entsprechender Isotyp-Kontrollfirbung. Die Quantifizierung der
Signale erfolgte pro Zellkern. Einfache Varianzanalyse; Dunnett-Test.

8.2.8 Kultivierung von Zelllinienzellen

Die Zelllinie A2780 wurde aus Tumorgewebe einer nicht behandelten Ovarialkarzinom-
Patientin isoliert. A2780cis ist ein Abkémmling der parentalen Zelllinie A2780, die aufgrund
einer chronischen Exposition gegeniiber steigenden Konzentrationen von Cisplatin als
platinresistent gilt. Caov3 wurden aus einem serdsen Adenokarzinom isoliert, IGROV1 aus
einem endometrioidem Ovarialkarzinom. Ovcar-3 resultiert ebenfalls aus einem serdsen
Adenokarzinom, wurde allerdings aus Aszitesfliissigkeit isoliert, ebenso wie PEO1. PEO4
entstammt der gleichen Patientin wie PEOI, allerdings erhielt die Patientin in der
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Zwischenzeit Cisplatin, 5-Fluoruracil und Chlorambucil. SKOV-3 wurde ebenfalls aus

Aszitesfliissigkeit einer Patientin mit primaren Adenokarzinom gewonnen.

Ein Mediumwechsel der Zellen erfolgte alle 2-3 Tage. Bei einer Konfluenz von 90% wurden
die Zellen enzymatisch abgelost und in neue Flaschen in einem Verhiltnis von 1:3 bis 1:5
verteilt. Zur Ablosung der adhdrenten Zellen wurde 1x Trypsin-EDTA verwendet, welches
nach der Zentrifugation und Pelletierung der Zellen abgenommen wurde. Anschliefend

wurden die Zellen in frischem Kulturmedium aufgenommen.

8.2.9 Western Blot

Gesamtzelllysate wurden unter Verwendung von RIPA-Puffer hergestellt, welcher Protease-
und Phosphatase-Inhibitoren (Roche) enthielt. Nach der Pelletierung der Zellriickstande
konnte die Proteinkonzentration des Uberstands durch eine BCA-Proteinbestimmung (Pierce)
ermittelt werden. Gleiche Proteinmengen (jeweils 15 pg) wurden mit Laemmli-Ladepuffer
gemischt, fiir fiinf Minuten bei 95°C aufgekocht und unter reduzierenden (DTT) und
denaturierenden (SDS) Bedingungen auf vorgefertigte Gele (TGX Stain-Free, BioRad)
aufgetragen (3). Anschliefend wurden die Proteine ihrer GroBe nach bei einer Spannung von
100 V aufgetrennt (Auflosung 250 kDa-10 kDa). Die aufgetrennten Proteine im Gel wurden
mittels Tank-Blotting {iber Nacht bei 30 V und 4°C auf eine PVDF-Membran iibertragen, die
zuvor mit Methanol aktiviert wurde. Nach einer visuellen Bestitigung des Proteintransfers
(TGX-Visualisierung, BioRad) wurden unspezifische Bindungsstellen der Antikérper mithilfe
einer Blockierlosung abgesittigt. Schliefllich erfolgte die Detektion bestimmter Proteine mit
Antigen-spezifischen Primir-, und nachfolgend mit fluoreszenzgekoppelten Sekundar-
antikdrpern. Hierbei wurde das Maus-Immunglobulin durch das Fluorophor AF488
visualisiert, Kaninchen-Antikérper durch AF647 und Ziegen-Antikdrper mit AF546. Die
Abbildung der Membranen wurden in den geeigneten Kanilen mithilfe des ChemiDoc
Imaging Systems (BioRad) aufgenommen. Die Quantifizierung der Signale wurde mithilfe der
Software Image] durch eine densitometrische Auswertung durchgefiihrt. Die Werte der
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Zieleproteine wurden anhand der Werte der Ladekontrolle (GAPDH) sowie zueinander

normiert.

Ob ein signifikanter Zusammenhang von Proteinmenge und Resistenzverhalten der einzelnen
Zelllinien besteht, wurde mithilfe der Spearman Rangkorrelation berechnet, denn die
Messwerte waren zum Teil nicht normalverteilt. Hierfiir wurden die gemessenen, zu GAPDH

normierten Werte mit den [Cs-Werten der einzelnen Behand]ungen verg]irhen.

8.2.10 RNA-Interferenz von EZH2 und ATM

Die RNA-Interferenz eines Gens dient dazu, die Proteinbiosynthese dieses Gens auf
molekularer Ebene zu unterbinden, um letztendlich eine spezifische Reduktion eines Proteins
in der Zelle herbeizufiihren. Dieser Knockdown von EZH2 und ATM wurde mit verschiedenen
siRNAs fiir EZH2, ATM oder fiir beide Proteine gleichzeitig durchgefiihrt. Die Transfektion
wurde mit HiPerFect Transfektionsreagenz gemaff den Herstellerrichtlinien durchgefiihrt.
Proteinlysat-Proben zur ﬂberprﬁﬁ.mg der Knockdown-Effizienz wurden zundchst an Tag 3
kurz vor der erneuten Zugabe von siRNAs und dem Beginn des Chemosensitivititstests, und
schlieflich an Tagé6 nach der Endpunktmessung gesammelt. Kontroll-siRNAs ohne

Zielsequenz im menschlichen Genom wurden als Negativkontrolle verwendet.

Anhand der Endpunktmessung wurden Werte von EZH2- und/oder ATM-supprimierten
Zellen jeder Konzentration mit den Werten der mit Kontroll-siRNA inkubierten Zellen
verglichen. Hierfiir wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-way ANOVA) mit einem

Bonferroni-Test durchgefiihrt.

8.2.11 ATP-Chemosensitivititstest

Um Versuche durchzufithren, die dem Resistenzverhalten der Zellen in den Tumoren

entsprechen, wurde zundchst der Resistenzstatus jeder Zelllinie bestimmt. Hierfiir wurden die
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Zellen kultiviert und in mehreren (n=3) Replikaten ausgesit. Im nachsten Schritt wurden die
Zellen mit absteigenden Konzentrationen einer sukzessiven Verdiinnungsreihe wvon
Carboplatin (CP), Paclitaxel (TX) oder der Kombination (CPTX) behandelt. Die absolute
Menge sowie das Verhiltnis der beiden Agenzien (2,65:1) entsprach einer Studie zur

Konzentrationsbestimmung im Blut behandelter Patientinnen (123).

Nach drei Tagen Inkubation wurde die Zellviabilitit mittels eines ATP-
Chemosensitivititstests (HS II, Roche) anhand von Lumineszenz gemessen. Das Protokoll
wurde nach Herstellerangaben umgesetzt. Je mehr Zellen iiberleben, desto hiher ist die ATP-
Konzentration und entsprechend das emittierte Licht. Die Messung erfolgte in Triplikaten.
Anhand der Wachstumskurven wurde schlieflich der ICs-Wert (mittlere inhibitorische
Konzentration, half maximal inhibitory concentration) berechnet. Er dient zum interzelluliren

Vergleich des Grades der Resistenz der verschiedenen Zelllinien.

Bei jeder Behandlung (CP, TX und CPTX) wurden je drei Messwerte der mit siRNA
behandelten Zellen (siEZH2, siATM oder siEZH2+ATM) mit Dreifachmessungen der siNK-

Zellen in jedem Verdiinnungsschritt verglichen. Hierfiir wurde eine zweifache Varianzanalyse
(Two-Way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni Post-hoc-Test durchgefiihrt.

8.2.12 EZH2-Plasmid Klonierung und Konstruktion eines Leervektors

In einem reziproken Ansatz zur EZH2-Suppression wurde ein transientes EZH2-

Expressionsmodell in SKOV3-Zelllinien mit einem basal niedrigen EZH2-Gehalt angestrebt.

Hierfiir wurde ein Expressionsplasmid kiuflich erworben (pCMVHA hEZH2, (124)). Das
Plasmid enthilt, neben der EZH2-cDMNA unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven ChMV-
Promoters, ein Neomycin-Resistenzgen welches die Selektion der Zellen ermdglicht, die das

Plasmid aufgenommen haben.
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Abbildung 8.8 Vektorkarte des EZH2-Plasmids.

Zur Authentifizierung des Plasmids wurde es zunidchst mit einer Maxipriparation
vervielfaltigt, und mithilfe von ausgesuchten Sequenzier-Oligonukleotiden beidseitig nach

Sanger (BMFZ, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) sequenziert und authentifiziert.

Fiir einen validen Vergleich wurde eine Leervektorkontrolle generiert, indem die EZH2-cDNA
durch flankierende Restriktionsschnittstellen mithilfe des spezifischen Restriktionsenzyms
BamHI herausgeschnitten wurde. Dafiir wurde 1pg des Plasmids, und 10U des
Restriktionsenzyms bendtigt, welche fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert wurden. BamHI hat
zwei Schnittstellen innerhalb des Plasmids: an Position 1575 zu Beginn der EZH2 cDNA und
am Ende der Sequenz an Position 3829. Der Restriktionsansatz enthielt zwei Fragmente — Das
Riickgrat (6551 bp) sowie die EZH2-cDNA (2254 bp). Nach einer Gel-Elektrophorese in einem
0,9%igen Agarosegel wurde die Bande, die das Riickgrat enthielt, aus dem Gel

herausgeschnitten.
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Abbildung 8.9 Links: Restriktionsverdau des EZH2-Plasmid mithilfe des BamHI-Restriktionsenzyms. Die obere

Bande zeigt den Vektor ohne das EZH2-Fragment. 100ng DNA/Tasche. Rechts: Bandenhohe GeneRuler 1 kb
DNA Ladder.

Die enthaltene DNA wurde mithilfe des DNA-Extraktions-Kits eluiert. Anschliefend wurde
das eluierte Fragment durch die Anwendung eines Ligase-Kits zirkularisiert, und schliefSlich
nach der Vervielfiltigung mit Mini-Praparationen durch einen diagnostischen Verdau
tberpriift. Drei Ansitze mit der bestéitigten Grifie des Riickgrat-Fragments wurden fiir die
Transfektion in der Zelllinie durch eine Maxi-Praparation vervielfiltigt, und mittels Sanger-

Sequenzierung authentifiziert.
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Abbildung 8.10 Diagnostischer Verdau (BamHI) des EZH2-Plasmids und der Leervektor-Klone.
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Die Plasmid-Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben mithilfe des Transfektionsreagenz
FUGENE 6. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Nach zwei Tagen im normalen

Kulturmedium wurde mit der Selektion der Zellen begonnen.

Fiir die Selektion mit dem Antibiotikum G-418 (Geneticin, ein Neomycin-Analogon) wurden
zunéchst in einem Vorversuch untransfizierte Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen
behandelt. Nach einer Inkubationdauer von sieben Tagen wurde die Viabilitit gemessen. Die
Selektion der mit dem Plasmid transfizierten Zellen erfolgte mit einer Konzentration von
1000 pg/ml. Es war die Verdiinnungsstufe, welche iiber 90% der inkubierten Zellen im
Vorversuch nicht iiberlebt haben. Nach einer Behandlungsdauer der transfizierten Zellen von
zehn Tagen wurde die Konzentration des Antibiotikums auf 500 pg/ml reduziert.

Die Zellen wurden fiir Chemosensitivititstests wie in Kapitel 8.2.11 beschrieben verwendet.
Von den verbliebenen Zellen wurden Proteinlysate hergestellt, um den Proteingehalt von
EZH2 in den Zellen zu ermitteln. Die Behandlung mit Carboplatin und Paclitaxel erfolgte
zusitzlich zur G418-Behandlung, um einen Selektionsdruck weitestgehend beizubehalten und
sicherzustellen, dass die jeweiligen Zellen das Plasmid nicht ausschleusen. Nach einer
Behandlungsdauer von drei Tagen wurde die Endpunktmessung des ATP-Gehalts
durchgefiihrt.

Drei Messwerte der EZH2-iiberexprimierenden Zellen wurden mit Dreifachmessungen der
Leervektor-transfizierten Zellen in jedem Verdiinnungsschritt verglichen. Hierfiir wurde eine
zweifache Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni Post-hoc-Test
durchgefiihrt.

53



9 Ergebnisse

9.1 Erstellung eines Proteinprofils klinisch dokumentierter therapiesensitiver

und -resistenter Ovarialkarzinome

Die Untersuchung von primirem Patientenmaterial sollte zu Beginn der vorliegenden Arbeit
dazu dienen, um Unterschiede in Proteinprofilen zwischen adjuvant behandelten,
therapieresistenten und -sensitiven Ovarialkarzinomen zu beschreiben. Hierfiir wurden
Tumore von 17 Patientinnen untersucht. Die Patientinnen wurden wie in 8.1.1.1 beschrieben
in ,resistent” und ,sensitiv” unterteilt. Die Gruppe der resistenten umfasste acht, die der
sensitiven neun Patientinnen. Zunéchst wurde mithilfe der DigiWest-Technologie der Gehalt
an Proteinen und Proteinmodifikationen in den Tumorproben quantifiziert. Anschliefend
wurden die Daten statistisch ausgewertet, um Unterschiede innerhalb des stratifizierten
Kollektivs zu identifizieren. Um eine Verbindung zu genetischen Aberrationen zu
bekommen, wurden in diesen Patientenkollektiven ebenfalls Techniken zur

Mutationsdetektion verwendet: Sanger-Sequenzierung sowie Next Generation Sequencing,.

9.1.1 Proteinarray-Untersuchung mittels DigiWest-Technologie

Die DigiWest-Technologie ermdglicht es, aus kryokonserviertem, primdrem Tumormaterial
sowohl die Protein-Gesamtmenge als auch Proteinmodifikationen zu quantifizieren, wodurch
anschliefend eine statistische Auswertung durchgefiihrt werden kann, um Subgruppen
miteinander zu vergleichen. Durch Immunmarkierung mit 279 verschiedenen Antikérpern

konnte ein umfassendes Proteinprofil der 17 Tumorproben generiert werden.
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Messwerte der analysierten Proteine
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Abbildung 9.1 Messdatenpunkte (Rohwerte) der DigiWest-Analyse von 17 Tumorproben mit 279 Proteinen.
4760 Datenpunkte.

Die Betrachtung der Rohdaten (Abbildung 9.1) ergab bei einer Auftragung in einem Q-Q-
Diagramm eine rechtsschiefe Datenverteilung (Abbildung 9.2, A). Um eine anndhernde
Normalverteilung fiir weitere Berechnungen zu erreichen, wurden die Daten logarithmiert
(Abbildung 9.2, B).
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Abbildung 9.2 Q-Q-Diagramm exemplarisch fiir die Patientenprobe S118. Aufgetragen wurden der erwartete
Wert der Normalverteilung (y-Achse), sowie der gemessene Wert der Analyse (X-Achse). MMessverte= 279,

Der Test auf Normalverteilung der transformierten Daten fiihrte nicht zum Erfolg, weswegen

der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet wurde. Er vergleicht parameterfrei iiber
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Rangzuordnungen die Expression und die Modifikationen der jeweiligen Proteine. Als

statistisch signifikant wurde der Vergleich mit einem Wert von p < 0,05 gewertet (Tabelle 9.1).

Tabelle 9.1 Statistische Auswertung der DigiWest-Messwerte von 17 Patientenproben. 30 Proteine und
Proteinmodifikationen wurden als signifikant unterschiedlich in den Tumorproben identifiziert. Das
Mengenprafil in der ersten Spalte zeigt auf der linken Seite die als klinisch resistent stratifizierten Proben, und

rechts die als sensitiv. Npatime=17; Manaype=279; Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; W = Rangsummen; W* =
Priifwert; p < 0,05.
MENGEN- ANALYT W w* P-WERT
PROFIL
N T RbpS807/811 40 -3.098244  0.0019467
N~ Cyelin Bl 42 -2.886751  0.0038924
AT EZH2 42 -2.886751  0.0038924
T TG~ 56pS235/236 102 2.8867514  0.0038924
N N\ TCF4 48 2702224  0.0068877
PN A MEK1/2 pS217/221 100 2.6976092  0.0069839
! BMI1 44 -2.694301 0.0070536
A 7 CTIGF 45 -2.59967 0.0093314
—. .. JNK/SAPK1/2/3 pY185/223 98 2.5330865  0.0113063
m Acetyl-CoA Carboxylase 1 pS79 46 -2.503386  0.0123011
My suziz 465 2456751  0.01402
A : PARP clD214 48 -2439977  0.0146882
; RSK1 (P90RSK) pT573 97 2.405626 0.0161448
" TOP2A 48 2392972 0.0167125
avavi PLK1 475 2372093  0.0176876
ke A\~ PAK-4/5/6 pS474/602/560 48 2315082 0.0206084
Moo /T '—  14-3-3 Epsilon 48 -2.309401  0.0209213
TNJT T EER2 48 2309401  0.0209213
oA— T MCM2 49 2213176  0.0268855
L el ADAMTSE 495  -2179806  0.0292719
, Aurora Kinase B (AIM1) 50 2122159 0.0338244
ERK1/2 pT202/pY204 94 2.116951 0.034264
. A PKNI 52 2083812 0.0371773
1/~ PKC Theta pT538 56 -2.068636  0.0385803
nau A =y, Cyelin A 51 -2.045955  0.0407609
MWL AL, STATI pY701 92 20347066  0.0418804
" ; CBP 54 2026668  0.0426964
a4 ™ RICTOR 51 -2025697  0.0427958
WV Cytokeratin 19 51 -2020726  0.0433081
N T PAKA 51 -2.020726  0.0433081

30 von 279 Proteinen und Proteinmodifikationen wurden als differentiell zwischen den beiden

Gruppen identifiziert.
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In Tabelle 9.1 ist in der ersten Spalte das Expressionsniveau der Analyten in den beiden
Gruppen skizziert. Es wurden deutliche Unterschiede zwischen den beiden Gruppen resistent
und sensitiv sichtbar. Linksseitig sind die resistenten, rechts die sensitiven Tumorproben
abgebildet. Zehn der 30 Analyten unterscheiden sich im Phosphorylierungstatus (griiner
Punkt), ein Protein resultiert aus einer proteolytischen Spaltung (schwarzer Punkt, cleaved
PARP Asp214). Die restlichen 19 Analyten entsprechen dem Gesamtprotein in den
Tumorproben. Nur PAK4 ist sowohl als Gesamtprotein als auch in seiner phosphorylierten

Form differentiell reprisentiert.

Die niedrigsten p-Werte und somit deutlichsten Ergebnisse erreichen phospho-Rb
(Ser807/811) (p=0,0020), Ezh2, Cyclin B1 (jeweils p=0,0039). Diese drei Proteine sind in den
sensitiven Tumoren erhéht vorhanden, ebenso wie TCF4 *=-2,702, p=0,0069).
Phosphoryliertes 56 und phosphoryliertes MEK1/2 lag hingegen in den sensitiven Tumoren
reduziert vor (W*= 2,887, p=0,0069; W*=2,698, p=0,0070).

Die signifikant differentiell reprasentierten Proteine wurden anhand ihres Expressions-
musters (Tabelle 9.1) im Anschluss einem hierarchischen Clustering unterzogen und in einer
Heatmap visualisiert, um Zusammenhinge der Analyten zu identifizieren. Ebenso wurden
die Patientinnen anhand &hnlicher Proteinprofile zusammengefasst mit dem Ziel, eine
optimale Auftrennung in zwei Gruppen zu erreichen (Abbildung 9.3). Die Patienten wurden
ebenfalls hierarchisch geclustert.

Die auf den Follow-Up-Daten basierende Stratifizierung in ,sensitiv” und , resistent” ist in der

Auftrennung wiederzuerkennen (Abbildung 9.3).
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Abbildung 9.3 Heatmmap der DigiWest-Analyse von Proteinlysaten aus 17 Ouvarialkarzinomen. Aufgelistet sind
30 statistisch signifikant differentielle Analyten mit anschlieflendem hierarchischem Clustering der Patienten und
der Analyten. Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; p<0,05; npaimie=17; Manim=279; Hierarchische Clusteranalyse;
Cluster wurden von 1 bis 5 beschriftet; Die quantifizierte Proteinmenge wurde pro Reihe normiert.

Die Analyse ergab eine Einteilung der Analyten in fiinf Cluster (Abbildung 9.3, links).
Zellteilungsfordernde (Cyclin A, Cyclin B1, PLK1, Aurora B, 14-3-3, Topo2a, PAKs), pro-
proliferative (pRb, Rictor, CTGF), pro-replikative (MCM2), sowie mit Apoptose assoziierte
Proteine (clPARP, PKN1) und Strukturproteine (Cytokeratin 19, ADAMTS1) waren in den
sensitiven Tumoren deutlich erhiht. Epigenetische Regulatoren (BMI2, CBP, EZH2, SUZ12,
TCF4) wurden ebenfalls in den sensitiven Patientinnen erhoht vorgefunden. Die resistenten
Proben wiesen hingegen eine unverkennbare Aktivierung des MAPK-ERK-Signalweges
(MEK1/2, ERK1/2, p90RSK, 56; Cluster 1) auf.
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9.1.2 DNA-Sequenzierung von Genen mit zentralen regulatorischen

Funktionen

Die unterschiedlichen Proteinprofile sensitiver und resistenter Ovarialkarzinome deuten auf
eine grundlegende Stérung wichtiger Kontrollproteine des Zellzyklus hin. Daher wurden
genetische Analysen durchgefiihrt, die Aufschluss dariiber geben sollten, ob Veranderungen
in der DNA-Sequenz bestimmter Schliisselproteine die Ursache fiir das wverdnderte

Proteinprofil sein kinnten.

9.1.2.1 Sanger-Sequenzierung B-Raf V600E

In der Onkologie ist die B-Raf aktivierende Mutation an Position V600E bekannt. Das dadurch
konstitutiv hyperaktivierte Protein phosphoryliert MEK1/2 und induziert somit den
MAPK/ERK-Signalweg. Die erhohte MEK1/2/ERK1/2 Aktivierung in resistenten Tumoren lief8
vermuten, dass diese Mutation auch im Ovarialkarzinom eine Rolle spielen kinnte. Es wurde
DNA von acht Proben isoliert und anschlieend mittels PCR und Sanger-Sequenzierung in
diesem Lokus tiberpriift.

Tabelle 9.2 DNA-Sequenzierung des Lokus V600 im BRAF-Gen. wi= wildtypische Sequenz; n=8.

Resistent Senaitiv
Lt =4 ™ [=x) = w0 (=1 =}
Patientenprobe | 5 - = S|4 pa pa =
w w w w 5] L] L] w
Ergebnlis wt wt wt wt | wt wt wt wt
Sequenzierung

Alle acht untersuchten Proben besaffen keine Verdnderungen im BRAF-Gen (Tabelle 9.2). Es
wurden ausschlieflich wildtypische Sequenzen nachgewiesen. Eine aktivierende BRAF-
Mutation in V600 ist somit voraussichtlich nicht der Grund fiir die erhdhte MEK1/2

Aktivienmg.
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9.1.2.2 Panel-Sequenzierung von Tumorsuppressorgenen

Ebenso wurden die Tumorsuppressorgene ATM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2, RADS51C,
RAD51D und TP53 durch eine DN A-Panel-Sequenzierung untersucht.

Tabelle 9.3 Allelfrequenzen der beobachteten Varianten in den Genen ATM, BRCA1, BRCAZ2, BRIP1, PALB2,
RAD51C, RAD5SID und TP53 17 Tumorproben (S1XX). Die Reihenfolge der Patienten ID wurde aus Abbildung
9.3 dibernommen. ExAC = Populationfrequenz; k.A. keine Angaben; # = schiidigend.
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In 16 von 17 Proben (94%) konnten TP53-Mutationen nachgewiesen werden, die einen
Funktionsverlust des Proteins verursachen (markiert als ,schadigend”, #). BRCAI und

BRCA2-Mutationen konnten ebenfalls detektiert werden, jedoch nicht vermehrt in einer der
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beiden Patientengruppen. ATM-Varianten sind hingegen in sieben von acht (88%) resistenten
Tumoren nachweisbar, wohingegen nur zwei von neun (22%) der sensitiven Tumoren eine
entsprechende Variante aufwiesen. Keine der identifizierten ATM-Varianten fiihrt zu einem
vorzeitigen Stopcodon oder zu anderen Ereignissen, die in einem verkiirzten Protein
resultieren  (p.Thr39Ala, p.Gly774Asp, p.lleB26Leu, p.Phe858Leu, p.Prol054Arg,
p.Aspl1853Asn, p.Asp1853Val, p.Argl882GIn, p.Ser1983Asn).

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass sich BRCAI-, BRCA2- und TP53-Mutationen iiber
beide Gruppen verteilen. Dagegen haufen sich Varianten im ATM-Gen in resistenten

Owvarialkarzinom-Proben.

9.1.3 Abgleich des ATM-Proteinexpressionsprofils

Die Patientinnen in der Heatmap der Genvarianten wurden in der gleichen Reihenfolge
aufgelistet, wie sie anhand der DigiWest-Ergebnisse (siehe 9.1.1) unterschieden werden
konnten. Auffillig ist, dass Abweichungen, also ein resistenter Tumor ohne (5103) und zwei
sensitive Tumoren mit ATM-Varianten (5126, 5127), in den Randbereichen der Heatmap
liegen. Im Proteinscreening wurden diese Proben zwar den jeweiligen Gruppen ,resistent”
und ,sensitiv’ aufgrund ihrer klinischen Daten zugeordnet, passen jedoch nicht

tibereinstimmend zu den Proteinprofilen der anderen Proben.

Folglich wurde ein Pavlidis Template Matching (PTM) der DigiWest-Daten durchgefiihrt, um
einen Zusammenhang zwischen der Expression von ATM und anderen Proteinen herzustellen
(Tabelle 9.4). Das ATM-Proteinprofil aller Patientinnen dient hierbei als Vorlage, um weitere
Proteine zu identifizieren die &hnlich reguliert vorliegen. Als Grenzwert des
Signifikanzniveaus wurde p 0,05 gewihlt. Die statistisch signifikanten Analyten wurden
anschliefend hierarchisch geclustert (Abbildung 9.4). Die Reihenfolge der Patientinnen
entspricht der in Abbildung 9.3.
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Tabelle 9.4 PTM-Analyse der DigiWest-Messwerte. Das Mengenprafil in der ersten Spalte zeigt auf der linken
Seite die als klinisch resistent stratifizierten Proben, und rechts die als sensitiv. npaientem=17; Nandyen=279, ATM
diente als Vergleichsprofil; p < 0,05.

Mengen-Profil Analyt r-Wert p-Wert
N 1 ATM 1 0
. A EVI1 075890076  4.12E-04
—, PN ADAMI2 0.7260247 9.68E-04
S~ || CDK2pTI60 07222527  0.00105913
S EN DUSP9 (MKP4) 0.7131608  0.00130948

: | EIF4E pS209 0.6859381  0.00236539
A _| | ER Alpha 0.6513871 0.0046163
S~y || EZH2 0.64795256  0.004912
—_  ~_—"_| | ADAMTSI 0.63994825  0.00566076
T~~~ | | DNA Polymerase Beta 0.63094777  0.00660983
.~ |53BP1 0.6298034  0.00673914

W Aurora Kinase B 0.62551314  0.00724214
T~ T~ . ||sTATIpY7O1 0.60778785  0.00964874
~——_ v~~~ || CIGF 0.5982746  0.01118087
S~ """ | Histone H3 pS10 058884805  0.01288354
"y~~~ "— | Histone H3 Kdmel 057165587  0.01651191
C " | Caspase9 0.56416047  0.01832517
"t~ | Connexin 32 056249297  0.01874897
A N | Jagged 1 0.5584082  0.01981955

Y=~/ | STAT3 acK685 0.5552807  0.02067103
TN\ y~~"~"~—1 | HSP 70 055377  0.0210924
S f "~ | Histone H3 K27me3 05502435  0.02210209
— i+ _~—" | CDK2 05488093  0.02252331

—/ | 14-3-3 Zeta/Delta 054385656  0.02402607
S T—— " | | 4E-BP1 pT37/46 0.5433936  0.02417041
~ .y~ \/"" | Histone H3 K18ac 05431862  0.0242353
~—. A o—" | Notch3 05421031  0.02457633
e 7 | MAPKI5 05418615  0.02465292
AT | Junction Plakoglobin 05352658  0.02681584

: Glucose-6-Phosphatase Alpha 05271005  0.0296932
A e N CHEK2 pT68 0.5263679% 00299625

: STAT3 pS727 05245608  0.03063487

A T~ || RSK4 pS235 05177245  0.03328377
o _t~~""" " | Tubulin acetylated 05146319  0.03453811
~ N\ /"""~ | E-Cadherin 05119069  0.03567302
"\ | FGF-1 0.49596587  0.04289196
P NN RADS0 0.4959536 0.04289792

' GADD45B 0.49375826  0.04397278
N\~ | Raptor 04848072  0.04856702
N e~ | CDK5 048294318  0.04956746
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Abbildung 9.4 Heatmap der PTM-Analyse mit anschliefendem hierarchischen Clustering. Gezeigt werden die
statistisch signifikanten, dhnlich wie ATM regulierte Analyten. PTM; p<0,05; trationte=17; Manaiyta=41;
Hierarchische Clusteranalyse; Die quantifizierte Proteinmenge wurde pro Reihe normalisiert.

Die PTM-Analyse ergab 41 Proteine bzw. Proteinmodifikationen, die in ihrer Expression dem
ATM-Proteinprofil dhneln. Das ATM-Protein selbst ist nicht im Vergleich zwischen der
resistenten und sensitiven Gruppe differentiell exprimiert (Tabelle 9.1). Jedoch finden sich in
dieser Analyse gehiuft Proteine wie SUZ12, EZH2, ADAMTSI, Aurora B, pSTAT1 und CTGF,
deren Gehalt sich bereits im Vergleich zwischen den beiden Gruppen resistent und sensitiv
signifikant unterschied (Tabelle 9.1). Hinzu kommen Proteine, die in der Signalweiterleitung
von ATM nachgeschaltet sind (CDK2, CHK2) sowie Proteine, die eine strukturelle
Verdnderung der Zelle hervorrufen kiénnen (Connexin 32, ADAM12, g-Catenin, acetyliertes
Tubulin, E-Cadherin). Ebenso wurden epigenetische Modifikationen (H3pS510, H3K4me,
H3K27me3, H3K18ac) vorgefunden.
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9.2 Validierung von Kandidatenproteinen in unabhangigen Patientenkohorten

Um die Ergebnisse in 9.1.1 zu validieren, wurden zwei unabhingige Proben-Kohorten
herangezogen. Voraussetzung fiir die Aufnahme der Patientenproben in die Kohorten war
verfiigbares Tumormaterial oder mRNA-Messwerte, entsprechende Informationen tiber die
Art der Therapie (Vorgabe: Platin- und Taxol-haltig) und die Dokumentation des
krankheitsfreien oder progressionsfreien Uberlebens der Patientinnen.

9.2.1 Evaluierung der differentiellen Proteinexpression anhand offentlich

zuganglicher Expressionsdatensatze

Um die Ergebnisse aus 9.1.1 in einer unabhingigen Kohorte zu validieren, wurden &ffentlich
zugangliche RNA-Expressionsdaten herangezogen. Es wurden die RNA-Expressionswerte
aller Gene untersucht, die in Abbildung 9.1.1 der DigiWest-Analyse statistisch signifikant
unterschiedlich in den beiden Gruppen ,sensitiv’ und ,resistent”, exprimiert wurden.
Proteinmodifikationen werden in den RN A-Datensétzen nicht erfasst und kinnen somit nicht

beachtet werden.

Die Expressionsdaten wurden in hoch exprimierend und niedrig exprimierend unterteilt.
Anschliefend wurden die Patienteninformationen in der Datenbank dazu genutzt, um
anhand des progressionsfreien Uberlebens darzustellen ob eine hohe oder niedri ge Expression
einer RNA und vermutlich auch des Proteins zu einem verbesserten Uberleben fiihrt. Die
Daten wurden anhand einer Uberlebenszeitanalyse mithilfe der Logrank-Regression
ausgewertet. Es wurden Tumoren von Ovarialkarzinomen sersen Ursprungs und aller
Stadien in die Analyse aufgenommen. Eine Therapie der Patientinnen mit Platin und Taxol
war Voraussetzung. Somit wurden die RNA-Expressionswerte der Gene BMI1, CBP, RICTOR,
CCNAI1, KRT19, TCF4, YWHAE, PAK4, PKN1, ADAMTSI1, EEF2, CTGF, EZH2, SUZ12, MCM2,
AURKB, CCNB1, PLK1 und TOP2A analysiert. Die Proteine dieser Gene sind vorwiegend in

den sensitiven Tumoren erhdht im Vergleich zu den therapieresistenten Tumoren.
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Die differentielle Expression von vier dieser Gene hatte einen signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie Uberleben der Patientinnen (Abbildung 9.5).
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Abbildung 9.5 Uberlebenszeitanalyse von Datensitzen der RNA-Expressionsanalysen aus Quarialkarzinom-
Patientinnen. Die Patientinnen wurden in hoch (rot) und niedrig (schwarz) exprimierend unterteilt. Logrank,
progressionsfreies Uberleben iiber 5 Jahre; Patientinnen wurden nach der Uberschreitung des
Beobachtungszeitraumes zensiert; HR= Hazard Ratio; n=616. A: EZH2, Expressionsbereich 10-2936, Cutoff 902;
B: PLK1, Expressionsbereich 4-1314, Cutoff 233; C: MCM2, Expressionsbereich 9-7136, Cutoff 2214; D: TOP2A,
Expressionsbereich 5-6785, Cutoff 770.

Mit diesen validierten Genen wurde anschliefend eine Gen-Ontologie-Analyse mithilfe des
Online-Tools ,PANTHER"” durchgefiihrt. Sie dient dazu, die differentiell exprimierten Gene
Gruppen zuzuordnen, die bestimmte biologische Funktionen in einer Zelle tibernehmen.



Ergebnisse

MCM2 wird auch als MCM7 beschrieben. Somit ergeben sich fiinf Gene fiir die nachfolgende

Analyse.

Tabelle 9.5 Ausgabetabelle der Gen-Ontologie-Analyse. Die Gene EZH2, PLK1, MCM2/MCM?7 und TOP2A
wurden analysiert.

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (Released 20171205)
Annotation Version and Release Date: GO Ontology database Released 2018
Analyzed List: upload_1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Test Type: FISHER

GO biological process complete | , — ol
S o _Eu F)
@ ] g % o [E ) .-i" g _
£ e 2 82 8z 23 3
28 & %3 38 BE BE
cell cycle (GO:0007049) 1365 5 032 1542 1.16E-06  3.62E-03
chromosome organization 1080 5 026 1948  361E07  1.88E-03
(GO:0051276)
cell cycle process (GO:0022402) | 1018 5 024 2067  2.69E-07  4.19E-03
mitotic cell cycle process 630 1 015 2672  398E-06  7.76E-03
(G0O:1903047)
DNA metabolic process 796 1 019 2115 1.00E05 1.42E02
(GO:0006259)
mitotic cell cycle (GO:0000278) | 709 1 017 2374 6.J36E-06  1.10E-02
negative regulation of 119 3 003 =100 1.88E-06  4.90E-03
chromosome organization
(GO:2001251)
mitotic cell cycle phase 267 3 006 4729  205E05  2.46E-02
transition (GO:0044772)
cell cycle phase transition 275 3 007 4591  224E-05  249E-02
(GO:0044770)
regulation of chromosome 324 3 0.08 3897 3.63E05  3.33E02
organization (GO:0033044)
DNA conformation change 260 3 0.06 4856  1.89E-05  246E-2
(GO:0071103)
negative regulation of 349 3 008 3618  4.52E-05  3.92E-02
organelle organization
(GO:0010639)
negative regulation of mitotic | 297 3 0.07 4251 2B81E-05  2.92E-02
cell eycle (GO:0045930)
DNA replication initiation 37 2 0.01 >100 3.33E-05  3.25E-02
(GO:0006270)
DNA unwinding involved in 8 2 0 >100 2.03E-06  4.52E-03
DNA replication (GO:0006268)
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protein localization to 19 2 0 >100 946E-06  1.4BE-02
chromatin (GO:0071168)
negative regulation of DNA 2 2 0 >100 271E07  2.11E-03
duplex unwinding
(GO:1905463)

regulation of DNA duplex 3 2 0 >100 451E07  1.76E-03
unwinding (G0:1905462)

Das Verfahren erfolgt browserbasiert und wird als Tabelle ausgegeben. Die erste Spalte
beschreibt den biologischen Prozess, welchem die Gene zugeordnet werden mit
entsprechender GO-Identifikationsnummer. Die zweite Zeile gibt die Anzahl an Genen an, die
im Referenzgenom (REFLIST (21042), Homo sapiens) mit dem Prozess assoziiert werden. Spalte
drei zeigt an, wie viele der gesuchten Gene mit diesem Prozess in Verbindung gebracht
werden. In Spalte vier wurde die erwartete Anzahl an iibereinstimmenden Genen anhand der
Anzahl der Eingabe berechnet, Spalte fiinf beschreibt die Anreicherung indem die
eingegebene Anzahl an Genen durch die erwartete Anzahl geteilt wird. Ein Wert tiber 1
entspricht einer mﬂmprﬁsenmﬁﬂn, was auch durch das Pluszeichen in Spalte 6 verdeutlicht
wird. Der p-Wert des exakten Fisher-Tests wird in Spalte acht angegeben. Mit FDR (false
discovery rate) wird angegeben, ob multiple Testprobleme ausgeschlossen werden kinnen
(Tabelle 9.5).

Ergebnisse der durchgefiihrten Analyse zeigen eine deutliche Assoziation der signifikanten
Proteine aus den Uberlebensanalysen mit Prozessen der Zellzyklus-Regulation und des
mitotischen Phaseniibergangs. Die Untergruppen implizieren insbesondere DNA-
Konformationsanderungen und die Chromosomenorganisation (Bindung der Proteine an das

Chromatin, Entwinden der DNA).

Die vorangegangenen Analysen zeigten einen Zusammenhang zwischen den erhoht
vorgefundenen Proteinen in sensitiven Tumoren und ATM. Daher wurde die mRNA-
Expression von ATM ebenfalls mithilfe einer Uberlebenszeitanalyse iiberpriift. Der Vergleich
zwischen hoch und niedrig exprimierenden Proben wies keinen signifikanten Unterschied auf
(Abbildung 9.6).
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Abbildung 9.6 Uberlebenszeitanalyse von Datensiitzen der RNA-Expressionsanalysen aus Ovarialkarzinom-
Patientinnen abhingig von der ATM-Expression. Die Patientinnen wurden in hoch (rot) und niedrig (schwarz)
exprimierend unterteilt. Logrank, progressionsfreies Uberleben iiber 5-Jahre; Patientinnen wurden nach der
ﬂbmr}rreihmg des Beobachtungszeitraumes zensiert; HR= Hazard Ratio; n=616; Expressionsbereich 9-1772,
Cutoff 566.

Im weiteren Verlauf wurde mithilfe der extrahierten Daten eine weitere IjbE‘l’lEbEI‘lSZEitaI‘lﬂ]}FSE
durchgefiihrt, in der EZH2 hoch und niedrig exprimierende Proben ebenfalls hinsichtlich ihres
ATM-Gehalts verglichen wurden. Dies ergab vier Gruppen, die paarweise miteinander
verglichen wurden. Aufgrund des multiplen Vergleichs wurde nach der Logrank-Analyse
eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Abgebildet wurden nur die Vergleiche in Tumoren

mit einer niedrigen und mit einer hohen EZH2-Expression (Abbildung 9.7).
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Abbildung 9.7 Uberlebenszeitanalyse von Datensitzen der RNA-Expressionsanalysen aus Quarialkarzinom-
Patientinnen abhingig von der EZH2- und ATM-Expression. Die Patientinnen wurden in EZH2 hoch (rechts)
und niedrig (links) und ATM hoch (rot) und niedrig (schwarz) exprimierend unterteilt. Logrank,
progressionsfreies Uberleben diber 5-Jahre; Dichotomisiert am Median; Patientinnen wurden nach der
Uberschreitun ¢ des Beobachtungszeitraumes zensiert; HR= Hazard Ratio; n=616.

Die Analyse wies einen deutlich signifikanten Unterschied zwischen den ATM"< und
ATMpriedis exprimierenden Proben auf, wenn EZH2ni=dr exprimiert ist. EZH2niedrig [ ATMpriedrig
exprimierende Tumoren konnten mit einem lidngeren progressionsfreien Uberleben der
Ovarialkarzinom-Patientinnen in Verbindung gebracht werden (EZH2!"s/ ATM®i=¥: 19,98
Monate gegen EZH2 "6/ ATM"<*: 14,03 Monate, HR: 0,66, 95%CI: 0,50-0,88). Die weiteren
Vergleiche der unterschiedlichen Paarungen zeigten keinen signifikanten Unterschied.

In diesem Validierungskollektiv konnte ein Zusammenhang zwischen EZH2 und ATM
hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens von Ovarialkarzinom-Patientinnen, die mit
Platin und Taxol behandelt wurden, bestatigt werden.

9.2.2 Farbung von Tumorgeweben - Tissue Microarray

9.2.2.1 Immunhistochemische Farbung von Kandidatenproteinen

Das zweite Validierungskollektiv umfasste 34 Formalin-fixierte und in Paraffin-eingebettete,
serdse Tumorproben von Ovarialkarzinom-Patientinnen. Fiir den Tissue Microarray (TMA)

wurden zwei ausgestanzte Gewebezylinder von je einer Tumorprobe eingebettet und
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geschnitten, und anschlieBend auf einem Objekttriger immunhistochemisch gefarbt. Die
ermittelten IRS-Werte zweier Proben einer Patientin wurden gemittelt und statistisch

ausgewertet.

Das Protein EZH2 wurde fiir weitere Versuche in Ovarialkarzinomen ausgewahlt aufgrund
der Tatsache, dass es in der statistischen Analyse in 9.1.1 hochsigni t reduziert in
resistenten Tumoren vorlag. Im Vergleich zu den weiteren hochsignifikant deregulierten
Proteinen handelt es sich hierbei um einen Analyten, welcher als Gesamtprotein und nicht als
Proteinmodifikation verdndert vorlag. Dariiber hinaus unterliegt es keinen Zellzyklus-
abhingigen Schwankungen, was wiederum Proteinmessungen beeinflussen kinnte. Zunachst
wurde die Proteinexpression im FFPE-Patientenmaterial immunhistochemisch gefarbt und

ausgewertet (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden., A).
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Abbildung 9.8 EZH2-Farbung und Auswertung des Scorings. A: Exemplarische Firbung von EZH2. Balken
entsprichen 200 pm. B: Von 34 Tumorproben wurden 22 Patientinnen anhand ihrer klinischen Daten stratifiziert
in sensitiv und 12 in resistent. Ein Punkt entspricht einem Mittelwert aus zwei Gewebeproben einer Patienting
ungepaarter t-Test; p=0,5798; Mittelwerte + Standardfehler.

Die in ,sensitiv” und , resistent” unterteilten Proben wurden als separate Gruppen betrachtet
und anschlieBend mithilfe des ungepaarten t-Tests verglichen (Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden.. B). Die Mittelwerte zeigten keine deutlichen Unterschiede, der
Vergleich war statistisch nicht signifikant (p=0,5798). Daher wurden die Daten in eine
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Uberlebensfunktion iibertragen und durch eine Logrank-Analyse verglichen. Es wurden

Patienten mit einem hohen IRS gegen Patienten mit einem niedrigen Wert verglichen
(Abbildung 9.9).

IRS EZH2
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Abbildung 9.9 Uberlebenszeitanalyse (krankheitsfreies Uberleben) von Ouvarialkarzinom-Patientinnen anhand des
IRS der EZH2-Firbung. Patientinnen mit hohen (iiber 3, rot) und niedrigen (unter 3, schwarz) IRS-Werten
wurden miteinander verglichen. IRS=Immunreaktiver Score; Mittelwerte aus zwei Gewebeproben einer Patientin;
Logrank-Test; Dichotomisiert am unteren Quartil; Patientinnen ohne Ereignis wurden nach der Uberschreitung
des Beobachtungszeitraums zensiert; traimen=34; tratumge=64; p=0,6609.

Die beiden Gruppen mit hohen (n=20, rot) und niedrigen IRS-Werten (n=14, schwarz) wiesen
keinen statistisch signifikanten Unterschied im progressionsfreien Uberleben der Patientinnen
auf (Logrank p=0,6609). Die Behauptung ein erhohter EZH2-Gehalt fithre zu einem
verbesserten progressionsfreien Uberleben, konnte in diesem Kollektiv nicht bestitigt werden.

Die Herstellung der TMA-Objekttrager erfolgte mit seriellen Schnitten der Gewebezylinder.
Die morphologischen Gegebenheiten dhneln sich daher gut, um die Expression und
Lokalisation mehrerer Proteine zu vergleichen. Es wurden der immunhistochemische
Nachweis der Proteine ATM, EZH2, phospho-Rb Ser807/811 und phospho-ERK
Thr202/Tyr204 miteinander verglichen (Abbildung 9.10).
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Abbildung 9.10 Immunhistochemische Farbung auf TMA-Schnitten. Exemplarische Firbungen von EZH2,
ATM, pRb und pERK1/2 einer Tumorgewebeprobe einer Patientin. Balken = 200um.

ATM, EZH2 und pRb wiesen das gleiche Farbemuster in jeder der 34 untersuchten
Gewebeproben auf. Die Proteine wurden im Zellkern, aber auch im Zytosol der Tumorzellen
in den Gewebeproben lokalisiert. Innerhalb des Gewebes konnten deutliche Gradienten in der
Farbung von EZH2, ATM und pRb beobachtet werden. Umliegendes Stromagewebe wurde
nicht mit angefirbt. Die Heatmap aus Abbildung 9.3 lisst vermuten, dass in Tumoren mit
einem niedrigen EZH2-Gehalt phosphoryliertes ERK vermehrt vorliegt. Dies konnte jedoch in
den Farbungen nicht bestitigt werden. Es wurde lediglich ein schwaches Farbeprofil von
PERK1/2 in den untersuchten Geweben beobachtet.

Vergleicht man jedoch die Bewertung der EZH2-Farbung mit jeweils der ATM- und pRb-
Farbung, kann eine signifikante Korrelation von EZH2 zu den beiden anderen Proteinen
beobachtet werden (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
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Abbildung 9.11 Berechnung des Zusammenhangs zwischen einer EZH2-Firbung und ATM oder pRb. ATM:
links; pRb: rechts. Korrelationsanalyse nach Pearson. Die Patientenproben wurden gemittelt (n=2) und von 1 bis
34 durchnummeriert. r = Korrelationskoeffizient.

Die Korrelationsanalyse der EZH2- und ATM-Farbung ergab einen statistisch signifikanten
Zusammenhang (r=0,4810, p=0,0040). Der Vergleich zur pRb-Firbung wies ebenso eine Co-
Expression zu EZH2 auf (r=0,5427, p=0,0009).

9.2.2.2 Co-Lokalisation von EZH2 und pATM - Proximity Ligation Assay in situ

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Proteinexpression von EZH2 zwischen
sensitiven und resistenten Tumoren in den vorangegangenen Analysen gefunden. Allerdings
zeigte die Immunmarkierung von ATM und pRb ein vergleichbares Farbemuster innerhalb
einer Tumorprobe, und eine signifikante Korrelation zu EZH2. Ob ATM und EZH2 in den
Ovarialkarzinomen zusammentreffen, und ob sich diese Co-Lokalisation auf das
progressionsfreie Uberleben auswirkt, wurde mithilfe eines Proximity Ligation Assay in situ

untersucht (PLA).

Zur primiaren Detektion der Proteine wurden Antikorper gegen das EZH2-Gesamtprotein aus
dem Kaninchen, und Mausantikérper gegen phosphoryliertes ATM (pSer1981) verwendet
(Abbildung 9.12). Die Phosphorylierung an Ser1981 gilt als Marker fiir eine ATM-Aktivitit, da
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es im dephosphorylierten Zustand als Homodimer inaktiv ist (125). Insgesamt wurden mit

dieser Methode 34 Patientenproben untersucht.

Abbildung 9.12 Exemplarische PLA-Markierung in Owarialkarzinomgewebe einer Patientin, Zellkerne wurden
mit DAPI gefiirbt (blau), PLA-Signale von EZH2 und ATM pSer1981 wurden im Cy5-Kanal aufgenommen (rot).
Balken = 50um.
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Abbildung 9.13 Auswertung der in situ PLA-Analyse. Von 34 Tumorproben wurden 22 Patientinnen als
sensitiv, 12 als resistent anhand ihrer kKlinischen Daten eingeteilt. Angegeben ist die Anzahl an Signalen der
ATM pSer1981 und EZH2 Co-Lokalisation. Ein Punkt entspricht einem Mittelwert aus zwei Gewebeproben einer
Patientin. Wilcoxon-Mann-Whitney; p=0,7927; Mittelwerte + Standardfehler.

Fiir den Vergleich der Gru]:rpen sensitiv gegen resistent wurde aufgrund der nicht
normalverteilten Messungen die Wilcoxon-Mann-Whitney-Teststatistik angewendet

(Abbildung 9.13). Der berechnete p-Wert zeigte keinen signifikanten Unterschied (p=0,7927).

Daraufhin wurden die Messwerte der Patientenproben einer UberIebenszeitanal}'SE (Logrank)
unterzogen. Es wurden die Daten von Patientinnen mit einer hohen Signalanzahl mit Daten
von Patientinnen mit einer niedrigen Anzahl verglichen. Patienten, deren

Beobachtungszeitraum vorzeitig endete, wurden zensiert.
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Abbildung 9.14 Uberlebenszeitanalyse von Ovarialkarzinom-Patientinnen anhand der Co-Lokalisation von
pATM und EZH2. Patientinnen mit einer hohen (iiber14, rot) und niedrigen (unter14, schumrz) Anzahl an PLA-
Signalen wurden miteinander verglichen. Mittelwerte aus zwei Gewebeproben einer Patientin; Logrank;
Dichotomisiert am unteren Quartil; Patientinnen ohne Ereignis wurden nach der Uberschreitung des
Beobachtungszeitraums zensiert; n=34.

Die Analyse der Proben (Abbildung 9.14) mit einer hohen Anzahl an PLA-Signalen (n=25, rot)
im Vergleich zu denen mit einer niedrigen Anzahl an Signalen (n=9, schwarz) zeigte deutlich
(p=0,011) einen Zusammenhang zwischen einer pATM-EZH2 Co-Lokalisation mit dem
progressionsfreien Uberleben der Patienten. Der Vergleich in der Uberlebensanalyse der IRS-
Werte von den gleichen Patientinnen ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Weiterhin wurde die Anzahl an PLA-Signalen zu den IRS-Werten der einzelnen Proteine
verglichen. Die Korrelation ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen den
gemittelten Patientenproben (nummeriert), die eine hohe Anzahl an PLA-Signalen haben
verglichen mit den IRS der EZH2-Farbung (p =0,0016, Abbildung 9.15, A). Der Vergleich
zwischen der ATM-Farbung und der Anzahl an PLA-Signalen zeigte keinen signifikanten
Zusammenhang (p = 0,2409, Abbildung 9.15, B).
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Abbildung 9.15 Korrelationsanalyse der gemessenen PLA-Signale einer Patientenprobe verglichen zur EZH2-
oder ATM-Fiirbung. Korrelationsanalyse nach Spearman. Die Patientenproben wurden gemittelt (n=2) und von
1 bis 34 durchnummeriert. r=Rangkorrelationskoeffizient.
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9.3 Funktionelle Charakterisierung der Kandidatenproteine in Zelllinien

Fiir die funktionelle Charakterisierung ausgewahlter, signifikant differentiell exprimierter
Proteine aus der vorangegangenen Untersuchung in 9.1.1 wurden acht verschiedene
Ovarialkarzinom-Zelllinien verwendet: A2780, A2780cis, Caov3, IGROV1, OVCAR3, PEOI1,
PEO4 und SKOV3. Alle Zelllinien sind epithelialen Ursprungs und wachsen adhérent als

Monolayer.

9.3.1 Bestimmung der Resistenzstatus

Um Versuche durchzufithren, die dem Resistenzverhalten der Zellen in den Tumoren
entsprechen, wurde zunichst der Resistenzstatus jeder Zelllinie bestimmt. Die Zellen wurden
mit absteigenden Konzentrationen von Carboplatin (CP), Paclitaxel (TX) oder der
Kombination beider Agenzien (CPTX) behandelt. Nach drei Tagen wurde die Zellviabilitit
mittels eines ATP-Chemosensitivititstests gemessen. Die Berechnung des ICo-Werts jeder
Zelllinie diente dem interzelluldren Vergleich des Grades der Resistenz. Carboplatin und
Paclitaxel wurden in unterschiedlichen Molarititen (2,63:1) appliziert. Die ICso-Werte wurden
zur besseren Vergleichbarkeit normalisiert, um das Resistenzverhalten der einzelnen

Zelllinien miteinander zu vergleichen (Abbildung 9.16).
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Abbildung 9.16 Relatives Resistenzverhalten der getestetenm acht Ouvarialkarzinom-Zelllinien nach einer
Behandlung mit Carboplatin (CP, hellgrau), Paclitaxel (TX, dunkelgrau) oder der Kombination (CPTX, schwarz).
Normalisierter ICso.
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In Abbildung 9.16 ist zu sehen, dass Zelllinien, die auf eine TX Behandlung sensitiv reagieren
auch auf die Kombinationsbehandlung gut ansprechen. Verdeutlicht wird diese Beobachtung
in einer Korrelationsanalyse (Abbildung 9.17). Hierbei wurden die ICs-Werte der Behandlung
mit einem Einzelagens (CP, A; TX, B) mit denen der Kombinationsbehandlung, gemessen in

den Molarititen der jeweiligen Einzelagenzien, verglichen.
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Abbildung 9.17 Korrelationsanalyse der Resistenzen einer Monobehandlung mit Carboplatin (CP) oder Paclitaxel
(TX) wverglichen mit einer Kombinationshbehandlung beider Agenzien. Die ICso-Werte der
Kombinationsbehandlung wurden jeweils fiir CP (links und TX (rechts) berechnet. r = Korrelationskoeffizient.

Ein Zusammenhang zwischen einer Einzelbehandlung mit CP wund der
Kombinationsbehandlung wurde nicht sichtbar (r=-0,503; p=0,2162). Ein signifikanter
Zusammenhang besteht jedoch zwischen einer Resistenz gegeniiber TX im Vergleich zur
Resistenz gegeniiber der Kombinationsbehandlung (r=0,8494; p=0,0107). Caov3 zeigt hier eine
erhihte Toleranz gefolgt von IGROV1, PEO4 und PEO1. OVCAR3, A2780cis, SKOV3 und
A2780, erwiesen sich als sensitiv gegeniiber einer Kombinationsbehandlung,.

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass eine hohe Resistenz in  der
Kombinationsbehandlung mit CPTX in erster Linie auf eine hohe Toleranz gegeniiber
Paclitaxel zuriickzufithren ist. Caov3 wurde als resistenteste Zelllinie identifiziert. A2780

zeigte die niedrigsten [Cso-Werte und gilt somit als sensitiv.
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9.3.2 Korrelationsanalysen der Expression identifizierter Proteine zum

ermittelten Resistenzverhalten

In den nichsten Versuchen wurde ein Zusammenhang des Protein- oder
Proteinmodifikationsgehalts mit einer vorhandenen intrinsischen Resistenz tberpriift. Mit
Ergebnissen aus der Berechnung der ICsr-Werte wurde eine Korrelationsanalyse
durchgefiihrt. Kultivierte, unbehandelte Zellen wurden anhand von Western Blots
(Abbildung 9.18) auf statistisch auffillige Proteine aus 9.1.1 getestet.
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Abbildung 9.18 Exemplarischer Western Blot mit Lysaten von unbehandelten Zellen. A: Immundetektion von
pRb, Eb, EZH2 und GAPDH. B: Immundetektion von Cyclin B1, pERK1/2, ERK1/2 und GAPDH.

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen dem Proteinprofil aus der DigiWest-Analyse in
9.1.1 und der ATM-Expression, wurde der ATM-Gehalt in den Zelllinien ebenfalls

quantifiziert (Abbildung 9.19).
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ADPURUNYE 2. 17 EXEMPIATISCAET ¥vestern ot mr Lysaten von unbehandelten Zellen, Immundetektion von ATM
und GAPDH.

Die Proteinmenge wurde densitometrisch quantifiziert, auf die GAPDH-Ladekontrollmenge,
und anschlieffend noch einmal auf den Wert von IGROV1 (=1) normalisiert. Drei Messungen
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wurden zusammengefasst und gemittelt. Die Werte wurden anschliefend mit den ICso-Werten

der Untersuchung aus 9.3.1 korreliert (Spearman-Korrelation).
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Abbildung 9.20 Korrelationsanalysen der Resistenzen verschiedener Ovarialkarzinom-Zelllinien. Der Gehalt von
EZH2 (oben) und ATM (unten) wurde mit den ICso-Werten der unterschiedlichen Behandlungen CPTX (links),
CP (Mitte) und TX (rechts) in einer Rangkorrelationsanalyse nach Spearman verglichen. n=3.

EZH2 korrelierte negativ (r = -0,7785, p = 0,0279) mit steigender Resistenz der Zelllinien gegen

die Kombinationsbehandlung (Abbildung 9.20, oben links). Die Tendenz entspricht dem

Proteingehalt von EZH2 aus der DigiWest-Analyse. Je weniger EZH2 in der Zelllinie

exprimiert ist, desto unempfindlicher ist diese auf eine Behandlung mit einer

Kombinationstherapie. Die Proteinmenge in den unterschiedlichen Zelllinien zeigte jedoch

keinen Zusammenhang mit der Resistenz gegen CP allein (Abbildung 9.20, oben Mitte). Eine

Monotherapie mit TX hingegen zeigte eine deutliche negative Korrelation auf (r=-0,9222,

p =0,0022, Abbildung 9.20, oben rechts).
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Da ATM in den vorangegangenen Untersuchungen (Abbildung 9.4) ebenso einen
Zusammenhang im Hinblick auf das Ansprechen von Patientinnen zeigte, wurde auch in den
Zelllinien der ATM-Gehalt gemessen und gegen das Resistenzverhalten der einzelnen Ansitze
in vitro verglichen. ATM korreliert negativ.z mit dem Resistenzstatus einer
Kombinationstherapie: je weniger ATM-Protein in den Zellen exprimiert ist, desto geringer
das Ansprechen gegeniiber CPTX (r =-0,7425, p-Wert = (,,0458) (Abbildung 9.20, unten links).
Ebenfalls deutlich wurde dies im Vergleich mit den nur mit Paxlitaxel behandelten Zellen (r -
0,8503, p=0,0107) (Abbildung 9.20, unten rechts). Die CP-Behandlung hingegen lief eine
Tendenz zur Korrelation von CP-Resistenz und Protein-expression vermuten, die jedoch nicht

statistisch signifikant ist (r=0,5952, p=0,1323) (Abbildung 9.20, unten Mitte).

Die Analysen weiterer Proteine und Proteinmodifikation waren im Hinblick auf einen
Zusammenhang zwischen der Proteinmessung und dem Resistenzverhalten unterschiedlicher
Behandlungen nicht signifikant (s. Anhang Abbildung 12.2).
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Abbildung 9.21 ATM/EZH2-Vehilnis in Zelllinien einem hohem (EZH2M*) und niedrigem (EZH2"=rs) EZH2-
Gehalt.

Werden die Zelllinien in EZH2M<h und EZH2nd7 exprimierend getrennt und anschliefend mit
dem ATM/EZH2 Verhiltnis verglichen, kann beobachtet werden, dass zwischen diesem
Verhiltnis und dem Resistenzverhalten zur Kombinationsbehandlung ein linearer
Zusammenhang besteht (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Dieser Z
usammenhang wurde bereits in Kapitel 9.2.1 (Abbildung 9.7) beobachtet.
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Zusammenfassend zeigen die ermittelten Ergebnisse, dass sich die Resistenz der Zellen
gegeniiber einer TX-Behandlung auch in einer Resistenz gegeniiber einer Kombinations-
behandlung widerspiegelte. Die Proteine EZH2 und ATM wurden in sensitiven Zelllinien,
dhnlich wie in den Patientenproben, erhoht exprimiert. Auf die CP-Resistenz haben die
Expressionsniveaus dieser Proteine keinen signifikanten Einfluss. Das Verhiltnis von ATM zu

EZH2 stieg in den EZH 2miedrig exprimierenden Zellen analog zum gemessenen Resistenzstatus.

9.3.3 Reduktion der endogenen Proteinexpression von EZH2 und ATM in
A2780 mittels RNA-Interferenz

Zur funktionellen Charakterisierung von EZH2 und ATM in vitro, wurde die Expression
beider Proteine mithilfe von RN A-Interferenz reduziert (Gen-Knockdown). Hierfiir wurde die
Zelllinie A2780 ausgewihlt, weil sie gegeniiber einer Behandlung mit CPTX als sensitiv
identifiziert wurde (vgl. 9.3.1); auerdem ist ihr basaler EZH2- und ATM-Proteingehalt im

Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien hoch (vgl. 9.3.2).

siEZHZ + siATM
siEZH2 + siATM

% =
d

o =
W W

SiEZHZ2
SIATM

ATM

EZH2

Tag 3 Tag 6

Abbildung 9.22 Western Blot und Immundetektion von EZH2, ATM und GAPDH in unbehandelten A2780
Zelllinien. Der Proteingehalt der Zellen wurde mittels RNA-Interferenz gegen EZH2 (siEZH2), ATM (siATM)
und der Kombination (siEZH2+ATM) reduziert. Der Gen-Knockdown wurde iiber die Dauer von drei Tagen (T3-

To) bestitigt. SINK: Kontrollzellen inkubiert mit siRNA ohme Zielsequenz im menschlichen Genom,
Negativkontrolle.
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Eine bestindige Reduktion von EZH2 (siEZH2), ATM (siATM) oder beider Proteine
(siEZH2+siATM) konnte iiber einen Zeitraum von drei Tagen (T3-T6) durch eine Western-

Blot-Analyse nachgewiesen werden (Abbildung 9.22).
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Abbildung 9.23 Quantifizierung der Western Blot-Analyse nach siRNA-Inkubation gegen EZH2, ATM sourie
ATM und EZH2. Exemplarisch fiir Abbildung 9.22. siNK: Kontrollzellen inkubiert mit siRNA ohne Zielsequenz
im menschlichen Genom; siEZH2: Inkubation mit siRNA gegen EZH2; siATM: Inkubation mit siRNA gegen
ATM; siATM+EZH2: Inkubation mit siIRNA gegen ATM und EZH2. T: Zeitraum der Inkubation in Tagen.

Das Expressionsniveau von ATM konnte mittels siATM um ca. 90% reduziert werden. SiEZH2
reduziert den endogenen Gehalt von EZH2 um ca. 80%. Die Kombination der beiden siRNAs
bewirkte eine Reduktion von ATM um 94% und von EZH2 um ca. 90% (Abbildung 9.23).

9.3.3.1 Behandlung von A2780-Zellen nach siRNA-vermittelter Reduktion von
EZH2 und ATM

Nach erfolgreicher Reduktion der beiden Proteine EZH2 und ATM, folgte die Behandlung mit
chemotherapeutischen Agenzien (CPTX, CP und TX) und schlieBlich der Vergleich zwischen
Zellen mit verminderter Expression von EZH2 (siEZH2), ATM (siATM), oder beiden
Proteinen (siEZH2+siATM), mit Zellen mit unverandertem EZH2 und ATM-Gehalt (siNK).
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Die Chemotherapeutika wurden ab Tag 3 bis Tag 6 nach siRNA-Behandlung in einer 7-
stufigen Verdiinnungsreihe zugegeben und ihr Effekt anhand der Zellviabilitat mithilfe des
ATP-Chemosensitivititstests gemessen. Es wurden jeweils drei biologische Replikate mit der
gleichen Konzentration behandelt und vermessen. Die Messwerte wurden auf die Werte
unbehandelter Zellen normalisiert. AnschlieBend wurden die Ergebnisse der behandelten
Zellen mit reduziertem Proteingehalt gegen Kontrollzellen verglichen.

CPTX
0.4-
# siNK
03 s m siEFHZ
= il 4 SIATM
= itk AR ¥ SIEZHZ+sIATM
= 0.2
:E rhE -
&
= 0.1
0.0 T T T T 1
1.3 2.6 5.2 10.4 20.9 41.8 83.5 CP [uM]
0.5 1.0 2.0 40 7.9 158 31.6 TX [KM]

Abbildung 9.24 CPTX-Behandlung von A2780-Zellen nach EZH2- und ATM-Knockdown, sowie beider Proteine.
Kontrollzellen (siNK) wurden gegen Zellen mit reduziertem EZH2- und/oder ATM-Gehalt verglichen (siEZH2,
siATM, siEZH2+siATM). ATP-Chemosensitivititstest; n=3; Mittelwerte mit Standardabweichungen; zweifache
Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit Bonferroni Post-hoc-Test. p < 0,05 =% p< 0,01 =*% p = 0,001 = **%,

In 9.2.1 und 9.2.2 konnte bereits gezeigt werden, dass eine Co-Lokalisation von EZH2 und

ATM mit einer Therapiesensitivitit assoziiert ist.

Die EZH2-Suppression bewirkte eine erhohte Zellviabilitit in Zellen, die mit CPTX behandelt
wurden, verglichen zu den Kontrollzellen (p < 0,001, Abbildung 9.24). Dagegen haben weder
die Reduktion von ATM alleine noch die kombinierte Suppression von EZH2 und ATM einen
Einfluss auf die Viabilitit der Zellen wihrend einer CPTX-Behandlung (n.s., Abbildung 9.24).
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Abbildung 9.25 CP-Behandlung von A2780-Zellen nach EZH2- und ATM-Enockdown, sowie beider Proteine.
Kontrollzellen (siNK) wurden gegen Zellen mit reduziertem EZH2- und/oder ATM-Gehalt verglichen (siEZH2,
siATM, siEZH2+5iATM). ATP-Chemosensitivititstest; n=3; Mittelwerte mit Standardabweichungen; zweifache
Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit Bonferroni Post-hoc-Test. p < 0,05 =% p< 0,01 =*% p = 0,001 = **%,

In der CP-Monotherapie haben EZH2-depletierte Zellen erst bei hoheren CP-Konzentrationen
einen Uberlebensvorteil (p < 0,001, Abbildung 9.25). Die Reduktion von ATM sensibilisierte
die Zellen fiir die CP-Behandlung. Die kombinierte Suppression von EZH2 und ATM wirkte

sich neutral aus.

TX

siNK
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sIATM
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Abbildung 9.26 TX-Behandlung von A2780-Zellen nach EZH2- und ATM-EKnockdown, sowie beider Proteine.
Kontrollzellen (siNK) wurden gegen Zellen mit reduziertem EZH2- und/oder ATM-Gehalt verglichen (siEZH2,
siATM, siEZH2+siATM). ATP-Chemosensitivititstest; n=3; Mittelwerte mit Standardabweichungen; zweifache
Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit Bonferroni Post-hoc-Test. p < 0,05 =% p< 0,01 =*% p = 0,001 = **%,
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In der Monobehandlung mit TX zeigten EZH2-reduzierte Zellen erneut eine erhéhte Resistenz
(p= 0,001, Abbildung 9.26). Ein siRNA-vermittelter Knockdown von ATM oder EZH2

zusammen mit ATM lief die Zellen nicht resistenter fiir die Behandlung werden.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse darauf schliefen, dass eine alleinige Reduktion
von EZH2 die Resistenz gegeniiber einer TX- und CP-haltigen Behandlungen sowie der
Kombination aus beiden, erhiht. Eine Reduktion von ATM oder auch von ATM und EZH2
zugleich brachte den Zellen keinen Wachstumsvorteil wahrend der Behandlung. Die Daten
lassen vermuten, dass zur Vermittlung einer Resistenz mittels einer EZH2-Suppression, ATM
notig ist. Daraus kann geschlossen werden, dass EZH2 eine wichtige inhibierende Rolle in der

Signalweiterleitung von ATM spielen kionnte.

9.3.3.2 DigiWest-Analyse von A2780-Zellen nach siRNA-vermittelter Reduktion
von EZH2 und ATM

Proteinlysate von A2780-Zellen wurden nach erfolgreicher EZH2- und ATM-Reduktion einer
DigiWest-Analyse unterzogen. Es wurden Proteine und deren Modifikationen analysiert, die
in 9.1.1 als signifikant unterschiedlich quantifiziert worden waren. Der Fokus in dieser
Analyse lag insbesondere auf WVerinderungen von Proteinmengen oder Protein-
modifikationen, die nur bei einer EZH-Suppression auftreten, da nur dieser Ansatz die

Resistenz der Zellen steigern konnte (siehe 9.3.3.1).
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Abbildung 9.27 Heatmap der DigiWest-Analyse von A2780-Proteinlysaten mit 30 Analyten. Die ausgesuchten
Proteine und Proteinmodifikation wurden als statistisch signifikant, differentiell requliert in Tumoren beobachtet,
Die Reihenfolge der Analyten entspricht der aus Abbildung 9.3. Die quantifizierte Proteinmenge wurde pro Reihe
normalisiert. sSiEZH2: A2780 mit reduziertem EZH2-Gehalt; siATM: A2780 mit reduziertemn ATM-Gehalt;
siEZH2+ATM: A2780 mit reduziertern EZH2- und ATM-Gehalt.,

Es konnte eine deutliche Abnahme von Zellzyklus/ Mitoseproteinen wie 14-3-3 Epsilon, PAK-
4, PKN]1, pRb, cIPARFP, Aurora B Kinase, Cyclin Bl und PLK1 beobachtet werden (Abbildung
9.27, siEZH2, blau).

Um diesen Zusammenhang weiter zu validieren, wurden weitere 63 Proteine und

Proteinmodifikationen tiberpriift, die eine entscheidende Rolle im Zellzyklus besitzen.
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Abbildung 9.28 Heatmap der DigiWest-Analyse von A2780-Proteinlysaten mit 63 Analyten und anschliefendem
hierarchischen Clustering der Analyten. Hierarchische Clusteranalyse; Die quantifizierte Proteinmenge uurde
pro Reihe normalisiert. sSiIEZH2: A2780 mit reduziertemt EZH2-Gehalt; siATM: A2780 mit reduziertern ATM-
Gehalt; siEZH2+ATM: A2780 mit reduziertem EZH2- und ATM-Gehalt.

Deutliche Unterschiede sind in Proteinen zu beobachten, die in der mitotischen
Zellzyklusprogression eine Rolle spielen wie 14-3-3 Sigma, MDM2, MCM2, MRE11, PAK-4,
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Cyclin E1, FOXO1, CDK4, Aurora Kinase A, P70 $6 Kinase Alpha, IGF1,Claudin-1 und STAT1
(Abbildung 9.28).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Suppression von EZH2 in Zellen mit gleichzeitig
hohem ATM-Gehalt zu einem Riickgang von Proteinen fiihrt, die mit der Zellzyklus-

progression und Mitose assoziiert sind.

9.3.4 Uberexpression von exogenem EZH2 in der Zelllinie SKOV3

Im nédchsten Versuch wurde als reziproker Ansatz mithilfe einer endogen niedrig EZH2-
exprimierenden Zelllinie SKOV3, ein transientes Gain-of-Function-Modell in vitro generiert.
Hierfiir wurde mittels eines Plasmids EZH2 ektopisch in SKOV3-Zellen exprimiert. Die EZH2-
Expression sollte erhéht werden, um die Sensitivitit gegeniiber einer Behandlung mit den

Agenzien CPTX, CP und TX zu untersuchen.

Fiir die transiente Transfektion des EZH2-Plasmids (PL) und des Leervektors (LVK) mussten
die Zellen unter Selektionsdruck mit dem Antibiotikum G418 kultiviert werden. Durch das
Neomycin-Resistenzgen im Plasmid wurde somit sichergestellt, dass die weiteren Versuche
nur mit Zellen durchgefiihrt wurden, die ein Plasmid enthalten. Auch die Behandlung mit
CPTX, CP und TX wurde unter Selektionsdruck durchgefiihrt. Die finale Zellviabilitat wurde

nach drei Tagen mit einem ATP-Assay gemessen.

GAPDH

=
5 @ 3 *
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EZHZ2 §
- a
—— Eoi
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Abbildung 9.29 Western Blot und EZH2-Proteinquantifizierung transfizierter SKOV3-Zelllinienzellen. UT =
untransfiziert; PL = mit EZH2-Plasmid transfiziert; LVK = Leervektorkontrolle.
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Die Transfektion von EZH2 ergab eine Erhéhung des EZH2-Proteingehalts um 47% im
Vergleich zur Leervektorkontrolle zu Beginn des Chemosensitivititstests (Abbildung 9.29).
Die Leervektorkontrolle wiederum zeigte eine Erhéhung um 46% im Vergleich zu den

untransfizierten Zellen.

Um zu untersuchen ob eine Erhéhung des EZH2-Gehalts ebenfalls zu einer hoheren
Sensitivitit gegeniiber einer Behandlung mit CPTX, CP oder TX fiihrt, wurden ATP-
Chemosensitivititstests mit transient transfizierten SKOV3-Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung  9.30  CPTX-Behandlung von  SKOV3-Zellen mit einer ~EZH2-Uberexpression.
LVE=Leervektorkontrolle;  PIL=EZH2-Plasmid. ATP-Chemosensitivititstest; n=3; Mittelwerte  mit

Standardabweichungen; zweifache Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit Bonferroni Post-hoc-Test. p =0,05=
L p<0,01="p<0,001="*

Eine Uberexpressiun von EZH2 in A2780 Zelllinien erhdhte signifikant die Sensibilitit fiir eine
CPTX-Behandlung im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 9.30).
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Abbildung 9.31 CP-Behandlung von SKOV3-Zellen mit einer EZH2-Uberexpression. LVK=Leervektorkontrolle;
PL=EZH2-Plasmid. ATP-Chemosensitivititstest; n=3; Mittelwerte mit Standardabweichungen; zweifache
Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit Bonferroni Post-hoc-Test. p < 0,05 =" p<0,01 =*% p< 0,001 =***,

Eine EZ}IZ-inerexpressiun hingegen fiihrte nicht zu einer erhihten Sinsibilitit gegeniiber
einer Monobehandlung mit Carboplatin (Abbildung 9.31).

TX
150+
® LWVK
_ = PL
2% 1004
i
T 50
=
E L] L] i. L]
05 10 20 40 79 158 TX [uM]

Abbildung 9.32 TX-Behandlung von SKOV3-Zellen mit einer EZH2-Uberexpression. LVK=Leervektorkontrolle;
PI=EZH2-Plasmid. ATP-Chemosensitivititstest; n=3; Mittelwerte mit Standardabweichungen; zweifache
Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) mit Bonferroni Post-hoc-Test. p < 0,05 =% p< 0,01 =*% p = 0,001 = ***,

Ebenso zeigten EZH2-iiberexprimierende Zellen keine erhohte Sensibilitat, im Gegensatz zu
der Kombinationsbehandlung, gegeniiber einer TX-Monotherapie (Abbildung 9.32).
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Insgesamt fiihrt eine Erh6hung des EZH2-Gehalts zu einem verbesserten Ansprechen auf die

Behandlung mit einer Kombinationstherapie.

9.3.5 Co-Lokalisation von EZH2 und ATM in A2780 nach Exposition gegeniiber

den chemotherapeutischen Agenzien

Die Co-Lokalisation der Proteine EZH2 und pATM wurde bereits im Gewebe der 34
Ovarialkarzinom-Patientinnen nachgewiesen — ebenso wie, wenn auch nur vereinzelt, in
unbehandelten Zelllinien. Um herauszufinden ob die EZH2-ATM Co-Lokalisation durch CP,
TX oder der Kombination in den Zellen induziert wird, wurde die sensitive Zelllinie A2780
auf Kammerobjekttrigern kultiviert, und anschliefend mit subletalen Konzentrationen
behandelt. Eine Co-Lokalisation wurde mithilfe des Proximity Ligation Assay visualisiert. Zur

Identifizierung der einzelnen Zellen wurden die Zellkerne mit DAFI gefarbt (Abbildung 9.33).

Behandiung

ohne CPTX cP TX

EZH2/pATM Signal

Abbildung 9.33 Exemplarische PLA-Markierung in A2780-Zellen nach unterschiedlichen Behandlungen. CPTX:
Kombinationsbehandlung mit Carboplatin und Paclitaxel; CP: Monobehandlung mit Carboplatin; TX:
Monobehandlung mit Paclitaxel. Zellkerne wurden mit DAPI gefirbt (blau), die PLA-Signale von EZH2 und
pATM Ser1981 wurden im TRITC-Kanal aufgenommen (rot). Balken=20 pm.
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Abbildung 9.34 Auswertung der PLA-Analyse in A2780-Zellen nach Behandlung mit CPTX, CP und TX.
Gemessen wurden die PLA-Signale von pATM und EZH2, Die Quantifizierung der Signale erfolgte pro Nukleus.
Einfache Varianzanalyse; Dunnett-Test; p<0,05="p < 0,01 =*% p < 0,001 =**,

In A2780-Zellen, die sowohl EZH2 als auch ATM hoch exprimieren, war die Anzahl der
Fluoreszenzpunkte pro Zellkern mit durchschnittlich 1 in CPTX-behandelten Zellen am
hichsten (Abbildung 9.34). In TX-behandelten Zellen lag die durchschnittliche Punktzahl pro
Zelle bei 0,5. Jede zweite Zelle zeigte somit eine Co-Lokalisation der beiden Proteine. In Zellen
ohne Behandlung und in Zellen, die mit CP behandelt wurden waren kaum
Fluoreszenzsignale zu erkennen, die auf eine Anndherung der beiden Proteine hindeuteten
(0,05 Signale/Nukleus, 0,03 Signale/Nukleus). Die Negativkontrollen mit unspezifischen
Isotyp-Antikdrpern zeigten ebenfalls nur vereinzelt Signale (Abbildung 8.7).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieffen, dass moglicherweise die
Interaktion von EZH2 und pATM fiir die Sensitivitat einer Zelle gegeniiber einer Behandlung

mit CP, TX oder beidem eine Rolle spielen kinnte.



10 Diskussion

Die vorliegende Arbeit versucht mithilfe des innovativen DigiWest-Verfahrens, durch
analysierte Proteine und deren Modifikationen einen moglichen Mechanismus zu
identifizieren, der im Ovarialkarzinom zur Resistenzbildung gegeniiber der Standard-
Therapie mit Carboplatin und Paclitaxel fiihrt.

Studienlage zur Therapieresistenz im Ovarialkarzinom

Vorangehende Arbeiten auf Genom- und Transkriptomebene, die sich mit der
Resistenzentwicklung im Ovarialkarzinom befassten, fithrten zu keinem nachhaltigen Nutzen
der Ergebnisse. Ein Ubersichtsartikel aus dem Jahr 2015, in der eine Metaanalyse mit Studien
zur Resistenzentwicklung im Ovarialkarzinom durchgefiihrt wurde, zédhlte 42 Studien auf, in
denen iiber Gen-Expressionsprofile mogliche pradiktive Gen-Signaturen erstellt werden
sollten (126). Bezeichnenderweise wurden nur sehr wenig Gene in mehr als zwei Studien
tbereinstimmen identifiziert. Weiterhin stellt die Heterogenitit des Patientenkollektivs ein
Problem dar. Die Behandlung mit Chemotherapeutika war in wenigen Faillen
ilbereinstimmend. Primidr wurden Tumoren von Pabtientinnen untersucht, die eine Platin-
basierte Therapie erhielten. 5o fiihrte die umfassende Sequenzierung resistenter Tumoren zu
keinem eindeutigen Ergebnis beziiglich vorhandener Mutationen z.B. in einem
Tumorsuppressorgen. In einer australischen Studie wurde Material von 92 Patienten mit
primar resistenter oder sensitiver Tumorerkrankung sowie erworbener Resistenz (initiales
Ansprechen auf die erste Behandlung) untersucht. Es wurde das gesamte Genom analysiert,
um sowohl somatische Mutationen im Tumor als auch Keimbahn-Mutationen zu
identifizieren, die einen mdoglichen Einfluss auf den Tumorprogress und das
Resistenzverhalten haben (127). Eine Platin-basierte Therapie war Voraussetzung fiir den
Einschluss der Patienten in diese Kohorte, jedoch nicht unbedingt in Verbindung mit Taxol.
Das Ansprechen auf eine Therapie wurde, neben dem Ausbleiben von Rezidiven, anhand

einer niedrigen CA-125-Konzentration im Blut bestimmt (128). Es konnte keine Verbindung
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von mutierten Genen zu Patienten hergestellt werden, die als primir resistent eingestuft
wurden. Eine akquirierte Resistenz wurde jedoch mit Genbriichen der Gene RB1, NFI,
RAD51B und PTEN, sowie der ,Umkehrung” von BRCA1- oder BRCA2-Mutationen assoziiert.
Weitere Studien identifizierten potentielle Kandidatenproteine wie PBX1, XPAC und ERCC]1,
die als sensitivititsfordernd in der Behandlung mit Platin galten (129, 130).

Eine Arbeitsgruppe, die Genexpressionsdaten von Ovarialkarzinom-Patientinnen mit einer
Platin- und Taxol-basierten Erstlinientherapie analysierte, nutzte offentlich zugingliche
Daten (TCGA und GSE). Hierbei wurde eine Gensignatur von 97 Genen erstellt, durch welche
ein Ansprechen von Ovarialkarzinom-Patientinnen auf die Kombinationsbehandlung
prognostiziert werden kann (131). Protein-Signalwegsanalysen deuteten auf eine zentrale
Regulation durch die Proteine HIF1a und TP53 hin.

Auf Proteinebene wurde mithilfe eines Reverse-Phase-Proteinarrays der aktivierte TGF-p
Signalweg in Tumorproteinlysaten nach primaérer platinhaltiger Chemotherapie identifiziert
und mit einem verbesserten Uberleben korreliert (132). Als Referenz fiir die Progression
wurde die Proteinkonzentration von CA-125 im Blut gemessen. Weiterhin wurden erhohte
PDGFR-beta und VEGFR-2 Proteinmengen mit einer schlechteren Prognose nach einer Platin-
basierten Therapie assoziiert, sowie auch zum Teil eine erhihte ERK-Aktivierung (133). Die
Proteine CASPR3, 5100, Claudin 4, und CDC42BPA wurden ebenfalls mithilfe einer
Proteinarray-Technologie in  Cisplatin-resistenten = Ovarialkarzinom-Zellen  erhoht
vorgefunden (134).

Auf epigenetischer Ebene wurden Veranderungen in der Methylierung und im Transkriptom
bei einer Cisplatin-Resistenz beobachtet, die die Proteine KLF4 und IL-6 betreffen (135).
Konkret wurde auch C/EBPP als Initiator einer H3K79 Methylierung und schliellich einer
Platin-Resistenz identifiziert (136).

In Studien, die sich mit dem Wirkmechanismus der Taxol-Einzelbehandlung befassten, wiesen
Kandidaten keine Ahnlichkeiten mit denen aus den Versuchen mit Platin-basierten
Behandlungen auf. In-vitro-Experimente zeigten eine Assoziation mit FAK (Focal Adhesion

Kinase). Das Protein spielt eine Rolle in der Microtubuli-Dynamik und war in resistenten
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Zellen erhoht exprimiert (137). In einer anderen Studie war das Zellzyklusprotein CDK1 in
Paclitaxel-resistenten Zellen und Tumoren erhéht exprimiert. Eine pharmakologische
Inhibierung des Proteins fithrte in einem Xenograft-Versuch zu einem Riickgang der Resistenz
(138). In einer weiteren Studie fiihrte eine Zellzyklus-Synchronisation zur Umkehrung der
Taxol-Resistenz in Ovarialkarzinom-Zellen (139).

Zusammenfassend ldsst die aktuelle Studienlage keine Riickschliisse auf prédiktive
Kandidatengene oder -proteine zu, die bei der Vorhersage einer Therapieresistenz im
Ovarialkarzinom von Bedeutung sind. Probleme in der Interpretation der Ergebnisse ergeben
sich aus heterogenen Behandlungsschemata der eingeschlossenen Patientinnen, welche die
Einordnung und Translatierbarkeit, ob eine die Standard-Erstlinientherapie mit Carboplatin
und Paclitaxel durchgefiihrt werden soll, erschwert. In den Analysen auf DNA, RNA-und
Proteinebene werden immer wieder Proteine in der DNA-Reparatur als priadiktive
Kandidaten thematisiert, jedoch fehlt unter anderem bedingt durch die Verwendung von
unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien (FFPE, kryokonserviertes Frischgewebe,
Zelllinien) und dadurch resultierender Analysemethoden, ein umfassendes Verstindnis fiir

den Wirkmechanismus der putenl:ie]len Kandidaten.

Proteinarray-Untersuchung mittels DigiWest-Technologie

In dieser Studie wurde zur initialen Charakterisierung therapieresistenter Ovarialkarzinome
eine neue Protein-basierte Array-Methode, die DigiWest-Technologie, angewandt. Es handelt
sich um eine Antikirper-basierte Methode, mit der aus wenig Gewebematerial Proteinlysate
hergestellt, und anschliefend Proteinmengen und Proteinmodifikationen quantifiziert
werden kénnen. Diese Methode wurde dazu verwendet, um therapiesensitive und -resistente
Ovarialkarzinome anhand ihres Proteinprofils unterscheiden zu kiénnen. Im Vergleich zu
RNA-basierten Microarrays, konnen hierbei neben der Quantifizierung der Proteinexpression
ebenfalls Proteinmodifikationen wie Phosphorylierungen, Methylierungen oder

proteolytische Veranderungen an spezifischen Proteinen gemessen werden (113).
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Aus 4743 Messpunkten von 279 verwendeten Antikorpern wurden 30 signifikant differentiell
vorhandene Proteine und Proteinmodifikationen in neun sensitiven und acht resistenten
Patientinnen identifiziert. Ein Messpunkt entspriche bei analoger Betrachtung einer Western-
Blot-Bande. Der dynamische Bereich der DigiWest-Methode entspricht dem einer klassischen
Western-Blot-Analyse, jedoch wird fiir den DigiWest nur 1/100 des Ausgangsmaterials fiir den
gleichen Erkenntnisgewinn benétigt (113). Die Auswahl der analysierten Proteine erfolgte
nach Verfiigbarkeit der Antikorper. Hierbei wurde in einem Vorversuch auf eine moglichst
hohe Spezifitit der Antikdrper im Western Blot geachtet.

Durch die Analyse wurden Messwerte generiert, die rechtsschief verteilt waren. Viele der
statistischen Tests beruhen auf einer Normalverteilungsannahme. Die Messwerte wurden
daher fiir weitere Vergleiche logarithmisch transformiert. Nichtsdestotrotz konnte keine
Normalverteilung erreicht werden, weswegen als statistischer Test eine Rangsummen-
Analyse durchgefiihrt wurde. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass geringe Unterschiede in
der Ergebnisprisentation nicht aufgezeigt werden. Die Analyse mittels t-Test zeigte jedoch
tuberwiegend die gleichen auffilligen Proteine und Proteinmodifikationen. Ein Test zur
Korrektur des multiplen Testens konnte jedoch aufgrund der geringen Probengrifie nicht
durchgefiihrt werden.

Die Clusteranalyse der signifikanten Proteine ergab eine Auftrennung in fiinf Cluster. Im
ersten Cluster fillt auf, dass Proteine, die der MAPK-Signalkaskade zuzuordnen sind, in den
Tumoren der resistenten Patienten hochreguliert sind. MAP-Kinase-Signalwege dienen zur
Signalweiterleitung innerhalb der Zelle und werden iiberwiegend iiber Phosphorylierungen
der involvierten Proteine vermittelt. Sie umfassen mindestens drei sukzessiv aktivierte
Kinasen: MAP3K-MAP2K-MAPK. Die Auflistung der Analyten im ersten Cluster der
Heatmap erfolgt in der Reihenfolge wie auch die Proteine im MAPK-Signalweg MAP2K-
MAPK phosphoryliert werden: MEK1/2 - ERK1/2 und zudem RSK1 und S6 (140). Im
Ovarialkarzinom wird ein aktivierter MAP-Kinase-Weg iiberwiegend mit einem
verschlechterten Uberleben von Patientinnen, die Platin-basiert behandelt wurden, in
Verbindung gebracht (141-143). ERK1/2 aktiviert das MAPKAPK-Protein 90RSK1 durch

Phosphorylierung, welches als Vermittler dient und nachfolgend 56 phosphoryliert. Das 56
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Protein gehort dem ribosomalen Komplex an. Es katalysiert die Proteinbiosynthese und
besteht aus zwei Teilen: der kleinen 405- und der groflen 605-Untereinheit. Das
zytoplasmatische 56-Protein ist Teil der 405-Untereinheit und somit an der Regulation der
Translation beteiligt. Die Phosphorylierung an der Stelle Ser235/236 wird durch das aktivierte
RSK1 Protein vermittelt, um die Komplexbildung zur Translation-Initiation zu fordern (144).
Eine Aktivierung und Phosphorylierung der MEK-56 Signalkaskade wurde in high-grade
Ovarialkarzinomen, verglichen zum Normalgewebe, beobachtet. 56 wurde in dieser Studie als
potentieller Biomarker wvorgestellt, mit dem die ERK-Signalweg-Aktivierung gemessen
werden kann (145). Analog dazu konnte die Effektivitit einer Paclitaxel-Behandlung in
Ovarialkarzinom-Zellen durch eine Inhibierung von S6 erhoht werden (146).

In Cluster 4 wurden zahlenméfBig die meisten Proteine zusammengefasst. Das Kladogramm
beginnt mit den Proteinen EZH2 und SUZ12. EZH2 ist ein Polycomb-group protein (PcG) mit
einer SET-Domine und ist eine Histon-Lysin-N-Methyltrasferase. Es ist die katalytische
Untereinheit des PRC2/EED-EZH2-Komplexes, welches Lysin-9 (H3K9me) und Lysin-27
(H3K27me) im Histon H3 methyliert, was wiederum zur Transkriptionsrepression von
Zielgenen fithrt. In seiner klassischen Funktion kontrolliert es die Balance zwischen
Selbsterneuerung und Differenzierung embryonaler Stammzellen. In Ovarialkarzinom-Zellen
ist die EZH2-Expression erhoht und wird mit Proliferation und Invasion assoziiert (147). In
der Literatur sind EZH2-Mutationen bekannt, die entweder einen Funktionszuwachs oder
Funktionsverlust des Proteins zur Folge haben und onkogene oder tumorsuppressive
Funktionen besitzen. Diese ambivalente Wirkung lasst sich durch die konservierte Funktion
des PRC2-Komplexes bei der Aufrechterhaltung der Gen-Inaktivierung erkldren. Studien
haben gezeigt, dass die Hauptfunktion von PRC2 darin besteht, die Stilllegung der
Transkription aufrechtzuerhalten, anstatt sie zu induzieren. Daher besteht die Funktion von
PRC2 nicht darin zu bestimmen, welche Gene unterdriickt werden sollen, sondern vielmehr,
um den bereits etablierten stillgelegten Zustand eines Gens aufrechtzuerhalten, der fiir die
Stabilisierung der Zellidentitat kritisch ist (148, 149). Cyclin-abhingige Kinasen (CDKs)
beispielsweise regulieren epigenetische Verdnderungen durch die Phosphorylierung von
EZH2 (150). Ebenso wurde beobachtet, dass EZH2 dem pRB-E2F Signalweg nachgeschaltet ist
(124). SUZ12 ist ein Zinkfingerprotein, gehért wie EZH2 zum PRC2-Komplex und dient dem
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Histon-Methyltransfer vorzugsweise an H3K27me3. SUZ12 wird zur Aktivierung von EZH2
bendtigt. Es wird erhoht in Ovarialkarzinomgeweben im Vergleich zu Normalgewebe
vorgefunden und korreliert sowohl mit einer EZH2-, als auch mit einer Ki67-Expression, die
als Nachweis fiir die Proliferation gilt (151). pRb Ser807/811 steht mit den genannten Proteinen
ebenfalls in Verbindung. Rb ist ein Tumorsuppressor und Schliisselprotein in der Regulation
der Zellteilung. Es hat mehrere Phosphorylierungsstellen. Das Protein ist aktiv, wenn es
hypophosphoryliert vorliegt, und kann in diesem Zustand durch Bindung an den Repressor
E2F1 die Transkriptionsaktivitit hemmen, was schlussendlich zum Zellzyklusarrest fiihrt. Die
hier untersuchte Ser807/811 Phosphorylierungstelle dient, so wird es vermutet, der
Vorbereitung zur Phosphorylierung weiterer Stellen und fithrt abschliefend zur
Hyperphosphorylierung und anschliefender Zellzyklusprogression (152). Weiterhin wird
durch die Phosphorylierungsstelle der Apoptose vermittelnde Faktor Bax gebunden, der
somit an der Induktion der Apoptose gehindert wird (153). Eine Rbl-Inaktivierung durch
Mutationen wurde bereits im Ovarialkarzinom beobachtet (154). Zur hier analysierten
Phosphorylierungsstelle an Ser807/811 ist in Ovarialkarzinomen jedoch nichts bekannt. Die
Phosphorylierungen des Rb-Proteins unterliegen wihrend der Zellzyklus-Progression grofen

Schwankungen, weswegen es in In-vitro-Versuchen nur erschwert untersucht werden kann.

Das Cluster 5 beinhaltet die Proteine Aurora B, Cyclin Bl und PLK1. Cyclin Bl ist ein
Zellzyklusprotein, welches eine Rolle bei der Einleitung der Mitose spielt. Es wird
hauptsachlich wihrend der G2/M-Phase exprimiert, und bildet zusammen mit CDK1/CDC2
einen Komplex, den maturation-promoting factor. Daraufhin werden in der frithen Mitose
essentielle Vorgange initiiert, die der Zellteilung dienen, z.B. die Aktivierung wvon
Kondensinen und die Destruktion der Kernmembran, was wiederum die Neuverteilung der
Chromosomen erméglicht. Niedrige Cyclin B1 Proteinmengen im Zellkern werden, im
Gegensatz zu epithelialen Ovarialkarzinomen, maBgeblich in Ovarialtumoren mit niedrigem

malignen Potential nachgewiesen (155).

Das Protein Aurora B wird mit den Mikrotubuli assoziiert und ist beteiligt an der Kontrolle
der Chromosomenanordnung und Trennung der Schwesterchromatiden (Zytokinese)
wihrend der Mitose. Die Behandlung mit einem Aurora-Kinase-Inhibitor fiihrte zusammen
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mit Paclitaxel in Ovarialkarzinom-Zellen zu einer erhéhten Induktion der Apoptose
verglichen zu Kontrollzellen (156). In Proben aus metastasierten Patientinnen nach einer
Therapie wies die Expression des Aurora-B-Proteins auf eine Resistenz hin (157). Anzumerken
ist hierbei, dass die Behandlung der Patientinnen variierte und dass neben Patientinnen mit
einer Carboplatin und Paclitaxel Kombinationsbehandlung auch Patientinnen in die Studie

eingeschlossen wurden, die mit einer Carboplatin-Monotherapie behandelt wurden.

PLK1 ist eine Serin/Threonin-Kinase welche den Eintritt in die Mitose reguliert indem es am
mitotischen Checkpoint wihrend der Anheftung der Kinetochore an den mitotischen
Spindelapparat beteiligt ist. Es orchestriert die Zellteilung und wirkt proliferativ. PLK1
inhibiert zusammen mit CDK1 die zellulire Reaktion auf DNA-Schiaden wihrend der Mitose
bis sie beendet ist (158). In primédren Ovarialkarzinom-Zellen erschwert eine PLKI1-
Inhibierung die Checkpoint-Induktion nach Platinbehandlung (159). In stark
platinvorbehandelten, resistenten Ovarialkarzinom-Patientinnen wurde in einer klinischen
Phase-II-Studie die Behandlung mit einem PLK1-Inhibitor Volasertib mit der Behandlung
einer iiblichen Chemotherapie verglichen. Es konnte ein vermindertes progressionsfreies
Uberleben der Volasertib-behandelten Patienten im Vergleich zu den mit Chemotherapie
behandelten beobachtet werden (160). Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Studie wiesen
einen geringeren PLK1-Gehalt der resistenten Zellen auf, was jedoch vermutlich nicht die
Ursache fiir den Resistenzmechanismus, sondern eine Konsequenz des Checkpoint-Arrests ist.
Die ausbleibende Wirksamkeit der PLK1-Inhibierung lasst sich somit erklaren.

Topo2 Alpha (TOP2A) ist eine Untereinheit der DNA Topoisomerase II, die fiir ihre
katalytische Funktion ATP bendtigt. Das Enzym wirkt in der Chromosomen-Kondensierung
und der Chromatidtrennung. Seine Hauptaktivitit ist die Spaltung von DNA, um
Torsionsstress, der wéhrend der Bewegung entsteht, zu vermeiden. Es wurden
Verdinderungen der TOP2A-Expression nach Platin-Behandlung in Ovarialkarzinomen
beobachtet (161). In einer alteren Studie mit zugehorigem Microarray-Experiment gehorte

TOP2A zu einem von neun Genen die eine Platinresistenz voraussagten (162).
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Das letzte Protein in diesem Cluster ist MCM2. MCM2 formt einen Komplex mit MCM2-7 zu
Beginn der 5-Phase um die DN A-Replikation zu initiieren. Der Komplex unterstiitzt mit seiner
Helikase-Aktivitit die Bildung der Replikationsgabel. MCM2 nimmt im Ovarialkarzinom eine
ambivalente Rolle ein, da es einerseits die Platinresistenz in Zellen erhdhen (163) andererseits
aber auch reduzieren kann (164). In Tumoren korreliert es mit einer fortgeschrittenen
Erkrankung und Tumorgrad. Eine eindeutige Korrelation zur Platinbehandlung konnte nicht

festgestellt werden (165).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in sensitiven Tumoren Proteine und
Proteinmodifikationen erhoht vorgefunden wurden, die eine proliferative Wirkung auf Zellen
haben und im Normalgewebe nicht stark ausgeprégt sind. Folglich werden in der Literatur
viele der Proteine aus dem hervorgegangenem Proteinprofil bereits als mogliche Ziele zur
Behandlung einer Platinresistenz diskutiert und untersucht. Die Wirksamkeit von Carboplatin
auf stark proliferierende Tumorzellen ist seit iiber 30 Jahren bekannt (166). Eine
Standardtherapie besteht jedoch aus zwei Komponenten: Carboplatin, welches auf die
replizierende DNA wirkt, und Paclitaxel, welches wihrend der Mitose seine Wirkung
entfaltet. Das Proteinprofil der Tumoren resistenter Patientinnen entspricht nicht dem
klassischen Verstindnis einer schnell wachsenden Tumorzelle, da zellzyklus- und
proliferationsfordernde Proteine und Proteinmodifikationen reduziert vorlagen. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Dysregulation des ohnehin schon aberranten Zellzyklus
einer Tumorzelle zur Resistenzentstehung beitragt. Zellzyklusarretierte Zellen, die sich noch
nicht in der Mitose-Phase befinden, werden in resistenten Tumoren vorrangig vorgefunden
und besitzen einen Vorteil, der fiir das Uberleben wihrend der Behandlung mit Paclitaxel und
Carboplatin ausschlaggebend ist. Die Wirkungsweise von Paclitaxel wird voraussichtlich
unterdriickt indem ganzlich die Bildung von Mitosespindeln durch einen vorgeschalteten
Zellzyklusarrest vermieden wird. In einer Studie wurde der Zusammenhang zwischen
niedrigem Proliferationsindex von Owarialkarzinomen und einer schlechteren Prognose
beschrieben. Hierbei wird auf die niedrig proliferierenden Zellen als migliches Ziel einer

Behandlung in schwer zu therapierenden Patientinnen verwiesen (167).
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DNA-Sequenzierung von Genen mit zentralen regulatorischen

Funktionen

Da es in der DigiWest-Analyse Unterschiede innerhalb der beiden untersuchten Gruppen
~resistent” und ,sensitiv” gab, wurde auf DNA-Ebene untersucht, ob durch vorherrschende
Mutationen eines Gens eine Substratifizierung durchgefiihrt werden kiénnte. Die eindeutige
Subgruppe der resistenten Tumoren mit aktiviertem MAPK-Signalweg lies zunichst die
Vermutung zu, dass es durch eine BRAF-V600E-Mutation zu einer ﬂberaktiﬁerung des
Signalwegs kommt. BRAF ist eine Isoform aus der Familie der Raf-Proteinkinasen. Es
existieren die Isoformen A-Raf, B-Raf und C-Raf/Raf-1. Das Raf-Gen gilt als Onkogen, welches
die MAPK/ERK-Signalwegskaskade initialisieren kann (168). In der Onkologie ist die B-Raf
aktivierende Mutation des Gens BRAF V600E als pathogene Variante bekannt. Das konstitutiv
hyperaktivierte Protein phosphoryliert MEK1/2 und induziert somit den MAPK/ERK-
Signalweg. Es wird vermehrt in Kolorektal- und Lungenkarzinomen sowie in Melanomen und
papilliren Schilddriisenkarzinomen vorgefunden (169). Im Ovarialkarzinom wird diese
Mutation in 20,6% der Tumoren beobachtet, in der Untergruppe der serdsen high-grade
Tumoren dagegen in nur 4% der Fille. Jedoch wurde kein Zusammenhang zum
Gesamtiiberleben nach Behandlung mit Carboplatin oder Paclitaxel beobachtet (170). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden in ausgesuchten Tumorproben der einzelnen Subgruppen
untersucht, ob eine V600E-Mutaton wvorzufinden war. In keiner der untersuchten
Patientenproben konnte eine Mutation detektiert werden, weswegen im weiteren Verlauf eine

Multi gen-Sequenziemng durchgeﬁjhrt wurde.

Ziel war es, Mutationen in Genen zu identifizieren, deren Proteine in der DNA-Reparatur
mitwirken. Die Sequenzierung zeigte zunichst, dass TP53-Mutationen in fast allen
untersuchten Tumoren dieser Studie gefunden wurden. TP53 ist eines der wichtigsten
Tumorsuppressorgene, das bei der Tumorentstehung eine entscheidende Rolle spielt. Es
codiert das Protein p53, welches in der Pravention entarteter Zellen seiner Aufgabe nachgeht,
fehlerhaft replizierende Zellen durch unterschiedliche Mechanismen an der Ausbreitung zu
hindern. Es reguliert die Expression seiner Zielgene, welche wiederum den Zellzyklusarrest,

die Apoptose, Seneszenz, die DNA-Reparatur oder ﬁmderungen im Metabolismus initiieren
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konnen (171). Mutationen in diesem Gen fithren zu einem Wachstumsvorteil einer Zelle und
sind in Tumorzellen hiufig vorzufinden (172). In der Literatur wird eine TP53
Mutationsfrequenz von 96% in serdsen high-grade Ovarialkarzinomen beschrieben (173). Der
hohe Prozentsatz an TP53-mutierten Proben entspricht der Beobachtung dieser Studie (94%).
TP53-Mutationen dienen im Allgemeinen jedoch auch der Abgrenzung von serosen high-grade
Tumoren zu anderen Subtypen (174).

BRCA1 und BRCA2? sind Tumorsuppressorgene, deren Proteine in der DNA-Reparatur aktiv
sind. Sie werden in der Diagnostik des hereditiren Mamma- und Ovarialkarzinoms analysiert
und geben Aufschluss dariiber ob prospektiv ein erhihtes Risiko der Tumorentstehung in
noch nicht erkrankten Individuen besteht (175). BRCAl1 und 2 haben zwar eine
unterschiedliche Struktur, regulieren jedoch beide elementare Funktionen der DNA-
Reparatur. BRCA1 agiert an Doppelstrangbriichen der DNA, die nach einer Beschidigung der
DNA-Doppelhelix auftreten kénnen. Hier komplexiert es mit RAD51 sowie BRCA2 und
repariert Schiden nach dem Prinzip der homologen Rekombination. BRCA2 dient der
Initiierung der homologen Rekombination (176). Mutationen im BRCA2-Gen werden
aufgrund der weitreichenden Folgen des Funktionsverlusts in der DN A-Reparatur, mit einer
Platinsensitivitit im Ovarialkarzinom assoziiert (177-179).

In der Sequenzierung fielen zunichst hiufige Varianten der Gene BRCA1 p.Pro871Leu,
p.Glu1038Gly, p.Lys1183Arg, p.Ser1613Gly, BRCA2 p.Asn372His und TP53 p.Pro72Arg auf.
Es handelt sich hierbei um Einzelnukleotidpolymorphismen. Polymorphismen sind hiufige
Sequenzverinderungen in einem Gen zu denen Einzelnukleotidpolymorphismen (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs), Insertions- und Deletionspolymorphismen unter 50
Nukleotiden (INDELs) oder Kopienzahlvarianten (Copy Number Variations, CNVs) zahlen.
Eine Variante muss in mindestens in 1% der Bevdlkerung wvertreten sein, um als
Polymorphismus zu gelten (180). Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens wird ihnen
hdufig keine destruktive Funktion auf das Protein zugesprochen. Dadurch spielen Gen-
Polymorphismen keine Rolle in der Risikobewertung des hereditiren Mamma- und
Ovarialkarzinoms von gesunden Individuen. In zahlreichen Projekten, in denen

Genomsequenzierungen von zahlreichen Patientenproben durchgefiihrt wurden, gewinnen
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sie jedoch immer mehr an Bedeutung hinsichtlich der Vorhersage des Ansprechens auf eine
Therapie einer Tumorerkrankung (181). Varianten, die in gesunden, noch nicht erkrankten
Individuen keinen Einfluss auf grundlegende zellulire Mechanismen haben, konnen in einem
aberranten Tumorumfeld wiederum einen Einfluss auf die Zellphysiologie besitzen (182).
Sieht man von den BRCA1- und BRCA2-Varianten ab, die als Polymorphismus gelten, wurden
in finf von 17 Patientinnen (30%) Mutationen gefunden, die eindeutig zu einem
Funktionsverlust des Proteins fiihren. Vier Patientinnen gehorten der Gruppe resistent an,
eine galt als sensitiv. In der Literatur werden 10 bis 15% der Ovarialkarzinome als BRCA-
mutiert aufgefiihrt, wobei nur BRCA2-Mutationen iiberwiegend mit einer Platinsensitivitit
assoziiert werden (177). Hier konnten die Mutationen und Varianten keiner der beiden
Gruppen zugeordnet werden. Neben der Vorhersagbarkeit des Risikos in gesunden
Individuen, ist die Erfassung des BRCA1/2-Mutationsstatus auf Keimbahn- oder somatischer
Ebene fiir die Behandlung der Owvarialkarzinom-Patientin mit PARP-Inhibitoren von
Bedeutung. Hierbei wird der Mechanismus der synthetischen Letalitit (183) genutzt: In
Tumorzellen, die durch eine BRCA-Mutation in ihrer DNA-Reparatur eingeschréinkt sind,
wird das Uberleben durch das PARP-Protein sichergestellt. Wird es durch einen Inhibitor an
seiner Funktion gehindert, muss die Zelle aufgrund der fehlerhaften DNA die Apoptose
einleiten. Bei der Behandlung des Ovarialkarzinoms gewinnt diese Art der Therapie
zunehmend an Bedeutung (184).

ATM-Mutationen werden ebenso in der Diagnostik des hereditiren Mammakarzinoms
untersucht (185). ATM ist eine Kinase der DNA-Reparatur. Es erkennt DNA-
Doppelstrangbriiche und wird durch diese aktiviert. Anschliefend phosphoryliert es weitere
Proteine, die zur DNA-Checkpoint-Aktivierung (G1/5S und G2/M) und zum Aufbau eines
Komplexes fiir die Reparatur notwendig sind. Innerhalb dieser Signalweiterleitung werden
auch BRCA1 und 2 zum Ort der Reparatur rekrutiert. Die Aktivierung des Checkpoints erfolgt
iiber die Effektor-Kinase CHEK2. Sie wird von ATM phosphoryliert und damit aktiviert. Diese
wiederum phosphoryliert die Phosphatase CDC25A, worauf das Protein abgebaut wird und
nicht mehr den CDK1-CyclinBl-Komplex dephosphorylieren kann, was abschliefend zu
einem Zellzyklusarrest fiihrt (186). Das verwendete Panel in dieser Studie deckt den gesamten
codierenden Bereich des verhiltnismaRig groen ATM-Gens (13147 bp) ab. So war es moglich,
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nicht nur ,Hotspot”-Mutationen in bekannten Bereichen zu detektieren, sondern samtliche
Varianten der Sequenz zu erfassen. Es wurden in fast 53% der Patientenproben ATM-
Varianten gefunden. In sieben von acht resistenten Tumoren sowie zwei von neun sensitiven
wurde mindestens eine Variante vorgefunden. Keine der Varianten hat jedoch einen
eindeutigen Funktionsverlust des Proteins durch einen Translationsabbruch, einem
Stopcodon, oder durch eine Leserasterverschiebung zur Folge. Zudem befinden sich die
Varianten nicht in Bereichen, welche funktionelle Dominen des Proteins codieren. Jedoch
kénnen sie einen Effekt auf die Konformation des Proteins und/oder die Bindeaffinitit eines
Interaktionspartners haben, was wiederum zu einer Deregulation von ATM und seinen
Zielproteinen bewirken konnte. Interessanterweise konnte in der Literatur fiir eine Variante,
die als Polymorphismus klassifiziert wurde (p.Aspl853Asn), eine Verbindung zu einem
verschlechtertem progressionsfreien Uberleben nach einer Kombinationsbehandlung mit
Cisplatin und Paclitaxel hergestellt werden (187). Es wire somit ein mdglicher Einfluss der
gefundenen, aber bisher nicht klassifizierten ATM-Variante auf ein verdndertes
Therapieansprechen sowie eine potentiell verdnderte Funktionsweise von ATM denkbar, was

jedoch in nachfolgenden Studien validiert und genauer entschliisselt werden muss.

Eine weitere Arbeitsgruppe untersuchte somatische Mutationen einiger DN A-Reparaturgene
von Ovarialkarzinomen longitudinal vor und nach einer Chemotherapie (188). Es konnten nur
2% der Mutationen vor als auch nach einer Therapie in den jeweiligen Patientinnen detektiert
werden. Unter anderem wurden deletire Mutatonen im ATM-Gen, die zu einem
Funktionsverlust fithren, nicht mehr in den Tumoren nach einer Behandlung vorgefunden,
was darauf hindeutet, dass ein aktives und funkHonelles ATM-Protein in resistenten

Tumorzellen bendtigt wird.

ATM wird bereits in einigen Studien als therapeutisches Ziel betrachtet. Die Behandlung mit
einer zielgerichteten Inhibierung erwies sich jedoch als schwierig (189). ATM wird von nicht
aberranten, benignen Zellen fiir wichtige physiologische Funktionen benétigt. Eine nicht-
selektive Inhibierung dieser Funktion ist mit Nebenwirkungen und Schidigungen normaler
Korperzellen verbunden. Des Weiteren wurde in Ovarialkarzinom-Zellen eine Inhibierung
von ATM nicht mit einem verbessertem Ansprechen auf eine platinhaltige Behandlung
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beobachtet, jedoch mit einer erhthten Sensitivitit auf ionisierende Strahlung (190). Einige
Studien berufen sich auf das Prinzip der synthetischen Letalitit, ausgelost durch ATM-
Mutationen. In diesem Zusammenhang werden Inhibitoren fiir ATR, PARP oder CHK1/2
genannt (191). Das CHEK2-Gen wurde ebenfalls mithilfe des Sequenzierpanels analysiert. Es
konnte jedoch keine Mutation nachgewiesen werden. Weitere Varianten anderer Gene
wurden ebenfalls nicht auffillig oft in einer der beiden Gruppen, resistent oder sensitiv,
beobachtet.

In dieser Arbeit wurde fiir die Sequenzierung DMNA aus primﬁrem Tuml:hrgewehe verwendet.
Somit kénnen nur Aussagen iiber somatische Mutationen und nicht iiber vererbbare
Mutationen in der Keimbahn getroffen werden. Hierfiir miisste in einem weiteren Ansatz

DNA beispielsweise aus Blut untersucht werden.

Abgleich des ATM-Proteinexpressionsprofils

Die Quantifizierung des ATM-Proteins durch die DigiWest-Analyse wies keinen
Zusammenhang zwischen Proteinmenge und eine der beiden Gruppen, ,resistent” oder
»sensitiv’, auf. Aufgrund des weitreichenden Einflusses von ATM auf Regulations-
mechanismen der Zelle, wurde eine PTM-Analyse durchgefiihrt. Diese diente dazu,
Proteinprofile eines Proteins in den Tumoren mit Profilen der weiteren 278 Proteine zu
vergleichen, die in der DigiWest-Analyse gemessen wurden. Ahnliche Profile werden
anschliefend erfasst (192).

Hierbei waren Analyten von Bedeutung, die in der Zellzyklusprogression involviert sind
(CDK2, CHEK2, CDKS5) sowie in epigenetischen Prozessen eine regulatorische Funktion haben
(EZH2, SUZ12, Histon-Methylierungen und Acetylierungen). Einige der Analyten wurden in
der vorangegangenen Analyse als differentiell in den beiden Tumorgruppen resistent und
sensitiv identifiziert, darunter SUZ12, EZH2, ADAMTS], Aurora B Kinase, phospho-5TAT],
CTGF und Raptor).
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Wie bereits beschrieben, ist ATM in der Signalweiterleitung der Zellzyklus-Checkpoint-
Aktivierung involviert. ATM aktiviert CHK2 wenn DNA-5chiden wihrend der G2-Phase
auftreten, was wiederum den Cyclin B/ICDK1 Komplex blockt und schlieflich zur
Verhinderung der Mitose fiihrt (193). Phosphorylierte 14-3-3 Proteine verhindern durch das
Zuriickhalten von CDC25 ebenfalls den Eintritt der Zelle in die Mitose indem der
Cyclin B/CDK1 Komplex nicht mehr aktiviert werden kann. 14-3-3 Proteine gelten als wichtige
Vermittler von Signalen in der Zellzykluskontrolle sowie der Initilerung der Apoptose (194,
195).

Eine direkte Beteiligung von ATM an der Histon-Methylierung ist in der Literatur nicht
beschrieben. Jedoch wurde beobachtet, das Doppelstrangbriiche der DNA das H3K9
Methylierungsmuster im Genom verindern konnen, vermutlich mit dem Zweck die

Chromatinstruktur zu stabilisieren und DNA-Reparaturproteine zu rekrutieren (196).

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch ein Zusammenhang mit der Histon-
Methyltransferase EZH2 beobachtet werden, welches im DigiWest-Proteinscreening
identifiziert werden konnte. In einer Studie wurde ATM als Kinase von EZH2 beschrieben.
Eine ATM-Defizienz fithrte, so wurde es in dieser Studie beschrieben, zu einer EZH2
Hyperaktivierung und schliefflich zur Neurodegeneration (197). Auch in der DNA-Reparatur
spielt es eine Rolle, indem es zusammen mit SUZ12 zu Stellen rekrutiert wird, an denen DNA-
Schaden von Proteinen wahrgenommen wurden (198). Unklar ist hierbei, inwieweit eine die
Histon-Methylierung an Lysin 27, eine der Hauptfunktionen von EZH2, in der DNA-
Reparatur benétigt wird. In einer anderen Studie wurde beobachtet, dass eine Reduktion von
EZH2 in Fibroblasten zur Initiierung der DNA-Reparatur iiber ATM fiihrt, noch bevor eine

Verdanderung der Histon-Methylierung eintritt (199).

Bezogen auf den ersten Vergleich der Proteinprofile zwischen resistenten und sensitiven
Tumoren kann interessanterweise die Induktion des MAPK/ERK-Signalwegs in resistenten
Tumoren durch eine ATM-Aktivierung erklart werden. Unabhéngig von p53 kann es nach
DNA-Schiden einen Zellzyklusarrest und folglich die Apoptose induzieren (200). Umgekehrt
kann ERK1/2 auch ATM aktivieren (201).
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Weitere Proteine, die in der Literatur dafiir bekannt sind durch ATM reguliert zu werden sind
EVI1 (202), Aurora B Kinase (203, 204), INK/SAPK (205), RSK1 (206), S6 (207), PKC (208), BMI1
(209), CBP (210), Cyclin A (211), Acetyl Carboxylase 1 (212, 213), cIPARP (190, 214), Rb (215-
218), MCM2 (219, 220), Cyclin B1 (221), PLK1 (222, 223) und TOP2A (224).

Im Protein-Screening von Tumorproben aus Ovarialkarzinom-Patientinnen konnte eine
deutliche Auftrennung von resistenten und sensitiven Patientinnen erreicht werden. Aus 30
signifikant unterschiedlich vorhandenen Proteinen und Proteinmodifikationen in beiden
Gruppen wurde anhand einer Clusteranalyse eine Subgruppierung der Proteine erzielt.
Hierbei wurden pro-proliferative sowie mitotische Proteine erhoht in der sensitiven Gruppe
vorgefunden. Zum Teil wurde eine verringerte MAPK-Signalweg in resistenten Patientinnen
beobachtet. Durch eine DNA-Sequenzierung der Tumoren konnte weiterhin in fast allen
Proben eine TP53 Mutationen beobachtet werden. Aufferdem deuteten Varianten im ATM-

Gen auf ein schlechteres Ansprechen auf eine Therapie hin.

Betrachtet man die Proteinprofile vor dem Hintergrund einer ATM-Aktivitit, sieht man, dass
ATM durch seine zahlreichen und weitreichenden Effekte auf viele Proteine die Ursache fir

die Zusammensetzung des Proteinprofils unter den resistenten Tumoren sein kann.

Evaluierung der differentiellen Proteinexpression anhand offentlich

zuganglicher Expressionsdatensatze

Die vielversprechendsten Kandidaten aus der vorangegangenen Untersuchung wurden in
zwei weiteren Kollektiven mit einer erhihten Anzahl an Patienten untersucht. Hierbei war
eine Therapie mit Carboplatin und Paclitaxel Voraussetzung, sowie die Dokumentation des
krankheitsfreien oder progressionsfreien Uberlebens.
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Im ersten Validierungskollektiv wurden Datensitze mit mRMNA-Expressionsdaten aus
Tumoren wvon 616 Ovarialkarzinom-Patientinnen untersucht. Die Behandlung der
Ovarialkarzinom-Patientinnen mit Caboplatin und Paclitaxel war hierbei Voraussetzung. Die
offentlich zuginglichen Microarray-Daten wurden durch eine Online-Plattform zur
Verfiigung gestellt (117). Der Unterschied zu vorangegangen Uberlebensanalysen mithilfe von
Geweben war, dass hierbei das progressionsfreie und nicht das krankheitsfreie Uberleben fiir
die Analyse verwendet wurde. Lokalrezidive wurden somit in der Statistik nicht
beriicksichtigt. Auch sind mRNA-Daten nicht gleichzusetzen mit Proteindaten, da in der Zelle
ebenso auf post-transkriptionaler Ebene die Proteinexpression modifiziert werden kann und
nicht unbedingt mit der absoluten Proteinmenge iibereinstimmt. Aufgrund der hohen
Patientenzahl (n=616) dieser Kohorte wird dieser Aspekt jedoch nicht weiterhin

Zunichst wurden Expressionsdaten auffilliger Proteine aus der ersten Proteinarray-
Untersuchung betrachtet. Hierbei konnten nur Gesamtproteine beriicksichtigt werden. Fiir
EZH2, PLK1, MCM2 und TOP2 konnte bei einer erhthten Expression einen Zusammenhang
fiir ein verbessertes progressionsfreies Uberleben beobachtet werden. Die gleiche Tendenz
wurde auch in der Proteinarray-Untersuchung registriert. Eine Gen-Ontologie-Analyse dieser
Proteine offenbarte eine deutliche Assoziation der Proteine mit Prozessen der Zellzyklus-
Regulation und der mitotischen Phasen-Transition. Die Untergruppen implizieren
insbesondere DN A-Konformationsinderungen und die Chromosomenorganisation (Bindung
der Proteine an das Chromatin, Entwinden der DN A). Da die untersuchten Gene in resistenten
Tumoren deutlich niedriger exprimiert werden, kann davon ausgegangen werden, dass diese
Prozesse in resistenten Zellen vermindert stattfinden. In der Literatur wird bei einer
Inhibierung der Mitose ebenfalls eine reduzierte Wirksamkeit von Paclitaxel beschrieben
(225). Ein Zellzyklus-Arrest vor der M-Phase wiirde Tumorzellen einen Vorteil bringen, indem
das in der Therapie verwendete Paclitaxel nicht an seine Zielstruktur, die Mikrotubuli, binden
kann. Das Blockieren der Spindel ist eine Schliisselfunktion der Wirkungsweise von Paclitaxel

indem es so das Zellwachstum hemmt.
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Die ATM-Expression wurde ebenfalls untersucht. Hierbei konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen ATMM< und ATMniedds exprimierenden Tumoren hinsichtlich des
progressionsfreien Uberlebens festgestellt werden. Werden die 616 Patienten allerdings in vier
nicht iiberlappende Gruppen separiert, nimlich EZH2 und EZH2nied"% sowie ATMbeh und
ATM=¥%, sieht man einen signifikanten Unterschied innerhalb der Gruppe, die EZH2 niedrig
exprimiert. Hierbei haben die Patientinnen einen deutlich schlechteren klinischen Verlauf,
wenn ATM erhoht vorliegt. In der Literatur wurde dieser Effekt der beiden Proteine noch nicht
beschrieben. Dieses Ergebnis deutet erneut auf einen Zusammenhang zwischen EZH2 und
ATM hin, sowie auf eine zentrale Rolle von ATM in der Resistenzentwicklung von

Ovarnalkarzinom-Zellen.

Die Ergebnisse der Analyse dieser grofien, unabhingigen Patientenkohorte lassen auf eine
Anwendung dieser Erkenntnisse zu therapeutischen Zwecken hoffen. Erweist sich zunachst
der basale EZH2-Gehalt als niedrig, kann bei einem hohen ATM-Gehalt von einer schlechteren
Prognose nach einer Erstlinientherapie mit Carboplatin und Paclitaxel geschlossen werden.
ATM kann hierbei nach dem Prinzip der synthetischen Letalitit als mogliches Ziel dazu
dienen, die Funktion des Proteins entweder direkt zu inhibieren oder die Signalweiterleitung

n nad"igesd1.=.l]tete Proteinnetzwerken zu inaktivieren.

Immunmarkierung von primarem Tumormaterial

Im zweiten Validierungskollektiv wurden zusitzlich Farbungen von FFPE-Tumorproben von
34 Patientinnen angefertigt. Neben EZH2 wurden auch ATM, pRb und pERK1/2 als
Kandidatenproteine ausgewihlt, um in weiteren Patientenkollektiven einen Zusammenhang
zur moglichen Vorhersage der Wirksamkeit einer Chemotherapie zu belegen. EZH2, ATM,
pRb und pERK1/2 wurden immunhistochemisch gefarbt und von einer Pathologin nach der
Intensitit und Prozentzahl an positiven Zellen bewertet. Es wurden die gleichen Antikérper
wie in der DigiWest-Analyse verwendet. Die Spezifitit der Antikérper im Gewebe wurde

mittels Negativkontrollen iiberpriift, in denen der Primarantikérper durch eine dquivalente
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Menge an entsprechendem unspezifischem Antikorper des gleichen Isotyps ersetzt wurde,
oder indem der Primarantikorper ganzlich weggelassen wurde. Das Ausbleiben einer Farbung
im umliegenden Bindegewebe des Tumors diente ebenfalls als Kontrolle.

Die Auswertung der Firbung erfolgte mithilfe des Immunreaktiven Scores (121). Hierbei
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen sensitiven und resistenten Tumorproben
ermittelt werden. Vergleicht man Patientinnen mit einem hohen IRS gegen Patientinnen mit
einem niedrigen in einer ﬁberlebenszeitarm]yse, in welcher die Uberlebenszeitraume jeder
Patientin einzeln beriicksichtigt wird, kann ebenfalls kein Unterschied festgestellt werden. Der
Grund hierfiir konnte in der héheren Sensitivitat der DigiWest-Proteinanalyse liegen, in der
Unterschiede von EZH2, pRb und pERK1/2 verdeutlicht wurden. Der absolute Unterschied
des EZH2-Gehalts in beiden Gruppen ist gering, jedoch ist jede Tumorprobe deutlich einer
Gruppe zuzuordnen, was wiederum durch die Signifikanz im Wilcoxon-Mann-Whitmey-Test
verdeutlicht wird. Der dynamische Bereich der Quantifizierung der Proteine in der DigiWest-
Methode ist in den niedrigeren Messwerten sehr stabil (113). Fir die Quantifizierung der
immunhistochemischen = Farbung  hingegen ist ein Verschwimmen  geringer
Proteinunterschiede durch eine Absittigung im DAB-Féarbeprozess leicht moglich. Auch

werden sehr geringe Signale wie beispielsweise von pERK1/2 nur marginal abgebildet.

Dennoch konnte in konsekutiven Schnitten ein gleiches Farbemuster von ATM, EZH2 und
pRb beobachtet werden. Ein Zusammenhang zwischen den drei Proteinen ware demnach
moglich und miisste validiert werden. Ob ERK1/2 in der Abwesenheit der anderen Proteine

ebenfalls vermehrt phosphoryliert wird, geht aus den Farbungen nicht eindeutig hervor.

Da in der Literatur bereits eine Interaktion von EZH2 und ATM beschrieben wurde (197) und
die Daten auf einen Zusammenhang von EZH2 und ATM mit der mutmaglichen Konsequenz
einer Phosphorylierung des Zellzyklus-Proteins Rb hindeuten, wurde die raumliche
Anniherung der beiden Proteine EZH2 und pATM in den gleichen Tumorproben analysiert,
in denen bereits die immunhistochemische Farbung durchgefiihrt wurde. Hierfiir wurde die
Methode Proximity Ligation Assay in sifu verwendet (122). Zur Detektion einer Co-

Lokalisation wurde je ein Antikdrper gegen EZH2 und gegen phosphoryliertes ATM (Ser1981)
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verwendet. Erfolgt die Phosphorylierung an dieser Stelle, wird das Protein von einem
inaktiven Dimer zu einem aktiven Monomer konvertiert. Dieser Vorgang findet bei der
Akquirierung des Proteins zu DNA-Schiaden statt (125). Als Kontrollen wurden analog zur

immunhistochemischen Farbung statt der Primérantikorper, Isot}fp-jiquivalente verwendet.

In 34 Proben konnte, dhnlich wie bei der immunhistochemischen Fiarbung, ebenfalls kein
signifikanter Unterschied im direkten Vergleich der beiden Gruppen ,resistent” und
»sensitiv” beobachtet werden. Eine Uber]ebensana]},rse hingegen verdeutlichte einen

Zusammenhang von Tumoren mit einer hohen Anzahl an PLA-Signalen und dem
krankheitsfreien Uberleben.

Die initiale Stratifizierung der Proben in ,sensitiv’ und ,resistent” ist angelehnt an die
Definition der Einteilung in der Klinik. Dort werden Tumoren als ,resistent” klassifiziert,
wenn innerhalb von 6 Monaten nach Ende der platinhaltigen Therapie, ein Rezidiv oder eine
Metastase auftritt. Die Definition der , resistenten” Tumoren in dieser Studie wurde aufgrund
fehlender Follow-Up-Daten modifiziert. Hierbei gelten Tumoren als resistent, wenn ein
Rezidiv, eine Metastase oder das Versterben der Patientin innerhalb von 12 Monaten nach der
primdren Resektion des Tumors erfolgt. Da nach der Resektion eine Pause von mindestens
vier Wochen erfolgt und die Behandlung mit Chemotherapeutika meist i{iber vier Monate

dauert, stimmt die absolute Dauer fiir die Definition in den meisten Fillen iiberein.

Dennoch entspricht die Einteilung basierend auf klinischen Daten hierbei nicht dem
molekularen Profil, wie anhand der PLA-Analyse deutlich wurde. Ein Grund hierfiir kann
beispielsweise sein, dass Ereignisse wie Rezidive oder Metastasen aufgrund technischer
Limitationen spdt detektierbar sind oder die Nachuntersuchung zu einem ungiinstigen
Zeitpunkt stattfindet.

Die Anzahl an PLA-Signalen auf einer Flache von 541 pum?® beliefen sich oftmals auf unter 100.
Ein Grund fiir die allgemein niedrigen Zahlen verglichen zu der Anzahl an Zellen ist
vermutlich, dass die Zellen DNA-Schiden aufweisen miissen, um einen Stimulus fiir die
Phosphorylierung von ATM zu generieren, welches durch den Antikorper detektiert wird.
ATM agiert hierbei als Sensor von DNA-Schiden, vor allem von Doppelstrangbriichen, und
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initiiert die DN A-Reparaturkaskade. Eine Untersuchung mit dieser Methode in Tumoren von
neoadjuvant behandelten Patientinnen kénnte hierbei die Anzahl an Signalen erhéhen, da
durch die Kombinationsbehandlung vermehrt DNA-Schiden induziert werden.

Der Nachweis der von Li et al. (197) beschrieben Phosphorylierungsstelle von EZH2 an Ser734
wire ebenfalls eine Moglichkeit die Kinaseaktivitit von ATM nachzuweisen. Jedoch wurde
die Phosphorylierungsstelle in der Studie nicht durch einen Antikdrper, sondern durch
Massenspektrometrie nachgewiesen. Ein kommerziell erwerblicher Antikirper fiir diese
Phosphorylierungsstelle ist nicht bekannt.

Es gibt keine Methode, alternativ zur PLA-Methode, mit welcher eine Interaktion direkt in
FFPE-Tumorgeweben nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis einer Interaktion mittels
einer Co-Immunprizipitation beider Proteine wiirde eine sehr groie Materialmenge an
frischem Gewebe bendtigen, welche in diesem Kollektiv nicht zur Verfiigung steht, und wiirde
zudem eine genaue Lokalisation der Interaktion im zelluliren Kontext vermissen lassen. Ein
Nachteil ist jedoch, dass mit der PLA-Methode nur die Nihe beider Proteine, nicht jedoch eine
direkte enzymatische Aktivitit nachgewiesen werden kann. Ein Aufeinandertreffen zweier
Komplexe, in denen die Proteine wirken kann ebenso ein Grund fiir das erhaltene Ergebnis

selr.

Die Korrelationsanalyse der PLA-Signale mit den IRS-Werten der EZH2 und ATM-Farbung
zeigte nur fir EZH2 einen signifikanten Zusammenhang, was auf die EZH2-Menge als
kritischen Faktor fiir eine Co-Lokalisation hindeutet. Eine Analyse des ATM-Gens in den
Tumoren die einen hohen EZH2- und ATM-IRS, aber nur wenig PLA-Signale aufweisen (z.B.
Patientin 6, 16, 21, 24 oder 25) wiire hierbei ein Ansatz, um genetische Aberrationen mit dem

Ausbleiben einer Co-Lokalisation in Verbindung zu bringen.
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Funktionelle Charakterisierung der Kandidatenproteine in

Ovarialkarzinom-Zelllinien

Zur funktionellen Charakterisierung wurden weitere Versuche in vifro mit Zelllinien
durchgefiihrt. Hierfiir wurden zunichst acht verschiedene Zelllinien entsprechend ihres
Ansprechens auf eine Behandlung mit Carboplatin, Paclitaxel oder der Kombination von

beiden Agenzien, miteinander verglichen.

Der Vorteil von Zellkultur-Experimenten ist in erster Linie, dass uneingeschrankt Material zur
Verfiigung steht. Die Zellen expandieren durch Teilung, wenn die Bedingungen optimal sind.
Der Ursprung der Zelllinien ist dokumentiert, und die Identitit der verwendeten Zelllinien
wurde durch eine Authentifizierung mit STR-Analysen bestitigt. Weiterhin wurden sie in
Studien ausgiebig charakterisiert (226-229). Driisengewebe besteht meist aus Epithelzellen.
Das Epithel des Ovars ist einschichtig und isoprismatisch, weswegen sich Zelllinienzellen fiir
ein einschichtiges Wachstum (,2D") in Zellkulturgefiffen gut eignen. Die verwendeten
Zelllinien wurden aus unterschiedlichem Material isoliert wie beispielsweise aus primirem
Gewebe, Metastasengewebe oder Aszites. Jedoch wird fiir alle Zelllinien ein Adenokarzinom
als Ursprung angegeben (229). Ein Nachteil der Zellkultivierung ist die Selektion der Zellen
nach Proliferation. Nur proliferierende Zellen werden geteilt und expandiert: somit werden
die Eigenschaften sensitiver Tumore geftrdert. Resistente Zellen wachsen langsamer und
haben eine geringere Anzahl an Mitosephasen, was zu einem Selektionsnachteil in der

Zellkultur fithrt.

Fiir die Versuche wurden die Zelllinienzellen mit Carboplatin und Paclitaxel behandelt. Die
angewendeten Konzentrationen entsprechen den Messungen der Agenzien im Serum von
Patientinnen wihrend einer Behandlung (123, 230). Fiir die Einordnung des
Resistenzverhaltens wurde von jeder Zelllinie die ICs-Konzentration anhand einer
nichtlinearen Regression berechnet. Die Darstellung der Messwerte erfolgte auf einer
logarithmischen Y-Achse. Die Schwankungen der Messung beruhten vermutlich auf nicht

vermeidbare Pipettierungenauigkeiten kleinster Volumina, die sukzessive verdiinnt wurden.
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Die Auswertung durch den ATP-Assay kinnte ein zusitzlicher Faktor fiir Ungenauigkeiten
in den Messwerten darstellen. Hierbei wird ATPF, welches sich intrazellular nur in lebenden
und metabolisch aktiven Zellen befindet, gemessen. Die Methode sieht ein Waschen der Zellen
mit Waschpuffer, eine Lyse der Zellen und schlieflich den Nachweis von ATP durch eine
Luciferase, vor. Das Enzym generiert in einer Reaktion mit Luciferin, Sauerstoff und ATP als
Co-Factor, energetisch angeregtes Oxyluciferin. Das Oxyluciferin fallt in seinen Grundzustand
zuriick indem es ein Photon abgibt, welches im Experiment als Lichtsignal gemessen wird
(231). Anhand der Lichtsignalintensititen der Endpunktmessung kann, wenn initial gleiche
Zellzahlen ausgesit wurden, die Menge der lebenden Zellen verglichen werden. Der ATP-
Assay ist eine sehr sensitive Methode, mit welcher man Lichtsignale von zehn lebenden Zellen
und weniger in einem Reaktionsgefaff detektieren kann. Im Vergleich zu anderen
Viabilititstests wie XTT und MTT, denen ein anderer, farbgebender Prozess zu Grunde liegt,
wird beim ATP-Assay wihrend des Versuchs kein Inkubationsschritt in lebenden Zellen
benétigt, der ebenfalls oftmals Fehler bei der Auswertung verursachen kann (232, 233). Die
Chemosensitivitatstestung von Ovarialkarzinomen ex vivo ist seit den spéten achtziger Jahren
bekannt (234). Zur Bestimmung der Effektivitit eines Chemotherapeutikums in der klinischen
Anwendung wird er jedoch nicht verwendet (235).

Die Auswertung der ICs-Werte der acht homogenen Zelllinienzellen nach einer In-vitro-
Behandlung zeigte eine deutliche Korrelation zwischen Zellen auf, die schlecht auf eine
Paclitaxel sowie auf eine Kombinationsbehandlung ansprachen. Eine Voraussetzung der Zelle
fiir eine Resistenzentwicklung ist somit das Ausbilden von Eigenschaften, die zunachst fiir
eine Resistenz einzig gegen Paclitaxel bendtigt werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Paclitaxel in hoheren Konzentrationen einen mitotischen Arrest und schliefflich die Induktion
der Apoptose bewirkt. In niedrigeren Konzentrationen verursacht es multipolare Teilungen
der Zellen (236). Die Bedeutung von Resistenzmechanismen gegen Paclitaxel gewinnen, im
Vergleich zum unzuldnglichen Verstindnis der Resistenzmechanismen gegen eine Platin-
Behandlung, immer mehr an Bedeutung (237).

Im weiteren Verlauf wurde der Pmteingehalt aller Zelllinien in unbehandeltem Zustand durch

Western Blots analysiert. Der unbehandelte Zustand entspricht den Tumoren aus
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Patientinnen, da diese adjuvant, also nachdem der Tumor resektiert wurde, mit einer
Chemotherapie behandelt wurden. Hierbei wird der Fokus auf die intrinsische Resistenz

gelegt, somit auf Charakteristika, die vor einem Kontakt mit den Agenzien vorherrschen.

Die Analyse belief sich auf EZH2, phosphoryliertes Rb, Cyclin B1 sowie phosphoryliertes
ERK1/2 und ATM. Die Proteinmodifikationen von Rb und ERK1/2 wurden mit dem
Gesamtprotein, Rb oder ERK1/2, normalisiert. Es konnte eine statistisch signifikante, negative
Korrelation von EZH2 und ATM zum Resistenzverhalten gegen eine Monobehandlung mit
Paclitaxel oder gegen eine Kombinationsbehandlung mit Carboplatin und Paclitaxel
festgestellt werden. Entgegen dieser Beobachtung wurde in einer externen Studie bei einem
Vergleich zwischen den sensitiven A2780 und den platinresistenten A2780cis-Zellen ein
erhohter EZH2-Gehalt in den Platin-resistenten Zellen vorgefunden. So fiihrte ein Knockdown
zu einem verminderten Zellproliferation und einem G2/M-Phasen-Arrest in A2780cis (238).
Eine aktuelle Studie, in der A2780-Zellen und ein Xenograft-Modell verwendet wurde, zeigte
jedoch das Gegenteil (239).

Die Berechnung des Verhilmisses von ATM zu EZH2 ist eine Moglichkeit, um die Ergebnisse
aus der Uberlebensanalyse der Expressionsdaten im Zellkulturmodell nachzuvollziehen.
Interessanterweise konnte hierbei beobachtet werden, dass das ATM2/EZH2-Verhilinis in
Zelllinien mit niedrigem EZH2-Gehalt ansteigt, je resistenter die Zelle wird. Diese Tendenz
wurde in der grofen Validierungskohorte ebenfalls beobachtet.

Die Analyse der Zellzyklus-abhingigen Proteine Cyclin B1, pRb, und pERK1/2 ergab keine
statistisch  signifikante ﬂbereinstimmung. Messungenauigkeiten, die durch die
Zellzyklusabhangigkeit der Proteine entstanden sein kénnten, konnten nicht ausgeschlossen
werden, da die Zellen nicht in ihrem Zellzyklus synchronisiert wurden. Die Bestimmung des
ATM/EZH2 Verhiltnisses hingegen bietet eine interessante Moglichkeit, um Zusammenhinge

der beiden Proteine mit dem Resistenzverhalten in viftro zu untersuchen.
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Reduktion und Uberexpression der Proteinexpression von EZH2 und
ATM in Ovarialkarzinom-Zelllinien

Ankniipfend an diese Versuche wurde zur funktionalen Charakterisierung von EZH2 und
ATM eine Reduktion der endogenen Proteinexpression mittels RNA-Interferenz
durchgefiihrt. Die als sensitiv klassifizierte Zelllinie A2780 wurde wegen ihres hohen Gehalts
an endogenem EZH2 und ATM als Modellsystem verwendet. Der Knockdown der einzelnen
Proteine sowie beider Proteine gleichzeitig, konnte wihrend der gesamten Laufzeit der
Behandlung von drei Tagen auf Proteinebene durch eine Western-Blot-Analyse bestitigt
werden. Der auf den ersten Blick mutmaRliche Einfluss einer ATM-Suppression auf den
endogenen EZH2-Gehalt konnte in zwei weiteren Versuchsdurchfithrungen (n=3) nicht

bestéil:igt werden.

Die Versuche ergaben, dass fiir eine Resistenz gegeniiber einer Therapie in EZH2 niedrig
exprimierenden Zellen, ATM vorhanden sein muss. Dies weist auf ATM als zentrales Protein
in der Resistenzentwicklung hin. In Gegenwart von EZH2 hatte ATM jedoch keinen Effekt auf
die Therapie. Dieser Umstand spricht fiir eine inhibitorische Funktion von EZH2 auf die ATM-
Funktion. Diese In-vitro-Versuche bestitigten das Ergebnis der vorangegangenen
Uberlebensanalyse von 616 Ovarialkarzinom-Patientinnen. Eine Reduktion von ATM alleine
sensitivierte die Zellen sogar fiir eine Carboplatin-Behandlung. In der Literatur wurde dieser
Umstand ebenfalls in Tumorzellen mit einem p53-defektivem Hintergrund beobachtet (240).
Eine erneute DigiWest-Proteinanalyse der signifikanten Proteine und Proteinmodifikationen
aus den Tumorproben der Patientengruppen ,resistent” und ,sensitiv’ unterstrich den
Einfluss einer EZH2-Suppression in Gegenwart von ATM, auf Zellzyklusproteine. Die
Suppression verringerte pro-proliferative und mitotische Proteine. Eine Reduktion beider
Proteine, EZH2 und ATM, fiihrte jedoch nur vereinzelt zu Verdnderungen. Eine weitere
Analyse mit einem erweiterten Antikérper-Set zur Detektion mitotischer Proteine
verdeutlichte den Einfluss wvon EZH2 auf Proteine, die in der mitotischen
Zellzyklusprogression beteiligt sind. In einer aktuellen Studie wird ein Verlust von EZH2 mit
einer multiplen Resistenz in der akuten myeloischen Leukamie assoziiert (241). Hierbei wurde
durch das Zellzyklusprotein CDK1 eine Reduktion von EZH2 und somit ein Riickgang der
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H3K27-Trimethylierung beobachtet, was zur Resistenz gegentiber Tyrosinkinase-Inhibitoren
und zytotoxischen Substanzen fiihrt.

Weitere Daten, die mit der DigiWest-Analyse von Lysaten der einzelnen siRNA-Ansitze
generiert wurden, zeigten einen deutlichen Riickgang der Proteine in EZH2-supprimierten
Zellen, die der Regulation des Zellzyklus und der Mitose-Phase zugeordnet wurden. Diese
Proteine wurden jedoch nicht in EZH2 und ATM-supprimierten Zellen beobachtet. In einem
erweiterten Ansatz mit weiteren Analyten, die mit der Zellzyklusprogression assoziiert sind,

lieff einen Zusammenhang insbesondere im Hinblick auf die Mitose erkennen.

Im weiteren Verlauf wurde in einem reziproken Ansatz zur RNA-Interferenz-Behandlung,
SKOV3-Zellen mit einer vergleichsweise niedrigen basalen Expression von EZH2 und ATM
transient mit einem Plasmid transfiziert, welches eine EZHZ-Uberexpressiun erzeugt.
Transfizierte Zellen wurden auf ihre Resistenz gegeniiber Carboplatin und Paclitaxel
untersucht. Es konnte, analog zu den vorangegangenen Knockdown-Versuchen, eine leichte
Sensitivierung der Zellen gegeniiber einer Kombinationsbehandlung beobachtet werden,
jedoch nicht gegeniiber einer Behandlung der beiden einzelnen Agenzien. Die Rolle von EZH2
in der Resistenzentwicklung konnte hierbei weiter validiert werden. Der Versuch wurde
jedoch, im Unterschied zu den Knockdown-Versuchen, unter permanentem Selektionsdruck
durch das Antibiotikum Geneticin durchgefiihrt. Dies kann zu Verdnderungen der
Genexpression und Regulation fithren (242), welche in dieser Studie nicht beriicksichtigt
wurden. In einer Studie in der die EZH2-Wirkungsweise in SKOV3-Zellen beziiglich der
epithelialen-mesenchymalen Transition untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass durch
EZH2 der Transkriptionsfaktor ZEB2 unterdriickt wird, was zur Aufrechterhaltung des
epithelialen Phanotyps beitrigt (243). Die hier verwendete Methode der transienten
Transfektion eignet sich zwar als ersten Versuch zur Uberexpression eines Gens um den Effekt
auf die Zellen zu untersuchen. Ein stabil integriertes System mit einer induzierbaren
Expressionskassette des EZH2-Gens und einem Reportergen kénnte jedoch fiir eine gezielte
Expression von Vorteil sein. Die Expressionsstirke des Plasmids kénnte durch dieses System

ebenfalls erhiht werden.
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Abschliefend fiihrte eine Behandlung mit der Kombination aus Carboplatin und Paclitaxel
oder nur Paclitaxel alleine, in sensitiven A2780 Zellen zu einer erhihten Co-Lokalisation von
EZH2 und pATM. Dies deutet auf eine Ingangsetzung eines allgemeinen Mechanismus der
Zellen hin, der bendtigt wird um eine Wirksamkeit von antimitotischen Agenzien zu
vermitteln. Die Signale konnten iiberwiegend um den Zellkern herum lokalisiert werden, was
auf eine Co-Lokalisation der beiden Proteine im Endoplasmatischen Retikulum oder in den
Kernporen der Zelle hindeutet. Die Anreicherung an Kernporen kénnte dazu dienen, ATM an
seiner Funktion als Sensor von DN A-Schaden zu hindern, und es auRerhalb des Zellkerns zu

immobilisieren.

Schlussfolgerung

Seit langerem ist bekannt, dass eine Chemotherapieresistenz oftmals durch die Zellzyklus-
Phasen bestimmt wird. Ein G2/M-Phasen-Arrest verhindert das Ansprechen auf eine
Kombinationsbehandlung beispielsweise mit Cisplatin und Paclitaxel. Eine hohe Sensitivitait
gegeniiber Carboplatin wird bei Tumorzellen beobachtet, die sich iiberwiegend in der G1/5-
Phase befinden (244).

EZH2 wurde in dieser Studie als Kandidatenprotein identifiziert, welches fiir die Wirksamkeit
einer Chemotherapie des Ovarialkarzinoms essentiell ist. Zudem wurde in einem
umfassenden Ansatz ein weiteres Schliisselprotein in der Resistenzentwicklung identifiziert:
ATM. Nach dem Prinzip der synthetischen Letalitiat wurde gezeigt, dass eine Reduktion von
EZH2 bei einem hohem ATM Gehalt zur Resistenz fiihrt indem Zellzyklus-fordernde Faktoren
abnehmen.

Es wird erstmals eine regulatorische und inhibitorische Funktion von EZH2 auf ATM
vorgeschlagen, die in der Wirkungsweise von Carboplatin und Paclitaxel eine Rolle spielt
(Abbildung 10.1).
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Abbildung 10.1 Schematische Darstellung der potentiellen Wirkungsweise einer Kombinationsbehandlung mit
Carboplatin und Paclitaxel.

Aufgrund der erhéhten Expression im Ovarialkarzinom verglichen zum Normalgewebe und
seiner proliferativen Wirkung, wird EZH2 oft als potentielles Ziel einer Behandlung betrachtet
(149). Die hier dargestellte Charakterisierung resistenter und sensitiver Tumoren und
Ovarialkarzinom-Zelllinien ergab, dass Tumorzellen, die nicht auf eine Behandlung
ansprechen, weder proliferative noch mitotische Eigenschaften besitzen. Eine therapeutische
Inhibierung von EZH2 kénnte demnach die Resistenz firdern, wenn ATM in den Tumoren

erhoht exprimiert wird.

Ausblick

Weitere Untersuchungen der Therapieresistenz im Ovarialkarzinom sollten sich auf die
Inhibierung einer Zellzyklusblockierung konzentrieren. Hierbei wurde bereits in einer
vielversprechenden Studie der Tyrosinkinase-Inhibitor Adavosertib (AZD1775) getestet. Er
inhibiert die Wirkung von Weel, einem Protein, welches durch die Inhibierung von CDK1 den
Zellzyklus arretiert. Das Ausbleiben seiner Funktion fithrt zum Voranschreiten des Zellzyklus
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und somit zur Angreifbarkeit resistenter Tumorzellen durch entsprechende
Chemotherapeutika. In einer klinischen Phase-II-Studie wurden in der Anwendung fiir das
refraktire und resistente, TP53-mutierte Ovarialkarzinom in Verbindung mit Carboplatin
bereits vielversprechende Erfolge erzielt (245).

Der PARP-Inhibitor Olaparib (AZD-2281) erzielte zuletzt ebenfalls gute Ergebnisse in der
Behandlung des Ovarialkarzinoms (184). PARP1 (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1) ist ein
Enzym, welches an der DNA-Reparatur von Einzelstrangbriichen beteiligt ist. Wird es
inhibiert, kann die DN A-Reparatur nur noch iiber die homologe Reparatur erfolgen, welche
in Tumorzellen oftmals ohnehin defekt ist. Die Zelle leitet letztlich die Apoptose ein (246, 247).
Olaparib wurde zunichst nur bei einer BRCA-Mutation des Tumors empfohlen. Mittlerweile
zeigten Studien, dass eine Olaparib-Behandlung auch in nicht BRCA-mutierten
Ovarialkarzinomen zu einem verbesserten progressionfreien Uberleben fithrt (58). In
Zelllinien fithrten Funktonsverlustmutationen in weiteren Genen wie RADS1, RADS4, DSSI,
RPA1, NBS1, ATR, ATM, CHK1, CHK2, FANCD2, FANCA, oder FANCC zu einer erhohten
Sensitivitit einer PARP-Inhibition (248). In einer weiteren aktuellen Studie fiihrte eine
Reduktion EZH2 in BRCA2-mutierten Tumoren zu einer Resistenz gegen eine PARP-Inhibitor-
Behandlung (249). In dieser Studie wurde die Methylierung als kritischer Faktor zur Erhaltung

der genomischen Stabilitat ermittelt.

Weitere Proteine, die aus der Zellzyklus-Regulation bekannt sind, konnten bei
vorhergehender Charakterisierung der Tumoren beziiglich des EZH2- und ATM-Gehalts oder
des Mutationsstatus als Zielproteine gehemmt werden. Beispiele hierfiir sind CHK1 oder 2,
ATR oder sogar ATM selbst (250).
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12 Anhang

Liste Proteine/ Antikirper der DigiWest-Analyse

14-3-3 epsilon

14-3-3 zeta delta

4E-BP1 - phospho Thr37/46
53BP1

53BF1 - phospho Thr543
A-Raf - phospho Tyr301/302
ABCG2

ABCG5

ADAM12

ADAM9

ADAMTS1

AML1

AML1 - phospho Ser249
AMPA Receptor (GluR 2)
AMPA Receptor (GluR 2) -

phospho
Tyr869/Tyr873/Tyr876

ATF4

ATM
ATM - phospho Ser1981

ATFP7b

Acetyl-CoA Carboxylase -
phospho Ser79

Ack1 - phospho Tyr284

Adipophilin

Afadin - phospho Ser1718
Aktl

Aktl - phospho Serd73
Akt2 - phospho Serd74
Akt3

Apaf-1

Aurora A (AIK)

Aurora B (AIM1)

Aven

Axl

Axl - phospho Tyr702
BID

BMP4

BRCALI - phospho Ser1524
Bcl2

Bdlé

Bmil

C/EBP alpha

CD133

140

CDK2 - phospho Thr160
CDK4

CDK5

CDKN2A (pl6-inkda,
CDEKA4Lp16INK4A, pl6-
INK4, Multiple tumor
suppressor 1, MT5-1,
CIP2A

CTGF

CTR1 (SLC31A1)
CYR61

Caseinkinase 1 epsilon
Caspase 7 - cleaved Asp198
Caspase 9

CHK2

CHK2 - phospho Thr68
Claudin-1

Connexin 32

Cox1

Cyclin A

Cyelin B1



Cyclin D2

Cyclin E1

Cyclin E1 - phospho Thr&2
Cyp7Al

Cytokeratin 19
Cytokeratin 5

DKK2

DLL1

DLL3

DLL4

DMNA Polymerase beta

DUSP1 (MKP1) - phospho
Ser359

DUSP14 (MKP6, MKP-6,
MKP-L)

DUSP6 (MKP3, MKP-3,
PYST1)

DUSP9 (MKP4, MKP-4)
Dab2

Dematin

E-Cadherin

EMSY

ER (Estrogen Rezeptor)
ER alpha

Elk-1 - phospho Ser383

Endothelin A Receptor

Eotaxin

Anhang

Erk1/2 (MAPK p44/42) -
phospho Thr202/Tyr204

Evi-1

Ezh2

FABP4

FAK - phospho Tyr397
FAK - phospho Tyr576/577
FAK - phospho Tyr925
FBXO25

FDPS (farnesyl diphosphate
synthase)

FGF Receptor - phospho
Tyr653/654

FGF Receptor 1
FGF Receptor 2
FGF-1

FRA2
Fibronectin

Fox(01/03a/04 - phospho
Thr24/Thr32/Thr28

FoxO3a - phospho Serd13
Frizzled-1

GADD45B

GAS2

GDF8 (Myostatin)

GP130

141

(GSK3 alpha/beta - phospho
Ser21/9

GTF3Cé
Gab2 - phospho Ser159
Gab2 - phospho Tyrd52

Glucose 6 phosphatase
alpha

Glypican 3
HES-1
HSP 27
HSP 70
Harmonin

Histon Deacetylase 1
(HDACT)

Histon Deacetylase 3
(HDAC3)

Histon H3 - acetyl Lys18

Histon H3 - monomethyl
Lys4

Histon H3 - phospho Ser10
Histon H3 - trimethyl Lys27

Histon H3 - trimethyl Lys9
IDH2

IGF1

IGF1 Receptor beta and
Insulin Receptor beta
(CD221) - phospho
Tyr1135/1136 resp

IGFBP-3 (IGF-binding
protein 3)



IKK epsilon

ILK1 - phospho Ser259
INPP4b

IR5-1 - phospho Ser636/639
IR5-1 - phospho Tyr1222
IR5-1 - phospho Tyr895

IkappaB alpha - phospho
Ser32

Integrin beta3

JNK/SAPK 1/2/3 - phospho
Tyr185/Tyr223

Jaggedl

Jagged2

Jak 1

KLF4

KSR1 - phospho Ser392
Ki-67

Ku80

LATS1 - phospho Ser909
LEF1

Lck - phospho Tyr505
Lipoprotein lipase
MAMLI1

MAML2

MAPK15

MCM2

MDM2

Anhang

MEK1/2 - phospho
Ser217/221

MEK2
MERTK

MEKEK3/6 - phospho
Ser189/207

MKK4 (SEK1) - phospho
Ser257/Thr261

MEKEK?

MSK1

MSK1 - phospho Ser376
MUC1 (CD227)

Mrell

Mrell - phospho Ser676
N-Cadherin

NF-kB p65 - acetyl Lys310

NF-kB p65 - phospho Ser536

NR5A2

Nanog

Motch 1 - cleaved Vall744
Notch 2

Notch 3

MNumb

OB-Cadherin

PAI-1

PAK 4

142

PAK 4/5/6 - phospho
Serd74/Ser02/Ser560

PARP - cleaved Asp214
PDK1

PEA-15 (PED) - phospho
Ser10d

PKC theta - phospho Thr538
PKLR (Pyruvat-Kinase L/R)
PKN1

PLK1

PP5

PPAR gamma

PPAR gamma - phospho
Ser112

FTCHI1

PTCH2

PTEN - phospho Ser380
RASGRF1

RBPSUH

RHEB

RINGI1A

RING1B

RKIP (PBP, PEBP, PEBP1)

RSK 1 (p90RSK) - phospho
Thr573

RSK 1/2/3

RSK 4 - phospho Ser235



Rab25

Racl/edcd2

Racl/cded2 - phospho Ser71
Rad50

Rad52

Raptor

Raptor - phospho Ser792
Ras

Eb - phospho Ser6(8

Rb - phospho Ser807/811
Rb2 (p130)

Rb2 (p130) - phospho Ser952
RecQL1

RelB

Rictor

56 Ribosomal Protein -
phospho 5er235/236

SFRP2

SP1

SPON2

SPRED2

STAT 1 - phospho Tyr701
STAT 3 - acetyl Lys685
STAT 3 - phospho Ser727
STAT 3 - phospho Tyr705

STAT 4

Anhang

STAT 4 - phospho Tyr693
SUFU

sUZ12

Scribble

Shh

Slug

Smad4

Smad5

Sox2

Src Family - phospho Tyrd16
TACE

TAZ

TBK1 (NAK)

TBK1 (NAK) - phospho
Serl72

TCF4

TCF8 (ZEB1)

TGF beta Receptor [
TGF-beta Receptor 1T
TOPK (PBEK, Lymphokine-
activated killer T-cell-
originated protein kinase)
TOPK (PBEK, Lymphokine-
activated killer T-cell-
originated protein kinase) -
phospho

Telomerase reverse
transcriptase (TERT)

Topo 2 alpha

143

Tubulin acetylated
Twist
VE-Cadherin
VEGFR 2 (FLK-1)

VEGFR 2 (FLK-1)- phospho
Tyr1059

VEGEFR 2 (FLK-1)- phospho
Tyr1175

VEGFR 2 (FLK-1)- phospho
Tyr951

VEGFR 2 (FLK-1)- phospho
Tyr996

Vimentin

Vimentin - phospho Ser56
Vimentin - phospho Ser83
XLF

YAP - phospho Ser127
YB1

YB1 - phospho Ser1(2
Z0-1

beta-Catenin

beta-Catenin - phospho
Ser675

c-Met (HGF/SF Receptor) -
phospho Tyr1349

eEF2
eEF2 - phospho Thr56

elF2 alpha - phospho Ser51



Anhang

elF4E - phospho Ser209 p107 - phospho Thr369 p53 - phospho Ser392

eNO5 p27 (Kipl, CDKNIB) - P95 (NBS1) - phospho
phospho Thr187 Ser343

g-Catenin

p38/MAPK - phospho
p107 Thr180/Tyr182

Lage der Primer fiir die BRAF V60OE Mutationsdetektion

Primer Lage V60OE Mutation
dunkelgrau: Primer

hellgrau: Sequenzierte Nukleotide
Fett: V600 Codon

Unterstrichen: Mutationsstelle Va0(0

ATCTCTTACCTAAACTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTT
TTCCTTTACTTACTACACCTCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATA
GGTGATTTTGGTCTAGCTACAGIGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAA
CAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCACTGATTA
AATTTTTGGCCCTGAGATGCTGCTGAGTTACTAGAAGTCATTGAAGGTCTCAACTATA
GTATTTTCATAGTTCCCAGTATTCACAAAAATCAGTGTTCTTATTTTTTATGTAAATAG
AGtc
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F32 16 Calt\ origen

Abbildung 12.1 Vektorkarte des Leervektors PCMVHA EVC.
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Abbildung 12.2 Korrelationsanalysen der Resistenzen verschiedener Ovarialkarzinom-Zelllinien. Der Gehalt von
pRb (oben), Cyclin B1 (CCNB1, Mitte) und pERK1/2 (unten) wurde mit den ICso-Werten der unterschiedlichen
Behandlungen CPTX (links), CP (Mitte) und TX (rechts); Rangkorrelationsanalyse nach Spearman; n=4.
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Anhang

Tabelle 12.1 Funktion einiger Proteine in resistenten Ovarialkarzinomen aus der DigiWest-Analyse mit
Verweisen zu Studien in Ovarialkarzinomen.

Protein Funktion/ Allgemeine Studie
Informationen auf GeneCards Beobachtung
14-3-3 Epsilon s Zellzyklus-und Transformation von (251)
Checkpoint-Kontrolle benigne zu maligne in
* Interaktion mit CDC25- Ovarialgewebe
Phosphatasen
Acety-CoA * im phosphorylierten Interagiert mit BRCA1 (252)
Carboxylase Zustand inaktiv
s Lipogenese Verminderte (253)
Fettsauresynthese >
Schwachung der
Tumorzellen
» Zellseparation
phosphoryliertes Protein ~ (254)
an den Spindelpolen
wihrend der Mitose
ADAMTS1 »  Metalloprotease Mutationen sind mit (255)
» follikuldre Ruptur Platinsensitivitit
wihrend der Ovulation assoziiert
BMI1 *  Polycomb Group Complex TBmil > Platinresistenz ~ (256)
1(PRC1) (257)
* Chromatin LIBmi > Resistenz gegen  (256)
Remodellierung Paclitaxel
CBP *  Creb-Binding Protein
*  Chromatin- -
Remodellierung
» Histon-Acetyltransferase
cIPARP * PARP-> DNA Reparatur
s JPARP-> Apoptose
* proteolytische Spaltung
durch Caspase-3
CTGF s extrazelluldrer In Tumoren erhoht (258)
Wachstumsfaktor
Cyclin A » Zellzyklusprotein OvCa: Chemoresistenz (259)
* (G2-Fhase Reduktion sensitivierte
Zellen gegen Paclitaxel
eEF2 * Elongationsfaktor Zellproliferation tiber (260)
* Translation PIK3K/Akt Signalweg
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JNK/SAPK

PAK 4/5/6

PKC Theta

PKN1

RICTOR

STAT1

TCF4

Zytokeratin 19

Anhang

MAPK-Protein .

Serin/Threonin .
Proteinkinasen

Subgruppe II

Remodellierung des
Aktin-Zytoskeletts

Mikrotubuli

Ispenzym Proteinkinase C

Regulation
Intermedidrfilamente
Aktin-Zytoskelett

mTORC2-Komplex .
Zellwachstum und

Uberleben Reorganisation

von Aktin

Transkriptionsfaktor .

Transkriptionsfaktor .
Chromatin-

Restrukturierung

Rekrutierung von Histon-
Acetyltransferasen
Intermediirfilament- .
protein

strukturelle Integritdt von
Epithelzellen

148

basale Reduktion JNK
erhihte Sensitivitat
gegen Cisplatin und
Paclitaxel in OvCa-Zellen
schlechte Prognose

Resistenz gegen
Cisplatin in Zellen

Acetyliertes STAT1 >
Platinsensitivitat in
Ovarialkarzinomen

Indikator der Wnt-
Signalwegs-Aktivierung

Mutmafilicher
prognostischer Marker
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