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Zusammenfassung (deutsch)

Die Prognose lokal fortgeschrittener und metastasierter Urothelkarzinome wird durch
Resistenzentwicklung gegentiber den in der Erstlinientherapie eingesetzten Cisplatin-
basierten Chemotherapien erheblich limitiert. Cisplatin bildet Intra- und Interstrang-
Crosslinks an der DNA, was die Aktivierung der DNA-Schadensantwort mit Einleitung
eines Zellzyklusarrests sowie der DNA-Reparatur zur Folge hat. Irreparable DNA-
Schidden fithren zur Einleitung der Apoptose. Ziel dieser Arbeit ist, Mechanismen
erworbener Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomzellen mit Fokus auf die DNA-
Schadensantwort zu evaluieren und deren Bezug zur Epithelial-Mesenchymalen
Transition (EMT) zu untersuchen. Dazu wurden die beiden Urothelkarzinom-Zelllinien
J-82 und RT-112 als Reprédsentanten eines mesenchymalen bzw. epithelialen Phanotyps -
angelehnt an die klinische Verabreichung von Cisplatin - pulsatil (zyklisch
intermittierend) tiber mehrere Wochen mit Cisplatin behandelt. Beide Zelllinien wiesen
wiahrend der Resistenzentwicklung deutliche phanotypische Veranderungen im Sinne der
EMT auf. Die entstandenen zwei- bis dreifach resistenteren Zelllinien J-82R und RT-112R
zeigten beide eine erhdhte Gy/M-Fraktion in der Durchflusszytometrie. Wahrend eine
geringere SubGli-Fraktion reduzierte Apoptose in den Cisplatin-resistenten RT-112R-
Zellen implizierte, wiesen die J-82R-Zellen eine geringere Anzahl Cisplatin-induzierter
DNA-Schdden und eine tendenziell verminderte Aktivierung der DNA-Schadensantwort
auf als die jeweiligen Ursprungszellen. In der mRNA-Expressionsanalyse waren in den
mesenchymaleren J-82R-Zellen die antioxidativen Enzyme Himoxygenase 1 (HMOX1) und
Glutathion-S-Transferase pl (GSTM1) hochreguliert. In keiner der beiden Cisplatin-
resistenten Zelllinien ergaben sich hingegen Verdnderungen der mRNA-Expression von
DNA-Reparaturfaktoren. Auch die mRNA-Expression der meisten Resistenzfaktoren mit
Bezug zur Apoptose blieb unverdndert. Uberraschenderweise war jedoch in beiden
Cisplatin-resisteten Zelllinien die mRNA von XIAP-Associated Factor 1 (XAF1)
tiberexprimiert, was zundchst paradox erscheint, da XAFl ein Inhibitor des
antiapoptotischen Proteins X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) ist. Unter
verschiedenen getesteten Modulatoren der DNA-Schadensantwort erwies sich ein
selektiver Inhibitor der Checkpointkinase 1 (CHK1) in den Cisplatin-resistenten J-82R-
Zellen als signifikant effektiver im Vergleich zu den Cisplatin-sensitiven J-82-Zellen.
CHK1-Inhibition konnte somit ein vielversprechender therapeutischer Ansatz zur

Uberwindung von Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomzellen sein.



Zusammenfassung (englisch)

The prognosis of locally advanced and metastatic urothelial carcinoma is limited
considerably by the development of cisplatin resistance. Cisplatin-based chemotherapies
are the first line treatment of urothelial carcinoma. Cisplatin forms intra- and interstrand
crosslinks at the DNA resulting in activation of the DNA damage response followed
either by a cell cycle arrest and DNA repair mechanisms or by apoptosis in case of
irrepairable DNA damage. To evaluate the mechanisms of acquired cisplatin resistance
focussing on the DNA damage response and their relation to epithelial-mesenchymal
transition (EMT), two urothelial carcinoma cell lines - RT-112 and J-82, representing an
epithelial or mesenchymal phenotype respectively - were exposed to pulsatile cisplatin
application over several weeks according to the clinical administration of cisplatin in
chemotherapies. Both RT-112 and J-82 showed morphologic changes relating to EMT
during the development of cisplatin resistance. The cisplatin-resistant cell lines RT-112R
and J-82R resulting from the selection were 2-3-fold more resistant to cisplatin treatment
than the corresponding parental cells. They both showed a significantly increased G2/ M-
fraction in flow cytometry. While in RT-112R cells the detected reduced SubGli-fraction
indicates decreased apoptosis, J-82R cells showed a lower amount of Cisplatin-induced
DNA damage and a tendancy towards reduced activation of the DNA damage response
compared to their respective parental cells. In the mesenchymal-like J-82R cells, the mRNA
expression of the antioxidative enzymes Heme Oxygenase 1 (HMOX1) und Glutathione S-
Transferase pl (GSTM1) was upregulated. None of the cisplatin resistant cell lines
exhibited alterations in the mRNA expression of DNA repair factors in qRT-PCR. The
mRNA expression of most resistance factors concerning the apoptotic pathway also
remained unchanged. Surprisingly the mRNA of XIAP-Associated Factor 1 (XAF1) was
overexpressed in both J-82R and RT-112R, a finding appearing contradictory at first as
XAF1 inhibits the antiapoptotic protein X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP).
Amongst several modulators of the DNA damage response, a selective inhibitor of
checkpoint kinase 1 (CHK1) was significantly more effective in the cisplatin resistant cell
line J-82R than in the cisplatin sensitive cell line J-82. CHK1 inhibition could therefore be a
promising therapeutic strategy to overcome acquired cisplatin resistance in urothelial

carcinoma.
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1 Einleitung

1.1 Bosartige Tumoren der Harnblase

1.1.1 Epidemiologie

Bosartige Neubildungen der Harnblase sind die weltweit neunthdufigste Krebsart [1],
unter Mdnnern sogar die siebthdufigste [2]. Médnner sind drei- bis viermal hdufiger von
Harnblasenkrebs betroffen als Frauen [3]. Die hochste Inzidenz weisen hochentwickelte

Industrienationen auf [4].

1.1.2 Atiologie

Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von Harnblasentumoren ist Tabakkonsum, worauf
ca. 50% der Neuerkrankungen an Urothelkarzinomen zuriickgefithrt werden [5]. Es wird
angenommen, dass dieser Risikofaktor die hohe Inzidenz von Harnblasenkrebs in
hochentwickelten Industrienationen erkldrt [4]. Dartiber hinaus stellt die berufliche
Exposition  gegeniiber = aromatischen =~ Aminen, polyzyklischen  aromatischen
Kohlenwasserstoffen und chlorierten Kohlenwasserstoffen einen bedeutsamen
Risikofaktor dar [6]. Davon sind z.B. Beschiftigte in der Gummi-, Textil-, Farb- und
Metallindustrie betroffen [7]. Harnblasenkrebs ist bei relevanter Exposition gegeniiber
aromatischen Aminen in Deutschland eine anerkannte Berufskrankheit [8]. Schistosoma
haematobium, ein Parasit, der vor allem in Afrika vorkommt, kann im Rahmen von
chronischen Entziindungsreaktionen Plattenepithelkarzinome der Harnblase induzieren
[9]. Dieser Risikofaktor bedingt die hohe Inzidenz von Blasenkrebs in Nordafrika,
insbesondere  in  Agypten [2]. Weitere erwiesene Risikofaktoren  sind
Trinkwasserkontamination durch Arsen sowie Exposition gegeniiber fliissigen Metallen
vor allem in Entwicklungsldndern [10]. Auch andere Faktoren, die mit einer chronischen
Reizung der Harnblase einhergehen, konnen die Entstehung von Blasenkrebs férdern, z.B.
die dauerhafte Versorgung mit einem Blasenkatheter [11] oder medikamenten-induzierte
Schiadigungen, z.B. durch das Alkylanz Cyclophosphamid [12]. Auflerdem kann eine
stattgehabte Strahlentherapie im kleinen Becken die Entstehung von Blasenkrebs

begtinstigen [13].

Eine genetische Pradisposition fiir Urothelkarzinome stellen Defekte der N-
Acetyltransferase NAT2, die an der Detoxifikation von aromatischen Aminen beteiligt ist
[14] sowie der Glutathion-S-Transferase p 1 (GSTM1) [15] dar. Ein weiterer genetisch
bedingter Risikofaktor ist das Hereditdre Nicht-Polyposis assoziierte Kolorektale
Karzinom (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer, HNPCC, Lynch-Syndrom). Es handelt
sich um autosomal-dominant vererbte Gendefekte in der Mismatch-Reparatur, einem
DNA-Reparaturmechanismus (siehe 1.4.1.2) [16]. Insbesondere sind die Gene MSH2,
MSH6 und MLH 1 betroffen [17]. Die Mutation geht vor allem mit einem erhohten Risiko

fur die frithzeitige Entartung von kolorektalen Adenomen einher, ist aber auch mit einem



erhohten Risiko fiir Endometriumkarzinome und zahlreiche weitere Neoplasien

assoziiert, u.a. Harnblasenkarzinome [16].

1.1.3 Histologie des Urothels

Histologisch handelt es sich bei Blasentumoren in {iber 90% der Fille um
Urothelkarzinome [18]. Weitere Entitdten sind z.B. Plattenepithelkarzinome und
Adenokarzinome [18]. In dieser Arbeit werden Urothelkarzinomzellen untersucht. Das
Urothel ist ein spezialisiertes epitheliales Gewebe, welches in den ableitenden Harnwegen
vorkommt [19]. Es setzt sich aus einer Basalzellschicht, einer intermedidren Schicht und
den oberfldchlichen Deckzellen, den sog. Umbrella cells zusammen [20]. Die Basalzellen
bilden die unterste Schicht des Urothels. Sie sind einkernig und {iber Hemidesmosomen
mit der Basalmembran verbunden [21]. Desmosomen verbinden Basalzellen mit den

dartiber liegenden Intermedidrzellen [19].

Die Intermediérzellen bilden bei Menschen bis zu fiinf Schichten aus [22]. Die Anzahl der
Zellschichten scheint in Abhangigkeit vom Fiillungszustand der Harnblase zu variieren;
bei gefiillter Blase sind weniger Schichten, bei leerer Blase mehr Schichten erkennbar [20].
Die genauen Mechanismen dieser Anpassung insbesondere im Hinblick auf Zellkontakte
zwischen den Intermedidrzellen sind noch unklar [22]. Die Schicht von Intermediadrzellen
unmittelbar unterhalb des Urothels ist teilweise differenziert und weist Merkmale der
Deckzellen auf, z.B. diskoide Vesikel und Uroplakine (siehe unten) [22]. Bei Verlust von
Deckzellen konnen sie schnell ausdifferenzieren und die Funktion der Deckzellen

iibernehmen [23].

Die Deckzellen sind wesentlich grofier als die anderen Zellen des Urothels, haufig
polyploid und mehrkernig [20]. Sie enthalten diskoide Vesikel, die bei Zunahme des
Blasenvolumens durch Exozytose in die Zellmembran integriert werden konnen [24]. Bei
leerer Harnblase nehmen die Deckzellen eine buckelige Oberflachenform an, bei gefiillter
Harnblase flachen sie deutlich ab; jede Deckzelle tuberdeckt dann mehrere
Intermedidrzellen [19]. In der Harnblase kann sich das Urothel somit an grofie
intraluminale Volumenschwankungen anpassen [25]. Um die darunter liegenden
Gewebsschichten vor dem hochosmolaren Urin und seinen gewebsschidigenden
Bestandteilen zu schiitzen, bilden die Deckzellen eine effektive Barriere [26]. Sie sind
lumenseitig tiber wasserundurchldssige Tight Junctions, darunterliegenden Zonulae
adhaerentes und Maculae adhaerentes interzellulir miteinander verbunden [27].
Spezialisierte Transmembranproteine, sogenannte Uroplakine, bilden an der apikalen
Plasmamembran Plaques [24]. Die Plaques tragen zur Undurchldssigkeit und
Abschirmung des Epithels gegentiber dem Urin bei [28]. Die basalseitige Zellmembran
der Deckzellen setzt auflerdem Mediatoren und Neurotransmitter frei, die Informationen
tiber den Fiillungszustand der Blase an die tiefer gelegenen Gewebsschichten tibertragen,
z.B. ATP, Adenosin und Acetylcholin sowie Epidermal Growth Factor (EGF) [29].



1.1.4 Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT)

Bei der Entstehung von Urothelkarzinomen ist die Epithelial-Mesenchymale Transition
(EMT) von Bedeutung [30]. Der Prozess ist in der Embryonalentwicklung physiologisch,
wenn Zellen ihre epithelialen Eigenschaften verlieren, indem sie Zell-Zell-Kontakte
aufgeben [31]. Sie konnen dann die Basalmembran des Epithels passieren und in andere
Regionen einwandern, wo sie wieder zu Epithelzellen ausdifferenzieren [32]. Auch bei
der Entstehung von Tumoren insbesondere im Zuge der Metastasierung ist der Prozess
der EMT von entscheidender Bedeutung fiir die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen
[31].

Aufgrund seiner hohen Spezialisierung und seiner Barrierefunktion gegeniiber dem
hochosmolaren Urin ist das Urothel stark polarisiert (siehe 1.1.3) [33]. Um migrieren zu
konnen, muss die Zelle ihre Polaritit aufgeben [33]. Die Epithelial-Mesenchymale
Transition hat in Urothelkarzinomen durch Verlust von Zellkontakten und epithelialen
Eigenschaften entscheidende Bedeutung fiir die Entwicklung der Muskelinvasivitat [30],
die wiederum mafigeblich fiir Prognose und Therapieoptionen ist (siehe 1.1.8 und 1.1.9).
Im Zuge der EMT verlieren die Zellen E-Cadherin und exprimieren verstarkt Vimentin
[34]. E-Cadherin ist am Aufbau von epithelialen Zellkontakten, z.B. Zonulae adhaerentes
und Desmosomen beteiligt [19]. Vimentin ist als Intermedidrfilament Teil des Zytoskeletts
mesenchmaler Zellen und wird in der Pathologie als Marker fiir mesenchymale Tumoren
genutzt [35]. E-Cadherin und Vimentin dienen daher als Surrogatparameter fiir den
Fortschritt der EMT einer Tumorzelle [34, 36]. In Urothelkarzinomen sind niedrige E-

Cadherin- und hohe Vimentin-Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert [36].

In dieser Arbeit werden die humanen Urothelkarzinom-Zelllinie RT-112 und J-82
verglichen. Wahrend die Zelllinie RT-112 epithelialen Charakter und hohe E-Cadherin-
Expression aufweist, wird J-82 als Zelllinie mit mesenchymalen Eigenschaften

beschrieben und exprimiert vermehrt Vimentin [37, 38].

1.1.5 Symptomatik

Das Leitsymptom beim Harnblasenkarzinom ist die schmerzlose Makrohdmaturie
(makroskopisch sichtbares Blut im Urin) [39]. Weitere Symptome, die jedoch seltener
auftreten, konnen Irritationen der Harnblase mit Dysurie (Schmerzen beim Wasserlassen),
Pollakisurie (hdufigem Wasserlassen) oder Harndrang sein [39]. Harnaufstau mit
einhergehenden Flankenschmerzen, Harnverhalt sowie Beinddeme treten in der Regel in
spateren Erkrankungsstadien auf und sind Folgen von lokal fortgeschrittenem
Tumorwachstum [40]. Symptome einer konsumierenden Erkrankung wie allgemeine
Schwiéche und Leistungsminderung, Tumorandmie, ungewollter Gewichtsverlust und
Nachtschweifs stellen sich in der Regel erst in weit fortgeschrittenen Erkrankungsstadien
ein [40].



1.1.6 Diagnostik

Die Urinzytologie weist zwar eine hohe Spezifitit, jedoch nur eine geringe Sensitivitét fiir
die Detektion von Harnblasenkarzinomen auf und ist zum Screening bzw. Ausschluss
daher nicht geeignet [41]. Im Falle eines begriindeten Verdachts auf ein
Harnblasenkarzinom ist die transurethrale, ggf. Fluoreszenz-assistierte Zystoskopie der
Goldstandard der Diagnostik [42]. Tumorsuspekte Befunde werden moglichst vollstandig
in toto oder fraktioniert (in sogenannter Piece-Meal-Technik) reseziert [42]. Anschliefsend
erfolgt die histologische Aufarbeitung des gewonnenen Materials. Bei muskelinvasiven
Tumoren sind zur Kldarung der Tumorausdehnung und des Vorliegens von
Fernmetastasen zusitzlich eine Computertomographie (CT) von Thorax und Abdomen
sowie des kleinen Beckens mit urographischer Phase erforderlich [43]. Alternativ kann in
Abdomen und Becken auch eine Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefiihrt
werden [43].

1.1.7 Stadieneinteilung [44, 45]

Urothelkarzinome werden durch die TNM-Klassifikation in Stadien eingeteilt.
T bezeichnet dabei die Ausdehnung des Tumors, N die Anzahl und Ausdehnung

befallener Lymphknoten, M das Vorhandensein von Fernmetastasen.

Ta | Nicht-invasiver papilldrer/exophytischer Tumor | Intraepithelialer Tumor ohne

Tis | Nicht-invasiver flacher/nicht-exophytischer Uberschreitung der

Tumor Basalmembran

T1 | Der Tumor infiltriert das subepitheliale Bindegewebe zwischen Epithel und

Muskulatur (Lamina propria).

T2 | Der Tumor infiltriert die Blasenmuskulatur (Lamina muscularis propria).
(T2a: Nur die innere Halfte; T2b auch die dufiere Halfte der Muskulatur)
T3 | Der Tumor infiltriert das die Blase umgebende Bindegewebe.

(T3a: nur mikroskopisch nachweisbar; T3b: auch makroskopisch nachweisbar)

T4 | Der Tumor zeigt blaseniiberschreitendes Wachstum und infiltriert Prostata,

Samenbldschen, Uterus oder Vagina (T4a) bzw. Becken- oder Bauchwand (T4b).

NO | Keine Lymphknotenmetastasen

N1 | Solitdrer befallener ~Lymphknoten im kleinen Becken (hypogastrisch,

obturatorisch, extern iliakal oder prasakral)

N2 | Multiple befallene Lymphknoten im kleinen Becken (hypogastrisch, obturatorisch,

extern iliakal oder prasakral)

N3 | Befallene Lymphknoten entlang der Arteriae iliacae communes

MO | Keine Fernmetastasen

M1 | Mindestens eine Fernmetastase

(M1a: in nicht-regiondren Lymphknoten; M1b: aufserhalb von Lymphknoten)




1.1.8 Stadienabhdngige Prognose

In ca. 75% der Fille wird Blasenkrebs in einem friihen, nicht muskelinvasiven Stadium
diagnostiziert [6]. Ca. 25% der Blasenkarzinome sind jedoch bei Diagnosestellung bereits
muskelinvasiv und mit einer schlechteren Prognose assoziiert [6]. Das Fiinf-Jahres-
Uberleben bei invasiven, nicht-metastasierten Blasenkarzinomen betrdgt im Mittel ca.
64%, wobei T3 oder T4a Tumore mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 36,5% eine
deutlich schlechtere Prognose aufweisen als T1 oder T2 Tumore mit 69% [46, 47]. 5% der
Blasenkarzinome weisen bei der Erstdiagnose bereits Metastasen oder das Stadium T4b
auf und haben mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 5,5% eine sehr schlechte Prognose
[46, 47].

1.1.9 Therapieoptionen

Nicht-muskelinvasive Urothelkarzinome (Ta, Tis, T1) werden lokal zystoskopisch durch
transurethrale Blasentumorresektion (TUR-BT) therapiert [48]. Abhidngig vom
Rezidivrisiko erfolgt eine Erhaltungstherapie mit lokaler Instillation inaktivierter
Tuberkulose-Erreger (Bacille Calmette-Guérin, BCG), die eine lokale Immunantwort
auslosen; dadurch werden die intraepithelialen Tumorzellen zerstort [49]. Auch
Instillationen von Chemotherapeutika wie Mitomycin C, Epirubicin oder Pirarubicin
werden zur Rezidivprophylaxe angewendet [50]. Eine zweite Resektion nach zwei bis
sechs Wochen wird empfohlen, um residuelles Tumorgewebe zu detektieren und das
Rezidivrisiko zu verringern [42]. Bei Rezidiven trotz intravesikaler Therapie oder G3-
Histologie (geringer Differenzierung) sollte eine radikale Zystektomie auch bei T1-

Tumoren erwogen werden [42].

Bei lokal muskelinvasiven Karzinomen (T2-T4a) ohne Fernmetastasierung ist eine
radikale Zystektomie mit bilateraler pelviner Lymphadenektomie indiziert [45]. Eine
Kombination mit einer neoadjuvanten oder adjuvanten Chemotherapie wird empfohlen,
da diese das Uberleben signifikant verbessert [45]. Bei metastasierten Karzinomen werden
Zytostatika und ggf. Strahlentherapie in palliativer Intention eingesetzt. Zur
Chemotherapie ist eine Kombinationstherapie aus Cisplatin und mindestens einem
weiteren Zytostatikum erste Wahl, sofern keine Kontraindikationen gegeniiber Cisplatin
vorliegen [39]. Zumeist wird Gemcitabin zur Kombinationstherapie verwendet, aber auch
Methotraxat, Vinblastin und Doxorubicin (MVAC-Schema) werden in Kombination mit
Cisplatin zur Chemotherapie beim Harnblasenkarzinom eingesetzt [45]. Die Kombination
aus Cisplatin mit Gemcitabin weist im metastasierten Stadium ein giinstigeres
Nebenwirkungsspektrum und geringere Normalgewebstoxizitit auf als das MVAC-
Schema [51]; fiir die neoadjuvante Therapie fehlen jedoch randomisierte, kontrollierte
Studien. Cisplatin wird in beiden Kombinationstherapien in der Dosierung 70 mg / m?
Korperoberfldche eingesetzt [52]. Nur Patienten, die aufgrund ihres Allgemeinzustands,
einer vorbestehenden Nieren- oder Herzinsuffizienz, einer vorbestehenden

Horschadigung oder Neuropathie nicht fiir eine Cisplatin-basierte Therapie geeignet sind,



sollten in der Erstlinie mit Carboplatin/Gemcitabin oder alternativ bei positivem PD-L1-

Status mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelt werden [43].

Initial sprechen Urothelkarzinome hdufig gut auf Cisplatin-basierte Chemotherapien an
[63], obwohl einige Tumore intrinsische Cisplatinresistenz aufweisen [54]. Im Verlauf
einer zundchst wirksamen Cisplatintherapie kann es jedoch auch zur erworbenen
Resistenzentwicklung kommen [55], sodass das Tumorwachstum nicht mehr kontrolliert
werden kann. Intrinsische und erworbene Resistenz gegentiber Cisplatin stellen ein
erhebliches Problem in der Systemtherapie des Harnblasenkarzinoms dar [55]. Die noch
immer erheblich eingeschrankte Langzeitprognose in fortgeschrittenen Tumorstadien
(siehe 1.1.8) unterstreicht die Wichtigkeit und Dringlichkeit neue Therapieansdtze zu

entwickeln, um Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomen zu tiberwinden.

1.2 Cisplatin

1.2.1 Klinische Verwendung

Cis-Diammindichloridoplatin (Cisplatin) ist als Tumortherapeutikum seit tiber 40 Jahren
in klinischem Gebrauch und wird bei zahlreichen Tumorentititen - meistens in
Kombination mit anderen medikamentésen Tumortherapeutika - verabreicht [56].
Cisplatin-basierte Chemotherapien sind u.a. erste Wahl der Systemtherapie bei
Hodentumoren mit herausragenden Ergebnissen [57], kleinzelligen und nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen [58], Urothelkarzinomen der Harnblase (siehe 1.1.9),
cholangiozelluldren Karzinomen [58], Zervixkarzinomen [59], Osteosarkomen [60] und
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-/Hals-Bereichs [61]. Zu den schwerwiegendsten
Nebenwirkungen gehdren Nephro- [62] und Ototoxizitdt [63], Neurotoxizitidt [64] sowie
ausgepragtes Erbrechen [65]. Seltener tritt auch eine Knochenmarksdepression mit
Panzytopenie und erhohter Infektanfilligkeit auf [66]. Insbesondere die Nephrotoxizitét

ist dosislimitierend fiir Cisplatin [67].

1.2.2 Vergleich mit anderen Platinverbindungen

Aufgrund der ausgepragten Normalgewebstoxizitdt wurde das weniger nephro- und
ototoxische Carboplatin entwickelt, bei dem vor allem die Knochenmarkstoxizitat
dosislimitierend ist [67]. Carboplatin ist jedoch in vielen Tumoren weniger wirksam als
Cisplatin [68]. Carboplatin hat den gleichen Wirkmechanismus wie Cisplatin und weist
daher eine vollstindige Kreuzresistenz mit Cisplatin auf [69] - das bedeutet, dass
Tumoren, die resistent gegeniiber Cisplatin sind, auch nicht auf eine Therapie mit
Carboplatin ansprechen. Oxaliplatin hingegen unterscheidet sich strukturell stdrker von
Cisplatin, sodass Oxliplatin-Addukte zu anderen Konformationsanderungen in der DNA
fihren als Cisplatin-Addukte [70]. Daher bestehen Unterschiede in der Erkennung der
DNA-Léasionen [71, 72]. Dies bedingt letztendlich ein anderes Wirkspektrum von

Oxaliplatin, sodass Oxaliplatin auch in Cisplatin-resistenten Zellen wirksam sein kann
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[73]. Im Gegensatz zu Cisplatin und Carboplatin wird Oxaliplatin bei Kolonkarzinomen
angewendet [69], wdhrend es in der Therapie von Harnblasenkarzinomen nicht zum
Einsatz kommt. Die gravierendste Nebenwirkung von Oxaliplatin ist die Neurotoxizitit,
die starker ausgepragt ist als bei Cisplatin [74]. Die anderen o.g. Nebenwirkungen von
Cisplatin treten unter Oxaliplatin-Therapie nur selten auf [69]. Die chemische Struktur

von Cisplatin, Oxaliplatin und Carboplatin ist in Abb. 1 dargestellt (siehe unten).

H,N cl P N o A
N / 0 // \Pt/
Pt H3N\ / / \
H.N e \ Pt N 0 \o
3 cowun” N\
N\
0
Cisplatin Carboplatin Oxaliplatin

Abb. 1: Chemische Struktur von Cisplatin, Oxaliplatin und Carboplatin

1.2.3 Wirkmechanismus

Das wungeladene Cisplatin wird durch passive Diffusion oder aktiv durch
Membrantransporter in die Zelle aufgenommen [75]. Aufgrund der intrazelluldr geringen
Chloridkonzentration werden 1-2 Chloridatome gegen Wassermolekiile ausgetauscht,
sodass das Cisplatinmolekiil eine positive Ladung annimmt und mit nukleophilen
Gruppen der DNA reagiert [76]. Zusitzlich zur Interaktion mit nukledrer DNA (siehe
1.2.3.1), die als wesentlicher Wirkmechanismus von Cisplatin angesehen wird, ist ein Teil
der Zytotoxizitdt von Cisplatin auch auf andere Reaktionspartner zurtickzuftihren [77].
Nur etwa 1% des intrazelluldren Cisplatins bindet an die nukledre DNA, der {ibrige
Anteil reagiert mit zytoplasmatischen Strukturen bzw. Proteinen in Zellorganellen oder
interagiert mit der mitochondrialen DNA [78]. Neben Cisplatin-induzierten DNA-
Schiden werden vor allem die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (siehe 1.2.3.2),
die direkte Interaktion von Cisplatin mit proapoptotischen Proteinen in der
Mitochondrienmembran (siehe 1.5.2 d) sowie die Einleitung einer ER-Stressantwort (siehe

1.5.1.1) als relevante Mechanismen fiir die Zytotoxizitdt von Cisplatin angesehen [77].

1.2.3.1 Interaktion von Cisplatin mit der DNA

Die bevorzugte Bindungsstelle von Cisplatin an der DNA ist das N7-Atom der
Purinbasen Guanin und (geringer ausgepragt) Adenin [79]. Dort bildet Cisplatin zunédchst
Monoaddukte mit der DNA [69]. Uber 90% der Monoaddukte reagieren dann mit einem
weiteren N7-Atom einer nahegelegenen Purinbase und bilden so Crosslinks [80]. Diese
konnen entweder innerhalb des gleichen DNA-Strangs entstehen (Intrastrang-Crosslink)
oder zwischen den beiden komplementdren DNA-Strangen (Interstrang-Crosslink) [69].

Die Intrastrang-Crosslinks entstehen entweder zwischen zwei benachbarten Basen (1,2-
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Intrastrang-Crosslink) oder iiber ein Basenpaar hinweg (1,3-Intrastrang-Crosslink) [81].
Fast zwei Drittel der Cisplatin-Addukte an der DNA sind Intrastrang-Crosslinks
zwischen zwei unmittelbar benachbarten Guaninen [82]. Seltener sind 1,2-Intrastrang-
Crosslinks mit Adeninbeteiligung und 1,3-Intrastrang-Crosslinks zwischen Guaninen [81].
Interstrang-Crosslinks und Monoaddukte machen nur einen geringen Anteil (zusammen
unter 5%) der Cisplatin-Addukte aus [83]. Die Cisplatin-Addukte an der DNA sind in

Abb. 2 veranschaulicht (siehe unten).

1,2-Intrastrangcrosslink 1,3-Intrastrangcrosslink
zwischen Guaninen zwischen Guaninen
Cc G T HN  NH HN  NH,

\ / \/

Pt Pt

H.
/ SN NH, Interstrangcrosslink
o
Monoaddukt 1,2-Infrastrangcrosslink mit

Adeninbeteiligung

Abb. 2: Cisplatin-Addukte an der DNA

Die héufigsten Cisplatin-Addukte an der DNA sind 1,2-Intrastrang-Crosslinks zwischen zwei
benachbarten Guaninen. Seltener sind 1,2-Intrastrang-Crosslinks mit Adeninbeteiligung und
1,3-Intrastrang-Crosslinks. Monoaddukte und Interstrang-Crosslinks machen den geringsten
Anteil der Cisplatin-Addukte an der nukledren DNA aus.

Abkiirzungen: A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin

(Beim Erstellen dieser Abbildung wurden die Nukleinsidure-Designs von Servier Medical Art
genutzt, lizensiert unter der Creative-Commons-Lizenz Attribution 3.0.)

Die DNA-Crosslinks verdndern die Konformation der DNA und behindern in der
Umgebung die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen komplementdren Basenpaaren
[80]. Replikation und Transkription werden durch diese Konformationsinderungen
blockiert [84]. An kollabierten Replikationsgabeln konnen sekunddr DNA-
Doppelstrangbriiche entstehen [85]. Sowohl an Einzelstrangbereiche blockierter
Replikationsgabeln als auch an DNA-Doppelstrangbriiche werden Sensorproteine
rekrutiert, die die DNA-Schadensantwort einleiten (siehe 1.3.1). Die Intrastrang-
Crosslinks werden durch Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) (siehe 1.4.1.1) repariert, die
Interstrang-Crosslinks durch eine Kombination aus NER, DNA-Doppelstrangbruch-
Reparatur und Transldsionssynthese [86] (siehe 1.4.3).



1.2.3.2 Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies fiir Cisplatin-induzierte Toxizitt

Der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wird ein relevanter Anteil an der Cisplatin-
induzierten Zytotoxizitdt zugeschrieben [87]. Cisplatin tragt auf verschiedene Arten zum
intrazelluldiren Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies bei [88]. Es kann kovalent an
Sulfhydrylgruppen antioxidativer Enzyme binden und diese so inaktivieren [89]. Neben
der Konjugation an Metallothioneine (siehe 1.6.2 c), kann auch die Konjugation von
Cisplatin an Glutathion zur Inaktivierung von Cisplatin fiithren. Dies tragt allerdings zum
Verbrauch der antioxidativen Radikalfdanger bei und begitinstigt so oxidativen Stress [90].
Auflerdem Dbeeintrachtigt Cisplatin die Aufnahme- und Transportkapazitdt fiir
metallische Spurenelemente wie Kupfer und Selen durch Kompetition um die Transporter
[88], was die Funktion antioxidativer Enzyme beeintrachtigt. Kupfer ist essentieller
Cofaktor der Superoxiddismutase (siehe auch 1.6.2 e), Selen kommt als Selenocystein in
der Glutathionperoxidase (siehe 1.6.2 a) vor [91]. Des Weiteren wird durch Bindung von
Cisplatin an mitochondriale DNA (mtDNA) infolge einer Transkriptionsblockade die
Synthese von Proteinen der Elektronentransportkette der oxidativen Phosphorylierung
beeintrdchtigt und somit die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies begtinstigt [92].
Tumorzellen sind fiir die Reduktion antioxidativer Kapazitdten besonders anfillig, da in

Tumorzellen stoffwechselbedingt mehr reaktive Sauerstoffspezies produziert werden [93].

Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies fithrt zur Einleitung der Apoptose tiber
den intrinsischen Signalweg, indem Wasserstoffperoxid (H>O.) und Superoxid (O»*-) mit
Proteinen reagieren, die an der Porenbildung in der Mitochondrienmembran beteiligt
sind, z.B. Voltage Dependent Annion Channel (VDAC) (siehe auch 1.5.2 d) [94]. Die damit
verbundene Konformationsanderung der Poren bedingt deren Offnung, sodass
Cytochrom c ins Zytoplasma freigesetzt wird und der intrinsische Weg der Apoptose
(siehe 1.5.1.1) eingeleitet wird [94]. Durch Entweichen von intramitochondrialem
Cytochrom c ins Zytoplasma wird die Elektronentransportkette unterbrochen und es
entstehen zusétzliche reaktive Sauerstoffspezies, was zur Signalverstirkung des
intrinsischen Wegs der Apoptose beitragt [95]. Zudem gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass
reaktive Sauerstoffspezies auf den extrinsischen Signalweg der Apoptose (siehe 1.5.1.2)
Einfluss nehmen [96]. Bei vermehrter ROS-Produktion wird die Expression von TRAIL
und Fas-Ligand hochreguliert [94]. Auflerdem lagern sich nach Bindung von Liganden
die Todesrezeptoren in Cholesterol- und Spingolipid-reichen Signalplattformen,
sogenannten Lipid Rafts, in der Zellmembran zusammen [97]. In die Lipid Rafts werden
NADPH-Oxidasen rekrutiert, welche O~ produzieren [98, 99]. Die MAP-3-Kinase
Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) ist in unstimulierten Zellen an Thioredoxin
gebunden und wird dadurch inaktiv gehalten [100]. Nach ROS-bedingter Oxidation von
zwei Cysteinresten des Thioredoxins unter Bildung einer Disulfidbriicke dissoziiert
Thioredoxin von der ASK1 ab, sodass diese aktiviert werden kann und eine MAP-Kinase-
Kaskade eingeleitet wird, was schliefSlich zur Aktivierung des JNK- und p38-Signalwegs
tihrt [100]. Auch iiber diesen Signalweg kann somit ROS-induzierte Apoptose vermittelt
werden (siehe auch 1.3.5.1 und 1.3.5.2).



Dartiber hinaus konnen reaktive Sauerstoffspezies, vor allem das Hydroxylradikal (*OH),
auch selbst DNA-Schdden verursachen, indem sie mit der DNA reagieren und Basen
oxidieren [101]. Mehr als zwanzig Basenmodifikationen durch oxidative Schadigung der
DNA sind bekannt [101], wobei 8-Oxoguanin am hdufigsten vorkommt [102].
8-Oxoguanin kann durch Basenexzisionsreparatur eliminiert werden [103]. Unrepariert
verursacht 8-Oxoguanin bei der Replikation DNA-Doppelstrangbriiche, die wiederum
Apoptose induzieren [103].

1.3 Die DNA-Schadensantwort und ihre Bedeutung fiir
Cisplatinresistenz

Die DNA-Schadensantwort beinhaltet sowohl Reparaturmechanismen und Toleranz
gegeniiber DNA-Schéden, als auch die Einleitung der Apoptose bei irreparablen Schaden
[104]. Bei der Aktivierung von Reparaturmechanismen wird parallel hédufig ein
Zellzyklusarrest (Details siehe 1.3.4) {iiber die Aktivierung von Checkpointkinasen
eingeleitet, um der Zelle die notige Zeit fiir die Reparaturmechanismen zu verschaffen
[105]. Zellen mit erheblichen DNA-Schidden konnen auflerdem in einen dauerhaften
Zellzyklusarrest iibergehen, sodass keine Zellteilung mehr zustande kommt; dieser
Prozess wird als Seneszenz bezeichnet [106]. Die Mechanismen der DNA-
Schadensantwort sind vielfiltig und umfassen neben posttranslationalen Modifikationen
von Proteinen auch die Beeinflussung von Genexpression, Proteinbiosynthese, Transport-
und Abbauprozessen [107]. Fiir diese Arbeit relevante Schritte der frithen DNA-
Schadensantwort sind in Abb. 3 (siehe Seite 15) dargestellt.

1.3.1 ATM, ATR und DNA-PK - Die Initiatoren der DNA-Schadensantwort

Die Serin-/Threonin-Kinasen ATM, ATR und DNA-PK haben grofse Bedeutung fiir die
Erkennung von DNA-Schiden [104]. Durch Phosphorylierung zahlreicher
nachgeschalteter Proteine initiieren sie die DNA-Schadensantwort [85]. Wahrend ATM
und DNA-PK mithilfe von Sensorproteinen hauptsidchlich an DNA-Doppelstrangbriiche
rekrutiert werden, bindet ATR an die Einzelstrangbereiche blockierter Replikationsgabeln
sowie an Einzelstrangbriiche [108]. Nachdem sie aktiviert worden sind (Details siehe
1.3.1.1 bis 1.3.1.3), beeinflussen ATM, ATR und DNA-PK gegenseitig ihre Aktivitat [109].
So konnen sich ATM und ATR gegenseitig phosphorylieren oder die autokatalytische
Aktivierung der jeweils anderen Proteinkinase vermitteln, indem deren Rekrutierung zu
bereits erkannten DN A-Schaden erleichtert wird [110]. Auch ATM und DNA-PK koénnen
sich gegenseitig phosphorylieren und so die Wahl des DNA-Reparaturmechanismus fiir
DNA-Doppelstrangbriiche beeinflussen [111] (siehe 1.4.2). Dariiber hinaus konnen alle
drei Proteinkinasen Autophosphorylierungen vornehmen, die ihre Aktivitat modifizieren
[105].

10



1.3.1.1 Aktivierung von ATM

Die Rekrutierung von ATM an DNA-Doppelstrangbriiche erfolgt durch den MRN-
Komplex, bestehend aus jeweils zwei MRE11-, RAD50- und NBS1-Proteinen [112]. Dieser
Sensorkomplex erkennt und prozessiert die Enden des Doppelstrangbruchs [113]. MRE11
bildet das Zentrum des MRN-Komplexes und interagiert direkt mit RAD50, NBS1 und
der DNA [114]. MRE11 hat Endo- und Exonukleaseaktivitdt zur Prozessierung der Enden
des Doppelstrangbruchs (siehe 1.4.2.1). RAD50 hilt die beiden Enden des DNA-
Doppelstrangbruchs dicht beieinander, um DNA-Reparatur zu ermdoglichen [115]. Durch
seine ATPase-Aktivitdt kann RAD50 unter ATP-Verbrauch eine Konformationsénderung
des MRN-Komplexes herbeifithren, wodurch die Nukleaseaktivitit des MRE11 Proteins
an- oder abgeschaltet werden kann [116]. NBS1 rekrutiert ATM an den DNA-
Doppelstrangbruch und tibernimmt regulatorische Funktionen im MRN-Komplex [117].
Auf die Bindung von ATM an den MRN-Komplex folgt die Aktivierung von ATM durch
Autophosphorylierung und Dissoziation des zuvor inaktiven Dimers in ein Monomer
[109]. ATM tibernimmt nun wesentliche Teile der weiteren Signaltransduktion durch
Phosphorylierung zahlreicher Substrate [105]. Dazu gehoren Proteinkinasen, wie z.B. die
Checkpointkinase 2 (CHK2), die einen Zellzyklusarrest induzieren kann (siehe 1.3.4),
Transkriptionsfaktoren wie p53 (siehe 1.3.3.1) und Proteine, die an der DNA-Reparatur
beteiligt sind [112].

1.3.1.2 Aktivierung von ATR
Im Gegensatz zu ATM und DNA-PKcs wird ATR nicht primédr durch

Doppelstrangbriiche, sondern  durch einzelstrangige DNA an  blockierten
Replikationsgabeln rekrutiert [118]. Das Replikationsprotein A (RPA) bindet wéhrend der
normalen Replikation an frei liegende einzelstrangige DNA, um deren Abbau durch
Nukleasen und die Formierung von Sekundérstrukturen zu verhindern [119]. Wenn
Helikasen trotz des Replikationsblocks fortfahren, DNA zu entwinden, persistieren
langstreckig einzelstrangige DNA-Bereiche, an die RPA gebunden ist [120]. Dies fiihrt
nachfolgend zur Bindung von ATRIP, der regulatorischen Untereinheit von ATR, an die
Einzelstrangbereiche, wodurch ATR rekrutiert wird [121].

An der Aktivierung von ATR ist unter anderem der sogenannte 9-1-1 Komplex, ein
Heterotrimer aus Rad9, Radl und Husl, beteiligt. 9-1-1 hat strukturelle Ahnlichkeit mit
dem  Prozessivitdtsfaktor PCNA  [122], dessen drei Untereinheiten eine
Ringklemmenkonfiguration bilden, die Replikation koordinieren und verhindern, dass
die DNA-Polymerase & wahrend der Replikation von der DNA abdissoziiert [123]. An
blockierten Replikationsgabeln wird 9-1-1 durch ein Ladeprotein ATP-abhidngig auf die
DNA aufgeladen [124]. Neben 9-1-1 wird auch das DNA Topoisomerase Il Binding Protein 1
(TopBP1) rekrutiert [118]. TopBP1 interagiert mit Rad9, ATRIP und ATR, wodurch ATR
vermehrte Kinaseaktivitit entwickelt [105]. Daneben kann die Stimulation der
Kinaseaktivitdt von ATR auch mithilfe des Aktivatorproteins ETAA erfolgen, das direkt
an RPA bindet [125].
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Aktiviertes ATR vermittelt nun die weitere DNA-Schadensantwort. Eine der wichtigsten
Funktionen von ATR ist die Phosphorylierung und konsekutive Aktivierung der
Checkpointkinase 1 (CHK1), die einen Zellzyklusarrest bewirken kann (siehe 1.3.4).
Zahlreiche Substrate von ATM werden auch durch ATR phosphoryliert, sodass ATR
dhnliche Funktionen in der DNA-Schadensantwort ausfithren kann wie ATM [126]. Eine
spezifische Funktion von ATR ist die Aktivierung des Fanconi-Andmie-Signalwegs, der
die DNA-Reparatur von Interstrang-Crosslinks, wie sie durch Cisplatin verursacht
werden, ausfiihrt [127] (siehe 1.4.3).

1.3.1.3 Aktivierung der DNA-PK

Die DNA-abhidngige Proteinkinase (DNA-PK) ist eine Serin-/Threonin-Kinase, die sich
aus einer grofien katalytischen Untereinheit (DNA-PKcs) und dem Heterodimer Ku
zusammensetzt [128]. Ku besteht wiederum aus zwei Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht von etwa 70 bzw. etwa 80 kDa (Ku70 und Ku80) [128]. Ku70 und Ku80
bilden zusammen eine Ringstruktur, die die Enden doppelstrangiger DNA-Briiche
umschliefst [129]. Nach Bindung von Ku an die DNA wird die DNA-PKcs an die Enden
der Doppelstrangbrtiche rekrutiert [130]. Ku stabilisiert die Interaktion der DNA-PKcs mit
der DNA, funktioniert als regulatorische Untereinheit der DNA-PK und stimuliert die
Kinaseaktivitdt der DNA-PKcs [131]. Die Hauptaufgabe der DNA-PK ist die Aktivierung
und Regulierung des Non-Homologous End  Joining (NHE]) [132], eines
Reparaturmechanismus  fiir =~ DNA-Doppelstrangbriiche (sieche 1.4.2.2). Durch
Autophosphorylierung werden Konformationsdnderungen der DNA-PK eingeleitet, die
die nachfolgenden Schritte des NHE] erleichtern [133]. Die DNA-PKcs phosphoryliert
auflerdem die Schliisselkomponenten des NHE], Ku70 und Ku80, XRCC4, XLF und
Artemis [132]. ATM wird durch die DNA-PK an mehreren Stellen inhibitorisch
phosphoryliert, wodurch das NHE] gefordert und die DNA-Reparatur mittels Homologous
Recombination (HR) gehemmt wird [111] (siehe 1.4.2).

1.3.2 Friihe Schritte der DNA-Schadensantwort

1.3.2.1 Phosphorylierung der Histonvariante H2AX

Einer der ersten Schritte der DNA-Schadensantwort ist die Phosphorylierung der
Histonvariante H2AX am Serinrest 139 [134]. Das dort phosphorylierte H2AX wird als
YH2AX bezeichnet [135]. Die Phosphorylierung erfolgt sowohl durch ATM und DNA-
PKcs infolge von Doppelstrangbriichen als auch durch ATR infolge von
Replikationsstress [134-136]. In der Umgebung eines DNA-Doppelstrangbruchs wird
H2AX auf einer Lange von mehreren Millionen Basenpaaren bzw. tausender
Nukleosomen phosphoryliert und der DNA-Schaden so markiert [137] - es kommt zur
erheblichen Verstarkung der DNA-Schadensantwort durch lokale Aktivierung von ATM
und Rekrutierung weiterer Signalmolekiile [135]. yH2AX-markiertes Chromatin wird
nicht transkribiert, um unerwtinschte Interaktionen zwischen Transkription und DNA-
Reparatur zu vermeiden [105]. Die durch yH2AX markierten DNA-Bereiche bilden
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sogenannte nukledre yH2AX-Foci [137]. Diese konnen mittels Immunfluoreszenz
lichtmikroskopisch detektiert werden [138]. Da die Anzahl der yH2AX-Foci 1:1 mit der
Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche korreliert [139], wird sie als Methode zur
Detektion und Quantifizierung von Doppelstrangbriichen genutzt [140].

1.3.2.2 Phosphorylierung von MDC1

Neben dem MRN-Komplex und ATM wird in der Frithphase der DNA-Schadensantwort
auch MDC1 an Doppelstrangbriiche rekrutiert [105]. MDC1 kann tiber zwei verschiedene
Bindungsdomé&nen sowohl an ATM als auch an yH2AX binden und so die Bindung von
ATM an den Doppelstrangbruch stabilisieren [141]. Das gebundene ATM phosphoryliert
dann MDCI1, welches nach seiner Phosphorylierung auch mit dem MRN-Komplex
interagiert und diesen in Position halt [142]. Zudem phosphoryliert ATM weitere H2AX
Molekiile in der Umgebung, sodass nachfolgend immer mehr MDC1/MRN/ATM-
Komplexe gebildet und stabilisiert werden [143]. Dartiiber hinaus ist MDC1 an der
Rekrutierung und Stabilisierung weiterer Proteine der DNA-Schadensantwort an yH2AX-
markierten DNA-Schéden beteiligt, darunter 53BP1 und BRCA1 [143]. Phosphoryliertes
MDC1 rekrutiert die Ubiquitinligasen RNF8 und konsekutiv RNF168, die mithilfe von
Konjugationsenzymen H2AX und anderen Histone ubiquitinieren [144]. Infolge dieser
Ubiquitinierung von Histonen wird 53BP1 an den Doppelstrangbruch rekrutiert und
gebunden [145]. Ubiquitiniertes H2AX wird auflerdem durch RAP80 erkannt, das an die
markierten Histone bindet und unter anderem mit Abraxas und BRCA1 (siehe 1.3.2.4)
einen Komplex bildet [146]. Durch Bindung an die Doppelstrangbriiche und Interaktion
mit ubiquitiniertem yH2AX bilden sich 53BP1-Foci und BRCA1-Foci, die ebenfalls durch
Immunfluoreszenz detektiert werden konnen und mit den yH2AX-Foci kolokalisiert sind
[147]. In dieser Arbeit wird die Bildung von yH2AX- und 53BP1-Foci in Reaktion auf

Cisplatinexposition untersucht.

1.3.2.3 Aktivierung von 53BP1 und Bedeutung fiir die DNA-Schadensantwort
ATM phosphoryliert bereits in der Frithphase der DNA-Schadensantwort 53BP1 [148].

53BP1 hat selbst keine enzymatische Aktivitdt, vielmehr fungiert es als Plattform zur
Rekrutierung von Effektorproteinen der DNA-Schadensantwort [149]. ATM wird infolge
der Interaktion mit 53BP1 autophosphoryliert und aktiviert [150]. Sowohl fiir die
Interaktion von ATM mit CHK2 [149] als auch fiir die Interaktion von ATR mit CHK1
[151] ist 53BP1 erforderlich. So tragt 53BP1 sowohl zum Zellzyklusarrest infolge von
Doppelstrangbriichen als auch infolge von Replikationsstress bei [150]. In der Gi;-Phase
des Zellzyklus begiinstigt 53BP1 die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen durch
Non-Homologous End Joining (NHE]; siehe 1.4.2.2). Unabhingig von der Zellzyklusphase
beziehungsweise seiner Funktion fiir das NHE] interagiert 53BP1 mit p53 (siehe 1.3.3.1)
und ist essentiell fiir dessen hinreichende Aktivierung [152]. 53BP1 ermoglicht durch
seine Interaktion mit p53 die Transkription abhdngiger Gene und ist somit auch an der

Einleitung der Apoptose beteiligt [152].
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1.3.2.4 Aktivierung von BRCA1 und Bedeutung fiir die DNA-Schadensantwort

In Reaktion auf DNA-Schiden wird BRCA1 durch ATM bzw. ATR phosphoryliert und so
aktiviert. Im Zytoplasma liegt BRCA1 in einem stabilen Komplex mit BARD1 vor [153].
BARD1 stabilisiert BRCA1 und vermittelt die Bindung von BRCA1 an Kinasen und
andere Enzyme [154]. In der S- und G>-Phase des Zellzyklus ist BRCA1 wesentlich an der
Einleitung der Homologous Recombination zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
beteiligt (siehe 1.4.2.1). 53BP1 und BRCA1 sind Antagonisten bei der Einleitung der DNA-
Reparatur infolge von DNA-Doppelstrangbriichen. Wahrend 53BP1 die Reparatur mittels
Non-Homologous End Joining (NHE]) in der Gi-Phase des Zellzyklus begtinstigt, ist BRCA1
der Schliisselfaktor fiir die Einleitung Homologous Recombination (HR) in der S- und G-
Phase des Zellzyklus [155] (siehe 1.4.2). BRCA1 ist aufierdem ein Reparaturfaktor im
Fanconi-Andmie-Signalweg zur Reparatur von DNA-Interstrang-Crosslinks (siehe 1.4.3).
Des Weiteren ist BRCA1 essentiell fiir die Phosphorylierung von CHK1 durch ATR und
den nachfolgenden Zellzyklusarrest in der S-Phase des Zellzyklus in Reaktion auf
Cisplatin-induzierte = DNA-Schdden [156]. Auch fiir den CHKI-vermittelten
Zellzyklusarrest am G2/ M-Checkpoint werden BRCA1 und dessen Bindungspartner CtIP
benotigt [157]. Als Koaktivator von p21 (siehe 1.3.3.5) und p53 (siehe 1.3.3.1) tragt BRCA1
zur Transkription jeweils abhédngiger Gene bei und kann p2l-vermittelt einen

Zellzyklusarrest in der Gi-Phase einleiten [158].

Eine weitere wichtige Funktion von BRCA1 ist die Regulation der DNA-Transkription
[159]. BRCAL1 {iibernimmt als Teil des Gesamtenzymkomplexes der RNA-Polymerase II
regulatorische Funktion [159]. In Reaktion auf DNA-Schdden fungiert das aktivierte
Heterodimer aus BRCA1 und BARDI1 als Ubiquitinligase, die die RNA-Polymerase II
ubiquitiniert und so inhibiert, wodurch die Transkription der beschadigten DNA
gestoppt wird [154]. Bemerkenswerterweise ubiquitiniert das aktivierte Heterodimer aus
BRCA1 und BARD1 auch y-Tubulin, das wesentlicher Bestandteil der Zentriomen der
Mitosespindel ist, und kann so Einfluss auf den Zellzyklus in der Mitosephase nehmen
[160]. Fiir diese Funktion der Ubiquitinligase wahrend der Mitose ist eine vorherige
Phosphorylierung von BRCA1 durch die Checkpointkinase 2 erforderlich [161].

1.3.2.5 Poly-ADP-Ribosylierung

Die Poly-ADP-Ribosylierung gehort neben den bereits genannten Schritten auch zu den
frithesten Mechanismen der DNA-Schadensantwort. Aufgrund ihrer engen funktionalen

Verkniipfung mit der DNA-Reparatur wird sie in Kapitel 1.4.4 thematisiert.
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Abb. 3: Friihe Schritte der DNA-Schadensantwort

DNA-Doppelstrangbriiche (links) bzw. blockierte Replikationsgabeln (rechts) fithren zur
Rekrutierung von ATM bzw. ATR. Dies erfolgt mithilfe von Sensorproteinen, die den DNA-
Schaden erkennen und die Aktivierung von ATM bzw. ATR bedingen. ATM und ATR
koordinieren dann die weiteren Schritte der DNA-Schadensantwort. Einer der frihesten
Schritte der DNA-Schadensantwort ist die Phosphorylierung der Histonvariante H2AX, die
sowohl durch ATR als auch durch ATM erfolgen kann. Dies erleichtert die Rekrutierung
weiterer Signalmolekiile und Reparaturfaktoren an den DNA-Schaden und bewirkt eine
erhebliche lokale Verstiarkung der DNA-Schadensantwort. Sowohl ATM als auch ATR
aktivieren durch Phosphorylierung den Transkriptionsfaktor p53, dessen Zielgene einen
Zellzyklusarrest und die DNA-Reparatur, bei irreparablen Schéden jedoch auch die Apoptose
einleiten konnen. ATM phosphoryliert infolge von DNA-Schidden die Checkpointkinase 2
(CHK2), wiahrend ATR die Checkpointkinase 1 (CHK1) aktiviert. Beide Checkpointkinasen
konnen einen Zellzyklusarrest einleiten und zudem pb53 aktivierend phosphorylieren.
Aktiviertes ATM phosphoryliert zudem die Tyrosinkinase c-Abl, was zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors p73 fuhrt. Die Abbildung illustriert insbesondere die frithen Schritte
der DNA-Schadensantwort. Die Beteiligung der p63-, NF-kB- und MAP-Kinase-Signalwege an
der DNA-Schadensantwort ist nicht dargestellt. Auch die Erkennung von DNA-
Doppelstrangbriichen durch das Ku70/80-Heterodimer und die nachfolgende Rekrutierung der
DNA-PKcs kommen hier nicht zur Darstellung.

Abkiirzungen: 9-1-1 = Proteinkomplex aus Rad9, Radl und Husl, 53BP1 = p53 Binding
Protein 1, ATM = Ataxia Telangiectasia Mutated, ATR = Ataxia Telangiectasia mutated and
Rad3 related, ATRIP = ATR Interacting Protein, c-Abl = Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1 , Bax = Bel-2-associated X protein, BRCA1 = Breast Cancer 1, CHK1/2 =
Checkpointkinase 1/2, DR5 = Death Receptor 5, ETAA = Ewing Tumor Associated Antigen,
H2AX = Histonvariante H2AX, MDC1 = Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1,
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MLH1 = Mutator protein L. Homolog 1, MRE11 = Meiotic Recombination 11, MSH2 = Mutator
protein S Homolog 2, NBS1 = Nijmegen Breakage Syndrome Protein 1, P = Phosphat, p21 =
Protein 21, p53 = Tumorprotein 53, p73 = Tumorprotein 73, PCNA = Proliferating Cell
Nuclear Antigen, POLH = DNA-Polymerase n, Puma = P53 upregulated modulator of
apoptosis, RAD50 = Radiation repair protein 50, RAP80 = Receptor Associated Protein 80,
RNF8 = Ring Finger Protein 8, RNF168 = Ring Finger Protein 168, RPA = Replication Protein
A, TopBP1 = DNA Topoisomerase II Binding Protein 1, Ubi = Ubiquitin, XPC = Xeroderma
Pigmentosum, complementation group C.

(Beim Erstellen dieser Abbildung wurden die Nukleinsidure-Designs von Servier Medical Art
genutzt, lizensiert unter der Creative-Commons-Lizenz Attribution 3.0.)

1.3.3 Regulation der Transkription im Zuge der DNA-Schadensantwort

1.3.3.1 Bedeutung von p53 fiir die DNA-Schadensantwort und Cisplatinresistenz
Ein sehr bedeutsames Substrat von ATM, ATR und der DNA-PKcs ist das

Tumorsuppressorprotein p53, das an verschiedenen Stellen phosphoryliert und so
aktiviert werden kann [162]. Nach Aktivierung durch ATM bzw. ATR phosphorylieren
auflerdem die Checkpointkinasen CHK2 bzw. CHK1 p53, wodurch die Interaktion von
P53 mit der Ubiquitinligase Mdm?2 inhibiert wird, sodass p53 nicht mehr abgebaut wird
[163]. Auch die Ubiquitinligase selbst wird durch ATM phosphoryliert ebenso wie weitere
Faktoren, die zur Stabilisierung von p53 beitragen [112].

P53 ist ein Transkriptionsfaktor, der seine Funktion durch Aktivierung oder Inhibierung
von Zielgenen ausfiihrt [164]. Durch Phosphorylierung von p53 wird die Transkription
abhéngiger Gene induziert oder inhibiert [165]. p53 stimuliert die Transkription von p21,
das Cyclin-abhédngige Kinasen (CDK) inhibiert und so einen Zellzyklusarrest bewirken
kann [166] (siehe 1.3.4). Gleichzeitig wird die Transkription von DNA-Reparaturgenen
stimuliert, z.B. von XPC, welches an der Nukleotid-Exzisionsreparatur beteiligt ist (siehe
1.4.1.1), von MLH1 und MSH2, die Teil der Mismatch-Reparatur sind (siehe 1.4.1.2), sowie
der DNA-Polymerase n (POLH), die mittels Transldsionssynthese Cisplatin-induzierte
Intrastrang-Crosslinks reparieren kann (siehe 1.4.1.3) [167]. Aufierdem wird der
Prozessivitdtsfaktor PCNA p53-abhdngig transkribiert, der neben seiner Funktion bei der
Replikation an diversen DNA-Reparaturmechanismen beteiligt ist [168].

Wenn Doppelstrangbriiche akkumulieren und eine kritische Anzahl tiberschritten wird,
kann p53 auch die Genexpression proapoptotischer Proteine verstirken und so die
Einleitung der Apoptose begtinstigen [85]. P53 ist durch Induktion von proapoptotischen
Genen aus der Bcl-2-Familie (z.B. von Bax [169], Noxa [170] und Puma [171]) und
Todesrezeptoren (z.B. Fas und DR5 [165]) sowohl an der Einleitung des intrinsischen als
auch des extrinsischen Signalwegs der Apoptose beteiligt (siehe 1.5.1). Daneben kann p53
die Apoptose auch unabhdngig von seiner transkriptionellen Aktivitit einleiten, indem
zytosolisches p53 zu den Mitochondrien transloziert und in der &ufseren
Mitochondrienmembran die Interaktion von antiapoptotischen und proapoptotischen
Proteinen der Bcl-2-Familie stort oder direkt proapoptotische Proteine aktiviert [172]

(siehe unten).
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P53 vermittelt somit abhédngig vom Ausmafi des DNA-Schadens entweder einen
Zellzyklusarrest und die nachfolgende DN A-Reparatur oder die Einleitung der Apoptose
[173]. Welche Funktion von p53 tiberwiegt, wird vor allem durch posttranslationale
Modifikationen bestimmt [174]. Bei gravierenden DNA-Schidden, die nicht repariert
werden konnen, wird p53 u.a. am Serin 46 phosphoryliert [174]. Dies bedingt eine
Konformationsédnderung von p53 mithilfe der Propylisomerase PIN1, die dazu fiihrt, dass
tiberwiegend die Transkription der proapoptotischen Gene aktiviert wird [174]. Dartiber
hinaus bedingt die Konformationsinderung - unabhidngig von der transkriptionellen
Aktivitat von p53 - die direkte Aktivierung von Bax durch zytosolisches p53 [175]. Die
Phosphorylierung am Serinrest 46 wird durch die Kinase HIPK2 katalysiert [176]. HIPK2
interagiert unter normalen Bedingungen mit der Ubiquitinligase STAH1 und wird fiir den
proteasomalen Abbau markiert [177]. ATM oder ATR phosphorylieren in Reaktion auf
gravierenden genotoxischen Stress SIAH1 und behindern so die Interaktion zwischen
SIAH1 und HIPK2, wodurch HIPK2 stabilisiert wird [177]. Die Phosphorylierung von p53
am Serin 46 durch HIPK2 ist auch fiir die Einleitung der Apoptose infolge Cisplatin-
induzierter DNA-Schaden von Bedeutung [178].

Bedeutung von p53-Mutationen fiir Cisplatinresistenz

P53 gehort zu den bedeutendsten Tumorsuppressoren des menschlichen Organismus und
wird aufgrund seiner Funktionen in der DNA-Schadensantwort als ,Wachter des
Genoms” bezeichnet [91]. In tiber 50% der malignen Tumoren liegt eine somatische
Mutation im p53-Gen vor [179]. Mutationen im p53-Gen fithren zum Verlust der Tumor-
suppressiven Funktionen und fordern die maligne Transformation [179]. Aufgrund der
verschiedenen Funktionen von p53 nehmen Mutationen im p53-Gen und Mechanismen,
die die Aktivitit von pb53 regulieren, eine duale Rolle ein und konnen in
unterschiedlichem Kontext sowohl Cisplatinsensitivitdt als auch -resistenz vermitteln
[180]. P53-Mutationen konnen dazu fiihren, dass p53 seine Transkriptionsaktivitat verliert
und die Einleitung der Apoptose infolge von Cisplatin-induzierten DNA-Schaden
beeintrachtigt wird - dies kann Cisplatinresistenz bedingen [54]. Dartiber hinaus wird die
Bindung des Transkriptionsfaktors NRF2 an die DNA durch Wild-Typ-p53 verhindert,
nicht jedoch durch mutiertes p53 [181]. Dadurch wird die Expression der Glutathion-S-
Transferase p 1, der Glutathionperoxidase 1 oder der Hamoxygenase 1 [182] in p53-
mutierten Zellen gesteigert, was wiederum direkt oder indirekt Cisplatinresistenz
vermitteln kann (siehe 1.6.2). Auch das antiapoptotische Protein Bcl-2 wird tiber NRF2
reguliert und kann in p53-mutierten Zellen die Apoptose in Reaktion auf Cisplatin-
induzierte DNA-Schdden behindern [181]. Andererseits kann Wild-Typ-p53 durch
Induktion von p21 zum Zellzyklusarrest fiithren (sieche oben) und der Zelle so Zeit
verschaffen fiir die Reparatur Cisplatin-induzierter DNA-Schdden [183]. Ob p53-
Mutationen eher Cisplatinsensitivitdt oder -resistenz bedingen, ist u.a. abhidngig vom
Gewebe und der Zahl der induzierten DN A-Schaden [184].
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Da in den meisten Tumoren p53-Mutationen mit schlechterem Gesamtiiberleben
assoziiert sind und Resistenz gegeniiber zytostatischen Therapien begtinstigen, wurde in
den letzten Jahren zahlreiche Substanzen entwickelt, die die Funktion von mutiertem p53
wiederherstellen konnen [185]. Dagegen ist die Applikation von Mdm2-Inhibitoren, die
dazu fiihren, dass p53 weniger abgebaut und so stabilisiert wird, v.a. in p53-Wild-Typ-
Zellen erfolgversprechend [186]. Die Relevanz dieser therapeutischen Ansdtze und des
p53-Mutationsstatus fiir intrinsische und insbesondere erworbene Cisplatinresistenz in
Urothelkarzinomen ist jedoch noch weitgehend unklar. In ca. 55-60% der metastasierten
Urothelkarzinome der Harnblase liegt eine p53-Mutation vor [187, 188]. In
Urothelkarzinomen der Harnblase konnte bislang jedoch in mehreren pro- und
retrospektiven Studien kein Zusammenhang zwischen dem p53-Mutationsstatus und

dem Ansprechen auf Cisplatin-basierte Chemotherapien nachgewiesen werden [54].

1.3.3.2 Bedeutung von p63-Isoformen fiir die DNA-Schadensantwort und
Cisplatinresistenz

TP63 ist ein Gen, das von zwei verschiedenen Promotoren transkribiert und durch
alternatives Spleifien jeweils in mehreren Isoformen exprimiert wird [189]. Die TAp63-
Isoformen enthalten eine p53-homologe N-terminale Transaktivierungsdoméne, die
ANp63-Isoformen  nicht [189]. Genau wie p53 sind die p63-Isoformen
Transkriptionsfaktoren, die ihre Funktion durch Induktion der Transkription abhidngiger
Gene entfalten [190]. TAp63 kann wie p53 durch Einleitung der Transkription
entsprechender Gene einen Zellzyklusarrest und/oder Apoptose induzieren [191].
Dadurch wird unter anderem die Expression von Todesrezeptoren wie TRAIL und Fas
(siehe 1.5.1.2), von proapoptotischen Proteinen wie Bax, Noxa, Puma, Apaf-1 (siehe
1.5.1.1) und diversen Caspasen (sieche 1.5.1), sowie von Proteinen der DNA-
Schadensantwort, z.B. p21 und Rad9 hochreguliert [189, 192].

Im Gegensatz dazu ist ANp63 in Tumorzellen hdufig tiberexprimiert und hat onkogenes
Potential, indem es die Transkriptionsaktivitit von TAp63 und p53 behindert [191].
ANp63 bindet direkt an den Promotor von p21 und unterdriickt dessen Transkription
[193]. Bei der Unterdriickung der Metastasierung von Tumoren scheinen TAp63 und
ANp63 jedoch synergistische Funktion zu haben [190]. Wahrend TAp63 am stirksten in
Oozyten exprimiert wird und dort die genomische Integritit der Keimzellen sicherstellt
[194], wird ANp63 vor allem in Epithelien und somit auch im Urothel exprimiert [195].
Eine der wichtigsten physiologischen Funktionen von ANp63 ist die Differenzierung des
Epithels in der Embryonalentwicklung sowie die Organisation von differenzierten
epithelialen Geweben [196], z.B. des Plattenepithels oder Urothels. ANp63 aktiviert die
Transkription von Cytokeratinen und Adhé&sionsmolekiilen, die fiir die Organisation des
Epithels entscheidende Bedeutung haben [197]. Gleichzeitig vermittelt ANp63 den Erhalt
von Stammzellen in der Basalschicht des Epithels, um die Proliferationsfihigkeit des
Epithels zu erhalten [198]. Bei der Epithelial-Mesenchymalen Transition wird ANp63

herunterreguliert [199]. In Urothelkarzinomen konnte gezeigt werden, dass die

18



Expression von ANp63 mit zunehmendem Tumorstadium und Grading deutlich abnimmt
[200, 201] und Verlust von ANp63 zu invasivem Wachstum und Metastasierung fiihrt
[202]. Insbesondere scheint dies der Fall zu sein, wenn eine p53-Mutation vorliegt [203].
Das mutierte p53 interagiert mit p63 und beeintrachtigt die Funktionen der p63-Isoformen
bei der Organisation des Epithels [203].

In Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-Schaden wird ANp63 u.a. durch ATM und
CDK 2 phosphoryliert, was zum vermehrten proteasomalen Abbau von ANp63 fiihrt
[204]. Auch TAp63 unterliegt vermehrtem proteasomalen Abbau infolge Cisplatin-
induzierter DNA-Schdden [205]. Die Bedeutung von p63-Isoformen fiir die Entwicklung
von Cisplatinresistenz ist noch weitgehend ungekldrt. ANp63 kann Cisplatinresistenz
durch Aktivierung der Transkription von FANCD2, einer Komponente des Fanconi-
Andmie-Signalwegs (siehe 1.4.3) vermitteln [206]. ANp63 initiiert auflerdem die
Transkription von Hsp70 und kann auf diese Weise ebenfalls Cisplatinresistenz
begtinstigen (sieche 1.6.3 b) [207]. Durch Interaktion mit p73, einem weiteren
Transkriptionsfaktor aus der p53-Familie, der tiberwiegend proapoptotische Funktionen
vermittelt (siehe 1.3.3.3), kann ANp63 Cisplatin-induzierte Apoptose verhindern [208].
Zudem kann ANp63 die Expression von Akt hochregulieren und so Cisplatinresistenz
tordern [209] (siehe 1.6.3 a). TP63 nimmt somit eine duale Rolle in Bezug auf
Cisplatinresistenz ein, da es tiber die beiden unterschiedlichen Transkriptionsprodukte
sowohl die Sensitivitit gegentiber Cisplatin erhohen kann (TAp63), als auch
Cisplatinresistenz vermitteln kann (ANp63) [190].

1.3.3.3 Bedeutung des c-Abl-/p73-Signalwegs fiir die DNA-Schadensantwort

P73 gehort zur Familie der p53-Transkriptionsfaktoren und weist strukturelle Ahnlichkeit
mit p53 und p63 auf [210]. Wie bei TP63 wird auch das fiir p73 kodierende Gen von zwei
verschiedenen Promotoren transkribiert und durch alternatives Spleifsen jeweils in
mehreren Isoformen exprimiert [211]. Korrespondierend zu p63 gibt es TAp73-
Isoformen, die Tumorsuppressor-Proteine sind und ANp73-Isoformen, die {iberwiegend
onkogene Funktionen ausfithren. Im Folgenden werden die TAp73-Isoformen
zusammengefasst als p73 bezeichnet. TAp73 tibernimmt im Rahmen der DNA-
Schadensantwort dhnliche Funktionen wie p53 [174]. Dies ist vor allem in Tumorzellen,
die eine p53-Mutation aufweisen, fiir die Chemosensitivitdit von Bedeutung [212]. Die
Transkription der proapoptotischen Proteine Bax, Noxa und Puma sowie des
Todesrezeptors Fas wird durch p73 gefordert [210, 212]. Zudem kann p73 auch die
Expression von p21 induzieren und so einen Zellzyklusarrest vermitteln [211]. Infolge von
DNA-Schdden phosphoryliert und aktiviert die Tyrosinkinase c-Abl p73 und dessen
Kofaktor YAP1, wodurch die Affinitdt von YAP1 zu p73 erhoht und die Transkription
abhangiger Gene induziert wird [213]. C-Abl ist eine Tyrosinkinase, die nicht
membranstdndig bzw. mit Rezeptoren assoziiert ist [214], sondern in ruhenden Zellen im
Zytoplasma an ein regulatorisches Protein der 14-3-3-Familie gebunden und inaktiv
gehalten wird [215]. In Reaktion auf DNA-schidigende Substanzen wird der JNK-
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Signalweg (siehe 1.3.5.1) aktiviert; die aktivierte JNK phosphoryliert dann das
regulatorische Protein, sodass c-Abl freigesetzt wird und in den Zellkern translozieren
kann [215]. Dort wird c-Abl im Zuge der DNA-Schadensantwort durch ATM
phosphoryliert und so aktiviert [174]. Dieser Signalweg ist auch fiir Cisplatin-induzierte
DNA-Schidden relevant [216].

1.3.3.4 Bedeutung von NF-kB fiir die DNA-Schadensantwort

Neben der p53-Familie sind auch andere Transkriptionsfaktoren Ziele von ATM und
vermitteln die weitere Signaltransduktion [174]. Dazu gehort NF-xB, ein
Transkriptionsfaktor, der fiir die Regulation von Immunantwort, Zellproliferation und
Uberleben grofle Bedeutung hat und iiber verschiedene Signalwege von intra- oder
extrazellular aktiviert werden kann [85]. NF-xB wird im Zytoplasma durch seinen
Inhibitor IxB inaktiv gehalten [217]. Die IxB-Kinase (IKK) phosphoryliert IxB und
markiert es so fiir den nachfolgenden proteasomalen Abbau [217]. Die regulatorische
Untereinheit der IKK ist NF-«kB Essential Modulator (NEMO) [218]. Phosphorylierung von
NEMO durch ATM im Zellkern bewirkt den Export des gebildeten ATM/NEMO-
Komplexes ins Zytoplasma und nachfolgend die Aktivierung der zytoplasmatischen IKK,
was dann wiederum zur Aktivierung von NF-xB fiithrt [218]. NF-xB induziert die
Transkription von antiapoptotischen Genen der Bcl-2-Familie und von c-IAP (siehe
1.5.1.1), sowie der TNF-Rezeptor-assoziierten Faktoren TRAF1 und TRAF2, die ebenfalls
antiapoptotische Funktion haben [219]. Dadurch nimmt NF-xB Einfluss auf den
extrinsischen und den intrinsischen Signalweg der Apoptose [219]. Zudem wird NF-xB-
vermittelt die Expression von MKP1 hochreguliert, einer Phosphatase, die die lang
andauernde Aktivierung der Jun-N-terminalen Kinasen (siehe 1.3.5.1) durch
Dephosphorylierung verhindert und so der Einleitung der Apoptose entgegenwirkt [85].
Abhdngig vom Kontext kann NF-xB jedoch auch proapoptotische Signale in Reaktion auf
DNA-Schiden vermitteln [220].

1.3.3.5 Bedeutung von p21 fiir die DNA-Schadensantwort

P21 kann infolge von DNA-Schdden durch Bindung an Cyclin-abhéngige Kinasen deren
Interaktion mit ihren Substraten verhindern und so einen Zellzyklusarrest in der Gi1/S-
und Gy/M-Phase des Zellzyklus vermitteln [221] (siehe 1.3.4). Die Expression von p21
wird im Rahmen der DNA-Schadensantwort durch p53 induziert (siehe 1.3.3.1) [222].
Dartiber hinaus kann die Transkription von p21 auch durch andere Faktoren der DNA-
Schadensantwort gefordert werden, darunter BRCA1 und NF-xB [222]. Neben seiner
Funktion als Inhibitor Cyclin-abhidngiger Kinasen tragt p21 auch durch Bindung an den
Prozessivitdtsfaktor PCNA zur Einleitung eines Zellzyklusarrests bei, da durch die
Interaktion mit PCNA die Replikation blockiert wird [223]. Dartiiber hinaus tibernimmt
v.a. zytosolisch lokalisiertes p21 antiapoptotische Aufgaben durch direkte Bindung und
Inhibierung der Procaspase 3, der Caspase 8 sowie der MAP-3-Kinase ASK1 [221], die
den JNK- und p38-Signalweg einleitet (siehe 1.3.5). Posttranslationale Modifikationen

20



steuern die Stabilitdt bzw. den Abbau von p21, kontrollieren die Affinitdt von p21 zu
seinen Bindungspartnern und beeinflussen, ob p21 nukledr oder zytosolisch lokalisiert ist
[224]. P21 ist Ziel zahlreicher Kinasen, unter anderem von p38 und der JNK1 sowie der
Proteinkinase Akt (siehe 1.6.3 a), die {iberwiegend Proliferations- und Uberlebenssignale
vermittelt [225]. Phosphorylierung von p21 durch Akt hemmt die Interaktion von p21 mit
Cyclin-abhéngigen Kinasen und PCNA und fordert die zytosolische Akkumulation von
p21; somit dominiert infolge einer Phosphorylierung durch Akt die antiapoptotische
Funktion von p21 gegeniiber der Vermittlung eines Zellzyklusarrests [225].

1.3.4 Zellzyklusregulation im Rahmen der DNA-Schadensantwort

Sowohl ATM als auch ATR konnen Einfluss auf den Zellzyklus nehmen. Bei Auftreten
eines DNA-Schadens phosphorylieren ATR bzw. ATM die Checkpointkinasen CHK1
bzw. CHK2 [121, 226]. Die Checkpointkinasen konnen abhidngig von der Zellzyklusphase
auf mehreren Wegen einen Zellzyklusarrest einleiten, sowohl schnell und kurzfristig
durch Phosphorylierung von fiir den Zellzyklus relevanten Proteinen, als auch langsam
und lang andauernd durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren [227]. Insbesondere
die Stabilisierung von p53 durch Checkpointkinase-vermittelte Phosphorylierungen
(siehe 1.3.3.1) mit nachfolgender Induktion der Transkription von p21 (siehe 1.3.3.5) ist
bedeutsam fiir die Einleitung eines linger andauernden Zellzyklusarrests [228]. Dies gibt
der Zelle Zeit fiir DNA-Reparatur oder die Induktion der Apoptose bei irreparablen
DNA-Schdden [164]. Dariiber hinaus aktivieren ATM und ATR den p38-Signalweg, tiber
den ebenfalls ein Zellzyklusarrest vermittelt werden kann [229]. Die p38-vermittelte
Zellzyklusregulation wird in Kapitel 1.3.5.2 thematisiert.

In Reaktion auf DNA-Schidden kann der Zellzyklus am Ubergang von der Gi- in die S-
Phase bzw. am Ubergang von der G- in die M-Phase angehalten werden oder innerhalb
der S-Phase stark verlangsamt werden [230]. Der Ubergang in die jeweils nachfolgende
Zellzyklusphase wird durch Cyclin-abhidngige Kinasen (CDK) vermittelt [231]. Cyclin-
abhéngige Kinasen bilden mit Cyclinen ein Heterodimer, in dem die CDK als katalytische
Untereinheit und das Cyclin als regulatorische Untereinheit fungieren [232]. Abhingig
von der Kombination aus Cyclin und CDK sowie von posttranslationalen Modifikationen
werden unterschiedliche Substrate phosphoryliert, die zelluldre Funktionen der
jeweiligen Zellzyklusphase ausfithren [231]. Inhibitoren Cyclin-abhidngiger Kinasen wie
p21 verhindern somit den Eintritt der Zelle in die nachfolgende Zellzyklusphase, was
letztlich zu einem Zellzyklusarrest fiihrt. Die Zellzyklusregulation im Rahmen der DNA-
Schadensantwort im Vergleich der Zellzyklusphasen ist in Abb. 4 (siehe Seite 23)
dargestellt.
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1.3.4.1 G1/S-Checkpoint

In der Gi-Phase des Zellzyklus konnen Zellen auf extrazelluldre Signale reagieren, die sie
z.B. zur Proliferation oder Differenzierung anregen [233]. Alternativ zum Wiedereintritt
in den Zellzyklus konnen die Zellen in der Gi-Phase aus dem Zellzyklus austreten und in
einen Ruhezustand tibergehen, in dem sie zwar transkriptionell aktiv sind und spezifische
zelluldre Funktionen ausfiihren konnen, sich aber nicht teilen (Go-Phase) [234]. Nach
Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus muss die Zelle den Zellzyklus komplett
durchlaufen, um wieder empfianglich fiir extrazelluldre Signale zu werden [233]. Der
Ubergang von der Gi- in die S-Phase wird durch die vermehrte Transkription von
Proteinen vermittelt, die fiir die DNA-Synthese unerldsslich sind, z.B. die DNA-
Polymerase, PCNA, die Thymidylat-Synthase und die Ribonukleotid-Reduktase [235]
(siehe auch Abb. 4). Die Transkription dieser Faktoren wird durch Transkriptionsfaktoren
aus der E2F-Familie reguliert [235]. In der frithen Gi-Phase sind die
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie an das Retinoblastom-Protein (Rb) gebunden und
werden dadurch inaktiv gehalten [236]. Durch Bindung von Wachstumsfaktoren an
extrazelluldre Rezeptoren wird die Transkription von Cyclin D in der G;-Phase induziert
und der Abbau von Cyclin D behindert; Cyclin D akkumuliert langsam in der Zelle [233].
Cyclin D bindet an CDK4 und CDK6 und bildet mit ihnen den Cyclin D-CDK4/6-
Komplex [237]. Dieser Komplex kann das Retinoblastom-Protein und weitere Inhibitoren
der E2F-Familie phosphorylieren und so inaktivieren [238, 239]. Die
Transkriptionsfaktoren der E2F-Famile konnen nun an die DNA binden und die
Transkription der oben genannten Proteine der DNA-Synthese und von Cyclin E
initiieren [232]. Cyclin E bildet einen Komplex mit CDK2, der das Retinoblastom-Protein
an zahlreichen Stellen phosphoryliert (,hyperphosphoryliert”), sodass es vollstindig
inaktiviert wird [238]. Vermehrte Bildung von CDK2/Cyclin E-Komplexen fiihrt
auflerdem zu einem positiven Feedback-Mechanismus, indem die Komplexe mehrere
weitere Inhibitoren Cyclin-abhdngiger Kinasen phosphorylieren, was zu deren
proteasomalem Abbau fiihrt [239, 240].

Infolge von DNA-Schdden wird vermehrt p21 exprimiert (siehe 1.3.3.5). P21 inhibiert in
der Gi-Phase unter anderem die Cyclin-abhidngigen Kinasen CDK2, CDK4 und CDK®,
sodass der Zellzyklus angehalten wird und die Zelle in der Gi-Phase verbleibt [241].
Auflerdem phosphoryliert die durch ATM aktivierte Checkpointkinase 2 die Phosphatase
Cdc25A, was zu deren Ubiquitinierung und proteasomalem Abbau fiihrt [242]. Cdc25A
aktiviert u.a. CDK1, CDK2, CDK4 und CDK6 durch Entfernung inhibitorischer Phosphate
[243]. In Abwesenheit von Cdc25A kann in der Gi-Phase insbesondere CDK2 nicht
ausreichend aktiviert werden, was einen Zellzyklusarrest bedingt [244]. Auflerdem
kommt es in Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-Schdden rasch zu einem ATM-
vermittelten vermehrten proteasomalen Abbau von Cyclin D1, der unabhéngig von der
Induktion von p53 und p21 ist [245, 246].
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Abb. 4: Zellzyklusregulation im Rahmen der DNA-Schadensantwort

Vergleich der Zellzyklusregulation zwischen Gi-, G2- und S-Phase nach Aktivierung von ATM
bzw. ATR.

Abkiirzungen: ATM = Ataxia Telangiectasia Mutated, ATR = Ataxia Telangiectasia mutated
and Rad3 related, Cdc25 (A/B/C) = Cell division cycle 25 (A/B/C) phosphatase, CDK = Cyclin-
abhingige Kinase, CHK1/2 = Checkpointkinasel/2, E2F = E2 Transcription Factor, Gi2 = Gap-
Phase 1/2, NF-Y = Nuclear Transcription Factor Y, p21 = Protein 21, p53 = Tumorprotein 53,
PCNA = Proliferating Cell Nuclear Antigen, Rb = Retinoblastom-Protein, S = Synthese-Phase.

(Beim Erstellen dieser Abbildung wurden die Nukleinsidure-Designs von Servier Medical Art
genutzt, lizensiert unter der Creative-Commons-Lizenz Attribution 3.0.)

1.3.4.2 Intra-S-Checkpoint

In der S-Phase wird durch Bildung eines Prdreplikationskomplexes mit
Lizenzierungsfaktoren an den Replikationsurspriingen sichergestellt, dass jeder DNA-
Abschnitt genau einmal repliziert wird [233]. Entscheidend fiir das Fortschreiten der S-
Phase ist ein Komplex aus Cyclin A und CDK2 [233]. Die Transkription von Cyclin A
wird durch Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie stimuliert, nachdem deren Inhibitoren
in der Gi-Phase inaktiviert worden sind [247] (siehe 1.3.4.1). Dadurch akkumuliert Cyclin
A wiahrend der S-Phase [247]. Cyclin E hingegen wird, sobald es im Komplex mit CDK2
vorliegt, rasch phosphoryliert, in der Folge ubiquitiniert und proteasomal abgebaut [248].
Der nun gebildete CDK2/Cyclin A-Komplex phosphoryliert Komponenten des
Préreplikationskomplexes, sodass die Replikation an den Replikationsurspriingen
beginnen kann [233]. Im Gegensatz zum G1/S- und Gz/M-Checkpoint wird in Reaktion
auf DNA-Schdden in der S-Phase daher kein vollstindiger Zellzyklusarrest eingeleitet,
sondern das Fortschreiten der S-Phase nur stark verlangsamt, indem neue
Prareplikationskomplexe daran gehindert werden mit der Replikation zu beginnen,
wihrend die bereits an anderen Replikationsurspriingen eingeleitete Replikation
fortgesetzt wird [230].

CDK2 phosphoryliert beim Ubergang von der Gi- in die S-Phase sowohl CtIP und EXO1,
um den Reparaturmechanismus der Homologous Recombination in der S- und Gy-Phase zu
ermoglichen [249, 250] (siehe auch 1.4.2), als auch ATRIP und die Checkpointkinase 1,
sodass deren vollstindige Aktivierung nur in der S- und G,-Phase moglich ist [251, 252].
Nach Eintritt der Zelle in die S-Phase kann neben ATM daher auch ATR einen
Zellzyklusarrest einleiten [253]. P21 wird in der S-Phase durch mit der Replikationsgabel
assoziierte Ubiquitinligasen fiir den proteasomalen Abbau markiert, sodass es seine Rolle
in der Zellzykluskontrolle in der S-Phase nicht vollstindig ausfithren kann [254].
Stattdessen ist der S-Phase-Checkpoint wesentlich von der Kinase Weel abhingig, die
wiahrend der S-Phase vermehrt exprimiert wird und die Aktivitdt von CDK2 durch
Phosphorylierung  inhibiert [255]. CHK1 wund CHK2 konnen Weel durch
Phosphorylierung aktivieren [255]. Cdc25A entfernt inhibitorische Phosphate von Cyclin-
abhédngigen Kinasen und antagonisiert somit direkt Weel [256]. In der S-Phase kann
neben CHK2 auch CHK1 Cdc25A phosphorylieren und so fiir den proteasomalen Abbau

markieren [229].
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1.3.4.3 Gz/M-Checkpoint
In der Gy-Phase des Zellzyklus wird {iiberpriift, ob die DNA und wichtige zelluldre

Strukturen wie die Zentrosomen korrekt dupliziert wurden, bevor die Mitose beginnen
kann [233]. Es werden vermehrt Proteine synthetisiert, die fiir die Zellteilung erforderlich
sind [91]. Der Eintritt in die Mitose wird durch einen Komplex aus Cyclin B und CDK1
vermittelt, der auch Mitose Promoting Factor oder Maturation Promoting Factor (MPF)
genannt wird [257]. CDK1 liegt wiahrend des gesamten Zellzyklus im Zytoplasma vor
und wird durch Bindung von Cyclin B aktiviert [258]. Cyclin B hingegen wird in der
spdten S-Phase und Gz-Phase vermehrt exprimiert, akkumuliert kontinuierlich wahrend
der G;-Phase und wird erst kurz vor Beginn der Anaphase der Mitose rasch proteasomal
abgebaut [257]. Die Induktion von Cyclin B in der spédten S- und G>-Phase des Zellzyklus
wird u.a. durch den Transkriptionsfaktor NF-Y vermittelt, der durch Cyclin A/CDK2
phosphoryliert und so aktiviert wird [259]. Der Komplex aus Cyclin B und CDK1 (MPF)
phosphoryliert tiber 100 Zielproteine - unter anderem das Histon H1, nukledre Lamine,
mit Mikrotubuli und mit Zentrosomen assoziierte Proteine - und koordiniert so die
Mitose [257]. Um den Eintritt in die M-Phase zu erwirken, muss MPF in den Zellkern
translozieren, wo sich die Zielproteine befinden [260]. Wahrend der G>-Phase tiberwiegt
die Aktivitit des nukledren Exportproteins CRMI1 gegeniiber dem Importprotein
Importin 3, die beide an Cyclin B binden [261]. Der aktivierte MPF phosphoryliert
Serinreste von Cyclin B an der Bindungsstelle fiir CRM1, sodass CRM1 nicht mehr an
MPF binden kann [260]. Dadurch kommt es zur Translokation von MPF in den Zellkern,
wo MPF den Eintritt in die Mitose vermittelt [261].

Die Kinase Weel ist auch in der Gy-Phase aktiv und phosphoryliert CDK1, sodass CDK1
inaktiviert wird [262]. Die Funktion von Weel wird in der Gy-Phase durch die
Phosphatasen Cdc25B und Cdc25C antagonisiert [263]. Der Gy/M-Checkpoint kann wie
der Gi-Chekpoint durch ATM oder ATR aktiviert werden, wobei ATR die wesentliche
Rolle fiir das Aufrechterhalten eines Zellzyklusarrests in der Gi-Phase spielt [264].
Nachdem Weel durch die Checkpointkinasen phosphoryliert und so aktiviert worden ist,
kommt es zum raschen Zellzyklusarrest durch inhibitorische Phosphorylierung von
CDK1 [256]. Parallel phosphorylieren CHK1 und CHK2 die Phosphatasen Cdc25B und
Cdc25C, sodass diese inaktiviert werden [239]. In der G;-Phase ist auch p21 wieder aktiv,
welches tiber die Checkpointkinasen und p53 aktiviert wird und einen prolongierten
Zellzyklusarrest vermittelt [265].

1.3.5 Bedeutung von MAP-Kinase-Signalwegen fiir die Cisplatin-induzierte
DNA-Schadensantwort und Cisplatinresistenz

MAP-Kinasen sind eine Familie von Serin-/Threonin-Kinasen, die durch
Wachstumsfaktoren, Mitogene, Zytokine und verschiedene Arten von zelluldrem Stress in
einer Kinase-Kaskade konsekutiv durch Phosphorylierung aktiviert werden [266]. Die
Stimulation der primér aktivierten MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP-3K) erfolgt haufig

durch Signaltransduktion {iber membranstindige Rezeptoren, z.B. G-Protein-gekoppelte
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Rezeptoren, Rezeptor-Tyrosinkinasen oder Ionenkandle [267]. Infolge der weiteren
rezeptorinduzierten Signaltransduktion aktivieren Proteinkinasen oder kleine GTPasen
wie Ras und Rac die MAP-3K [268]. Diese phosphoryliert zundchst die MAPK-Kinase-
Kinase (MAP-2K), welche schliefslich die jeweilige MAP-Kinase (MAPK) durch
Phosphorylierung eines Threonin- und eines Tyrosinrests aktiviert, die durch genau eine
Aminosdure voneinander getrennt sind [268]. MAP-2K sind Kinasen dualer Spezifitit;
dies gewdhrleistet eine hohe Sicherheit und beugt Fehlern bei der Aktivierung von MAPK
vor [269]. Die am Ende der MAPK-Kaskade aktivierte Effektorkinase phosphoryliert
Transkriptionsfaktoren und Proteinkinasen sowie zahlreiche weitere nukledre und
zytosolische Substrate, die Proliferation, Zelldifferenzierung, Inflammation und Apoptose
regulieren [270]. Die Unterfamilien der MAP-Kinasen werden anhand der
Aminosduresequenz in ihrem Aktivierungssegment in Familien unterteilt: Es werden die
Jun-N-terminalen Kinasen (JNKs), die p38-Familie und die Extracellular Signal Regulated
Kinases (ERKs) unterschieden [267].

1.3.5.1 Jun-N-terminale Kinasen (JNKs)

Der JNK-Signalweg wird in Reaktion auf Umgebungsstress wie osmotischen oder
oxidativen Stress, Hitze und DNA-Schdden, Inflammation und Verdnderungen des
Zytoskeletts aktiviert [271]. Die Aktivierung des JNK-Signalwegs ist auch Teil der ER-
Stress-Antwort (siehe 1.5.1.1) [272]. Im JNK-Signalweg fungieren MKK4 und MKK?7 als
MAP-2K mit dualer Spezifitdt [273]. Diese konnen durch zahlreiche verschiedene MAP-
3K aktiviert werden [271]. Einige der MAP-3K, z.B. ASK1, die durch Anfall reaktiver
Sauerstoffspezies aktiviert wird (siehe 1.2.3.2), sowie die MAP-2K MKK4 aktivieren
sowohl den JNK- als auch den p38-Signalweg [266, 267].

Infolge von DNA-Schiaden wird nach Aktivierung von ATM und Transport des
ATM/NEMO-Komplexes ins Zytoplasma die Kinase TAK1 durch NEMO aktiviert, die
neben dem NF-xB Signalweg auch den JNK- und p38-Signalweg einleiten kann und in
diesem Zusammenhang als MAP-3K fungiert [274]. Dartiber hinaus kénnen JNKs auch
infolge der Bindung von Cisplatin an zytoplasmatische Proteine aktiviert werden [270].
Die Aktivierung von JNKs geschieht infolge Cisplatin-induzierter DNA-Schaden rasch
innerhalb der ersten Stunde [275]. Dennoch sind auch langsamere Aktivierungswege
beschrieben, die eine verzogerte und langer anhaltende JNK-Aktivierung zur Folge haben
[270]. Die Aktivierung von NF-xB durch ATM (siehe 1.3.3.4) fordert die Transkription von
TNFa, welches von der Zelle sezerniert wird und autokrin {iber den TNF-Rezeptor 1 zur
Aktivierung des JNK Signalwegs fiihrt [276]. Aufserdem wird angenommen, dass
Verdnderungen der Lipidzusammensetzung in der Zellmembran zur Aktivierung des
JNK-Signalwegs infolge von DNA-Schiden fithren konnen [270, 277].

Nach ihrer Aktivierung translozieren die JNKs in den Zellkern und regulieren zahlreiche
Transkriptionsfaktoren [278]. Eines der hauptsdchlichen Zielproteine des JNK-Signalwegs
ist der Transkriptionsfaktor c-Jun, der durch JNK-vermittelte Phosphorylierung aktiviert

wird [279]. c-Jun dimerisiert mit anderen Proteinen der Jun-, der Fos- oder der ATF2-
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Familie und bildet das Heterodimer Activator Protein 1 (AP-1) [280]. Durch
Phosphorylierung von c-Jun wird AP-1 aktiviert und weist eine hohere Affinitit zu
abhangigen Promotoren auf [281]. Neben c-Jun sind auch ATF2 und Jun D JNK-Substrate
[281]. AP-1 initiiert als Transkriptionsfaktor in Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-
Schaden die Expression mehrerer Gene, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind,
darunter MSH2, MLH1, XPA und ERCC1 [282]. Andererseits fordert AP-1 auch die
Expression von zahlreichen proapoptotischen Gene, wie Bak, Fas-Ligand oder TNFa
[283]. Dadurch konnen tiber die JNK/AP-1 Achse abhidngig vom Kontext sowohl

Cisplatinsensitivitdt als auch -resistenz begtinstigt werden.

Die Aktivierung von AP-1 durch JNKs ist nur eins von vielen Beispielen fiir deren duale
Rolle in Bezug auf Apoptose und DNA-Reparatur bzw. Zellproliferation sowie
Cisplatinsensitivitit und -resistenz. Die Auswirkung der Aktivierung von JNKs ist
abhangig vom Stimulus, vom Zelltyp, von der Dauer ihrer Aktivierung und von der
simultanen  Aktivierung anderer Signalwege [278]. Aufierdem konnen die
unterschiedlichen Isoformen der JNKs in einigen Konstellationen gegensitzliche Effekte
hervorrufen  [281]. JNKs greifen sowohl durch Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren, die die Expression pro- und antiapoptotischer Gene beeinflussen,
als auch durch Phosphorylierung von Proteinen der Bcl-2-Familie in die Regulation der
Apoptose ein [283]. Unter anderem wird p53 durch JNKs reguliert, wobei die Isoform
JNK1 die p53-Expression supprimiert, wahrend JNK2 durch Bindung an p53 dessen
Abbau verhindert und p53 so stabilisiert [278]. Somit kann die Aktivierung der JNK1
durch Herunterregulierung von p53 Cisplatinresistenz begiinstigen [284]. Weitere
Transkriptionsfaktoren, die durch JNKs aktiviert werden, sind FOXO3a, welcher vor
allem die Expression proapoptotischer Proteine wie Fas-Ligand, Bim und Puma
stimuliert, sowie STAT3, der iiberwiegend Uberlebenssignale vermittelt [271]. Zudem
sind mehrere Proteine der Bcl-2-Familie direkte Substrate von JNKs. Wihrend die anti-
apoptotischen Faktoren Bcl-2, Bel-xL und Mcl-1 durch JNK-vermittelte Phosphorylierung
inhibiert werden [273], hat die Phosphorylierung durch JNKs aktivierende Wirkung auf
die proapoptotischen Proteine Bax, Bim und Bad [273, 283]. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass JNKs, die infolge einer Stimulation der Zelle durch TNFa aktiviert werden,
unabhingig von Caspase 8 die Spaltung von Bid vermitteln, sodass das Fragment jBid
entsteht [285]. Das Fragment jBid vermittelt die selektive Freisetzung von Smac/DIABLO

aus dem mitochondrialen Intermembranraum [285].

Wéahrend lang andauernde Aktivierung von JNKs Apoptose begtinstigt, fordert die
kurzfristige Aktivierung Zellwachstum und Uberleben [286, 287]. Uber die molekularen
Mechanismen, die die Dauer der JNK-Aktivierung determinieren, kann bislang nur
spekuliert werden. Die Phosphatase MKP1 inaktiviert J]NKs durch Dephosphorylierung
[288]. Es wird angenommen, dass unreparierte DNA-Schdden zur verminderten
Transkription von MKP1 fiihren, was eine verlidngerte Aktivierung der JNKs bedingt
[289]. Eine Hypothese ist auch, dass die anhaltende Aktivierung von JNKs tiber autokrine
Stimulation der Zelle durch NF-kB-induziertes TNFa zustande kommt [277].
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In Reaktion auf DNA-Schiden kénnen neben ATM auch JNKs H2AX an Serin 139
phosphorylieren [290]. Es ist moglich, dass JNKs an der pannukledren Phosphorylierung
von H2AX-Molekiilen infolge irreparabler DNA-Schdden beteiligt ist, wodurch ein Switch
von DNA-Reparatur (bei lokalisierter Phosphorylierung von H2AX in der Umgebung
eines Doppelstrangbruchs) zur Einleitung der Apoptose (bei pannukledrer H2AX-
Phosphorylierung) herbeigefiihrt wird [291]. Behandlung mit Cisplatin fiir eine Stunde
mit einer Dosierung deutlich unterhalb der ICsy fiihrt in Cisplatin-sensitiven
Zervixkarzinomzellen in vitro zur mehrere Tage andauernden Aktivierung von JNKs [173,
275]. In Cisplatin-resistenten Zervix- [275] und Ovarialkarzinomzellen [292] konnte
gezeigt werden, dass die lang andauernde Aktivierung von p38 und JNKs in Reaktion auf
Cisplatin abgeschwécht ist. Es wird angenommen, dass die verminderte Aktivierung von
p38 und JNKs zu reduzierter Apoptose fithrt und dadurch Cisplatinresistenz begiinstigt.
In Cisplatin-resistenten Lungen- und Ovarialkarzinomzellen ist die Expression der MKP1
erhoht, was zu einer schnelleren Inaktivierung der JNK fiihrt und so die Cisplatin-
induzierte, anhaltende Aktivierung der JNK mit konsekutiver Apoptose verhindert [293].
Andererseits konnen JNKs Autophagie begiinstigen und geschddigte Zellen auf diese
Weise vor Cisplatin-induzierter Apoptose bewahren [294]. Des Weiteren vermitteln JNKs
in der Umgebung apoptotischer Zellen kompensatorische Zellproliferation, was ebenfalls
Cisplatinresistenz begiinstigen kann [294]. JNKs reduzieren aufilerdem die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, was die Zytotoxizitdt von Cisplatin beeintrdchtigt [292]. Somit
nehmen JNKs beziiglich Cisplatinresistenz eine duale Rolle ein, da sie einerseits auf
verschiedenen Wegen Cisplatinresistenz fordern, andererseits aber an der Cisplatin-
induzierten Apoptose wesentlich beteiligt sind. Dartiber hinaus hat die Aktivierung
verschiedener JNK-Isoformen mitunter gegensatzliche Effekte (s.o0.). Isoform-spezifische
Inhibitoren sind bislang nicht verftigbar [295]. Dies erschwert zielgerichtete Therapien zur

Erhohung der Cisplatinsensitivitdt mit JNKs als Ansatzpunkt.

1.3.5.2 p38

Die p38-MAPK-Familie wird in Reaktion auf Stress (z.B. Hitze, osmotischen, oxidativen
oder genotoxischen Stress) und Stimulation der Zelle durch inflammatorische Zytokine
aktiviert [270, 296]. Der p38-Signalweg kann durch zahlreiche verschiedene MAP-3K
eingeleitet werden, einige davon konnen sowohl den JNK-Signalweg als auch den p38-
Signalweg aktivieren [297]. Die MAP-3K konnen ihrerseits auf verschiedene Arten
aktiviert werden, u.a. durch Proteinkinase-vermittelte Phosphorylierung oder durch
Interaktion mit kleinen G-Proteinen der Rho-Familie [298]. Die vielfdltigen
Aktivierungsmoglichkeiten der Kaskade ermdglichen die Beteiligung des p38-Signalwegs
in Reaktion auf verschiedene Stimuli und eine Mitaktivierung im Zuge anderer
Signalwege [266]. Als MAP-2K fungieren MKK3 und MKKS6, die wie die anderen MAP-2K
duale Spezifitdt aufweisen [298].

Der p38-Signalweg wird im Zuge der DNA-Schadensantwort mitaktiviert und begtinstigt
einen Zellzyklusarrest [229]. An der Aktivierung von p38 im Zuge der DNA-
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Schadensantwort sind sowohl ATM als auch ATR beteiligt [299]. ATM phosphoryliert
direkt die MAP-3K TAO des p38-Signalwegs, die dadurch aktiviert wird [299]. P38 kann
einen Zellzyklusarrest sowohl am G;/S- Checkpoint als auch in der S-Phase und am
Gz/M-Checkpoint vermitteln [229, 300]. Cyclin D1 und die Transkriptionsfaktoren der
E2F-Familie werden p38-abhidngig herunterreguliert, wahrend die Expression von CDK-
Inhibitoren gesteigert wird [301]. Zudem phosphoryliert p38 das Retinoblastom-Protein,
sodass es nicht mehr durch den CDK4/6-Cyclin D-Komplex inaktiviert werden kann
[302]. Infolge Cisplatin-induzierter DNA-Schaden wird der p38-Signalweg ATR-abhingig
aktiviert und vermittelt einen S-Phase-Arrest [300]. P38 aktiviert durch Phosphorylierung
die MAP Kinase Activated Proteinkinase 2 (MK2) [267]. Diese markiert die Phosphatase
Cdc25A, die inhibitorische Phosphate von CDKs entfernt, durch Phosphorylierung fiir die

Ubiquitin-vermittelte proteasomale Degradierung [300].

P38 vermittelt auch proapoptotische Funktionen, z.B. durch Aktivierung des
Transkriptionsfaktors FOXO3a [303], was zur Transkription von proapoptotischen Genen
wie Bim [304], Puma [305] und Fas-Ligand [306] fiihrt. Zudem aktiviert p38 durch
Phosphorylierung p53 [307]. Aktiviertes p38 fordert die Einleitung der Apoptose bei
Akkumulation von ROS [308]. Aufgrund seiner Funktionen bei der Zellzyklusregulation,
der Einleitung der Apoptose sowie der Vermittlung von Differenzierung und Seneszenz
wird p38 hdufig als Tumorsuppressor bezeichnet [309]. In Friihstadien der
Tumorentstehung tibernimmt p38 in der Tat tumorsuppressive Funktionen [301]. In
Spdtstadien begitinstigt p38 jedoch Invasion, Migration, Angiogenese und Inflammation
maligner Tumoren [301]. Dies ist u.a. durch Aktivierung des p38-Signalwegs in Krebs-
assoziierten Fibroblasten (Cancer associated fibroblasts, CAF) bedingt, in denen p38 die
Ausschiittung von Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Zytokinen begtinstigt, die dann
das Wachstum der Tumorzellen stimulieren [310]. NF-xB wird durch p38 aktiviert [298].
Zudem erhoht p38 die Expression des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) und des
Hypoxia Inducible factor 1a (HIFla) und fordert so die Angiogenese [279]. Des Weiteren
reguliert p38 in Blasenkarzinomzellen die Expression von Matrix-Metalloproteinasen, die
die extrazelluldire Matrix in der Umgebung von Tumorgewebe degradieren und so

Invasion und Metastasierung erleichtern [311].

P38 vermittelt in vitro Cisplatinresistenz in Tumorzellen, wihrend p38-Inhibitoren die
Sensitivitdt der Tumorzellen gegeniiber Cisplatin erhohen konnen [312, 313]. Durch
Akkumulation von ROS in Zellen, die mit p38-Inhibitoren behandelt wurden, wird die
Aktivitdit des JNK-Signalwegs hochreguliert, was Cisplatin-induzierte Apoptose
begtinstigt [312]. Andererseits weisen Zervixkarzinomzellen mit erworbener
Cisplatinresistenz in vitro eine deutlich geringere und kiirzere Aktivierung von p38 auf als
Cisplatin-sensitive Zervixkarzinomzellen [275]. Wahrscheinlich ist die p38-vermittelte
DNA-Schadensantwort von der Stiarke und Dauer der Aktivierung von p38 abhingig
[275, 314]. Transiente und geringere Aktivierung fithren eher zu Anpassungsvorgangen
und Uberleben der Zelle, wihrend lang andauernde und starke Aktivierung die Apoptose
einleiten [298].
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1.3.5.3 Extracellular Signal Regulated Kinases (ERKs)

Die MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 werden infolge extrazelluldrer Signale vor allem
durch ~ Wachstumsfaktoren —und  mitogene  Stimuli  aktiviert [270]. Der
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg, der zur Aktivierung von ERK1 und ERK2 fiihrt, hat
besondere Bedeutung fiir die Entstehung und Invasion maligner Tumore [269]. Hier
fungiert Ras als {ibergeordnetes Aktivierungsprotein, Raf als MAP-3K, die MAPK/ERK
Kinase (MEK) als MAP-2K und ERK als MAPK [315]. Mutationen in Ras-Genen, die eine
dysfunktionale, von extrazelluldren Signalen entkoppelte Aktivierung dieses Signalwegs
bedingen, gehoren zu den h&ufigsten Mutationen in malignen Tumoren [269]. Hier ist
insbesondere das Onkogen K-Ras zu nennen, welches in etwa 30% der malignen Tumoren
mutiert ist [316]. Ras ist ein monomeres G-Protein, dessen Aktivitit vom gebundenen
Guaninnukleotid abhéngig ist [317]. In seiner inaktiven Form, Ras-GDP, ist es tiber einen
Lipidanker an der Innenseite der Zellmembran verankert. Aktivierung von Rezeptor-
Tyrosinkinasen, z.B. durch Zytokine oder Wachstumsfaktoren, fiithrt zur Rekrutierung des
Adapterproteins GRB2 und des Guaninnukleotid-Austauschfaktor SOS an die
phosphorylierten Tyrosinreste an der Innenseite des Rezeptors [318]. SOS tiberfiihrt dann
das benachbarte inaktive Ras-GDP in das aktive Ras-GTP [318]. Durch Bindung an Ras
und Rekrutierung an die Zellmembran wird Raf aktiviert und phosphoryliert in der Folge
MEK, welche daraufhin ERK an einem Threonin- und einem Tyrosinrest phosphoryliert,
die durch genau eine Aminosdure getrennt sind (duale Spezifitat, siehe oben) [269]. ERK
vermittelt in erster Linie Zellproliferation und -tiberleben durch Aktivierung zahlreicher
Transkriptionsfaktoren, darunter onkogene Proteine der Fos-, Jun- und Myc-Familie [318]
sowie STAT3 [267], was die Rolle des Ras/Raf/MEK/ERK Signalwegs in der Entstehung
maligner Tumoren verdeutlicht. Zudem markiert ERK FOXO3a durch Phosphorylierung
tir den Export aus dem Zellkern und den nachfolgenden proteasomalen Abbau, wodurch
die Apoptose inhibiert wird [319]. Auch die Progression maligner Tumoren wird ERK-
abhangig stimuliert; ERK beeinflusst die Transkription von Zielgenen, die Invasion,

Migration, Metastasierung und Angiogenese vermitteln [269].

Andererseits ist ERK auch an der DNA-Schadensantwort beteiligt, wobei ERK die
Checkpoint-Aktivierung mit nachfolgendem Zellzyklusarrest begiinstigt [320]. Die
Phosphorylierung von yH2AX, CHK1, CHK2 und p53 in Reaktion auf DNA-Schiden
werden durch ERK-Aktivitdit gefordert [320]. Dies ist wahrscheinlich darauf
zurtickzufiihren, dass ERK die Aktivierung von ATM und ATR erleichtert [320]; der
genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar [321]. ERK interagiert direkt mit der
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase PARP1, die DNA-Reparaturprozesse koordiniert (siehe
1.4.4), und trdgt dadurch zu deren Aktivierung bei [322, 323]. Auch an der Cisplatin-
induzierten Apoptose ist ERK beteiligt [323]. In Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-
Schaden wird ERK aktiviert und fordert die Akkumulation und Phosphorylierung von
p53 [324]. Auflerdem wird die Expression der proapoptotischen Proteine Bax [325] und
Noxa [326] infolge einer Cisplatinexposition ERK-abhingig hochreguliert. Zudem wird
das antiapoptotische Protein Mcl-1 (siehe 1.5.1.1) durch ERK-vermittelte
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Phosphorylierung  fiir ~ den  proteasomalen = Abbau  markiert [318]. In
Urothelkarzinomzellen scheint die Aktivierung des Raf/MEK/ERK-Signalwegs jedoch

eher Cisplatinresistenz zu vermitteln [327, 328].

1.4 DNA-Reparaturmechanismen und ihre Bedeutung fiir
Cisplatinresistenz

1.4.1 Reparatur von Cisplatin-induzierten DNA-Ldsionen

1.4.1.1 Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)

Die Reparatur von Cisplatin-induzierten =~ DNA-Intrastrang-Crosslinks  erfolgt
hauptsdchlich tber die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) [329]. Beim Menschen
werden zwei Wege der NER voneinander abgegrenzt, die sich vor allem durch den
Mechanismus der Erkennung der DNA-Lision unterscheiden ([330]. Die globale
Genomreparatur (GGR) kann alle Bereiche der DNA reparieren, widhrend die
transkriptionsgekoppelte Reparatur (TCR) Defekte im Bereich der transkribierten DNA
schneller und effizienter erkennt [331]. Bei der transkriptionsgekoppelten Reparatur
bedingen sperrige DNA-Lasionen wie Cisplatin-Addukte durch die einhergehende
Konformationsanderung der DNA-Doppelhelix ein Hindernis, das die RNA-Polymerase
nicht tiberwinden kann [332]. Dieser Transkriptionsstop initiiert die TCR und fiihrt zur
Bindung von ERCC6/CSB und ERCC8/CSA an die blockierte RNA-Polymerase [333].
ERCC8/CSA rekrutiert den TCR-Faktor UVSSA und konsekutiv den Transkriptionsfaktor
TFIIH an die RNA-Polymerase, der die RNA-Polymerase von der DNA-Lision verdrangt,
sodass die NER beginnen kann [334]. Die GGR hingegen basiert darauf, dass
Sensorproteine Konformationsanderungen in der DNA unabhidngig von der
Transkription detektieren konnen. Der XPC-Rad23B-Komplex erkennt direkt sperrige
DNA-Lésionen, die zu erheblicher Distorsion der DNA gefiihrt haben, und rekrutiert den
Transkriptionsfaktor TFIIH [335].

Die nachfolgenden Schritte der NER laufen unabhingig davon, ob der DNA-Schaden
tiber TCR oder GGR erkannt wurde, folgendermaflen ab: Durch Assoziation mit dem
Sensor- und Gertistprotein XPA und der Endonuklease ERCC5/XPG werden die Kinase-
Untereinheiten von TFIIH, die fiir dessen Transkriptionsaktivitdt entscheidend sind, von
den Untereinheiten ERCC2/XPD und ERCC3/XPB freigesetzt, sodass diese ATPase- und
Helikaseaktivitadt erlangen [336]. TFIIH wird dadurch von einem Transkriptionsfaktor zu
einem Reparaturprotein [334]. ERCC2/XPD und ERCC3/XPB entwinden dann ATP-
abhéngig einen Bereich von ca. 20-30 Basenpaaren [331]. Das Sensor- und Gertistprotein
XPA erkennt vor allem Distorsionen der DNA-Doppelhelix und Uberginge von
einzelstrangiger zu doppelstrangiger DNA [337], RPA hingegen bindet an den
unbeschéddigten Einzelstrang und schiitzt ihn vor dem Abbau [331]. Der ertffnete DNA-
Bereich wird durch XPA und RPA stabilisiert [333]. Es wird angenommen, dass die
Assoziation von XPA und RPA an einem DNA-Schaden das Vorliegen einer fiir die NER
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geeigneten DNA-Ldsion verifiziert [338]. In der Folge werden die ausfithrenden
Endonukleasen der NER rekrutiert [337]. Zwei Endonukleasen setzen in der detektierten
DNA-Lésion eine Inzision, sodass der beschiddigte Bereich herausgeschnitten wird [339].
Dabei schneidet zuerst ein Heterodimer aus ERCC1 und ERCC4/XPF am 5'-Ende, die
Inzision am 3’-Ende wird danach durch ERCC5/XPG ausgefiihrt [340]. Die fehlenden
Basen werden durch die DNA-Polymerase 6 - bzw. die DNA-Polymerase ¢ bei DNA-
Schiaden wéahrend der Replikation - resynthetisiert; dabei wird der unbeschddigte
Komplementirstrang als Matrize genutzt [331]. Eine Ligase verschliefst anschlieffend die
Inzisionen, indem sie die beiden Enden des reparierten Oligonukleotids mit dem {ibrigen
DNA-Strang verbindet [341].

Die Nukleotid-Exzisionsreparatur kann Cisplatin-Addukte reparieren, bevor Apoptose
induziert wird, sodass eine geringere Expression der Gene, die fiir die beteiligten Proteine
kodieren, die Sensitivitdt gegentiber Cisplatin erhoht [342]. Im Umkehrschluss kann
verstarkte NER Cisplatinresistenz bedingen [343]. Da die Nukleotid-Exzisionsreparatur
einen intakten Matrizenstrang voraussetzt, kann sie fiir sich genommen jedoch nur die
Cisplatin-induzierten Intrastrang-Crosslinks reparieren. Fiir die Interstrang-Crosslinks
und die  dadurch  entstehenden  Doppelstrangbriiche  sind  zusétzliche

Reparaturmechanismen erforderlich [344].

1.4.1.1 a) Bedeutung von ERCC1 fiir Cisplatinresistenz

In dieser Arbeit wird die mRNA-Expression von ERCCI1 untersucht, das bei der
gemeinsamen Endstrecke von GGR und TCR relevant ist (sieche oben). ERCC1 spielt
auflerdem eine Rolle bei der Reparatur von Interstrang-Crosslinks durch den Fanconi-
Anamie-Signalweg und von DNA-Doppelstrangbriichen durch Homologous Recombination
(sieche 1.4.3 bzw. 1.4.2.1). Erhohte Expression von ERCC1 ist in verschiedenen
Tumorentitdten mit Cisplatinresistenz assoziiert, insbesondere in nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen (NSCLC), Ovarialkarzinomen und Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-/Hals-Bereichs (HNSCC) [345-347]. Auch in Mammakarzinomzellen [348],
hepatozelluldren Karzinomzellen (HCC-Zellen) [349], malignen Melanomzellen [350],
Zervixkarzinomzellen [351] und Osophaguskarzinomzellen [352] gehen hohe ERCCI-
Level in vitro mit Cisplatinresistenz einher. Hodentumoren zeichnen sich durch eine
herausragende Cisplatinsensitivitdt aus, sodass sogar metastasierte Erkrankungen durch
Cisplatin-basierte Chemotherapien kurativ behandelt werden konnen [57]. Dies wird auf
eine geringe Reparaturkapazitit fiir Interstrang-Crosslinks im Hoden aufgrund sehr
niedriger ERCCI1-Level zurtickgefiihrt [353]. In mehreren Tumorentitdten konnte gezeigt
werden, dass ERCC1 infolge von Cisplatinexposition hochreguliert wird und erworbene
Cisplatinresistenz vermitteln kann, z.B. in NSCLC-Zellen in wvitro [354] und
Ovarialkarzinomzellen ex vivo [355]. In prdklinischen Modellen werden zielgerichtete
Therapien erprobt, die darauf abzielen, die Expression von ERCC1 zu supprimieren und
dadurch Cisplatinresistenz zu tiberwinden [348, 356-358].
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Retrospektive Analysen [359, 360] und erste prospektive Studien [361] in fortgeschrittenen
Harnblasenkarzinomen haben gezeigt, dass niedrige ERCC1-Level mit einem besseren
Ansprechen auf Cisplatin-basierte Chemotherapien einhergehen. Bei Patienten, die nicht
mit einer Platin-basierten Chemotherapie behandelt werden, ist hohe ERCC1-Expression
hingegen mit einer giinstigeren Prognose assoziiert [362]. Insofern ist ERCCI1 ein
interessanter Biomarker, um vorherzusagen, welche Patienten am meisten von einer
Cisplatin-basierten Chemotherapie profitieren [362]. Die Bedeutung von ERCC1 fiir
erworbene Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomen ist jedoch noch weitgehend unklar
[363].

1.4.1.2 Mismatch-Reparatur (MMR)

Die Mismatch-Reparatur (MMR) ist ein DNA-Reparaturmechanismus, der an der
Erkennung von Cisplatin-induzierten DNA-Schdden beteiligt ist [364]. Bei der MMR
bilden verschiedene MMR-Proteine Heterodimere, die fehlerhafte Basenpaarungen nach
der Replikation erkennen und die Mismatch-Reparatur induzieren [365]. Die MutS-
Homologe 2 und 6 (MSH2 und MSHS6) bilden das Heterodimer MutSa, MSH2 und MSH3
bilden MutSp [366]. Neben MutS-Homologen sind auch die MutL-Homologe MLH1 und
PMS2, die das Heterodimer MutLa bilden, an der Mismatch-Reparatur beteiligt [366].
MutS-Heterodimere werden durch gebundene Adenosinnukleotide reguliert [367]. Sie
erkennen Konformationsdnderungen in der DNA, die durch fehlerhafte Basenpaarung
verursacht werden, was zum Austausch von ADP gegen ATP fiihrt [367]. Dadurch dndert
sich die Konformation von MutS, sodass es sich von der fehlerhaften Basenpaarung 16st,
um an der DNA Einzelstrangbereiche in Replikationsarealen zu detektieren und so
zwischen Matrizen- und Tochterstrang zu differenzieren [368]. Nach Erkennung der
fehlerhaften Basenpaarung durch MutS wird MutLa rekrutiert [369]. MutLa kann durch
seine Endonukleaseaktivitdt den fehlerhaften DNA-Tochterstrang spalten, nachdem es
durch den Prozessivititsfaktor PCNA aktiviert worden ist [369]. Die 5’-3’-Exonuklease
EXO1 wird durch MutS aktiviert und ist ebenfalls am Schneiden fehlerhafter DNA-
Abschnitte beteiligt [365]. Der herausgeschnittene DNA-Bereich wird anschliefSend durch
die DNA-Polymerasen 6 oder e aufgefiillt [370]. Die DNA Ligase I verbindet den
korrigierten Bereich wieder mit dem tibrigen Teil des DNA-Strangs [365].

Durch MMR-Mechanismen konnen allerdings nur fehlerhafte Basenpaarungen bei
intaktem Matrizenstrang repariert werden. Cisplatin-induzierte Schadigungen sind
tiberwiegend basentiibergreifende Addukte, die eine Distorsion der DNA bedingen und
durch MMR-Mechanismen nicht entfernt werden konnen [371]. Wenn eine DNA-Lasion
nicht durch MMR repariert werden kann, konnen MMR-Proteine die Einleitung der
Apoptose vermitteln [370]. MSH2 rekrutiert und aktiviert infolge von Cisplatin-
induzierten DNA-Schdaden ATR, was tiber Aktivierung der Checkpointkinasen und von
p53 zur Apoptose fiihrt [372, 373]. Die MMR-Proteine konnen aber auch unabhéngig von
ATM, ATR und p53 den intrinsischen Signalweg der Apoptose einleiten [374]. Aufierdem
geht der Versuch, Cisplatin-Addukte, Intra- oder Interstrang-Crosslinks durch MMR zu
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reparieren, mit einer Blockade anderer Reparaturmechanismen einher, sodass die
Addukte nicht repariert werden konnen [368, 375].

1.4.1.2 a) Bedeutung von MSH2 und MLH1 fiir Cisplatinresistenz

In der hier vorliegenden Arbeit wird die mRNA-Expression von MSH2 bzw. MLH1 in
Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen mit der mRNA-Expression in den Cisplatin-
sensitiven Ursprungszellen verglichen. Verminderte Expression von Komponenten der
Mismatch-Reparatur, insbesondere von MSH2 und MLH1, geht mit Cisplatinresistenz
einher [376, 377]. Im Xenograft-Modell zeigt sich eine verminderte Cisplatinsensitivitat in
MSH2-Knockout-Tumoren [378]. Bei Ovarialkarzinom- und NSCLC-Patienten konnte
gezeigt werden, dass es nach initialer Cisplatin-Behandlung zur Hypermethylierung und
somit Inaktivierung von Promotorregionen der MMR-Gene MSH2 und MLH1 kommt,
sodass deren Transkription inhibiert wird, was mit einem schlechterem Ansprechen auf
eine nachfolgende Cisplatintherapie einhergeht [379, 380]. In einer retrospektiven Analyse
von Osophaguskarzinomen ist die MLH1-Expression nach Behandlung mit einer
Cisplatin-basierten Chemotherapie hdufig herunterreguliert, was mit einer schlechteren
Prognose einhergeht [381]. Reduzierte Expression von MSH2 und MLH1 kann auch in
einem erheblichen Anteil von Urothelkarzinomen der Harnblase nachgewiesen werden
[382, 383]. In einem genomweiten CRISPR-Cas9-Knockout-Screen in Harn-
blasenkarzinomzellen wurde MSH2 als das beste Kandidatengen identifiziert, um
Chemoresistenz gegeniiber Cisplatin vorherzusagen [384]. Das schlechtere Ansprechen
auf Cisplatin-basierte Chemotherapien bei niedriger MSH2-Expression konnte durch
retrospektive Analyse von Harnblasenkarzinomproben verifiziert werden [384]. Niedrige
MLH1- und MSH2-Level korrelieren auch in einer ersten prospektiven klinischen Studie
mit Chemoresistenz gegeniiber Cisplatin [361]. Zur Bedeutung von MSH2 und MLH1 fiir

erworbene Cisplatinresistenz in Blasentumoren gibt es bis dato kaum Erkenntnisse.

1.4.1.3 Transldsionssynthese

Bei der Transldsionssynthese wird durch spezielle DNA-Polymerasen (DNA-Polymerasen
1N, L, X ¢ und Revl), die eine geringere Replikationsgenauigkeit aufweisen als die
replikativen DNA-Polymerasen 6 und ¢, die Replikation {iber eine DNA-L&sion hinweg
ermoglicht [385]. Moglich sind sowohl eine Transldsionssynthese mit korrektem
Baseneinbau, bei dem die DNA-Polymerase die spezielle DNA-Lé&sion (z.B. 8-Oxo-Guanin
[386] oder UV-induzierte Pyrimidin-Dimere [387]) erkennen und in den Tochterstrang die
korrekte Base einbauen kann, als auch eine mutagene Transldsionssynthese, bei der die
Basen im Bereich der DNA-Lésion nicht korrekt abgelesen werden kénnen und zuféllige
Basen in den Tochterstrang eingebaut werden [385]. Die Rekrutierung der
entsprechenden Polymerasen an die DNA erfolgt infolge posttranslationaler Modifikation
des Prozessivitdtsfaktors PCNA durch Monoubiquitinierung [388]. Aufgrund ihrer
geringeren Prozessivitdt diffundieren die DNA-Polymerasen der Transldsionssynthese

bereits nach Synthese einiger weniger Nukleotide wieder von der DNA ab; die
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replikativen DNA-Polymerasen 6 bzw. & setzen dann die Replikation fort [389]. In der S-
Phase behindern Cisplatin-induzierte Intrastrang-Crosslinks die replikativen DNA-
Polymerasen, was zur Blockade der Replikationsgabel fiihrt. Die DNA-Polymerase 1)
(POLH) ist in der Lage, in Kooperation mit der DNA-Polymerase { trotz eines
bestehenden Cisplatin-induzierten 1,2-Intrastrang-Crosslinks zwischen Guaninen die
Replikation korrekt fortzusetzen [390-392] und ist daher fiir die DNA-Schadensantwort
auf Cisplatin von besonderem Interesse. Alternativ kann auch eine fehleranfilligere
Transldsionssynthese durch Kooperation der DNA-Polymerasen x und { die 1,2-

Intrastrang-Crosslinks umgehen [392].

1.4.1.3 a) Bedeutung der DNA-Polymerase 11 (POLH) fiir Cisplatinresistenz

In der hier vorliegenden Arbeit wird die mRNA-Expression der DNA-Polymerase 1) in
Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen mit der mRNA-Expression in den Cisplatin-
sensitiven Ursprungszellen verglichen. In Ovarialkarzinom-Stammzellen [393] und
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs [394] konnte in wvitro sowie in
retrospektiven Analysen operativ entnommener Gewebeproben von Patienten gezeigt
werden, dass hohe Expression der Polymerase 1 intrinsische Cisplatinresistenz
mitbedingt. Urothelkarzinom-Zelllinien mit hoherer intrinsischer Sensitivitidt gegentiber
Cisplatin zeigen eine geringere Expression der DNA-Polymerase n als Cisplatin-resistente
Zelllinien [395]. In NSCLC-Zellen wird die DNA-Polymerase 1) in vitro infolge einer
Cisplatinexposition hochreguliert, woraus sich Hinweise ergeben, dass dieser
Mechanismus auch bei erworbener Cisplatinresistenz von Bedeutung sein kann [396].
Aufierdem konnte in NSCLC-Zellen in vitro gezeigt werden, dass durch die DNA-
Polymerase 1  vermittelte Cisplatinresistenz ~ wesentlich  durch alternative
Polyadenylierung des POLH-Transkripts beeinflusst wird [395]. Sowohl die DNA-
Polymerase n selbst als auch die Mechanismen der alternativen Polyadenylierung
kommen somit fiir zielgerichtete Therapien zur Sensitivierung Cisplatin-resistenter Zellen
in Betracht [393, 395, 397, 398].

1.4.2 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Die Cisplatin-induzierten Interstrang-Crosslinks  fiihren hdufig zu DNA-
Doppelstrangbriichen, die als besonders relevant fiir den zytotoxischen Effekt von
Cisplatin gelten [85]. Des Weiteren konnen an blockierten Replikationsgabeln in der S-
Phase DNA-Doppelstrangbriiche entstehen [399]. Als Reparaturmechanismen fiir
Doppelstrangbriiche stehen Non Homologuous End Joining (NHE]) oder Homologous
Recombination (HR) zu Verftigung [330]. Die HR erfordert das homologe Chromosom als
Matrize, um den genetischen Informationsverlust des Doppelstrangbruchs zu
kompensieren [400]. Daher kann dieser Reparaturmechanismus nur in der S-Phase oder
in der nachfolgenden G>-Phase des Zellzyklus ausgefiihrt werden; in der Gi-Phase wird
die HR inhibiert [401]. Das NHE] hingegen ist wahrend des gesamten Zellzyklus moglich
[401]. Da kein Matrizenstrang verwendet wird, ist das NHE] jedoch fehlerbehafteter als
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die HR und geht in der Regel mit einem limitierten Verlust genetischer Information
einher [402]. Die Zellzyklus-abhidngige Auswahl des geeigneten Reparaturmechanimus’
tiir einen DNA-Doppelstrangbruch wird durch Cyclin-abhéngige Kinasen reguliert [402]
(siehe 1.3.4).

1.4.2.1 Homologous Recombination (HR)

Fiir die Homologous Recombination (HR) werden lange Uberhénge einzelstrangiger 3'OH-
Enden benétigt [403]. Die Prozessierung der Enden des DNA-Doppelstrangbruchs ist
daher der entscheidende Schritt fur die Einleitung der HR und gleichzeitige
Unterdriickung des NHE] [404]. Die Detektion des Doppelstrangbruchs erfolgt durch den
MRN-Komplex (siehe 1.3.1.1). MRE11 besitzt Endo- und Exonukleaseaktivitdt [85]. Die
Endonukleaseaktivitat ist fiir die Prozessierung der 5-Enden der DNA-
Doppelstrangbriiche erforderlich (siehe unten). Als Kofaktor bei der Prozessierung
fungiert das Protein CtIP, das mit seiner C-terminalen Doméne an NBS1 bindet und so die
Endonukleaseaktivitdt des MRN-Komplexes stimuliert [405]. CtIP kann durch CDK, ATR
und ATM phosphoryliert und so in seiner Aktivitdt reguliert werden [249, 406]. Das
durch ATM phosphorylierte multifunktionale Protein BRCA1 (siehe 1.3.2.4) lagert sich an
DNA-Doppelstrangbriichen mit dem MRN-Komplex zusammen und ist an der
Prozessierung der Enden durch direkte Interaktion mit CtIP beteiligt [407]. BRCA1
verdréngt aufierdem 53BP1, das die Resektion der Doppelstrangbruchenden verhindert
und somit als Antagonist der HR fungiert [408]. Des Weiteren ist BRCA1 fiir die
Rekrutierung von BRCA2 an die Doppelstrangbriiche mithilfe des Bindungsproteins
PALB2 von Bedeutung [409] und vermittelt die Invasion des homologen Chromosoms
durch direkte Interaktion mit RAD51 [410] (siehe unten). Somit ist BRCA1l an der
Einleitung der HR wesentlich beteiligt.

Nach Rekrutierung an den Doppelstrangbruch und Interaktion mit CtIP nutzt die MRE11-
Untereinheit des MRN-Komplexes zundchst ihre Endonukleaseaktivitdt, um in der Nahe
der 5’-Enden des Doppelstrangbruch eine Inzision zu setzen [411]. AnschliefSend wird die
Exonukleaseaktivitdt aktiviert, um das entstandene Fragment von der Inzision ausgehend
in 3’-5"-Richtung (zum Doppelstrangbruch hin) abzubauen [412]. Danach bauen die
Exonukleasen EXO1 oder DNA2 den Strang in 5°-3’-Richtung (vom Doppelstrangbruch
weg) ab, sodass ein langstreckig tberhdngendes, einzelstringiges 3’OH-Ende am
Komplementdrstrang entsteht [403, 412]. Das phosphorylierte RPA bindet an den
Einzelstrang, wodurch dieser stabilisiert und vor dem Abbau durch Nukleasen geschiitzt
wird [413]. Auflerdem verhindert RPA, dass der Einzelstrang eine Sekundirstruktur
ausbildet [119] (siehe auch 1.3.1.2). Im nédchsten Schritt wird RPA von der
einzelstrangigen DNA verdrangt und durch das Schliisselprotein der Homologous
Recombination RADS51 ersetzt [414]. Fur die Rekrutierung von RPA und RAD51 an den
Einzelstrang ist deren Aktivierung durch CDKI1 erforderlich [415]. RAD51 bildet mit der

einzelstrangigen DNA ein Nukleoproteinfilament, fiithrt die Suche nach dem homologen
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Bereich in der Schwesterchromatide aus und vermittelt die Anlagerung der

einzelstrangigen DNA an die Matrize [416].

Fiir die Verdrangung von RPA, das eine hohere Affinitit zur einzelstrangigen DNA hat
als nicht-aktiviertes RAD51, ist BRCA2 der entscheidende Mediator [417]. BRCA2 wird
durch ATM- bzw. ATR-abhdngige Phosphorylierung aktiviert und {ber das
Bindungsprotein PALB2 an BRCA1 gebunden [409] (siehe oben). PALB2 wird in der Gi-
Phase des Zellzyklus vermehrt ubiquitiniert, was seine Interaktion mit BRCA1
beeintrachtigt und so die Rekrutierung von BRCA2 verhindert [418]. Nach Rekrutierung
von RAD51 an die DNA blockiert BRCA2 die ATP-Hydrolyse-Aktivitdt von RAD51 und
stabilisiert so dessen Bindung an die einzelstrangige DNA [419]. Nachfolgend steuert
RAD51 die Suche nach dem homologen DNA-Bereich sowie die Invasion der
Schwesterchromatide [420]. Die Suche nach dem homologen Bereich erfolgt durch
kurzzeitigen Kontakt des Nukleoproteinfilaments mit DNA-Bereichen in unmittelbarer
rdaumlicher Né&he [421]. Wenn sich an mehr als sieben aufeinanderfolgenden Basen
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, bleiben die Bindungen stabil und es wird
tiberpriift, ob auch in der weiteren Umgebung eine Homologie besteht [402, 421]. Durch
Verdrangung des Komplementdrstrangs entsteht dann ein sogenannter Displacement Loop
(D-Loop) [400]. Dieser Schritt wird mafigeblich durch BRCA1 und das assoziierte Protein
BARD1 stimuliert [410]. RPA bindet an den einzelstrangigen Komplementarstrang, um
den D-Loop zu stabilisieren [402]. Nach Invasion der Schwesterchromatide und Bindung
des Nukleoproteinfilaments an den homologen Bereich der DNA dissoziiert RAD51 ATP-
abhangig mithilfe von RAD54 von dem {iiberhdngenden 3'OH-Ende ab [402]. RPA
stabilisiert nun die einzelstrangigen, RAD54 die doppelstrangigen Bereiche des D-Loops
[400]. Die DNA-Polymerasen 0 oder ¢ verlingern das 3’OH-Ende des prozessierten DNA-
Strangs anhand der Matrize aus dem Schwesterchromatid mithilfe des
Prozessivitdatsfaktors PCNA [402, 422]. Abhidngig davon, ob nur eins der beiden
Bruchenden des Doppelstrangbruchs oder beide an der Neusynthese aus dem
Schwesterchromatid teilnehmen, finden unterschiedliche Endstrecken der HR statt [423].

1.4.2.1.1 Break-Induced Replication (BIR)

Bei Vorliegen nur eines Endes des Doppelstrangbruchs, z.B. bei Doppelstrangbriichen
infolge blockierter Replikationsgabeln, wird mittels Break Induced Replication (BIR) der
gesamte DNA-Strang ab der Ladsion in 5-3'-Richtung neu synthetisiert [424].
Anschlieffend fungiert der so reparierte DNA-Strang als Matrize fiir den
Komplementérstrang [424].

1.4.2.1.2 Synthesis-Dependent Strand Annealing (SDSA)

Alternativ konnen sich das im D-Loop verlingerte 3'OH-Ende und das andere
tiberhdngende 3'OH-Ende des Doppelstrangbruchs, das bislang nicht verldngert wurde,
mittels Basenpaarung aneinanderlagern [423]. Dieser Pfad der Homologous Recombination
wird Synthesis-Dependent Strand Annealing (SDSA) genannt [423]. Noch fehlende DNA-
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Bereiche werden nun anhand des Komplementarstrangs synthetisiert und anschliefSend
ligiert [400].

1.4.2.1.3 Double Holliday Junction (dH]J)

Wenn das zweite tiberhdngende 3’'OH-Ende des DNA-Doppelstrangbruchs ebenfalls die
Schwesterchromatide als Matrize verwendet, konnen beide Enden gleichzeitig verlangert
werden [423]. Es bilden sich zwei Holliday Junctions aus (double Holliday Junction, dHJ)
[425]. Eine Holliday Junction ist eine kreuzférmige DNA-Struktur, die sich bei der HR
ausbildet, wenn die vier Einzelstringe von zwei homologen Chromosomen jeweils
sowohl mit dem gegenldufigen Einzelstrang des eigenen Chromosoms als auch mit dem
homologen Einzelstrangbereich des anderen Chromosoms interagieren [425]. Je nachdem,
wie sich die tiberkreuzten DNA-Strange wieder voneinander trennen, kann es zu einem
DNA-Austausch (Crossover) zwischen den Schwesterchromatiden kommen [423].
Anschliefsend werden die neusynthetisierten Einzelstrangenden durch die DNA-Ligase I
verbunden [426].

1.4.2.1 a) Bedeutung von BRCA1 und BRCAZ2 fiir Cisplatinresistenz

BRCA1 und BRCA2 sind an der Homologous Recombination und der Reparatur von
Interstrang-Crosslinks  (siehe 1.4.3) wesentlich Dbeteiligt. In Mamma- und
Ovarialkarzinomzellen konnte in vitro gezeigt werden, dass die Expression von BRCA1 in
Cisplatin-resistenten ~Varianten dieser Zelllinien erhoht ist [427] bzw. dass
Hochregulierung von BRCA1 in vitro und in vivo mit Cisplatinresistenz einhergeht [428].
In nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) zeigen retrospektive Analysen, dass
niedrige BRCA1-Expression mit gutem Ansprechen auf Cisplatin-basierte Chemotherapie
einhergeht, wiahrend hohe BRCA1-Expression mit Cisplatinresistenz assoziiert ist [429].
Auch in Blasenkarzinomen deuten retrospektive Daten darauf hin, dass niedrige BRCA1-
Expression mit einem besseren Ansprechen auf eine Cisplatin-basierte Chemotherapie
und lingerem Gesamtiiberleben assoziiert ist [430]. In Mammakarzinom- bzw.
Ovarialkarzinom-Zellen kann durch RNA-Interferenz die Expression von BRCA1
herunterreguliert und so die Sensitivitdt gegentiber Cisplatin erhoht werden [431, 432]. In
NSCLC-Zellen kann RNA-Interferenz mit BRCA1- und BRCA2-mRNA in vitro erworbene

Cisplatinresistenz tiberwinden [433].

Keimbahnmutationen im BRCAl-oder BRCA2-Gen verstdarken das Risiko fiir Mamma-
und Ovarialkarzinome erheblich und werden autosomal-dominant vererbt [434]. BRCA-
Mutationen fithren zum Verlust der Homologous Recombination, die den akkuratesten
Reparaturmechanismus fiir DNA-Doppelstrangbriiche darstellt, und begtinstigen so
genomische Instabilitdt und Krebsentstehung [435]. BRCA-Mutationen bedingen zunéchst
eine erhohte Sensitivitdt gegentiber Cisplatin, da die Reparatur Cisplatin-induzierter
DNA-Doppelstrangbriiche und Interstrang-Crosslinks erheblich beeintrachtigt ist [436].
Sekunddrmutationen im BRCA1- oder BRCA2-Gen konnen jedoch dazu fiithren, dass das

verschobene Leseraster korrigiert wird, sodass das Gen wieder korrekt abgelesen werden
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kann und die Funktion des Proteins weitgehend wieder hergestellt wird [437, 438].
Dadurch kommt es zur erworbenen Cisplatinresistenz der Tumorzellen [438, 439]. Auch
alternatives Spleiffen kann zur teilweisen Wiederherstellung der Funktion von BRCA1
und somit Cisplatinresistenz fithren, was einen Ansatzpunkt fiir Spleifilosom-Inhibitoren

in BRCA1l-mutierten Tumoren impliziert [440].

Uber die Bedeutung von BRCA1- oder BRCA2-Mutationen in Urothelkarzinomen ist
wenig bekannt. BRCA1- und BRCA2-Mutationstréger haben ein deutlich erhdhtes Risiko
Blasenkrebs zu entwickeln [441]. Ein nachgewiesener BRCA-Mutationsstatus geht bei
Patienten mit Harnblasenkarzinomen wie in anderen Tumorentitdten mit einem besseren
Gesamtiiberleben einher [441]. Dies wird teilweise auf ausgepréagtere Chemosensitivitat
gegeniiber Cisplatin zurtickgefiihrt (siehe auch [430]). In der hier vorliegenden Arbeit
wird die mRNA-Expression von BRCA1l und BRCA2 in Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinomzellen mit der jeweiligen mRNA-Expression in den Cisplatin-sensitiven

Ursprungszellen verglichen.

1.4.2.1 b) Funktion von XRCC3 und dessen Bedeutung fiir Cisplatinresistenz

Die Funktion von RAD51, dem Schliisselprotein der Homologous Recombination, wird von
RADb51-Paralogen mitbeeinflusst [442]. Diese weisen ca. 20-30% homologe Gensequenzen
mit RADS51 auf [402]. Die Gruppe umfasst sechs Proteine - RAD51B, RAD51C, RAD51D,
SWSAP1, XRCC2 und XRCC3 [442]. Ihre genaue Funktion ist weitgehend unklar, sie sind
jedoch an der Stabilisierung des Nukleoproteinfilaments beteiligt und erleichtern so die
Suche nach homologen DNA-Bereichen [442]. Aufserdem wird ihnen eine Rolle bei der
Protektion des entstehenden DNA-Strangs blockierter Replikationsgabeln zugeschrieben
[443]. XRCC3 ist an der Verzogerung des Fortschreitens von Replikationsgabeln in
Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-Schdaden wesentlich beteiligt [444]. Der Komplex
aus RAD51C und XRCC3 - genannt CX3 - ist zudem essentiell fiir die Wiederaufnahme
der Replikation nach erfolgter DNA-Reparatur mittels Homologous Recombination; er 16st
RAD51 ATP-abhéngig von der blockierten Replikationsgabel ab [443].

Zellen mit Mutationen im XRCC3-Gen sind deutlich sensitiver gegeniiber Cisplatin als
XRCC3 Wild Typ-Zellen [445, 446]. Versuche mit XRCC3-Wild Typ- und XRCC3-
mutierten Zellen in vitro implizieren, dass XRCC3 an der Adaptation von Zellen an eine
Cisplatin-Behandlung beteiligt ist und erworbene Cisplatinresistenz vermitteln kann
[445]. In Mammakarzinomzellen konnte in vitro gezeigt werden, dass XRCC3-
Uberexpression zu Cisplatinresistenz fiihrt [447]. Ein synthetisches Peptid mit einer
dhnlichen Aminosduresequenz wie an der Stelle von RAD51C, die mit XRCC3 interagiert,
konnte in XRCC3-Wild Typ-Zellen durch Blockade der Interaktion von XRCC3 mit
RAD51C die Cisplatinsensitivitidt deutlich erhohen [448].

Fiir Harnblasenkarzinome haben Metaanalysen ergeben, dass ein Polymorphismus im
XRCC3-Gen mit einem erhohten Risiko fiir Blasenkarzinome einhergeht [449, 450]. Die

Bedeutung von XRCC3 fiir die Cisplatinresistenz von Urothelkarzinomen ist jedoch noch
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unklar. Die mRNA-Expression von XRCC3 in Cisplatin-resistenten Urothelkarzinom-
zellen wird in der hier vorliegenden Arbeit mit der mRNA-Expression in den Cisplatin-

sensitiven Ursprungszellen verglichen.

1.4.2.2 Non-Homologous End Joining (NHE])

Im Gegensatz zur HR sind fiir das NHE] keine lingeren komplementédren Basenabschnitte
erforderlich und die Enden des Doppelstrangbruchs werden nur minimal prozessiert
[451]. Die Einleitung des NHE] erfolgt durch Bindung des Ku70/Ku80-Heterodimers an
den DNA-Doppelstrangbruch [452]. Dieses rekrutiert die katalytische Untereinheit der
DNA-PK (DNA-PKcs, siehe 1.3.1.3). Wenn die Enden des Doppelstrangbruchs nicht
direkt legiert werden konnen, was z.B. durch tiberhdngende Einzelstringe oder den
Enden anhidngende chemische Gruppen bedingt sein kann, ist eine vorherige
Prozessierung erforderlich [451]. Diese wird im Wesentlichen durch die Endonuklease
Artemis ausgefiihrt, die durch die DNA-PKcs aktiviert wird [453]. Artemis hat, wenn sie
an die DNA-PKcs bindet, sowohl an den 3’-Enden als auch den 5 Enden des
Doppelstrangbruchs Endonukleaseaktivitdt [451]. Alternativ konnen durch die DNA-
Polymerasen p und A zusétzliche Nukleotide an Einzelstrange angehédngt werden, um die
Enden ligierbar zu machen [454]. Die Polynukleotidkinase (PNK) kann, falls erforderlich,
vor der Ligatur Hxdroxyl- oder Phosphatgruppen entfernen [455]. Die Hauptakteure des
NHE] - XRCC4, XLF und DNA-Ligase IV - werden rekrutiert, Ku vermittelt dabei deren
Bindung an den Doppelstrangbruch [456]. XRCC4 bildet Dimere auf beiden Seiten des
DNA-Doppelstrangbruchs und formiert sich mit XLF zu einem stabilen Komplex, der den
Doppelstrangbruch tiberbriickt [457]. Daneben ist auch PAXX, ein Paralog von XRCC4
und XLF, an der Bildung des Komplexes beteiligt [458]. Nach Bindung der DNA-Ligase
IV wird diese durch den Komplex stimuliert und verkniipft die Strangenden durch eine
Phosphodiesterbindung [459]. Beim NHE] geht somit im Gegensatz zur HR haufig
genetische Information verloren; es kann zu fehlerhafter Reparatur kommen, was ein

hoheres mutagenes Potential mit sich bringt.

Microhomology-Mediated End Joining (MME])
Microhomology-Mediated End Joining (MME]) ist eine alternative Form des NHE] [460].

Dieser Reparaturmechanismus basiert auf dem Vorliegen von Mikrohomologien auf einer
Lange von 3-20 Basenpaaren zwischen den beiden tiberhdngenden einzelstréangigen 3’-
Enden eines DNA-Doppelstrangbruchs [461]. Daher ist wie bei der HR eine Prozessierung
der 5-Enden durch den MRN-Komplex mit CtIP als Kofaktor erforderlich [461]. Fiir die
Rekrutierung von RAD51 und die nachfolgende HR ist jedoch eine ausgedehntere
Prozessierung notwendig als fiir das MME] [462]. Die mikrohomologen DNA-Bereiche
der beiden 3’-Enden lagern sich aneinander - der zugrunde liegende Mechanismus ist
bislang weitgehend ungekldrt [462]. Der Komplex aus ERCC1 und ERCC4/XPF (siehe
1.4.1.1) entfernt nicht-homologe Bereiche jenseits des 3’-Endes der Mikrohomologie [460].
Die DNA-Polymerase 0, die eine geringe Replikationsgenauigkeit aufweist als
konventionelle DNA-Polymerasen, synthetisiert die fehlenden DNA-Bereiche [463].
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Anschliefsend werden die Enden durch die DNA-Ligase III verbunden [464]. MME] geht
immer mit Deletionen einher, die in der Regel ausgepréagter sind als beim konventionellen
NHE]; der Mechanismus ist daher mutagen und begiinstigt genomische Instabilitdt [461].
Es wird angenommen, dass MME] vor allem in Zellen von Bedeutung ist, die Defekte der
HR oder des konventionellen NHE] aufweisen [460, 465]. Gleichwohl erfiillt MME] auch
bislang unzureichend charakterisierte Funktionen in Zellen mit vollstandig intakter DNA-
Reparatur [461, 466].

1.4.3 Reparatur von DNA-Interstrang-Crosslinks: Der Fanconi-Andmie-
Signalweg

Der Fanconi-Andmie-Signalweg (FA-Signalweg) ist ein Signalweg zur Reparatur von
Interstrang-Crosslinks; dabei werden Mechanismen der Nukleotid-Exzisionsreparatur,
der Homologous Recombination und der Transldsionssynthese kombiniert [127].
Angeborene Defekte in diesem Signalweg fiihren zur hereditdren Fanconi-Anédmie, die
mit Knochenmarksdepression und stark erhchtem Risiko fiir Leukdmien und solide
Tumoren einhergeht [467]. Die involvierten Gene bzw. deren Produkte werden mit
lateinischen Buchstaben nummeriert (Fanconi Anaemia Complementation Group A-T, FANC
A-T) [127]. Wie sich inzwischen gezeigt hat, ist FANCD1 identisch mit BRCA2, FANCS
mit BRCA1, FANCN mit PALB2, FANCR mit RAD51 und FANCQ mit ERCC4/XPF [127],
was die Beteiligung verschiedener konventioneller DNA-Reparaturmechanismen am

Fanconi-Andmie-Signalweg verdeutlicht.

Interstrang-Crosslinks ~ fithren ~wéahrend der Replikation zur Blockade von
Replikationsgabeln, da die beiden komplementdren DNA-Strange nicht getrennt werden
konnen [127]. Der Fanconi-Andmie-Signalweg findet somit vorwiegend in der S-Phase des
Zellzyklus statt [127]. Fiir die Einleitung des Fanconi-Andmie-Signalwegs ist das
Aufeinandertreffen  gegenldufiger  Replikationsgabeln ~am  Interstrang-Crosslink
erforderlich [468]. Der Replikationsstop erfolgt aus sterischen Griinden schon, wenn die
Replikationsgabel noch 20-40 Basenpaare vom Interstrang-Crosslink entfernt ist, da die
vorangehende Helikase ein weiteres Fortschreiten der Replikationsgabel verhindert [469].
BRCA1 und BARD vermitteln die Entfernung der Helikase, sodass eine Replikationsgabel
den Interstrang-Crosslink erreichen kann [469]. Die blockierte Replikationsgabel wird
durch RPA erkannt; konsekutiv wird ATR rekrutiert (siehe 1.3.1.2). ATR phosphoryliert
zahlreiche FANC-Proteine, u. a. FANCM, das nach seiner Rekrutierung und Aktivierung
als Plattform fiir die Bindung weiterer FA-Proteine an den Interstrang-Crosslink fungiert
[470]. In der Folge werden zahlreiche weitere FANC-Proteine rekrutiert, die den
Kernkomplex des Fanconi-Andmie-Signalwegs bilden [471]. An der Phosphorylierung
und Aktivierung von FANC-Proteinen sind neben ATR auch CHK1 und ATM beteiligt
[471, 472].

Der Kernkomplex fungiert als Ubiquitinligase, mit FANCL als E3-Ligase [473]. Die
Schliisselfaktoren des FA-Signalwegs FANCD2 und FANCI werden durch den
Kernkomplex monoubiquitiniert, was zu deren Aktivierung fiithrt [474, 475].
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Ubiquitiniertes FANCD2 und FANCI bilden einen Komplex, der die nachfolgenden
Inzisionen an der Replikationsgabel koordiniert [476]. Phosphorylierung von FANCI
durch ATR trdgt entscheidend zur Stabilisierung des Komplexes und somit zur
Aktivierung der nachfolgenden Reparaturschritte bei [477]. Das Protein SLX4/FANCP
erkennt das ubiquitinierte FANCD2 und bildet ein Gertist fiir die nun rekrutierten
Endonuklease-Komplexe; dies sind unter anderem Heterodimere bestehend aus ERCC1
und ERCC4/XPF bzw. MUS81 und EME1 [127]. MUS81-EMET1 setzt die Inzision am 3'-
Ende des Interstrang-Crosslinks; ERCC1-ERCC4/XPF fungiert wie bei der NER (siehe
1.4.1.1) als Endonuklease mit ERCC1 als regulatorischer und ERCC4/XPF als
katalytischer Untereinheit und schneidet am 5’-Ende der Lasion [344]. So wird einer der
beiden Strange vom Interstrang-Crosslink befreit [478]. Dabei entsteht ein

Doppelstrangbruch am befreiten Strang [344].

Der Komplementérstrang, an dem nun das Monoaddukt hdngt, wird durch die DNA-
Polymerasen ¢ und Revl mittels Transldsionssynthese repariert [479]. Die Polymerasen
werden mithilfe des FA-Kernkomplexes an die L&sion rekrutiert [479]. Der mittels
Transldsionssynthese reparierte Strang fungiert anschlieffend als Matrize fir die
Reparatur des Doppelstrangbruchs mittels Homologous Recombination [480]. Nach
Abschluss der Reparatur wird der FANCD2/FANCI-Komplex wieder desubiquitiniert
und so inaktiviert [477]. Aufgrund der Transldsionssynthese am Matrizenstrang ist der

Fanconi-Andmie-Signalweg fehleranfallig und somit potentiell mutagen [479].

1.4.4 Rolle der Poly-ADP-Ribosylierung fiir die DNA-Schadensantwort und
DNA-Reparatur

Einer der frithesten Schritte der DNA-Schadensantwort ist die Aktivierung der Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase PARP1 [481]. PARP1 katalysiert die posttranslationale Modifikation
von Proteinen mittels Polymerisierung von ADP-Ribose-Einheiten an Glutamat-,
Aspartat- oder Lysinresten; dabei nutzt sie NAD+* als ADP-Donor [481]. PARP1 ist auf
verschiedenen Ebenen an der DNA-Schadensantwort und DNA-Reparatur von Cisplatin-
induzierten DNA-Schdden beteiligt [482, 483]. Durch Histonmodifikationen bewirkt
PARP1 eine Chromatindekondensation [484]. Die Histonmodifikationen werden teilweise
durch PARP1 selbst ausgefiihrt, PARP1 ist jedoch auch wesentlich an der Rekrutierung
und Aktivierung zahlreicher Chromatin-remodellierender Faktoren beteiligt [485]. Durch
die Chromatin-Remodellierung wird die DNA fiir Proteine der frithen DNA-
Schadensantwort und der DNA-Reparatur zuginglich gemacht [481]. Aufserdem
interagieren diese Proteine durch nicht-kovalente Bindungen mit Poly-ADP-Riboseresten
und werden so an den DNA-Schaden rekrutiert [486]. PARP1 erleichtert auf diese Weise
die Rekrutierung von ATM und des MRN-Komplexes an DNA-Doppelstrangbriiche und
die Phosphorylierung der Histonvariante H2AX [487, 488]. Bei der NER (siehe 1.4.1.1) ist
PARP1 an der Rekrutierung von XPC und XPA beteiligt [489]. Zur Homologous
Recombination (siehe 1.4.2.1) tragt PARP1 durch die rasche Rekrutierung von BRCA1 bei
[490]. Beim NHE] (siehe 1.4.2.2) stimuliert die Poly-ADP-Ribosylierung der DNA-PKcs
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deren Aktivitdt [491]; aufserdem ist PARP1 an der Rekrutierung von XRCC4 beteiligt
[492]. MME] (siehe 1.4.2.2) wird durch PARP1 gefordert, indem PARP1 mit dem Ku-
Heterodimer um die Bindungsstellen an den Enden der DNA-Doppelstrangbriiche
konkurriert und die DNA-Polymerase 6 rekrutiert [481]. Auch an der Stabilisierung von
Replikationsgabeln bei Replikationsstress infolge von DNA-L&sionen, der nachfolgenden
Verlangsamung der Replikation und deren Wiederaufnahme nach Reparatur der DNA-
Lasionen ist PARP1 entscheidend beteiligt [493].

Bemerkenswerterweise sind PARP1-Inhibitoren in Tumorzellen mit BRCA1- oder BRCA2-
Defizienz synthetisch letal [494, 495]. Dies wird bislang am ehesten auf die erschwerte
Reparatur von Einzelstrangbriichen und -ldsionen wegen des Funktionsverlusts von
PARP1 und vermehrten Kollaps von Replikationsgabeln im Bereich von DNA-Schaden
zurtickgefiihrt; es werden jedoch zahlreiche weitere Modelle zur Erkldrung der
synthetischen Letalitdt diskutiert [496, 497]. Die unreparierten DNA-L&sionen fiihren
widhrend der S-Phase zur Blockade von Replikationsgabeln und zu DNA-
Doppelstrangbriichen, die aufgrund der BRCA-Defizienz nicht durch Homologous
Recombination behoben werden konnen [495]. Die DNA-Schidden konnen durch
vermehrtes NHE] nur unzureichend und fehlerbehaftet repariert werden, was
letztendlich zur Einleitung der Apoptose fiihrt [495]. Durch PARP1-Inhibitoren wie z. B.
Olaparib, das seit 2014 in klinischem Gebrauch ist, konnen daher Tumorzellen mit Verlust
beider BRCA1- bzw. BRCA2-Allele zielgerichtet zerstort werden [498]. Normalgewebe,
die noch ein Wild-Typ-BRCA1- bzw. BRCA2-Allel aufweisen, werden von den PARP-
Inhibitoren hingegen kaum beeintrachtigt [499]. Inzwischen sind vier verschiedene PARP-
Inhibitoren zugelassen; sie werden in der Therapie von fortgeschrittenen
Ovarialkarzinomen, HER2-negativen Mammakarzinomen mit BRCA-Keimbahnmutation,
metastasierten Pankreas- und kastrationsresistenten Prostatakarzinomen mit Defizienz
der Homologous Recombination eingesetzt [497]. PARP-Inhibitoren zeigen in klinischen
Studien synergistische Effekte mit Platin-basierten Chemotherapien und bieten sich somit

auch fiir eine Kombinationstherapie an [497, 500].

1.5 Die Apoptose und ihre Bedeutung fiir Cisplatinresistenz

1.5.1 Ablauf der Apoptose

Irreparable DNA-Schdden fithren zur Einleitung des programmierten Zelltods, der
Apoptose [85]. Durch die Apoptose konnen Zellen aus einem Gewebe entfernt werden,
ohne dass ihr Inhalt ins Interstitium gelangt und die umliegenden Zellen schadigt [501].
Die Einleitung und Ausfithrung der Apoptose wird durch darauf spezialisierte
Cysteinproteasen, die Caspasen, koordiniert [502]. Caspasen liegen in vitalen Zellen als
inaktive Proenzyme vor und werden durch Spaltung in ihre aktive Form tiberfiihrt [91].
Dabei bilden das grofie und das kleinere Spaltprodukt mit den beiden Spaltprodukten
einer weiteren Procaspase ein Heterotetramer - die aktive Caspase [91]. Diese kann
wiederum andere Procaspasen spalten und so aktivieren, wodurch eine Caspase-Kaskade
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ausgelost wird; dadurch wird ein schneller und effektiver programmierter Zelltod
gewidhrleitet [501]. Die Apoptose einer Zelle kann sowohl durch Interaktion mit einer
Immunzelle von extern eingeleitet werden (extrinsischer Signalweg) als auch infolge
irreparabler Schdden oder fehlender Wachstumsstimuli durch die Zelle selbst
(intrinsischer Signalweg) [501]. Beide Signalwege miinden in einer gemeinsamen
Endstrecke, die durch die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 ausgefiihrt wird [502]. P53, das in
Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-Schdden aktiviert wird, induziert sowohl Gene,
die fiir Proteine des intrinsischen als auch des extrinsischen Signalwegs kodieren [503]
(siehe 1.3.3.1).

1.5.1.1 Der intrinsische Signalweg

Der intrinsische Signalweg der Apoptose wird durch die Freisetzung von Cytochrom c
aus den Mitochondrien ins Zytosol eingeleitet [504]. Die Undurchléssigkeit der dufseren
Mitochondrienmembran fiir Cytochrom ¢ wird in vitalen Zellen durch antiapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie gewdhrleistet [504]. Die Bcl-2-Familie umfasst strukturell
verwandte, sowohl proapoptotisch als auch antiapoptotisch wirksame Proteine, deren
Gleichgewicht und Interaktionen entscheidend sind fiir die Permeabilitidt der dufseren
Mitochondrienmembran [505]. Die antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie (u. a. Bcl-
2, Bcl-xL und Mcl-1) verhindern unter physiologischen Bedingungen, dass sich
proapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie in der &ufseren Mitochondrienmembran
zusammenlagern und - ggf. wunter Beteiligung weiterer Proteine, z.B.
Membrantransportern wie VDAC (siehe 152 d) - Poren bilden [506]. Zu den
proapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie gehtren sowohl porenbildende Proteine
wie Bax und Bak als auch deren direkte Aktivatoren, z.B. Bid und Puma, sowie
Inhibitoren antiapoptotischer Proteine, z. B. Bad und Noxa [507]. Einige proapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie wie Bax, Noxa und Puma werden p53-abhdngig transkribiert
(siehe 1.3.3.1) [503]. Uber die Permeabilitit der &ufleren Mitochondrienmembran
entscheidet jedoch nicht nur das Verhiltnis von pro- zu antiapoptotischen Proteinen,
sondern auch deren Affinitdit zueinander, die wiederum durch posttranslationale
Modifikationen beeinflusst wird [508]. AufSerdem kommen Proteine der Bcl-2-Familie in
unterschiedlichen zelluldiren Kompartimenten vor, sodass auch deren Lokalisation
innerhalb der Zelle bzw. deren Transfer in die &dufiere Mitochondrienmembran die

Permeabilitit beeinflussen [507].

Werden die porenbildenden Proteine aktiviert, oligomerisieren sie und machen die
Membran permeabel fiir Proteine des mitochondrialen Intermembranraums wie
Cytochrom ¢, Smac/DIABLO und HtrA2/Omi [506]. Im Zytosol lagert sich Cytochrom c
an Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) an [504]. Es kommt zu einer
Konformationsanderung von Apaf-1, sodass Apaf-1 dATP binden und dadurch
oligomerisieren kann [509]. Die auf diese Weise gebildeten Apaf-1-Heptamere bilden das
so genannte Apoptosom, in dessen Mitte die Caspase-Rekrutierungsdomdnen (CARDs)

nun zugdnglich sind und Procaspase 9 binden konnen [501]. Die Procaspase 9-Molekiile
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werden dadurch im Apoptosom konzentriert und konnen leichter dimerisieren [510].
Durch Dimerisierung und autokatalytische Spaltung wird in der Folge die Caspase 9
aktiviert [510]. Diese tiberfiihrt dann die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 (siehe 1.5.1.3) durch
Proteolyse in ihre aktive Form [91]. Neben Cytochrom ¢ werden auch Smac/DIABLO und
HtrA2/Omi durch erhohte Permeabilitdt der dufleren Membran aus den Mitochondrien
freigesetzt (siehe oben). Smac/DIABLO und HtrA2/Omi inaktivieren IAPs (Inhibitor of
Apoptosis Proteins) [511, 512]. Die IAP-Familie ist eine Gruppe strukturell verwandter
Proteine, die durch Inaktivierung von Caspasen antiapoptotische Funktion haben [513].
Ihr wichtigster Vertreter, XIAP (X-chromosome linked Inhibitor of Apoptosis Protein), inhibiert
durch direkte Bindung die Effektorcaspasen 3 und 7 und verhindert die Dimerisierung
der Procaspase 9 [514, 515]. Neben der Apoptose inhibiert XIAP auch eine TNEF-
vermittelte Form des programmierten inflammatorischen Zelltods und ist an einem
proinflammatorischen Signalweg zur Aktivierung von NF-kB beteiligt [515]. Sogenannte
Smac-Mimetics, die durch strukturelle Ahnlichkeit mit Smac/DIABLO an der IAP-
Bindungsdoméne IAPs inaktivieren konnen, um Apoptose zu induzieren und die
Sensitivitit von Tumoren gegeniiber Zytostatika zu erhohen, werden in klinischen

Studien als Tumortherapeutika erprobt [516].

Einleitung des intrinsischen Signalwegs iiber das endoplasmatische Retikulum

Dartiber hinaus kann der intrinsische Signalweg der Apoptose auch tiber das
endoplasmatische Retikulum (ER) eingeleitet werden [517]. Reaktive Sauerstoffspezies,
Hypoxie, Mangel an Calcium im ER oder ATP-Mangel fithren zur Akkumulation
ungefalteter Proteine und verursachen dort ER-Stress [518]. Cisplatin ist auch in
enukleierten Zellen zytotoxisch durch Einleitung der Apoptose; dies wird unter anderem
auf Cisplatin-induzierten ER-Stress zurtickgefiihrt [519]. Transmembrandre Rezeptoren
nehmen die Akkumulation ungefalteter Proteine im ER-Lumen wahr und fiithren auf der
zytoplasmatischen Seite zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die nach
Translokation in den Nukleus die Genexpression so beeinflussen, dass das Gleichgewicht
im ER wieder hergestellt wird [520]. Prolongierter bzw. nicht auflosbarer ER-Stress fiihrt
jedoch zur Einleitung der Apoptose [521]. Wesentliche zugrunde liegende Mechanismen
sind dabei eine transkriptionelle Herunterregulierung von Bcl-2 und die Induktion
proapoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie durch den Transkriptionsfaktor CHOP, sowie
die andauernde  Aktivierung des JNK-Signalwegs (siehe 1.3.51) durch
Phosphorylierungskaskaden an der zytoplasmatischen Seite der Transmembran-

rezeptoren [517].

Auflerdem ist das ER der hauptsédchliche intrazelluldre Speicher von Calciumionen, die
bei der Einleitung der Apoptose iiber das ER als Signalmolekiile fungieren kénnen [522].
Ins  Zytoplasma  freigesetzte = Calciumionen  aktivieren  Calcium-abhéangige
Cysteinproteasen, die Calpaine (siehe 1.5.2 e). Auf der zytosolischen Seite des ER ist die
Procaspase 12 lokalisiert, die durch Calpain proteolytisch aktiviert wird [523]. Caspase 12

kann dann direkt die Procaspase 9 spalten, die wiederum die Effektorcaspase 3 aktiviert

45



[624]. Dariiber hinaus begtinstigen Calpaine durch Spaltung zahlreicher weiterer
Substrate die Einleitung der Apoptose (siehe 1.5.2 e) und agieren synergistisch mit
Caspasen [525]. Calcium kann vom ER aus zunéchst ins Zytoplasma freigesetzt werden
und von dort in die Mitochondrien aufgenommen werden; es besteht jedoch auch die
Moglichkeit, dass Calcium direkt aus dem ER in die Mitochondrien tiberfiihrt wird [526].
Dies geschieht in speziellen Kontaktbereichen zwischen dem ER und Mitochondrien, den
sogenannten Mitochondria-associated Membranes (MAMs) [527]. Im Bereich der MAMs
kolokalisiert der Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor (IPs-Rezeptor), der die Freisetzung
von Calcium aus dem ER sowohl ins Zytosol als auch direkt ins Mitochondrium
vermittelt, mit dem Voltage-Dependent Anion Channel (VDAC) (siehe 1.5.2 d), der die
Aufnahme von Calcium ins Mitochondrium ausfiihrt [527]. Der VDAC und der IPs-
Rezeptor werden im Bereich der MAMs tiiber Adaptermolekiile aneinander gebunden
[526]. Ein geringer Calciumtransfer tiber die MAMs ist physiologisch und wird von den
Mitochondrien  zur  Aufrechterhaltung  ihrer = Funktionen  benétigt  [527].
Calciumiiberladung der Mitochondrien fiihrt hingegen zur Einleitung des intrinsischen
Signalwegs der Apoptose durch  Zusammenbruch des  mitochondrialen
Membranpotentials und einer weiten Offnung der Mitochondrialen Permeabilitits-
Transitionspore (MPTP) [526]. Die MPTP ist ein strukturell bisher wenig charakterisierter
Multiproteinkomplex, der entscheidend fiir die Permeabilitit der inneren
Mitochondrienmembran ist [528] und unter physiologischen Bedingungen intermittierend
durchléssig fiir kleine Ionen wie Kalium oder Calcium ist [529]. Unter pathologischen
Bedingungen, z.B. bei mitochondrialer Calciumiiberladung oder Akkumulation von ROS,
dndert sich die Konformation der MPTP; sie wird durchléssig fiir Molekiile mit einem
Molekulargewicht von bis zu 1500 Dalton [530]. Dies fiihrt zu einem osmotisch bedingten
Wassereinstrom in die mitochondriale Matrix, da die Proteine im Mitochondrium zurtick
gehalten werden [529]. Es kommt dadurch zur Schwellung der Mitochondrien und
letztlich zur Ruptur der dufseren Mitochondrienmembran [530]. In der Folge gelangen
Cytochrom ¢, Smac/DIABLO und Htr2/Omi ins Zytosol und der intrinsische Signalweg
der Apoptose wird eingeleitet [526]. Auch bei der Cisplatin-induzierten Apoptose ist der
Calcium-Transfer aus dem ER in die Mitochondrien tiber die MAMs von Bedeutung [531].

Bcl-2 bindet sowohl an den IPs-Rezeptor und verhindert dessen Offnung [532] als auch an
VDAC und fiihrt zu einem partiellen Verschluss des VDAC [533]. Somit entfaltet Bcl-2
seine antiapoptotische Wirkung sowohl in den Mitochondrien durch Interaktion mit Bax
und Bak, als auch im endoplasmatischen Retikulum und an den MAMs [534]. Die IPs-
Rezeptoren sind Ziel zahlreicher zelluldrer Signalwege [535]; sie werden unter anderem
durch Akt/PKB (1.6.3 a) phosphoryliert, wodurch der Transfer von Calcium aus dem ER
in die Mitochondrien und somit die Einleitung der Apoptose verhindert wird [536]. Die
genauen Mechanismen, durch die die Permeabilitit der dufSeren Mitochondrienmembran
erhoht wird, um proapoptotische Proteine aus dem Intermembranraum freizusetzen, sind
nicht abschlieffend gekldrt - ebenso wenig wie die Morphologie der MPTP [537] (siehe
oben). Ob Bax und Bak unabhingig von der MPTP agieren oder in Kooperation mit
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Proteinen der MPTP die Permeabilitdt der dufieren Mitochondrienmembran erhohen, ist
ebenfalls unklar [538].

1.5.1.2 Der extrinsische Signalweg

Auch der extrinsische Signalweg der Apoptose ist von Bedeutung fiir Cisplatin-induzierte
DNA-Schdden. Dieser Signalweg wird durch transmembrandre Rezeptoren vermittelt, die
zur Familie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren gehoren [539]. Binden entsprechende
Liganden an die Rezeptoren auf der Oberfliche einer Zelle, oligomerisieren die
Rezeptoren und dndern so ihre Konformation, sodass sie an ihrer zytosolischen Doméne,
der sogennanten Todesdomine, Adaptermolekiile binden konnen [540]. Die
oligomerisierten Adaptermolekiile bilden den Death-Inducing Signaling Complex (DISC)
[641]. An die Adaptermolekiile binden Procaspase 8-Molekiile, die dadurch in rdumliche
Néhe zueinander gelangen [539]. Es kommt zur Dimerisierung und autokatalytischen
Spaltung der Procaspase 8, die so in ihre aktive Form tberfiihrt wird [540]. Ein Beispiel
tir den extrinsischen Signalweg ist die Einleitung der Apoptose durch zytotoxische T-
Lymphozyten, die auf ihrer Oberfliche den Fas-Liganden exprimieren [91]. Bindung des
Fas-Liganden an Fas, einen Rezeptor auf der Oberfliche der Zielzelle, fiihrt zur
Trimerisierung der Fas-Molekiile und zur Bindung des Adapterproteins FADD an die
zytosolische Doméne der Fas-Molekiile [541]. Durch Aktivierung der Caspase 8 wird die
Apoptose eingeleitet. Cisplatin-induzierte DNA-Schdden induzieren die Expression von
Fas durch p53-vermittelte Transkription [542] (siehe 1.3.3.1). Ein weiteres Beispiel fiir den
extrinsischen Signalweg ist die selektive Einleitung der Apoptose in Tumorzellen durch
spezialisierte Immunzellen, die TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL)
exprimieren [543]. Die Bindung von TRAIL an einen membranstdndigen Rezeptor fiihrt
ebenfalls zur Oligomerisierung und Bildung eines DISC sowie zur konsekutiven
Aktivierung der Caspase 8 [544].

Caspase 8 fungiert als Initiatorcaspase des extrinsischen Signalwegs und aktiviert in der
Folge die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 [540]. Auflerdem spaltet Caspase 8 das
proapoptotische Bcl-2-Protein Bid, dessen Spaltprodukt durch Bindung an Bcl-xL und
Mcl-1 oder direkte Aktivierung von Bax und Bak zur Porenbildung in der &dufseren
Mitochondrienmembran fithrt und somit den intrinsischen Signalweg der Apoptose
einleitet [545, 546]. In Zellen mit hohem Gehalt an XIAP ist die zusé&tzliche Aktivierung
dieses Signalwegs obligat fiir die Einleitung der Apoptose, da die Effektorcaspasen nur
dann ausreichend aktiv sind, wenn XIAP durch Smac/DIABLO inaktiviert wird [547].

1.5.1.3 Die gemeinsame Endstrecke der Apoptose

Die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 spalten zelluldre Proteine, u.a. Proteine des Zytoskeletts,
Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren [91]. Auch Proteine der DNA-
Schadensantwort, z.B. PARP, das Retinoblastom-Protein, p53 und Mdm2 werden
gespalten [540]. Durch Verlust der proteinvermittelten zelluldren Funktionen ist die Zelle
nicht mehr tiberlebensfdhig. Aufserdem spaltet die Caspase 3 das Protein ICAD [548].
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ICAD bindet in vitalen Zellen an die Caspase-aktivierte DNAse (CAD) und verhindert
dadurch deren Aktivierung [548]. Nach Spaltung von ICAD wird CAD freigesetzt und
kann somit zusammen mit anderen Endonukleasen die DNA fragmentieren [91]. Neben
Cytochrom ¢, Smac/DIABLO und HtrA2/Omi werden zahlreiche weitere Proteine aus
dem Intermembranraum der Mitochondrien freigesetzt, die an der Ausfithrung der
Apoptose beteiligt sind, u.a. Apoptosis-Inducing Factor (AIF) und die Endonuklease G
[502]. AIF und die Endonuklease G translozieren in den Nukleus [549]. Die Endonuklease
G ist dort selbst am DNA-Abbau beteiligt, wahrend AIF die Rekrutierung und Aktivitat
weiterer Endonukleasen koordiniert [549]. Durch Spaltung von nukledren Laminen
kondensiert das Chromatin und der Zellkern schrumpft. AufSerdem spalten die Caspasen
auch Proteine des Zytoskeletts, wie z.B. Aktin, Plektin und Gelsolin [550]. Dadurch &ndert
die Zelle ihre Form und bildet Blasen; schliefflich wird sie fragmentiert und in
apoptotische Korper aufgeteilt [550]. Durch einhergehende Verdnderungen in der
Zellmembran werden Phosphatidylserinreste, die sich in vitalen Zellen an der Innenseite
der Lipiddoppelschicht der Zellmembran befinden, an die Aufienseite befordert [502].
Diese werden von phagozytierenden Zellen erkannt, sodass die apoptotische Zelle aus

dem Gewebe entfernt wird, ohne dass die umgebenden Zellen Schaden nehmen [551].

1.5.2 Cisplatinresistenz-vermittelnde Proteine mit Bezug zur Apoptose

Bei Fehlregulation der Apoptose konnen Zellen mit Cisplatin-induzierten DNA-Schaden
keinen programmierten Zelltod eingehen. Somit wird Cisplatinresistenz einerseits
begiinstigt durch eine Uberexpression antiapoptotischer Faktoren wie Bcl-2 und Survivin,
andererseits durch eine verminderte Expression proapoptotischer Proteine wie pb53,
VDAC, XAF1, Caspasen und Calpain. Die Bedeutung der in dieser Arbeit untersuchten

Komponenten der Apoptose fiir Cisplatinresistenz wird im Folgenden beleuchtet.

1.5.2 a) Bcl-2

Bcl-2 wurde zunéchst in follikuldren Lymphomen entdeckt, in denen es aufgrund der
Translokation t(14;18) iiberexprimiert ist und als Protoonkogen fungiert [552]. Seine
antiapoptotischen Funktionen wurden erst spiater entdeckt [552]. Die Expression von Bcl-2
wird durch p53 herunterreguliert [553]. In zahlreichen Tumorentitidten begtinstigt Bcl-2
Chemoresistenz gegeniiber Cisplatin [554]. In HNSCC-Zellen [555], Ovarialkarzinom-
[656] und Neuroblastomzellen [557] konnte in vitro gezeigt werden, dass hohe Expression
von Bcl-2 mit Cisplatinresistenz einhergeht. Ovarialkarzinom-Patientinnen mit hoher Bcl-
2-Expression vor Start der Chemotherapie sprechen deutlich schlechter auf eine Cisplatin-
basierte Chemotherapie an, als Patientinnen mit niedriger Bcl-2-Expression [558]. Eine
Korrelation zwischen hoher Bcl-2-Expression vor Therapiebeginn und Cisplatinresistenz
konnte auch bei Patienten mit HNSCC [559] und NSCLC [560] klinisch gezeigt werden.
Small molecule-Inhibitoren von Bcl-2 konnen in NSCLC-Zellen [561], Ovarial-
karzinomzellen [562, 563], Mammakarzinomzellen [564], Endometriumkarzinomzellen

[665], Prostatakarzinomzellen [566] und cholangiozelluldren Karzinomzellen [567] in vitro
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die Sensitivitdt gegeniiber Cisplatin erhohen. Inhibition von Bcl-2 auf mRNA-Ebene
resensitiviert Cisplatin-resistente NSCLC-Zellen [568, 569], Mammakarzinomzellen [570],
Magenkarzinomzellen [571, 572], Nierenkarzinomzellen [573] und Nasopharynx-

karzinomzellen [574] in vitro gegeniiber Cisplatin.

In Blasenkarzinomzellen konnte in vitro gezeigt werden, dass durch Gentransfektion
erzeugte Uberexpression von Bcl-2 Cisplatinresistenz bedingt [575, 576] und dass
Urothelkarzinomzellen mit erworbener Cisplatinresistenz eine erhéhte Bcl-2-Expression
aufweisen [577]. Antisense-Oligonukleotide konnen Urothelkarzinom-Zelllinien in vitro
durch Herunterregulierung der Bcl-2-Expression gegentiber Cisplatin und anderen
Chemotherapeutika sensitivieren [578]. Klinische Studien beziiglich der Frage, ob die Bcl-
2-Expression von Urothelkarzinomen ein geeigneter Parameter ist, um das Ansprechen
auf eine Cisplatin-basierte neoadjuvante Chemotherapie vorherzusagen, kamen jedoch zu

widerspriichlichen Ergebnissen [579, 580].

Bcl-2-Inhibitoren sind als Tumortherapeutika in klinischem Gebrauch. Venetoclax ist ein
oral bioverftigbarer Bcl-2-Antagonist, der in der Therapie der chronischen lymphatischen
Leukdmie als Monotherapie oder in Kombination mit den Anti-CD20-Antikoérpern
Rituximab oder Obinutuzumab sowie bei der akuten myeloischen Leukédmie in
Kombination mit hypomethylierenden Substanzen oder niedrig dosiertem Cytarabin
eingesetzt wird [581]. In soliden Tumoren ist der Nutzen von Venetoclax Gegenstand
laufender klinischer Studien [581]; in Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen
haben sich in Kombination mit Tamoxifen in einer Phase-Ib-Studie vielversprechende
Ergebnisse gezeigt [582]. Klinische Studien zur Kombination von Cisplatin und

Venetoclax wurden bis dato nicht durchgefiihrt.

1.5.2 b) XAF1

XIAP-Associated Factor 1 (XAF1) ist ein direkter Antagonist von XIAP und vermittelt
zudem eine Umverteilung von XIAP in den Nukleus, wo XIAP seine antiapoptotische
Wirkung nicht entfalten kann [583] (siehe auch 4.5.2.2). Bemerkenswerterweise wird
XAF1 in Tumorzellen viel weniger exprimiert als in Normalgeweben [583, 584]; dies bietet
einen interessanten Ansatz fiir die Entwicklung zielgerichteter Tumortherapien.
Zahlreiche Tumorentititen regulieren die Expression von XAF1 durch Promotor-
Hypermethylierung herunter [585]; dies wurde auch fiir Urothelkarzinomzellen in vitro
und sowie in retrospektiven Analysen operativ entnommener Gewebeproben von

Patienten gezeigt [586].

XAF1 ist ein Zielgen des Transkriptionsfaktors p53, welcher die Expression von XAF1
herunterreguliert [587]. Uberexpression von XAF1 fiihrt hingegen zur Aktivierung von
p53 [588]. XAF1 konkurriert mit Mdm?2 um die Bindungsstelle an p53 und verhindert so
dessen proteasomalen Abbau [589]. Aufierdem verhindert XAF1 auch die Interaktion von
HIPK2 mit SIAH1 und somit den proteasomalen Abbau von HIPK2, wodurch HIPK2
stabilisiert und die transkriptionelle Aktivitdat von p53 in Richtung proapoptotischer Gene
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dirigiert wird [589] (siehe 1.3.3.1). Parallel dazu aktiviert XAF1 die Ubiquitinierung von
p21, welches in der Folge vermehrt abgebaut wird [589]. Somit unterstiitzt XAF1 die
proapoptotischen Funktionen von p53 und wirkt den Zellzyklus-regulierenden
Funktionen sowie der Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen entgegen [174]. Die
Expression von XAF1 wird zudem durch Heat Shock Factor 1 (HSF1), den Haupt-
Transkriptionsfaktor fiir die Hitzeschockproteine, herunterreguliert [590]. Interferone,
insbesondere Interferon {3, hingegen stimulieren die Expression von XAF1 [591]. Auch
TNFa kann NF-kB-vermittelt die Transkription von XAF1 aktivieren [592]. Dartiber
hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die Expression von XAF1 durch den MAPK/ERK-
Signalweg (siehe 1.3.5.3) beeinflusst wird, denn MEK-Inhibition fiihrt in
Kolonkarzinomzellen in vitro zur Hochregulierung von XAF1 [593].

Es wird angenommen, dass Herunterregulierung von XAF1 zur Resistenz von
Tumorzellen gegeniiber der Apoptose an sich sowie Apoptose-induzierender Zytostatika
beitragt [583]. Durch unterschiedliche Mediatoren vermittelte Uberexpression von XAF1
hingegen hat in Xenograft-Modellen zu einer erheblichen Abnahme des Tumorvolumens
bei Kolonkarzinomen und malignen Melanomen gefiihrt [585]. Transfektion von XAF1 in
Kolonkarzinomzellen mittels eines Adenovirus als Vektor hat in préaklinischen Modellen
in vitro und in vivo ebenfalls vielversprechende Antitumoreffekte gezeigt [594]. XAF1-
Uberexpression sensitiviert Kolonkarzinomzellen in vitro gegeniiber Cisplatin, wihrend
Herunterregulieren der XAFI1-Expression Cisplatinresistenz bedingen kann [595]. In
HCC-Zellen fiihrte die Kombination von Cisplatin mit einem XAFI-tragenden
Adenovirus zur verbesserten Sensitivitdt gegentiber Cisplatin in vitro und in vivo [596].
Auch in Ovarialkarzinomzellen geht Uberexpression von XAF1 mit erhohter Sensitivitat

gegeniiber Cisplatin in vitro [597, 598] und in vivo [598] einher.

In Harnblasenkarzinomen konnte gezeigt werden, dass verminderte XAF1-Expression mit
einem fortgeschrittenen Tumorstadium und Grading einhergeht [586, 599] und zu einem
schlechteren Ansprechen auf eine neoadjuvante Kombinationschemotherapie mit
Cisplatin und Gemcitabin fiihrt [600]. Die Transfektion mit einem XAF1-tragenden Virus
erhoht die Sensitivitdt der Blasenkarzinomzellen gegeniiber Etoposid und 5-Fluoruracil

[586], der Effekt auf die Cisplatinsensitivitdt wurde jedoch nicht untersucht.

1.5.2 c¢) Survivin

Survivin (auch Baculoviral IAP Repeat-Containing protein 5, BIRC5 genannt) ist das kleinste
Protein der IAP-Familie [601]. Neben seiner Rolle als Inhibitor der Apoptose ist Survivin
an der Koordination der mitotischen Zellteilung entscheidend beteiligt [602]. Wahrend
der Mitose ist Survivin Teil des Chromosomal Passenger Complex (CPC), der die Aufteilung
der Chromosomen auf die Tochterzellen koordiniert [603]. Survivin wird Zellzyklus-
abhangig transkribiert; wahrend der Mitose erreicht die Expression ihr Maximum, in der

Gi-Phase ist sie minimal [604].
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Im Gegensatz zu anderen IAPs wird Survivin bei Erwachsenen nahezu ausschliefilich in
Stammzellen und proliferierenden Zellen exprimiert [605]. In Tumorzellen ist Survivin
fast immer hochreguliert, weshalb es als besonders vielversprechendes Ziel fiir die
Entwicklung von Tumortherapien gilt [605]. Hohe Survivinexpression geht bei
zahlreichen malignen Tumorentititen mit einer schlechten Prognose einher [603].
Survivin ist neben seiner antiapoptotischen Funktion auch an der Persistenz von
Tumorstammzellen und an der Epithelial-Mesenchymalen Transition beteiligt [606].
Diverse Transkriptionsfaktoren beeinflussen die Survivin-Expression; sie wird u. a. durch
p53 und das  Retinoblastom-Protein  herunterreguliert —und durch die
Transkriptionsfaktoren STAT3, HIF1 und NF-xB gefordert [607]. Survivin kann die
Apoptose sowohl inhibieren, wenn sie tiber den extrinsischen, als auch wenn sie tiber den
intrinsischen Weg eingeleitet wird [608]. Zundchst wurde davon ausgegangen, dass
Survivin wie andere IAPs direkt Caspasen inhibiert [602]. Inzwischen hat sich jedoch
gezeigt, dass Survivin die Caspaseaktivitdt indirekt beeinflusst, indem es mit anderen
IAPs interagiert und so deren Wirkung verstarkt [603]. Aufierdem fangt Survivin
Smac/DIABLO ab, sodass dieses die anderen IAPs weniger inhibieren kann [603].

Direkte Survivin-Inhibitoren sind pharmakologisch schwierig zu entwickeln [603]. Der
Survivin-Inhibitor YM155 inhibiert Survivin nicht direkt, reguliert jedoch dessen
Transkription herunter, wobei der genaue Mechanismus unklar ist [601]. Klinische
Studien in fortgeschrittenen soliden Tumoren zeigten jedoch keine hinreichende
Effektivitdt [609]; in einer dieser Studien wurde YM155 auch als Kombinationstherapie
mit Carboplatin und Paclitaxel bei NSCLC-Patienten verabreicht [610]. Weitere
therapeutische Ansdtze, basierend auf RNA-Interferenz, auf der Verhinderung der
Interaktion von Survivin mit seinen Interaktionspartnern und auf der Inhibition der
Homodimerisierung von Survivin sind in Erprobung [609]. Zudem werden auch
Impfungen mit Survivin-Peptiden als Antigen entwickelt, die eine T-Zell-vermittelte

Immunantwort gegentiber Survivin-Peptiden hervorrufen [608].

Infolge einer Cisplatinbehandlung wird Survivin hochreguliert, was im Verlauf
Cisplatinresistenz bedingen kann, da die Cisplatin-induzierte Apoptose beeintrachtigt ist
[611]. Bei Ovarialkarzinom-Patientinnen ist Survivin-Expression mit einer schlechteren
Prognose und  Cisplatinresistenz  assoziiert [612]. In  Cisplatin-resistenten
Prostatakarzinomzellen korreliert die Cisplatinsensitivitat in vitro invers mit der Survivin-
Expression [613]. Erworbene Cisplatinresistenz von Magenkarzinomzellen geht in vitro
mir Zunahme der Survivin-Expression einher [611, 614]. Praklinisch haben sich
vielversprechende Ergebnisse beziiglich der Sensitivierung gegeniiber Cisplatin durch
Survivin-Inhibition ergeben. Durch RNA-Interferenz konnen HNSCC-Zellen in vitro [615,
616] und in wvivo [615], sowie NSCLC-Zellen [617, 618], HCC-Zellen [619],
Schilddriisenkarzinomzellen [620], Zervixkarzinomzellen [621], Ovarialkarzinomzellen
[622], Osophaguskarzinomzellen [623] und Osteosarkomzellen [624] in vitro gegeniiber
Cisplatin sensitiviert werden. Survivin-Suppression mittels YM155 kann die Effektivitat

einer Cisplatinbehandlung in Osteosarkomzellen [625], Ovarialkarzinomzellen [626],
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Hepatoblastomzellen [627] und HNSCC-Zellen [628] in vitro und in vivo erhthen sowie
Cisplatin-resistente HNSCC-Zellen resensitivieren [628]. Pharmakologische Blockade des
Transkriptionsfaktors STAT3 fiihrt zur Herunterregulierung der Survivin-Expression und
kann so HCC-Zellen in vitro und in vivo gegeniiber Cisplatin sensitivieren [629]. STAT3 ist
ein Transkriptionsfaktor, der vor allem Gene mit proliferativer und antiapoptotischer
Funktion hochreguliert sowie an der Angiogenese und der Epithelial-Mesenchymalen
Transition beteiligt ist [630]. Das atypische Antipsychotikum Olanzapin, das zur
Bekdmpfung von Chemotherapie-induzierter Ubelkeit, wie sie unter Cisplatintherapie
haufig auftritt, verwendet wird, reguliert Survivin herunter und sensitiviert dadurch
Tumorzellen in vitro gegeniiber Cisplatin [631]. Das pflanzliche Mittel Resveratrol
resensitiviert Cisplatin-resistente NSCLC-Zellen in vitro durch Suppression der Survivin-

Expression [632].

Survivin ist in Blasenkarzinomzellen hdufig tiberexprimiert [633]. Die Evidenz verdichtet
sich, dass Nachweis von Survivin bzw. Survivin-mRNA im Urin ein niitzlicher Parameter
zur Fritherkennung von Blasenkarzinomen ist [634, 635]. Erhchte Survivin-Expression ist
bei Patienten mit Blasentumoren mit einer schlechteren Prognose assoziiert [636]. Positive
Survivin-Immunhistochemie konnte zudem als geeigneter Biomarker identifiziert
werden, Cisplatinresistenz bei Blasentumorpatienten vorherzusagen [637]. RNA-
Interferenz mit Survivin-mRNA zeigt in Blasenkarzinomzellen antiproliferative Aktivitat
in vitro [638-640] und in vivo [639]. AuBerdem kann Uberexpression der miRNA miR-203,
die mit Survivin-mRNA interagiert und deren Translation verhindert, die Sensitivitdt von
Blasenkarzinomzellen gegentiber Cisplatin in vitro erhohen [641]. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass simultane Blockade der Translation von Bcl-xL und Survivin die
Effektivitét einer Cisplatintherapie in Blasenkarzinomzellen in vitro deutlich erhoht [642].
Ebenso kann Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomzellen durch Survivin-Suppression
mittels YM155 in vitro tiberwunden werden [643]. Es gibt somit Hinweise darauf, dass
Survivin ein geeignetes Ziel therapeutischer Strategien sein konnte, um Cisplatin-

resistente Blasentumorzellen gegentiber Cisplatin zu resensitivieren.

1.5.2 d) Voltage-Dependent Anion Channels (VDACs)

Voltage-Dependent Anion Channels (VDACs) sind Membrantransporter der &dufleren
Mitochondrienmembran, die den Austausch von Substraten (ADP, Phosphat) und
Produkten (ATP) der oxidativen Phosphorylierung sowie weiterer Metabolite und Ionen
zwischen Zytosol und mitochondrialem Intermembranraum ermdoglichen [644]. So
werden auch reaktive Sauerstoffspezies, die in der Elektronentransportkette anfallen,
tiber VDACs ins Zytosol transportiert, unter anderem das Superoxid-Anion [645]. Die
Leitfahigkeit von VDACs hédngt vom mitochondrialen Membranpotential ab; bei stark
positivem oder negativem Membranpotential nimmt die Leitfahigkeit ab, sodass keine
organischen Anionen mehr iiber den VDAC transportiert werden [537]. Dariiber hinaus
wird die Leitfdhigkeit durch posttranslationale Modifikationen und Komponenten des
Zytoskeletts, die an VDACs binden, beeinflusst [644]. Auch bei einer Konfiguration mit
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geringer Leitfahigkeit konnen tiber VDACs kleine Ionen wie Kalium, Natrium, Calcium
und Chlorid {tiber die dufSere Mitochondrienmembran transportiert werden [644]. An der
Einleitung der Apoptose durch Calciumaufnahme aus dem ER sind VDACs entscheidend
beteiligt (siehe 1.5.1.1). Bcl-2 kann einen partiellen Verschluss von VDACs bedingen [533]
(siehe 1.5.1.1). Ein wichtiger Bindungs- und Interaktionspartner von VDACs ist die
Hexokinase, die ATP-abhidngig den ersten Schritt der Glykolyse katalysiert [646]. Die
Bindung an die zytosolische Seite der VDACs ermoglicht der Hexokinase den schnellen
Zugrift auf ATP [647]. Aufierdem wird durch Bindung an VDAC die Affinitit der
Hexokinase gegeniiber ihrem Produkt Glukose-6-Phosphat verringert, sodass der
negative Feedback-Mechanismus unterbrochen wird [648]. In vielen Krebszellen findet,
anders als in Normalgeweben, die Glykolyse auch statt, wenn eigentlich gentigend
Sauerstoff fiir die oxidative Phosphorylierung vorhanden wére; dies wird als Warburg-
Effekt bezeichnet [649]. Die Hexokinase wird in Krebszellen haufig transkriptionell
hochreguliert bzw. tiberexprimiert [646]. Bindung der Hexokinase an VDAC inhibiert
dessen proapoptotische Funktionen [648]. Die Blockade der Interaktion zwischen VDAC
und der Hexokinase in Krebszellen stellt daher ein vielversprechendes Ziel fiir zukiinftige
Krebstherapien dar [537]. Ein Hexokinase-Inhibitor, der als Monotherapie nur einen
geringen therapeutischen Effekt aufweist, konnte Cisplatin-resistente Ovarial-
karzinomzellen in wvitro resensitivieren [650]. In einer anderen Studie konnte 3-
Bromopyruvat, welches die Interaktion der Hexokinase mit den VDACs behindert, die
Sensitivitdt Cisplatin-resistenter Ovarialkarzinomzellen, die Verdnderungen im Sinne der
EMT aufwiesen, in vitro erhdhen [651].

Cisplatin bindet direkt an nukleophile Aminosdurereste von VDACs und kann
unabhdngig von nukledren DNA-Schdden den intrinsischen Signalweg der Apoptose
einleiten - moglicherweise durch erleichterte Freisetzung von Cytochrom c aus dem
Intermembranraum infolge der Interaktion von Cisplatin mit VDACs [652].
Hochregulierung der Isoform VDACI sensitiviert Kolon- und Zervixkarzinomzellen in
vitro gegeniiber Cisplatin [653]. Umgekehrt vermittelt Herunterregulierung von VDAC in
NSCLC-Zellen in wvitro Cisplatinresistenz [538]. In Cisplatin-resistenten Zervix-
karzinomzellen konnte in vitro gezeigt werden, dass VDACI nach Cisplatinexposition im
Vergleich zu den Cisplatin-sensitiven Ursprungszellen deutlich herunterreguliert ist [654].
In Cisplatin-resistenten Blasenkarzinomzellen wurde eine deutlich erhéhte Expression
des Proteins Adseverin detektiert [655]. Im Bereich der Mitochondrien ist Adseverin an
VDACs gebunden und inhibiert durch diese Interaktion den intrinsischen Signalweg der
Apoptose [655]. Es gibt somit zahlreiche Hinweise darauf, dass Herunterregulierung von
VDACs oder Beeinflussung der Interaktionspartner von VDACs Cisplatinresistenz

vermitteln konnen. Die Evidenz fiir Urothelkarzinome ist jedoch bislang gering.
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1.5.2 e) Calpaine

Calpaine sind tiberwiegend zytosolisch lokalisierte Calcium-abhéngige Cysteinproteasen,
die zahlreiche Proteinsubstrate spalten. Dazu gehoren u.a. Proteine des Zytoskeletts,
Membranrezeptoren und Transkriptionsfaktoren [656]. Calpaine konnen ihre Substrate
entweder abbauen oder durch Proteolyse modifizieren, sodass die Produkte neue
Funktionen tibernehmen [657]. Calpaine werden durch Bindung von Calcium aktiviert;
dies bedingt eine Konformationsanderung der Enzyme, wodurch sich das aktive Zentrum
bildet [658]. Bei Freisetzung grofier Mengen Calcium aus dem ER infolge von ER-Stress
werden die Calpaine somit aktiviert [659] (siehe 1.5.1.1). Die Aktivierbarkeit von
Calpainen kann durch Phosphorylierungen beeinflusst werden, die die Verteilung der
Calpaine innerhalb der Zelle regulieren [660]. Wenn Calpaine z. B. an der Innenseite der
Zellmembran in der Ndhe von Calcium-Transportern lokalisiert sind, sind sie leichter
aktivierbar [657]. Auf diese Weise tragt ERK-vermittelte Phosphorylierung zur
Aktivierung von Calpainen bei [660]. Calpaine sind an der Einleitung der Apoptose
infolge von ER-Stress beteiligt [661]. Neben der Aktivierung der Procaspase 12 und
nachfolgender Einleitung des intrinsischen Signalwegs der Apoptose (siehe 1.5.1.1)
konnen Calpaine auch direkt die Effektorcaspase 7 durch proteolytische Spaltung
aktivieren [662]. Aufierdem wird XIAP durch Calpaine abgebaut und verliert so seine
inhibitorische Funktion auf die Caspasen [663]. Die aktivierte Caspase 3 kann den
endogenen Calpain-Inhibitor Calpastatin spalten und so inaktivieren [664]. Somit
aktivieren sich Caspasen und Calpaine gegenseitig und bilden einen positiven Feedback-
Loop [657]. Calpaine konnen auflerdem Bax spalten [665], wodurch dessen Interaktion mit
Bcl-2 und Bcl-xL verhindert wird, was zur Aktivierung von Bax fiihrt. Auch Bid [519], Bak
[666] und Becl-xL [523] sind Calpain-Substrate. Mitochondriales Calpain spaltet
unabhéngig von Caspasen infolge einer Cisplatinexposition AIF (siehe 1.5.1.3), welcher
daraufhin aus den Mitochondrien freigesetzt wird und in den Nukleus transloziert [667].
Zudem sind Calpaine an der Aktivierung der MAP-3K ASK1 und somit der prolongierten
Aktivierung des JNK-Signalwegs (siehe 1.3.5.1) infolge von ER-Stress beteiligt [661].

Calpaine spalten sowohl Wild-Typ-p53 als auch mutiertes p53, wobei unklar ist, ob es sich
um eine Prozessierung oder einen proteolytischen Abbau handelt bzw. inwiefern dies die
Funktion von p53 beeinflusst [657]. In Cisplatin-sensitiven Ovarialkarzinomzellen konnte
in vitro gezeigt werden, dass PARC, ein Protein, das die Verteilung von p53 innerhalb der
Zelle reguliert und p53 im Zytoplasma bindet, ebenfalls ein Calpain-Substrat ist [668].
Infolge einer Cisplatinexposition spalten Calpaine PARC, sodass p53 vorwiegend nukledr
und mitochondrial lokalisiert ist und die Apoptose eingeleitet werden kann [668]. In
Cisplatin-resistenten Ovarialkarzinomzellen wird PARC hingegen nicht durch
Cisplatinexposition herunterreguliert [668]. Als Substrat von Calpain wurde auch die
8-Oxoguanin-DNA-Glycosylase 1 (OGG1), das wichtigste Reparaturenzym fiir
8-Oxoguanin,  identifiziert = [669]. Infolge einer  Cisplatinexposition  von
Zervixkarzinomzellen wird Calpain aktiviert und OGG1 gespalten, was die
Reparaturkapazitit fiir ROS-induzierte DNA-Schidden erheblich beeintrachtigt und so
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Apoptose begiinstigen kann [669]. In Mammakarzinomzellen konnte in vitro gezeigt
werden, dass Calpain-Inhibition die Apoptose infolge einer Cisplatinbehandlung
abschwidcht [670]. In Cisplatin-resistenten Magenkarzinomzellen sind miRNAs
hochreguliert, die die Expression einer regulatorischen Untereinheit von Calpain
inhibieren [671]. Durch Blockade der miRNAs konnten die Cisplatin-resistenten Zellen in
vitro resensitiviert werden [671]. Die Bedeutung von Calpain fiir Cisplatinresistenz in

Urothelkarzinomzellen ist noch unklar.

Trotz der proapoptotischen Funktionen ist hohe Expression von Calpainen in malignen
Tumoren hédufig mit einer schlechten Prognose assoziiert [657]. Calpain-Aktivierung
tordert Proliferation, Migration und Invasion [657]. Durch Spaltung von Proteinen des
Zytoskeletts und von Bestandteilen der Zell-Zell-Kontakte fordern Calpaine die
Epithelial-Mesenchymale Transition [657]. So wird beispielsweise E-Cadherin durch
Calpaine gespalten, welches nach der Spaltung nicht mehr an p-Catenin binden kann,
sodass sich die Zellkontakte in den Zonulae adhaerentes auflosen, was Invasion und
lymphogene Metastasierung begtinstigt [672]. Calpaine konnen zudem IxB spalten und so
zur Aktivierung von NF-xB (1.3.3.4) beitragen. [673]. In Myc-exprimierenden
Kolonkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass Spaltung von Myc durch Calpain zu
erhohter Chemoresistenz gegentiber Cisplatin fiihrt, die durch das Spaltprodukt Myc-nick
vermittelt wird [674]. Somit nehmen Calpaine im Hinblick auf Cisplatinresistenz eine
duale Rolle ein, wodurch es erschwert wird, sie als therapeutische Ziele zur Uberwindung

von Cisplatinresistenz zu nutzen.

1.5.2 f) Caspasen

Es gibt Hinweise darauf, dass Verdnderungen der Caspase-Kaskade mit
Cisplatinresistenz assoziiert sind. In Cisplatin-resistenten Pleuramesotheliomzellen
konnte in vitro gezeigt werden, dass erworbene Cisplatinresistenz mit einer erhhten
Fragmentierung der Caspase 9 ohne Anstieg von deren proteolytischer Aktivitait
einhergeht; zudem wurde nach Cisplatin-Behandlung eine zeitliche Verzogerung der
Caspase 9-Aktivierung beobachtet, die erst nach der Aktivierung von Caspase 3 und 7
stattfand [675]. Ob diese Verdnderungen in den Cisplatin-resistenten Zellen auf
Modifikationen der Caspase-Kaskade selbst oder auf inhibitorische Proteine, z.B. XIAP
zurtickzuftihren sind, konnte nicht eindeutig gekldrt werden [675]. Fehllokalisiertes
zytoplasmatisches p53 interagiert direkt mit dem p35-Fragment der Caspase 9, was zur
Inhibition der Caspase 9 fithrt und Cisplatinresistenz bedingen kann [676]. Cisplatin-
resistente  HNSCC-Zellen [677] bzw. Keimzelltumoren [678] weisen in vitro eine
verminderte bzw. fehlende Caspase-9-Aktivitdt auf. Auch Beeintrachtigungen des
extrinsischen Signalwegs bzw. der Caspase 8-Aktivitit konnen zu Cisplatinresistenz
beitragen. In Cisplatin-resistenten HNSCC-Zellen wurde eine Nonsense-Mutation im
Caspase-8-Gen detektiert [679]. Ebenso geht ein Funktionsverlust der Caspase 8 in
Zervixkarzinomzellen in vitro mit Cisplatinresistenz einher [680]. Infolge einer Cisplatin-

Behandlung werden die Effektorcaspasen 6 und 7, nicht jedoch die Caspase 3 in vitro und
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in vivo p53-abhédngig induziert [681]. In NSCLC-Zellen ist erworbene Cisplatinresistenz in
vitro mit Herunterregulierung der Caspase 6 assoziiert [682]. In Ovarialkarzinomzellen
mit erworbener Cisplatinresistenz ist hingegen die Proteinexpression und Aktivitit der
Effektorcaspase 3 in vitro vermindert [683]. Die Rolle von Verdnderungen der Expression
und  Aktivitit von Caspasen fiir die erworbene Cisplatinresistenz  in
Urothelkarzinomzellen ist bislang unklar. In der hier vorliegenden Arbeit wird die
mRNA-Expression der Initiatorcaspase 9 sowie der Effektorcaspase 6 in Cisplatin-
resistenten Urothelkarzinomzellen mit der mRNA-Expression in den Cisplatin-sensitiven

Ursprungszellen verglichen.

1.6 Cisplatin-Resistenzmechanismen ohne Bezug zur DNA-
Schadensantwort, DNA-Reparatur oder Apoptose

Neben Resistenzmechanismen, die mit der DNA-Schadensantwort und der Apoptose
assoziiert sind, sind zahlreiche weitere Faktoren beschrieben, die fiir die Entwicklung von
Cisplatinresistenz von Bedeutung sind [69]. Dazu gehtren Membrantransporter, die die
Konzentration von Cisplatin im Zytoplasma bzw. Karyoplasma beeinflussen, sowie
intrazytoplasmatische nukleophile Radikalfanger, die Cisplatin bereits vor seiner
Interaktion mit der DNA inaktivieren [69]. Beide Mechanismen entfalten ihre Wirkung
vor Bindung von Cisplatin an die DNA [554]. Auflerdem gibt es Resistenzmechanismen,
die nicht direkt in die Signaltransduktion von Cisplatin eingreifen, sondern auf andere

Signalwege Einfluss nehmen und so Cisplatinresistenz begtinstigen [554].

1.6.1 Membrantransporter

Fiur die Entwicklung von Cisplatinresistenz sind insbesondere der Influx-Transporter
CTR1, sowie die Efflux-Transporter ATP7A, ATP7B und MRP2 von Bedeutung [69]. In
der hier vorliegenden Arbeit wird die mRNA-Expression von CTR1, ATP7A und MRP2 in
Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen mit der mRNA-Expression in den Cisplatin-
sensitiven Ursprungszellen verglichen. Die Funktion der genannten Transporter und ihre

Bedeutung fiir Cisplatinresistenz werden im Folgenden kurz erldutert.

1.6.1 a) Der Influx-Transporter CTR1

Eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Cisplatin in die Zelle spielt neben passiver
Diffusion der Kupfertransporter Copper Transporter 1 (CTR1) [684]. Kupfer konkurriert mit
Cisplatin um die Bindungsstellen an CTR1, sodass hohe Kupferspiegel zu geringerer
Cisplatinaufnahme in die Zelle fithren [685]. Fehlende CTRI1-Expression ist mit
verminderter Aufnahme von Cisplatin ins Zytosol und in der Folge abgeschwéchter
Zytotoxizitdt  assoziiert [684]. Nach  Cisplatinexposition wird CTR1 in
Ovarialkarzinomzellen in vitro herunterreguliert [686]. In letzter Zeit wird die Rolle von
CTR1 fiir die Aufnahme von Cisplatin in die Zelle jedoch kontrovers diskutiert. Neuere

Daten aus in vitro- und in vivo-Studien implizieren, dass die Cisplatinsensitivitdt durch
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Fehlen von CTR1 nicht wesentlich beeintrachtigt wird [687, 688]. Im klinischen Setting
wurde dagegen eine Korrelation zwischen Cisplatinsensitivitdt und der Expression von

CTR1 bei NSCLC [689] und muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen [690] nachgewiesen.

1.6.1 b) Die Efflux-Transporter ATP7A und ATP7B

Weitere Transporter mit Relevanz sowohl fiir die Kupferhomdoostase als auch die
intrazytoplasmatische Cisplatinkonzentration sind die P-Typ ATPasen ATP7A und
ATP7B [691]. Die Expression von ATP7A korreliert invers mit der Cisplatinsensitivitat
von Tumorzellen in vitro [692] und in vivo [693]. Herunterregulierung von ATP7A kann
Mammakarzinomzellen in vitro und in vivo gegeniiber Cisplatin sensitivieren [694]. In
Cisplatin-resistenten Plattenepithelkarzinomzellen des Osophagus hat sich eine erhohte
mRNA- und Proteinexpression von ATP7A im Vergleich zu den Cisplatin-sensitiven
Ursprungszellen gezeigt; durch siRNA-vermittelte Herunterregulierung von ATP7A

konnte die Cisplatinsensitivitat teilweise wieder hergestellt werden [695].

ATP7B wird in oralen Plattenepithelkarzinomzellen im Zuge der Resistenzentwicklung
gegeniiber Cisplatin hochreguliert; durch Transfektion von ATP7B-siRNA konnen die
Zellen gegentiber Cisplatin resensitiviert werden [696]. Bei Endometriumkarzinom-
Patientinnen [697] und Ovarialkarzinom-Patientinnen [698], die eine Cisplatin-basierte
Chemotherapie erhalten, ist eine hohe Expression von ATP7B mit einer schlechteren

Prognose assoziiert.

1.6.1 c) Der Efflux-Transporter MRP2

Multidrug Resistance Proteins (MRPs) sind ebenfalls ATP-abhéngige Efflux-Transporter,
die unselektiv zytotoxische Substanzen nach extrazelluldr transportieren [699]. Besonders
relevant fiir den Transport von Cisplatin scheint MRP2 zu sein [700], dessen
Uberexpression in Melanomzellen in vitro Cisplatinresistenz zur Folge hat [701]. In
Cisplatin-resistenten Ovarialkarzinomzellen fiihrt Herunterregulierung von MRP2 in vitro
zur Resensitivierung gegentiber Cisplatin [702]. Auf histopathologischer Ebene konnte
gezeigt werden, dass Uberexpression von MRP2 bei Patienten mit HCC mit verminderter
Tumornekrose einhergeht [703]. Bei neoadjuvant behandelten Patienten mit
Osophaguskarzinom ist die Expression von MRP2 mit einer schlechten Prognose und

Chemoresistenz assoziiert [704].

1.6.2 Intrazytoplasmatische Nukleophile und Antioxidative Enzyme

In Tumorzellen fallen aufgrund ihrer raschen Proliferation mit hohem Energiebedarf,
ihrem verdndertem Metabolismus und ihrer genetischen Instabilitdt vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies an [705]. Cisplatin verstirkt indirekt die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, was einen relevanten Anteil der Cisplatin-induzierter Zytotoxizitat
ausmacht [87] (siehe 1.2.3.2). Durch nukleophile Radikalfanger und antioxidative Enzyme
konnen reaktive Sauerstoffspezies entgiftet werden, was die ROS-induzierte Zytotoxizitat

von Cisplatin beeintrachtigen kann [182]. Dartiber hinaus werden einige Radikalfanger,
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wie Glutathion und Metallothioneine, direkt an Cisplatin gebunden und verhindern so
dessen Interaktion mit der DNA [691]. Wenn infolge einer Cisplatinexposition reaktive
Sauerstoffspezies akkumulieren, werden antioxidative Enzyme in den Tumorzellen
hochreguliert, um das Redox-Gleichgewicht der Zelle zu erhalten [706]. Als Sensor dient
dabei unter anderem der Transkriptionsfaktor NRF2, der im Zytoplasma ruhender Zellen
innerhalb kurzer Zeit ubiquitiniert und nachfolgend proteasomal abgebaut wird [706].
Durch Interaktion mit dem Protein KEAP1 wird die Ubiquitinierung von NRF2 durch
das Enzym Cullin-3 erleichtert [182]. Oxidativer Stress fiihrt zum Verbrauch
von Thiolgruppen des Cystein-reichen KEAP1 [707]. Dies bewirkt eine
Konformationsidnderung von KEAP1, sodass dessen Interaktion mit NRF2 gestort und
NRF2 weniger ubiquitiniert und abgebaut wird [707]. NRF2 gelangt in den Zellkern, wo
er an das Antioxidant Response Element (ARE) in der Promotorregion zahlreicher
antioxidativer Gene bindet und deren Transkription initiiert, darunter die der Glutathion-
S-Transferase p 1 (GSTM1), der Glutathionperoxidase GPX1 und der Hamoxygense 1
(HO-1, HMOX1) [182], deren mRNA-Expression in der hier vorliegenden Arbeit
analysiert wird. Uberexpression von NRF2 sowie Mutationen, die die Funktion von
KEAP1 oder der mit KEAP1 interagierenden Domé&ne von NRF2 beeintrdchtigen, konnen
Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomen vermitteln [708, 709]. Knockdown von NRF2 kann
in vitro Cisplatin-resistente Urothelkarzinomzellen resensitivieren [708, 709]. Neben
spezifischen Inhibitoren einzelner antioxidativer Enzyme wird in praklinischen Modellen
auch der Ansatz verfolgt, durch zielgerichtete Hemmung von NRF2 die Expression vieler
antioxidativer Enzyme zu inhibieren und so Cisplatinresistenz zu bekdmpfen, wobei die
angewendeten NRF2-Inhibitoren in verschiedenen Tumorentitdten in vitro Wirksamkeit
gezeigt haben [710-713]. Auch in Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen haben sich
in vitro Hinweise auf die Wirksamkeit von NRF2-Inhibitoren ergeben [709].

In dieser Arbeit wird die mRNA-Expression der antioxidativen Enzyme
Glutathionperoxidase 1 (GPX1) und Glutathion-S-Transferase p 1 (GSTM1), sowie der
nukleophile Radikalfanger Metallothionein 1A (MT1A) in Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinomzellen mit der mRNA-Expression in den Cisplatin-sensitiven
Ursprungszellen verglichen. Zudem wird auch die mRNA Expression der Hamoxygenase
1 (HO-1, HMOX1) sowie der Kinase DYRKIB/MIRK analysiert, welche neben
antioxidativen auch weitere antiapoptotische Funktionen haben und Cisplatinresistenz
somit auf mehreren Ebenen begiinstigen. Die Funktion sowie die Bedeutung der

genannten Faktoren fiir Cisplatinresistenz werden im Folgenden erldutert.

1.6.2 a) Glutathionperoxidase GPX1

Die Glutathionperoxidase GPX1 spielt eine wesentliche Rolle bei der Entgiftung von
Wasserstoffperoxid, indem sie die Glutathion-abhingige Reduktion von
Wasserstoffperoxid zu Wasser katalysiert; dabei entsteht Glutathiondisulfid [714]. Die
Reaktion wird mithilfe von Selenocystein im katalytischen Zentrum des Enzyms

ausgeftihrt [715]. GPX1 kann auflerdem Lipidperoxide reduzieren [716]. In zahlreichen
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Tumorentititen konnte in vitro gezeigt werden, dass Uberexpression von GPX1 mit
Cisplatinresistenz einhergeht, darunter NSCLC- [717] und Osophaguskarzinomzellen
[718], sowie adenoid-zystischen Speicheldriisenkarzinome [719] und Non-Hodgkin-
Lymphome [720]. Dies wird in erster Linie auf geringere Akkumulation reaktiver
Sauerstoffspezies  zuriickgefiihrt. Auflerdem sind Lipidperoxide, die durch
Glutathionperoxidasen reduziert werden konnen [721], an der Induktion einer
alternativen Form des programmierten Zelltods, der Ferroptose beteiligt [722]. Die
Ferroptose wird in Tumorzellen durch Cisplatin-induzierte ROS-Produktion begtinstigt
und somit bei GPX1-Uberexpression inhibiert [722].

Da NF-xB an den Promotor der GPX1 binden und so deren Expression in Reaktion auf
oxidativen Stress regulieren kann, konnten NF-xB-Inhibitoren eine Moglichkeit sein,
GPX1-induzierte Cisplatinresistenz aufzuheben [718]. Vitamin D kann die Expression von
NF-xB herunterregulieren [723] und kommt somit als leicht verfiigbares und sicheres
Therapeutikum zur Bekdmpfung GPXl-induzierter Cisplatinresistenz in Betracht. In
adenoid-zystischen Speicheldriisenkarzinomen [719] und Osophaguskarzinomen [718]
kann Vitamin D in wvitro GPXIl-iiberexprimierende Zellen gegeniiber Cisplatin

resensitivieren.

1.6.2 b) Glutathion-S-Transferase u 1 (GSTM1)

Glutathion ist ein Tripeptid aus Glutamat, Cystein und Glycin mit antioxidativen
Eigenschaften durch die Thiolgruppe des Cysteins [91]. Es wird - hdufig mithilfe von
Glutathion-S-Transferasen - an Cisplatin und andere elektrophile Xenobiotika konjugiert,
sodass diese reduziert werden [724]. Hohere Expression von Glutathion, seinem
Syntheseenzym sowie der Glutathion-S-Transferase sind mit Cisplatinresistenz assoziiert
[90, 724]. Dies wurde auch in Harnblasenkarzinomzellen in vitro detektiert [725]. In dieser
Arbeit wird die mRNA-Expression des Konjugationsenzym GSTM1 analysiert. Eine
genomweite Metaanalyse konnte eine Assoziation von GSTM1 mit Cisplatinresistenz
nachweisen [726]. Inhibitoren von Glutathion-S-Transferasen haben sich in vitro [727, 728]

und in vivo [728] als effektiv zur Sensitivierung Cisplatin-resistenter Zellen erwiesen.

1.6.2 c) Metallothionein MT1A

Neben Glutathion sind Metallothioneine, z.B. MT1A, an der Detoxifikation von Cisplatin
und somit an der Resistenzentwicklung beteiligt [691]. Metallothioneine sind Proteine mit
hohem Cysteingehalt und somit hoher Affinitit zu Schwermetallionen, deren
physiologische Funktion darin besteht, Zink und Kupfer zu binden und zu transportieren
sowie Schwermetallionen zu entgiften [729]. Durch ihren hohen Cysteingehalt tragen
Metallothioneine auflerdem durch Abfangen elektrophiler Radikale zur Reduktion von
oxidativem Stress bei [730]. Dadurch nehmen sie auch Einfluss auf die Effektivitidt der
Apoptose [731]. Erhohte Metallothioneinspiegel im Zytosol fithren zur Inaktivierung von
Cisplatin vor Erreichen des Nukleus und bedingen so Cisplatin-Resistenz [732, 733].

Uberexpression von Metallothioneinen geht mit einer verkiirzten Gesamtiiberlebenszeit

59



bei Blasenkarzinom-Patienten, die mit einer Cisplatin-basierten Chemotherapie behandelt
wurden, einher [734]. In vitro konnte die Sensitivitit gegentiber Cisplatin durch
Suppression von Metallothioneinen mittels RNA-Interferenz in malignen Melanomzellen

deutlich verbessert werden [735].

1.6.2 d) Himoxygenase 1 (HO-1, HMOX1)

Das Enzym Hamoxygenase katalysiert die oxidative Spaltung von Ham zu Biliverdin,
Eisen und Kohlenstoffmonoxid (CO) [91]. Die durch zelluldren Stress induzierbare Form
des Enzyms ist die Himoxygenase 1 (HO-1, HMOX1) [736]. Neben NRF2 kénnen auch
AP-1 (siehe 1.3.5.1) und NF-xB (siehe 1.3.3.4) die Transkription der HO-1 aktivieren [737].
Die Hamoxygenase ist durch ihre Abbauprodukte an zahlreichen zelluldren Prozessen
beteiligt, darunter Reduktion von oxidativem Stress, Aktivierung antiapoptotischer
Signalwege, Stimulation der Angioneogenese und Entziindungshemmung [738].
Biliverdin und sein Abbauprodukt Bilirubin sind starke Antioxidantien und vermindern
so intrazelluldren oxidativen Stress [739]. Auch Kohlenstoffmonoxid scheint grofie
Bedeutung fiir die biologischen Effekte der Hiamoxygenase zu haben, unter anderem
indem es tiber Beeinflussung der p38-und ERK-Signalwege antiapoptotisch wirkt [737].
Uberexpression der Haimoxygenase 1 wurde in vitro [577] und in vivo [740] in Cisplatin-
resistenten Blasenkarzinomzellen beobachtet. Auch in Ovarialkarzinomzellen [741],
pulmonalen Adenokarzinomzellen [711] und Larynxkarzinomzellen [742] ist
Uberexpression der Himoxygenase 1 in vitro mit Cisplatinresistenz assoziiert. Inhibitoren
der Hamoxygenase 1 konnen in vitro Cisplatin-resistente NSCLC-Zellen resensitivieren
[743, 744].

1.6.2 e) Kinase DYRK1B/MIRK
DYRK1B/MIRK ist eine Serin-/ Threonin-Kinase, die Uberlebenssignale vermittelt und in

zahlreichen soliden Tumoren, z. B. NSCLC, Kolon- und Pankreaskarzinomen
tiberexprimiert ist [745]. Als Koaktivator von Transkriptionsfaktoren begiinstigt sie die
Expression antioxidativer Proteine wie der Superoxiddismutasen 2 und 3, die die
Reaktion von zwei Superoxid-Anionen (O*-) mit zwei Protonen zu Wasserstoffperoxid
(H20,) und Sauerstoff katalysieren [746]. AufSerdem phosphoryliert DYRK1B/MIRK das
Cyclin D1, sodass dieses destabilisiert und ein Zellzyklusarrest begtinstigt wird [747]. Der
Zellzyklusarrest kann der Zelle Zeit fiir DNA-Reparaturprozesse verschaffen (siehe 1.3.4).
In Ovarialkarzinomzellen [748, 749] und NSCLC-Zellen [750] fiihrt Suppression von
DYRK1B/MIRK durch RNA-Interferenz in vitro zur Sensitivierung der Tumorzellen
gegeniiber Cisplatin. Ein Inhibitor von DYRK1B/MIRK hat sich in Pankreas-
karzinomzellen zur Sensitivierung von Tumorzellen gegeniiber Cisplatin in vitro als
effektiv erwiesen [751]. DYRK1B/MIRK-Inhibitoren werden erforscht, um den
Wiedereintritt ruhender Tumorzellen aus der Go-Phase in den Zellzyklus zu ermoglichen
und sie so zugénglich fiir Chemotherapien zu machen [751, 752]. Die Bedeutung von
DYRK1B/MIRK fiir Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomen ist noch unklar.
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1.6.3 Resistenzmechanismen ohne direkten Bezug zur Cisplatin-induzierten
Signaltransduktion

1.6.3 a) ERBB2/HERZ2 und der PI3-Kinase/Akt-Signalweg

ERBB2, auch Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) genannt, ist eine Rezeptor-
Tyrosinkinase aus der Familie der EGF-Rezeptoren [753]. Diese Rezeptor-Tyrosinkinasen
bilden nach extrazellulirer Bindung von Liganden Heterodimere, wodurch die
intrazellular gelegenen Tyrosinkinasedomdnen in unmittelbare Néhe zueinander
gelangen und sich gegenseitig phosphorylieren [91]. ERBB2 ist ein nicht-autonomer
Vertreter der ERBB-Familie, da ERBB2 keine extrazelluldren Liganden binden kann [754].
Es ist jedoch an der Bildung von Heterodimeren mit anderen Vertretern der ERBB-Familie
beteiligt und verstdarkt bzw. erleichtert dadurch deren Signaltransduktion [754]. Die
phosphorylierten  Tyrosinreste der Heterodimere bilden Bindungsstellen fiir
Signaltransduktionsmolekiile, welche durch Phosphorylierung, Konformationsanderung
oder Interaktion mit membranstindigen Zielmolekiilen aktiviert werden und dann die

weitere Signaltransduktion ausfiihren [91].

Beim PI3-Kinase/Akt-Signalweg wird die PI3-Kinase tiber Adapterproteine in den
Bereich der phosphorylierten Tyrosinreste an der Innenseite der Zellmembran rekrutiert
und durch Konformationsianderung aktiviert [755]. Die PI3-Kinase phosphoryliert
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,), das Bestandteil der Zellmembran ist, sodass
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  (PIP;) entsteht [755]. Die Phosphoinositide-
Dependent Kinase 1 (PDK1) und der Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 2 (mTORC?2)
konnen PIPs;-abhidngig Akt (auch Proteinkinase B genannt) an jeweils einer Schliisselstelle
phosphorylieren und so aktivieren [756]. In der Folge entfaltet Akt seine maximale
Aktivitit und phosphoryliert wiederum zahlreiche Substrate, u.a. Proteinkinasen,
Transkriptionsfaktoren, Regulatoren kleiner G-Proteine, metabolische Enzyme und
Regulatoren des Zellzyklus [756]. Dadurch wird in erster Linie eine wachstums- und
proliferationsfordernde Wirkung erreicht; die Apoptose wird inhibiert, der Eintritt der
Zelle in den Zellzyklus erleichtert [757].

Zu den wichtigsten Substraten von Akt gehoren die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3), die
proapoptotischen FOXO-Transkriptionsfaktoren und der Tuberous Sclerosis Complex 2
(TSC2) [756]. Die Serin-/Threonin-Kinase GSK3 wirkt proapoptotisch, indem sie
antiapoptotische Proteine so phosphoryliert, dass sie von Ubiquitinligasen erkannt und
fir den proteasomalen Abbau markiert werden, darunter Mcl-1, ein Mitglied der Bcl-2-
Familie [758]. Aufierdem markiert die GSK3 aber auch Cyclin D1 fiir den proteasomalen
Abbau, wodurch ein Zellzyklusarrest begiinstigt werden kann [759]. Durch Akt-
vermittelte Phosphorylierung wird die GSK3 inaktiviert [756]. Akt kann in den Nukleus
translozieren [760] und phosphoryliert dort unter anderem Transkriptionsfaktoren der
FOXO-Familie, die so fiir den Export aus dem Zellkern markiert werden [761]. Somit
werden deren proapototischen Zielgene (u.a. Bim, Puma, Fas-Ligand, TRAIL) weniger

transkribiert [762]. Auch p21 ist ein Zielgen von FOXO-Transkriptionsfaktoren, wodurch
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Akt wiederum den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus begiinstigen kann [762]. Des
Weiteren fiihrt Akt-vermittelte Phosphorylierung von TSC2 zu dessen Inaktivierung
[763]. TSC2 ist ein GTPase-aktivierendes Protein, das spezifisch fiir das kleine G-Protein
Rheb ist [764]. Durch TSC2-vermittelten Austausch von GPT gegen GDP wird Rheb
inaktiviert [765]. Rheb bindet direkt an den Proteinkomplex mTORCI und ist fiir dessen
Aktivierung essentiell [764]. Dieser Proteinkomplex aktiviert die Proteinbiosynthese
durch Regulation der Translation und hat dadurch entscheidende Bedeutung fiir
Zellwachstum und Anabolismus [766]. Dartiber hinaus unterdriickt Akt die Apoptose
durch inaktivierende Phosphorylierung des proapoptotischen Bcl-2-Proteins Bad, der
Caspase 9, sowie der MAP-3K ASK1 [85]. Akt begtinstigt den Abbau von IxB, wodurch
NF-xB aktiviert wird, und stimuliert durch Phosphorylierung die Ubiquitinligase Mdm2,
was zur Inaktivierung von p53 fiihrt [85]. Uber den PI3-Kinase/ Akt-Signalweg werden
somit durch vielfdltige Mechanismen Zellwachstum, -proliferation und -iiberleben

gefordert; die Apoptose wird inhibiert.

ERBB2-Uberexpression begiinstigt iiber den PI3-Kinase/ Akt-Signalweg das Ausschleusen
von p21 aus dem Zellkern [767] und verldngert die Lebensdauer von Cyclin D1 (siehe
oben), wodurch es zu einem Wiedereintritt von Cisplatin-behandelten Tumorzellen in
den Zellzyklus kommt, die dann erneut proliferieren [554]. So kann ERBB2-
Uberexpression Cisplatinresistenz begiinstigen, ohne direkt an der Signaltransduktion
von Cisplatin beteiligt zu sein [554]. Neben dem PI3-Kinase/Akt Signalweg aktiviert
ERBB2 auch den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg durch Rekrutierung von GRB2 und SOS
an die phosphorylierten Tyrosinreste an der Innenseite des Rezeptors [768], wodurch Ras
aktiviert wird (siehe 1.3.5.3). Auch tiber diesen Signalweg kann ERBB2 somit

Uberlebenssignale und Cisplatinresistenz vermitteln.

ERBB2 hat grofie Bedeutung fiir die Entstehung, Diagnostik und Therapie von
Mammakarzinomen [769]. In ca. 20% der Mammakarzinome ist ERBB2 tiberexprimiert
[769]. Daneben kommt ERBB2-Uberexpression auch in Magenkarzinomen, Ovarial- und
Endometriumkarzinomen, NSCLC, Pankreas- und Harnblasenkarzinomen vor [770].
Inhibitoren von ERBB2/HER?2 (z.B. Trastuzumab) sind eine seit vielen Jahren etablierte
Therapie des HER2-positiven Mammakarzinoms; daneben werden sie auch in der
Therapie des HER2-positiven Magenkarzinoms erfolgreich eingesetzt [771]. Es ist somit
denkbar, Cisplatin-resistente Tumorzellen durch diese bereits gut erprobten
Medikamente zu resensitivieren, wenn sich ERBB2-Uberexpression als biologisch und
klinisch relevanter Faktor fiir erworbene Cisplatinresistenz erweist. Bei NSCLC-Patienten
ist hohe ERBB2-Expression mit schlechterem Ansprechen auf Cisplatin-basierte
Chemotherapien assoziiert [772]. In Mamma- und Ovarialkarzinomzellen [773] sowie
Magenkarzinomzellen [774] konnte in vitro gezeigt werden, dass ERBB2-Uberexpression
Cisplatinresistenz begtinstigt. In Zellkulturen ergaben sich Hinweise, dass ERBB2-
Rezeptor-Antikorper eine Resensitivierung Cisplatin-resistenter Zellen bewirken konnen
[773]. Bemerkenswerterweise geht ERBB2-Uberexpression in Magenkarzinomzellen mit

Epithelial-Mesenchymaler Transition einher, die durch zielgerichtete Therapien gegen
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ERBB2 riickgdangig gemacht werden kann [774]. Fiir Harnblasenkarzinome konnte
klinisch gezeigt werden, dass ERBB2-Uberexpression mit Resistenz gegeniiber einer
Cisplatin-basierten kombinierten Radiochemotherapie einhergeht [775], wobei unklar
bleibt, ob dies eher auf Resistenz gegentiber der Strahlentherapie oder der Cisplatin-
basierten Chemotherapie zurtickzuftihren ist. In einer klinischen Phase-II-Studie konnte
kein Vorteil einer Kombinationstherapie von Cisplatin/Gemcitabin mit einem ERBB2-

Antikorper nachgewiesen werden [776].

1.6.3 b) Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine sind Chaperone, die in Normalgeweben die Faltung und
Stabilisierung, den Transport und den Abbau von Proteinen koordinieren [777]. Sie
werden nach ihrem Molekulargewicht in Familien eingeteilt [778]. Hitzeschockproteine
werden bei diversen Arten von zellulirem Stress erheblich hochreguliert; neben Hitze
fihren auch oxidativer Stress, Hypoxie, Inflammation, Malnutrition, mechanische
Schiadigung oder toxische Substanzen wie Chemotherapeutika zum vermehrten Auftreten
falsch gefalteter oder degenerierter Proteinstrukturen in der Zelle [779]. In Reaktion auf
zelluldren Stress geben die Hitzeschockproteine ihre in ruhenden Zellen bestehende
Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor HSF1 auf [780]. HSF1 transloziert in den
Zellkern, bildet Trimere und fungiert in der Folge als Transkriptionsfaktor, was zur
vermehrten Expression von Hitzeschockproteinen als Reaktion auf die zelluldre
Stresssituation fiihrt [781]. Dariiber hinaus wird die Transkription zahlreicher weiterer
Gene durch HSF1 reguliert [780].

Proteine der HSP90- und HSP70-Familie haben sich als besonders relevant fiir das
Uberleben und das Wachstum von Tumorzellen erwiesen [782]. Sie lagern sie sich an
ungefaltete Proteine an, verhindern unerwiinschte Interaktionen von ungefalteten
Proteinen untereinander und helfen den ungefalteten Proteinen mithilfe von Co-
Chaperonen, ihre korrekte Faltung anzunehmen [783]. Fiir ihre Funktion als Chaperone
nutzen HSP90 und HSP70 die Hydrolyse von ATP als Energiequelle [783]. Aufserdem
sind sie am Transport von Steroidhormonrezeptoren in den Zellkern nach Bindung von

deren Liganden entscheidend beteiligt [784].

Proteine der HSP90-Familie stabilisieren in Tumorzellen Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptoren, sowie Proteine, die Uberlebenssignale vermitteln, darunter ERBB2 und Akt
(siehe 1.6.3 a) sowie ERK (siehe 1.3.5.3) [785]. Uberexpression von HSP90 kann anfillige,
instabile  Proteine stabilisieren, darunter die  Proteinprodukte  mutierter
Tumorsuppressorgene und Protoonkogene, sodass diese in den Tumorzellen trotz ihrer
eigentlich reduzierten Stabilitdit vor dem Abbau geschiitzt werden [785]. Ein Beispiel
hierftir ist mutiertes p53 [785]. Gleichzeitig kann HSP90 durch Aufrechterhalten der
Tertidrstruktur von Proteasomen aber auch zum Abbau von Proteinen beitragen und so
dysfunktionale Proteine beseitigen [786]. Proteine der HSP90-Familie sind an Autophagie-

Prozessen beteiligt, bei denen dysfunktionale Proteine in Lysosomen abgebaut und
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recycelt werden, wodurch die intrazelluldre Anhdufung von geschiddigten Proteinen und

so letztendlich auch die Apoptose verhindert wird [787].

Proteine der HSP70-Familie werden infolge von zellulirem Stress in den Zellkern
transportiert [788]. Dort erleichtern sie die Reparatur von DNA-Schéden, indem sie DNA-
Reparaturfaktoren stabilisieren, darunter ATM und ATR, DNA-PKcs, CHK1, BRCAI,
BRCA2, RAD51 und FANCA [789]. Zudem konnte gezeigt werden, dass HSP70 im
Zellkern mit PARP1 kolokalisiert ist [790]. Auflerdem tibt HSP70 antiapoptotische
Funktion aus, indem es die Translokation von Bax in die Mitochondrienmembran
verhindert [791]. Die Interaktion von HSP70 mit Apaf-1 und Procaspase 9 unterbindet
auflerdem deren Zusammenlagerung zum Apoptosom [792]. Somit konnen
Hitzeschockproteine Cisplatinresistenz durch Inhibierung der Apoptose, Unterstiitzung

von DNA-Reparaturmechanismen und verstarkte Autophagie begtinstigen.

Sowohl HSP70- [793] als auch HSP90-Proteine [794] sind in Harnblasenkarzinomzellen
haufig tiberexprimiert. Klinische Studien haben bislang keine oder nur eine geringe
Wirksamkeit von HSP90-Inhibitoren als Monotherapie ergeben. HSP90-Inhibitoren fiithren
in vitro jedoch zur Sensitivierung von Tumorzellen gegeniiber Cisplatin, u.a. in Kolon-
[795], Magen- [796], Osophagus- [797], und Ovarialkarzinomzellen [798] sowie
Neuroblastom- und Osteosarkomzellen [799]; dies konnte in den Magenkarzinomzellen
auch in vivo bestétigt werden. [800]. Die Therapie mit HSP90-Inhibitoren wird potentiell
dadurch erschwert, dass iiber die HSFl-induzierte Stressantwort die Expression von
HSP70 hochreguliert wird, was die Wirksamkeit von HSP90-Inhibitoren beeintrachtigen
kann [801]. In Harnblasenkarzinomzellen verstarkt eine Kombination aus HSP70- und
HSP90-Inhibition die Wirksamkeit von Cisplatin [802]. Fiir Harnblasenkarzinome haben
sich sowohl in vitro [802-804] als auch in vivo [803, 804] Hinweise darauf ergeben, dass
Kombination  einer  Cisplatintherapie  [802, 803] bzw. Cisplatin-basierten
Radiochemotherapie [804] mit Hitzeschockprotein-Inhibitoren den Therapieeffekt
verbessern kann. Dies wird u. a. auf die Herunterregulierung des Akt- und des ERK-
Signalwegs zuriickgefiihrt [803]. Herunterregulierung von HSP70 durch RNA-Interferenz
kann die Cisplatinsensitivitit von NSCLC-, Ovarialkarzinom-, Zervixkarzinom- und
Osteosarkomzellen erhohen [801]. Zudem konnen synthetische Inhibitoren von HSP70
Zervixkarzinomzellen in vitro und in vivo [805] sowie Melanom- und Kolonkarzinomzellen
in vitro [806] gegeniiber Cisplatin sensitivieren. Das antiinflammmatorische Medikament
Ibuprofen reguliert die Expression von HSF1 und konsekutiv von HSP70 herunter und

kann so die Wirkung von Cisplatin in NSCLC-Zellen in vitro verstarken [807].

In der hier vorliegenden Arbeit wird die mRNA-Expression von HSP90AA1 aus der
HSP90-Familie und von HSPA1B aus der HSP70-Familie in Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinomzellen mit der jeweiligen mRNA-Expression in den Cisplatin-sensitiven
Ursprungszellen verglichen. Fiir HSPA1B konnte immunhistochemisch eine
Uberexpression bei Patienten mit Urothelkarzinomen nachgewiesen werden, die mit dem

Grading und der Muskelinvasivitadt korreliert [86].
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1.7 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist, verschiedene Mechanismen erworbener Cisplatinresistenz in
Urothelkarzinomzellen zu beleuchten. Dabei werden zwei Zelllinien verglichen, die sich
morphologisch sowie in wesentlichen Gewebsmerkmalen unterscheiden. Die humane
Zelllinie RT-112 wird stellvertretend fiir den epithelialen Phanotyp, J-82 stellvertretend
fir den mesenchymalen Phénotyp wuntersucht. Es wird evaluiert, wie sich die
Resistenzmechanismen zwischen diesen beiden Zelllinien unterscheiden und welche
Rolle die Epithelial-Mesenchymale Transition bei der Resistenzentwicklung gegentiber
Cisplatin spielt. Ein besonderer Fokus soll dabei auf den Resistenzmechanismen liegen,
die in die DNA-Schadensantwort bzw. die nachfolgende Einleitung der Apoptose
eingreifen. Deren Identifizierung ist von grofier Relevanz fiir die Behandlung von
muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen, bei denen Cisplatinresistenz ein entscheidendes
Problem in der klinischen Behandlung darstellt. Im Zuge der fortschreitenden
Entwicklung von Inhibitoren der DNA-Schadensantwort konnten auf dieser Grundlage
gezielte Therapieansdtze entwickelt werden, um Cisplatinresistenz in Urothelkarzinomen

zu iiberwinden.
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ABSTRACT

Cisplatin (CisPt) is frequently used in the therapy of urothelial carcinoma (UC).
Its therapeutic efficacy is limited by inherent or acquired drug resistance. Here, we
comparatively investigated the CisPt-induced response of two different parental
urothelial carcinoma cell lines (RT-112, J-82) with that of respective drug resistant
variants (RT-112R, J-82R) obtained upon month-long CisPt selection. Parental RT-112
cells were ~2.5 fold more resistant to CisPt than J-82 cells and showed a different
expression pattern of CisPt-related resistance factors. CisPt resistant RT-112F and
J-82F variants revealed a 2-3-fold increased CisPt resistance as compared to their
corresponding parental counterparts. Acquired CisPt resistance was accompanied by
morphological alterations resembling epithelial mesenchymal transition (EMT). RT-
112® cells revealed lower apoptotic frequency and more pronounced G2/M arrest
following CisPt exposure than RT-112 cells, whereas no differences in death induction
were observed between J-82 and J-82F cells. CisPt resistant J-82F cells however were
characterized by a reduced formation of CisPt-induced DNA damage and related DNA
damage response (DDR) as compared to J-82 cells. Such difference was not observed
between RT-112% and RT-112 cells. J-82F cells showed an enhanced sensitivity to
pharmacological inhibition of checkpoint kinase 1 (Chk1) and, moreover, could be re-
sensitized to CisPt upon Chk1 inhibition. Based on the data we suggest that mechanisms
of acquired CisPt resistance of individual UC cells are substantially different, with
apoptosis- and DDR-related mechanisms being of particular relevance. Moreover, the
findings indicate that targeting of Chk1l might be useful to overcome acquired CisPt
resistance of certain subtypes of UC.

INTRODUCTION

Bladder cancer is a frequent type of cancer world-
wide. In most countries, the majority of bladder cancers
are urothelial carcinoma (UC) [1]. Cisplatin (CisPt)-
based therapeutic regimen are commonly used both in the
perioperative (neoadjuvant, adjuvant) setting for muscle-
mnvasive UC as well as in the palliative setting for recurrent
or metastatic UC [2]. CisPt enters cells by passive
diffusion as well as by help of transporters [3, 4]. Upon
replacement of its chloride ligands by water, DNA adducts
are formed by 5,2 mechanism (nucleophilic substitution)
[5]. The vast majority (60-80%) of DNA adducts

generated by CisPt are DNA intrastrand crosslinks (GpG
and ApG). Only 1-2% of the DNA crosslinks formed by
CisPt are DNA interstrand crosslinks [6, 7]. Platinum-
induced DNA crosslinks cause a substantial distortion
of the DNA double helix, resulting in transcription and
replication blockage [8, 9]. In consequence of stalled
replication forks, DNA double-strand breaks (DSBs) can
arise as secondary lesions [10]. DSBs are potent triggers
of cell death [11] and can be repaired by DNA double-
strand break repair (homologous recombination (HR)
or non-homologous end joining (NHEJ)). The removal
of CisPt-induced DNA crosslinks involves nucleotide
excision repair (NER), including transcription-coupled

www.impactjournals.com/oncotarget

41320

Oncotarget

66



NER (TC-NER) [9]. The relevance of NER mechanisms
for the tumor cell response to CisPt is highlighted by the
fact that the expression of the NER factor ERCC1 predicts
the therapeutic efficacy of CisPt in lung tumors [12, 13]
and also seems to be of relevance for UC [14]. The
efficacy of platinum-based therapy is limited by intrinsic
or acquired drug resistance [15]. Factors that contribute to
CisPt resistance are manifold and are poorly characterized
for UC [16, 17]. Recently, mechanisms affecting resistance
to CisPt have been classified according to their site of
action as pre-, on-, post- and off-target [17], with drug
transport, DNA repair, apoptosis and signal transduction
at membranes, respectively, being representatives of these
mechanisms.

Upon induction of DNA damage a highly complex
cellular stress response program, known as the DNA
damage response (DDR), 1s activated. It tightly controls
cell cycle progression by activation of cell cycle
checkpoints and fine-tunes mechanisms of DNA repair and
cell death [18, 19]. Activation of the DDR is considered
as an inducible barrier against early tumorigenesis [20, 21]
and, moreover, to precede genomic instability in bladder
cancer [22]. In case of error prone repair of DSBs,
genomic instability of bladder carcinomas is favoured
[23]. DSBs as well as replication- and transcription-
blocking DNA lesions are particular efficient activators
of the DDR. The PI3-like kinases ATM and ATR play
key roles in the regulation of the DDR [24, 25]. These
kinases phosphorylate numerous substrates, among
others checkpoint kinases (e.g. Chkl, Chk2) and p53,
which eventually affect survival or death of the damaged
cell. The relevance of DDR mechanisms for the CisPt
sensitivity of UC cells and, most importantly, for CisPt
resistant variants, is largely unknown.

Urothelial cancer cells segregate into epithelial and
mesenchymal subsets [26]. Therefore, we included both
RT-112 and J-82 cells, which are described as UC cells
of mainly epithelial- and mesenchymal-like phenotype,
respectively [27, 28], in our study. To select CisPt resistant
variants we took into account that the therapeutic regimen
commonly used in CisPt-based anticancer therapy comprises
repetitive treatment cycles, where CisPt 1s administered by
infusion, intermitted by treatment free periods. Therefore,
parental RT-112 and J-82 UC cells were selected for
resistance by multiple pulse-treatments with CisPt followed
by extended recovery periods. The aim of the study was
to comparatively analyze CisPt resistant UC cell variants
(RT-112" and J-82%) with their respective parental cell types
regarding (i) DDR capacity, (i) the expression of putative
CisPt resistance factors as suggested by Galluzzi et al.
[17] and (ii1) the response to a subset of pharmacological
modifiers of the DDR and DNA repair, including inhibitors
of checkpoint kinases, which are promising novel anticancer
compounds acting by selectively increasing replicative
stress and cell death in malignant cells [29]. In doing so,
we aimed to identify mechanisms that are of relevance

for acquired CisPt resistance of UC cells and, moreover,
to figure out therapeutic options to overcome their CisPt
resistant phenotype.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the CisPt response of the urothelial
carcinoma cells RT-112 and J-82

In light of the fact that urothelial cancer cells
can segregate into epithelial and mesenchymal subsets
[26], RT-112 und J-82 cells, which are representative of
epithelial- and mesenchymal-like UC cells, respectively
[27. 28], were used in the present study. RT-112 cells differ
from J-82 regarding morphology (Figure 1A) and a higher
mRNA expression of the epithelial marker E-cadherin as
well as a lower expression of the mesenchymal marker
vimentin (Figure 1B) as expected. Proliferation rate was
higher in RT-112 as compared to J-82 cells (Figure 1C).
Analyzing the influence of CisPt on cell viability 24-72
h after CisPt pulse-treatment, we observed that RT-112
cells are 2-3-fold more resistant to moderate doses of
CisPt than J-82 cells (Figure 1D-1F). This is reflected
by IC_/IC, values of 10.7 pM / 44.3 pM and 3.9 uM /
13.5 uM for RT-112 and J-82, respectively, as determined
after a post-incubation period of 72 h by the Alamar blue
assay (Figure 1F). This difference in drug sensitivity is
not detectable anymore at very high CisPt doses of =
80 uM (Figure 1D-1G). Measuring cell viability via an
alternative method, i.e. the Neutral red assay, similar
results were obtained (Figure 1G). Based on a recent
report of Galluzzi et al. [17], who has classified putative
CisPt resistance factors of tumor cells, we assembled a
96 well-based quantitative real-time (gRT) PCR array to
comparatively analyze the mRNA expression of these
factors in RT-112 and J-82 cells. The results of this
analysis revealed large cell type-specific differences in
the basal mRNA expression of both pre-, on-, post- as
well as off-target factors [17]. In more detail, we observed
a significantly stronger mRNA expression of ATP74,
BRCAI, VDAC, Calpain, p33, Caspase 6 and ERBB2
in RT-112 cells as compared to J-82 cells. By contrast,
J-82 cells revealed an enhanced expression of MT17A4,
XAFI, BCL2, DYRKIVB, HMOXi, GPX! and HSPA1B as
compared to RT-112 cells (Figure 2A, 2B). Analysing gene
expression 72 h after treatment with the IC, of CisPt, we
found upregulation of GPX/ and XAF/ concommitantly in
both RT-112 and J-82 cells (Figure 2C, 2D). Notably, J-82
cells responded to CisPt treatment with the upregulation of
various DNA repair-related factors (i.e. BRCAI, BRCA2,
MSH2, XRCC3) (Figure 2D). This response was not found
in RT-112 cells (Figure 2C). Taken together, the data show
that both basal and CisPt-stimulated mRNA expression of
factors affecting CisPt sensitivity [17] considerably vary
between the two examined UC cell lines, indicating that
the basal defence capacity of epithelial- and mesenchymal-
like UC cells against CisPt-induced injury might be
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different. This hypothesis needs future confirmation by
analyzing the CisPt response of additional UC cell lines of
epithelial or mesenchymal origin both in vitre and in vivo.

Selection of CisPt resistant UC cell variants

In order to elucidate which mechanisms contribute
to acquired CisPt resistance of UC cells and having in
mind the therapeutic regimen used in the clinic, RT-112

and J-82 cells were repeatedly pulse-treated twice a
week (for each 4 h) with the corresponding IC_ of CisPt,
followed by a recovery period of one week (Figure 3A).
After a total selection time of 10 weeks, CisPt resistant
RT-112% und J-82* cells were obtained (Figure 3B-3D).
Measuring cell viability by the Alamar blue assay, the
resistant variants revealed an about 3-fold mcrease in
the IC, as compared to the corresponding parental cells

30
(Figure 3B-3D). Similar results were obtained using
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Figure 1: Differential CisPt sensitivity of urothelial carcinoma cells RT-112 and J-82. (A) Different morphology of RT-112
and J-82 cells. (B) Quantitative real-time PCR-based mRNA expression analysis (qQRT-PCR) of epithelial (E-cadherin) and mesenchymal
(vimentin) markers in J-82 and RT-112 cells. For control, mRNA expression of c-Myve and CyelinD /] was analyzed as well. Relative mRNA
expression in J-82 cells was set to 1.0, Data shown are the mean + SD from one experiment performed in triplicate. (C) Cell growth of
RT-112 and J-82 cells was monitored by determining the number of cells over a total period of 8 days. Data shown are the mean + SD
from two to three independent experiments each performed in duplicate. (D-G) Logarithmically growing cells were pulse-treated with
different concentrations of cisplatin (CisPt) for 4 h. After post-incubation period of 24 h (D), 48 h (E) or 72 h (F, G) in the absence of CisPt,
cell viability was analyzed using the Alamar blue assay (D-F) or the Neutral red assay (G). Data shown are the mean = SD from three
independent experiments, each performed in triplicate. *statistical significance of RT-112 cells vs. J-82 cells. ***p < 0.001; **p < 0.01;

*p < 0.05.
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the Neutral red assay (data not shown). Gain of CisPt
resistance was accompanied by morphological alterations,
in particular cell enlargement and distinet cell protrusions
(Figure 3B-3D). Both RT-112% and J-82* cells showed
an increased mRNA expression of the intermediate
filament vimentin (Figure 3C-3E) as compared to
their respective parental cells. As vimentin expression
represents a prototypical marker of mesenchymal cells,
we hypothesize that the development of an EMT-like
phenotype is favoured in epithelial-like RT-112 cells and
is further promoted in J-82 cells during the selection of
CisPt resistant UC cell variants. A coherence between
EMT and acquired drug resistance was reported by
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Figure 2: Basal and CisPt-induced mRNA expression of CisPt-related susceptibility factors in UC cells. (A) Basal mRNA
expression of CisPt susceptibility factors [17] was analyzed by qRT-PCR analysis. The mean values shown are based on two independent
experiments each performed in triplicate. Only differences in mRNA expression of < 0.5 or = 2.0 were considered as biologically relevant.
(B) Variations in basal mRNA expression of factors related to CisPt resistance between RT-112 and J-82 cells are classified into mechanisms
of pre-, on-, post- and off-target resistance according to Galluzz et al. [17]. (C, D) mRNA expression of CisPt susceptibility factors was
analyzed by qRT-PCR analysis 72 h after treatment with the 1C_ of CisPt (according to Figure 1F). The mean values shown are based on a
representative experiment performed in triplicate. Only differences in mRNA expression of < 0.5 or > 2.0 were considered as biologically

relevant.

others [26, 30-32]. Flow cytometry-based analyses
performed 72 h after CisPt treatment showed a reduction
of apoptotic cell death in RT-112% cells as compared to
RT-112 (Figure 4A). This effect was only observed in
RT-112% cells (Figure 4A, upper panel) but not in J-82%
cells (Figure 4A, lower panel). Both RT-112% and J-82%
cells were characterized by a more pronounced activation
of G2/M checkpoint mechanisms as compared to their
corresponding parental counterparts (Figure 4B). The data
show that the mechanisms of acquired CisPt resistance
differ between individual UC cell lines with protection
from CisPt-induced apoptotic mechanisms and alterations
in checkpoint control mechanisms being involved.
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Induction of DNA damage and activation of the
DNA damage response (DDR) in parental and
CisPt resistant UC cell variants

In order to measure the induction of DNA damage
following CisPt treatment, ATM/ATR-catalyzed S139
phosphorylation of histone H2AX and the recruitment
of 53BPIl to sites of damage were monitored by
immunocytochemistry (Figure 5A-5B). Moreover, the
level of CisPt-induced DNA intrastrand crosslinks was
monitored by Southwestern analysis (Figure 5C-5D).
The formation of nuclear YH2AX foci and 53BP1 foci
1s part of the DNA damage response (DDR) and is
believed to reflect predominantly the formation of DNA
double-strand breaks (DSBs) [19]. Following CisPt
treatment, DSBs are believed to be mainly generated
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as secondary lesions from primary DNA platinum-
adducts that stall replication forks [10]. As observed
4 h and 24 h after CisPt pulse-treatment for 4 h, we
found a significant reduction in the number of DSBs in
J-82% cells, but not in RT-112% cells (Figure SA-5B).
This finding indicates that CisPt resistance of J-82% cells,
but not of RT-112" cells, might result from a reduced
formation of highly cytotoxic DSBs and/or attenuated
DDR following CisPt treatment. Bearing in mind that
CisPt-induced DSBs mainly originate from primary Pt-
(GpG) DNA adducts, we next monitored the formation
of Pt-(GpG) intrastrand crosslinks by Southwestern blot
analyses. The data show that DNA intrastrand crosslink
formation was significantly lower in the J-82* subline
as compared to J-82 parental cells (Figure 5D). Based
on these observations we suggest that acquired CisPt

B

CisPt, 72 h - G2/M

80-{ ™ RT-112 ——
- /mm RT-112R
< 60-
=
o
T 40
i 4
s 20-
3 il all
) o
Con ICs ICs
804 mEm J-82
- . J-82R
L |
— 60
'2 | ko
© 407
g
§. 20" I
s Lol ol [k
e [+

Figure 4: Effects of CisPt on cell cycle distribution of parental and CisPt resistant UC cells. (A, B) Parental (RT-112, J-82)
and CisPt resistant (RT-112%, J-82%) UC cells were treated with the IC, or IC of CisPt (according to Figure 1F). After incubation period
of 72 h, subG1 fraction (A) and cells present in G2/M phase of the cell cycle (B) were determined by flow cytometry-based analyses, Data
shown are the mean + 8D from three independent experiments each performed in duplicate. *statistical significance of parental cells vs.

CisPt resistant cells. **#p < 0.001; *p < 0.05.
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resistance of J-82 cells involves a reduced formation of induced Pt-(GpG) DNA intrastrand crosslinks 1s higher

primary (i.c. Pt-(GpG) adducts) and secondary (i.e. DSBs) in parental J-82 cells as compared to RT-112 cells (Figure
DNA damage following CisPt treatment. Mechanistically, 5C) if the corresponding IC, and IC  were used. This
it 1s feasible that pre-target resistance mechanisms such finding indicates that the level of Pt-(GpG) intrastrand
as transport or detoxification mechanisms take part [17]. crosslinks does not necessarily predicts the level of
In this context 1t 1s noteworthy that the level of CisPt- cytotoxicity.
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Figure 5: Formation and repair of DNA damage in parental UC cells and CisPt resistant UC variants. (A. B) Parental
(RT-112, J-82) and CisPt resistant (RT-112%, J-82%) UC cells were pulse-treated for 4 h with the ]CEU or ICqu of CisPt (according to Figure
1F) for 4 h. After a post-incubation period of 4 h or 24 h in the absence of CisPt, the formation of nuclear yH2AX and 53BP1 foci was
analyzed by immunocytochemistry. Data shown are the mean + SD from three independent experiments with each > 50 nuclei being
analyzed per experiment. (A) representative microscopic pictures from J-82 and 1-82F cells. (B) histograms with quantitative data from
J-82/J-82% cells (upper panel) and RT-112/RT-112* cells (lower panel). (C) RT-112 and J-82 cells were pulse-treated for 4 h with the IC,|
or [C, of CisPt (according to Figure 1F). The level of Pi-(GpG) intrastrand crosslinks was determined by Southwestern analyzes using
an anti-Pt-(GpG)-specific antibody. Autoradiographies were analyzed densitometrically and the signal intensities of the untreated controls
were subtracted. The upper part of the figure shows the result of a representative experiment. In the lower part, mean values £ SD from two
independent experiments each performed in triplicate are shown. Con, untreated control. *statistical significance of RT-112 versus J-82.
ns, not significant. (D) Parental (J-82) and CisPt resistant cells (J-82%) were pulse-treated for 4 h with the indicated CisPt dose. The level
of Pt-(GpG) intrastrand crosslinks was determined by Southwestern analyzes using an anti-Pt-(GpG)-specific antibody. Autoradiographies
were analyzed densitometrically and the signal intensities of the untreated controls were subtracted. The upper part of the figure shows the
result of a representative experiment. In the lower part, mean values = SD from two independent experiments each performed in triplicate
are shown. Con. untreated control. *statistical significance of J-82 versus J-82% (*p < (1L.05). ns. not significant.
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In a next step we comparatively analyzed the DDR
of UC parental cells and corresponding CisPt resistant
variants following CisPt treatment by Western blot
analysis. The data obtained uncover large variations in the
activation of DDR mechanisms already in J-82 versus RT-
112 parental cells, as reflected on the levels of YH2AX,
p-Chk1, p-p53 and p-Kap1 (Figure 6A-6B). In general,
J-82 revealed a more profound activation of the DDR than
RT-112 cells. This is likely related to the higher level of
Pt-(GpG) adducts in J-82 cells (see Figure 5C), resulting
in stronger activation of DDR mechanisms. Comparative
analyses of J-82 cells versus CisPt resistant J-82% cells
showed lower phosphorylation levels of H2AX, Chkl,
p33 and Kapl in the CisPt resistant variants (Figure 6A).
Again, this is in line with the observed decrease in Pt-
(GpG) DNA adducts and DSB formation described in J-82%
as compared to J-82 cells (see Figure 5). RT-112" cells
revealed a specifically increased phosphorylation of Chkl
as compared to RT-112 parental cells (Figure 6B). This is
indicative of a selectively increased potency of RT-112%
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cells to activate checkpoint control mechanisms that might
contribute to protection from CisPt induced apoptotic
mechanisms (see Figure 4A).

Expression of CisPt susceptibility factors in
CisPt resistant UC cells

Next, we analyzed the mRNA expression of
CisPt-related susceptibility factors reported by Galluzzi
et al. [17] in RT-112" and J-82" cells as compared to the
corresponding parental cells. Regarding RT-112" cells, we
found a significant increase in the mRNA expression of
metallothionein (MTIA4) and the XIAP-associated factor
1 (XAF1) as compared to RT-112 cells (Figure 7B). In
J-82% cells we observed an elevated mRNA expression of
the antioxidative factors heme oxygenase | (HMOX1) and
glutathione S-transerase M1 (GSTM) as well as of XAF/
as compared to the corresponding controls (Figure 7A).
Hence, the two types of CisPt resistant UC cell variants
were characterized by an increased mRNA expression of
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Figure 6: Comparative analyzes of CisPt-induced mechanisms of the DNA damage response (DDR) in parental and

CisPt resistant cells. Parental (J-82 (A) and RT-112 (B)) and CisPt resistant (J-82" (A) and RT-112% (B)) cells were treated with the IC

or IC,

BO

50

of CisPt (according to Figure 1F) for 4 h. After post-incubation periods of 4 h or 24 h cells were harvested for Western blot analyses

using phospho-specific antibodies as indicated. For control, cells were irradiated with 10 Gy (IR) and analysis was performed 1 h later. Data
shown are representative of two independent experiments. Expression of B-actin was determined as protein loading control.
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XAFI. In this context we would like to note that selection of
CisPt resistant J-82 and RT-112 cells by a selection protocol
using continuous treatment with increasing CisPt doses
over a time period of 4 month also resulted in increased
level of X4F 1 mRNA in CisPt resistant J-82 cells but not
in RT-112 cells (Supplementary Figure S1). The finding
of upregulated X4F/ mRNA expression in drug resistant
UC cell variants was unexpected considering that XAF1 is
known to inhibit the anti-apoptotic factor XIAP, and hence
1s anticipated to promote cell death [33]. Correspondingly,
high XAFI level was suggested as predictive marker in
pancreatic cancer associated with better overall survival
[34]. Therefore, it appears possible that its increased
mRNA expression in J-82% cells accidentially correlates
with CisPt resistance but is not causative for acquired
CisPt resistance of UC cells. Alternatively, XAF1 might
have a so far not yet decribed pro-survival function in CisPt
resistant UC cells. In this context it is noteworthy that a
cell cycle regulatory function has been suggested for XAF1
in gastrointestinal cancer, which rests on its interaction
with Chk1 [35]. Interestingly enough induction of XAF/
mRNA expression was also observed in both J-82 and
RT-112 parental cells 72 h after CisPt addition (see Figure

A
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2C-2D). So, forthcoming studies are clearly required to
dissect the role of XAF1 in the response of UC cells to
CisPt. In addition, the data indicate that the improvement
of anti-oxidative capacity, as reflected by the upregulation
of HMOX] and GSTMI, and increased expression of
metallothionein M7/4 might be of particular relevance for
acquired CisPt resistance of some subtypes of UC. Bearing
in mind that oxidative stress contributes to the cytotoxicity
of CisPt [36, 37], upregulation of anti-oxidative
mechanisms might be a meaningful cytoprotective strategy
of UC cells, as is the upregulation of metallothioneins [38].
Noteworthy, upregulation of the mRNA expression of DNA
repair factors (1.e. BRCAI, BRCA2, ERCCI, MLHI, MSH2,
XRCC3), which are involved in the repair of CisPt-induced
DNA damage. was not observed in the CisPt resistant
variants.

J-82® cells show enhanced sensitivity to a Chkl
inhibitor

In search of pharmacological approaches to
overcome acquired CisPt resistance of J-82R cells,
we examined their sensitivity to a selected subset of

RT-112
Down-regulated Up-regulated
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Figure 7: Alterations in gene expression that go along with acquired CisPt resistance of epithelial- and mesenchymal-
like UC cells. Alterations in the mRNA expression of selected subset of CisPt-related susceptibility factors [17] was analyzed in drug
resistant J-82% (A) and RT-112*% cells (B) as compared to the corresponding parental cells by qRT-PCR. Relative mRNA expression in
parental J-82 cells was set to 1.0. Only alterations in gene expression of < 0.5 or > 2.0 between wild-type (J-82 and RT-112) and CisPt
resistant variants (J-82% and RT-112%) were considered as biologically relevant. Shown are the genes that are either up- or downregulated

in CisPt resistant cells as compared to the parental cells.
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Table 1: Influence of selected pharmacological modulators of the DNA damage response (DDR)
and of DNA repair factors on the viability of parental and CisPt resistant J-82 cells

Inhibitor Dose Cell line

J-82 J-82%

AZD-7762 IC,, 1.2 uM 0.7 uM
IC,; 44 uM 1.8 uM
LY2603618 I€x 2.82 uM 0.54 pM
IC,, 9.85 uM 1.63 pM
MK-1775 IC., 0.92 uM 0.47 uM
IC,, 3.1 pM 1.7 uM
VE-822 | & ~10uM > 10 uM
Roscovitine IC, 25 uM 35 uM
Sorafenib IC,, 9 uM >10 pM
RI-1 IC,; 150 uM 140 uM
Olaparib IC,, 375 uM 347 uM
Lovastatin IC,, 26 uM =30 uM

J-82 cells and the CisPt resistant subline (J-82%) were treated with different concentrations of the pan Chk inhibitor AZD-7762,
the Chkl-specific inhibitor LY2603618, the Weel kinase inhibitor MK-17735, the ATM/ATR inhibitor VE-822, the cyclin-
dependent kinase inhibitor roscovitine, the Raf kinase inhibitor sorafenib, the Rad51 inhibitor RI-1, the PARP-1 inhibitor
olaparib or the HMG-CoA reductase inhibitor lovastatin. After an incubation period of 72 h hours, cell viability was analyzed

using the Alamar blue assay. Listed are the resulting IC
in quadruplicate.

50

pharmacelogical inhibitors. Unfortunately, these analyses
could not be performed with RT-112* cells because their
CisPt resistant phenotype turned out as not stable and got
lost upon freezing. For these analyses inhibitors of the
DDR-related kinases ATM/ATR (VE-822) as well as of
checkpoint (Chk) kinases (AZD-7762 (Chkl and Chk2
inhibitor) and LY2603618 (Chkl-specific mhibitor)) and
Weel kinase (MK-1775) were included. Noteworthy,
targeting of ATR/Chkl-regulated replicative stress
responses of tumor cells has recently been suggested as
a novel therapeutic strategy [29]. As additional candidate
inhibitors we analyzed the impact of the cyclin-dependent
kinase (CDK) inhibitor roscovitine, the multikinase
inhibitor sorafenib, which is frequently used as anticancer
drug in the clinic, as well as of inhibitors of the DNA
repair proteins RADS1 (RI-1) and PARP-1 (olaparib) on
the viability of parental J-82 versus resistant J-82% cells.
As a further candidate inhibitor we employed lovastatin,
because statins have been shown to exhibit anticancer
activity in various preclinical model systems [39] and
are discussed to overcome acquired drug resistance to
doxorubicin in neuroblastoma cells [40].

J-82% cells turned out to be slightly more sensitive
to treatment with the pan Chk inhibitor AZD-7762
(Figure 8A) and showed a significantly enhanced

and IC | from 2-3 three independent experiments, each performed

sensitivity to the Chkl-specific inhibitor LY2603618 as
compared to parental cells (Figure 8B). The J-82% cells also
revealed a tendentially enhanced sensitivity to the Weel
kinase inhibitor MK-1775 (Figure 8C) but not to the CDK
inhibitor roscovitine (Figure 8D). The pronounced loss
of cell viability of J-82F cells following Chk! inhibition
seems to be specific as it was not observed upon inhibition
of ATM/ATR kinase or the DNA repair factors RADSI
and PARP-1 (Table 1). Pre-treatment of J-82F cells with
low non-toxic concentration of Chk inhibitors increased
their sensitivity to CisPt (Figure 8E-8F), indicating that
targeting of Chk might be particular useful to overcome
acquired CisPt resistance of some subtypes of UC cells.
Whether targeting of Chk is equally effective in epithelial
and mesenchymal-like UC cells remains to be elucidated
in forthcoming studies. Noteworthy, Chk inhibition was
reported to overcome CisPt resistance of head and neck
cancer cells [41] as well as of clear cell carcinoma of the
ovary [42] in vitro, supporting the hypothesis that targeting
of Chk might be a useful approach to deal with acquired
CisPt resistance of different types of tumor cells. Taken
together, our data support the current view that increasing
replicative stress in tumor cells might be a promising
therapeutic strategy also in UC [29]. In fact, the antitumor
potency of Chkl inhibitors is currently investigated in

www.impactjournals.com/oncotarget

Oncotarget



clinical trials. Wherecas AZD-7762 revealed inacceptable
cardiotoxicity [43], SCH-900776 seems to be better
tolerated in humans [44].

Taken together the data show that different
molecular mechanims are involved in acquired resistance
of different types of UC cells to CisPt. Apparently,
molecularly different sets of CisPt defence programs can
become activated in individual UC cells. We hypothesize
that acquired CisPt resistance in (epithelial-like) RT-
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112 cells might be preferentially related to protection
from pro-apoptotic mechanisms, whereas gain of CisPt
resistance in (mesenchymal-like) J-82 UC cells seems to
be characterized by a lower level of CisPt formed DNA
damage and attenuated DDR. Mechanisms of transport
and DNA repair scem to be of minor relevance for
aquired CisPt resistance of UC cells. Hence, therapeutic
targeting of apoptosis- and/or DDR-related mechanisms
are suggested as preferential to overcome acquired
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Figure 8: Influence of selected protein kinase inhibitors on the viability of CisPt resistant J-82% cells. (A-D) J-82 cells and
CisPt resistant cells (J-82%) were treated with different concentrations of the pan Chk inhibitor AZD-7762 (A), the Chkl-specific inhibitor
LY2603618 (B), the Weel kinase inhibitor MK-1775 (C) or the cyclin dependent kinase inhibitor roscovitine (D). After an incubation
period of 72 h in the presence of the corresponding inhibitor, viability was analyzed using the Alamar blue assay. Data shown are the mean
+ SD from three independent experiments, each performed in quadruplicate. *statistical significance of parental cells vs. CisPt resistant
cells. **¥p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05. (E-F) J-82 parental and CisPt resistant cells (1-82%) were pre-treated with 0.4 pM of the pan
Chk inhibitor AZD-7762 (E) or the Chk1-specific inhibitor LY2603618 (F) for 1 h followed by the addition of CisPt (2 uM). After further
incubation period of 72 h in the absence of the Chk inhibitor, cell viability was analyzed using the Alamar blue assay. Relative viability in
the corresponding inhibitor-only treated controls was set to 100%, Data shown are the mean £ SD from three independent experiments, each
performed in quadruplicate. *statistical significance of parental cells vs. CisPt resistant cells, **p <0.01; *p < 0,05,
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CisPt resistance in UC. Importantly, inhibitors of Chk
might be useful to handle CisPt resistance in UC cells.
Forthcoming in vivo studies are required to scrutinize the
potency of Chkl specific inhibitors to work against the
non-responsiveness of urothelial carcinoma cells to CisPt-
based anticancer therapy in a clincally relevant setting.

MATERIALS AND METHODS

Materials

RT-112 and J-82 urothelial carcinoma cells originate
from the German Collection of Microorganisms and Cell
Culture (DSMZ) (Braunschweig, Germany). Cisplatin
was obtained from the pharmaceutical department of
the University Hospital Diisseldorf and originates from
TEVA (Ulm, Germany). The following antibodies were
used: antibodies detecting Ser139 phosphorylated histone
H2AX (yH2AX), H2AX (Millipore (Billerica, MA,
USA)), -actin (Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA)), 53BP1, p-p53, p-Chkl, p-p38 (Cell Signaling
(Denvers, MA, USA)), p-Chk2 (Abcam (Cambridge,
UK)), p-RPA32 and p-KAP1 (Bethyl Laboratories
(Montgomery, AL, USA)). The antibody detecting GpG
intrastrand crosslinks induced by CisPt was generously
provided by J. Thomale (Essen, Germany) and has been
described before [30]. The fluorescent antibodies Alexa
Flour 488 and 546 were obtained from Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA). Horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibodies were purchased from Rockland
(Gilbertsville, PA, USA). ATM/ATR inhibitor VE-822
(CatNo0:S7102) and Weel kinase inhibitor MK-1775
(CatNo: S1525) were obtained from Selleckchem (Munich,
Germany), lovastatin (CatNo: M2147), cyclin-dependent
kinase inhibitor roscovitine (CatNo: R7772) and the pan
(i.e. Chkl and Chk2) checkpoint kinase (Chk) inhibitor
AZD-7762 (CatNo: SMLO350) from Sigma Aldrich
Life Science (Darmstadt, Germany), Rad51 inhibitor
RI-1 (CatNo: 553514) from Calbiochem (San Diego.
CA, United States), Chk1-specific inhibitor LY2603618
(CatNo: A8638) and PARP-1 inhibitor olaparib (CatNo:
A4154) are from Apexbio (Houston, TX, USA) and the
Raf kinase inhibitor sorafenib was obtained from Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg, Germany) (CatNo:
Sc-220125).

Cell culture

RT-112 and J-82 cells were grown in DMEM
(Sigma (Steinheim, Germany)) containing 10% of fetal
calf serum (FCS) (PAA Labratories (Célbe, Germany) and
1% penicillin/streptomycin (Sigma (Steinheim, Germany))
at 37°C in an atmosphere containing 5% CO.. If not stated
otherwise, treatments of logarithmically émwing cells
were performed 24 h after seeding.

Determination of cell viability

Cell viability was determined using the Alamar blue
assay [45]. In this assay, viable cells are detectable by their
ability to effectively metabolize the non-fluorescent dye
resazurin (Sigma, Steinheim (Germany)) to fluorescent
resorufin. Cells were incubated for 1.5 h with the resazurin
solution (final concentration 40 pM) before fluorescence
was measured (excitation: 535 nm, emission; 590 nm,
5 flashes, integration time: 20 ps). Relative viability in
the untreated controls was set to 100%. In addition, cell
viability was also determined by use of the Neutral red
assay [46]. In this assay, viable cells accumulate the
red dye 2-methyl-3-amino-7-dimethylaminophenazine
in lysosomes, whereas dead cells are unable to do so.
Thus, the staining intensity is directly proportional to the
number of viable cells. For this assay, cells were incubated
for 1.5 h with the neutral red solution (Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany)) (final concentration 0.1 mg/ml)
before fixation with 1% formaldehyde. Afterwards the
dye was extracted with 50% ethanol and absorption was
measured at 550 nm. Relative viability in the untreated
controls was set to 100%.

Flow cytometry-based analysis of cell cycle
distribution and cell death

Cell cycle distribution was analyzed by flow
cytometry. Adherent cells were trypsinized and combined
with the medium that contains floating cells. After
centrifugation (800 > g, 5 min, RT), cell pellet was
washed and resuspended in PBS. Afterwards, the cells
were fixed with ice-cold ethanol (-20°C, = 20 min). After
centrifugation (800 x g, 5 min, 4°C) the supernatant was
discarded. The cells were resuspended in PBS containing
RNase A (Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Germany)) (1 pg/pl) and incubated for 1 h at RT. After
adding of propidium iodide (Sigma (Steinheim, Germany))
cells were subjected to flow cytometric analysis (Becton
Dickinson (Heidelberg, Germany)). The SubG1 fraction
was considered as a measure of dead (apoptotic) cells.

Analysis of DNA damage induction

The formation of DNA double-strand breaks
(DSBs) was investigated by measuring the level of $139
phosphorylated H2ZAX (yH2AX), which is a surrogate
marker of DNA damage [47, 48], by Western blot analysis
or by immunocytochemistry-based detection of nuclear
YH2AX and 33BP1 foci. For immunocytochemical
analysis, the cells were seeded onto coverslips. After
treatment the cells were fixed with 4% formaldehyde in
phosphate buffered saline (PBS) (MERCK (Darmstadt,
Germany)) (15 min, RT) and incubated with ice-cold
methanol (over night, —20°C). After blocking (1.5 h, RT;
blocking solution: 3% BSA in PBS/0.3% Triton X-100,
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incubation with yH2AX antibody (mouse) and 53BP1
antibody (rabbit) was performed (1:500. over night,
4°C), followed by further washing with PBS/0.3% Triton
X-100 and addition of the secondary fluorescence-labelled
antibody (1:500, 1 h, RT, in the dark). After washing, the
cells were mounted in Vectashield (Vector Laboratories
(Burlingame, CA, USA)) containing DAPIL. Nuclear
yH2AX and 53BP1 foci were counted by microscopical
analysis using an Olympus BX43 fluorescence microscope
and the number of co-localized YH2AX and 53BP1 foci
was calculated.

The level of Pt-(GpG) DNA intrastrand crosslinks
was monitored by Southwestern blot analysis. To this
end, genomic DNA was isolated using the “DNeasy
Blood and Tissue™ kit (Qiagen (Hilden., Germany)).
The concentration and purity of the DNA was measured
photometrically (NanoVue™Plus (GE Healthcare, UK)).
0.5 pg of the DNA was diluted in 100 pl of TE buffer,
denatured by heating (10 min, 95°C) and cooled on ice.
Afterwards, 100 pl ice-cold ammonium acetate (2 M) was
added. A nitrocellulose membrane was soaked in 1 M
ammonium acetate and fixed into a slot-blot apparatus
(Roth (Karlsruhe, Germany)). The DNA was transferred
onto the membrane by use of a vacuum pump. After
washing with 1 M ammonium acetate and water, the
membrane was incubated with 5 x SSC (10 x SSC: 1.5 M
NaCl, 150 mM sodium citrate, pH 7.0) for 5 min and
baked for 2 h at 80°C before it was blocked in 5% non-fat
milk in TBS/0.1% Tween 20 over night at 4°C. Incubation
with the primary antibody directed against Pt-(GpG)
intrastrand crosslinks (1:200) [49] was conducted for 1 h
at RT, followed by incubation with peroxidase-conjugated
anti-rat IgG secondary antibody (1:2000, 2 h, RT).
Visualization of the Pt-(GpG) intrastrand crosslinks was
done by chemiluminescence and autoradiographies were
densitometrically analyzed. Additionally, the membrane
was stained with methylene blue (MP Biomedicals (Santa
Ana, CA, USA)) to ensure equal DNA loading.

Western blot analysis

The activation status of the DNA damage response
(DDR) machinery was investigated by Western blot
analysis employing a set of phospho-specific antibodies,
which detect prototypical factors that become activated
by phosphorylation in the course of the DDR. Total cell
extracts were obtained by lysing an equal number of
cells in Roti*-Load buffer (Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Germany)) (5 min, RT). After sonication (EpiShear™
Probe sonicator, Active Motif (La Hulpe, Belgium))
proteins were denatured by heating (5 min, 95°C) and
separated by SDS-PAGE (12.5% gel). Subsequently,
proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane
(GE Healthcare (Little Chalfont, UK)) via the Protean
Mini Cell System (BioRad (Miinchen, Germany)). After
blocking in 5% non-fat milk in TBS/0.1% Tween 20

(MERCK (Darmstadt, Germany)) (2 h, RT), the membrane
was incubated with the corresponding primary antibody
(1:1000, over night, 4°C). After washing with TBS/0.1%
Tween 20 the secondary (peroxidase-conjugated) antibody
was added (1:2000, 2 h, RT). For visualization of the
bound antibodies the Fusion FX7 imaging system (PegLab
(Erlangen, Germany)) was used.

Quantitative real-time PCR-based mRNA
expression analyses

Putative markers of CisPt susceptibility were
selected on the basis of a recent review by Galluzzi et al.
[17] who has classified putative CisPt resistance factors
of tumor cells into mechanisms of pre-, on-, post- and
off-target. Based on this report we assembled a 96 well-
based quantitative real-time (qRT) PCR array to analyze
the mRNA expression of these factors in RT-112 und
J-82 cells. In addition, mRNA expression of the epithelial
marker E-cadherin as well as the mesenchymal marker
vimentin and the proliferation factors e-Mye and cyelinD]
was analyzed by gRT-PCR. Total RNA was purified using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen (Hilden. Germany)). The
reverse transcriptase (RT) reaction was performed by use
of the OmniSeript Kit (Qiagen) with 2000 ng of mRNA.
For each PCR reaction 40 ng of cDNA and 0.25 uM of the
corresponding primers (Eurofins MWG Synthesis GmbH
(Ebersberg, Germany)) were used. Quantitative real-time
PCR analysis was performed in triplicates employing the
QPCR-SYBR Green Fluorescein Mix (Thermo Fisher
Scientific (Dreieich, Germany)) and a CFX96 Real-Time
System (BioRad (Munich, Germany)) with the Bio-Rad
CFX Manager 3.1 software. PCR runs (35-40 cycles) were
done as follows: 95°C — 10 min; 95°C — 15 s; 60°C — 30 s;
72°C — 40 s; 72°C — 10 min. At the end of the runs, melting
curves were analyzed to ensure the specificity of the
amplification reaction. mRNA levels of f-actin, GAPDH,
PPIA, RPL32 and 185 were taken for normalization. If not
stated otherwise, relative mRNA expression of untreated
control cells was set to 1.0.

Statistical analysis

For statistical analysis the unpaired two-tailed
Student’s /~test was applied using the GraphPad Prism 5.01
software. p-Values < 0.05 were considered as significant
and were marked with an asterisk.

Highlights

Expression of CisPt specific resistance factors
differs between urothelial carcinoma cells lines

Selection of CisPt resistant UC cell variants
promotes an EMT-like phenotype

Aquired CisPt resistance of epithelial-like RT-112
UC cells is related to a lower frequency of apoptosis
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CisPt resistant mesenchymal-like J-82 UC cells are
characterized by reduced formation of DNA damage and
attenuated DDR

Acquired CisPt resistance is
pharmacological inhibition of Chkl.

reversible by

Abbreviations

53BP1, 53 binding protein 1; ApG, adenine-guanine;
ATM, ataxia telangiectasia mutated; ATP7A, copper-
extruding P-type ATPase; ATR, ataxia telangiectasia mutated
and Rad3-related; BCL2, B-cell/lymphoma 2; BIRCS,
Survivin; BRCA, breast cancer; Chk, checkpoint kinase;
CisPt, cisplatin; DDR, DNA damage response; DSBs,
DNA double-strand breaks; DYRKI1VB, dual specificity
tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1B; ERBB2,
oncogenic EGFR-like receptor; Ercel, excision repair cross
complementing gene 1; EMT, epithelial mesenchymal
transition; GpG, guanine-guanine; GPXI1, glutathione
peroxidase 1; GSTMI, glutathion S-transferase type M1;
HMOXI, heme oxygenase type 1; HZAX, histone H2AX;
yH2AX, S139 phosphorylated H2AX; HSPAIB, heat
shock protein 1B; IR, ionizing radiation; Kapl, KRAB-
associated protein 1; MSH2, mutS homolog 2; MTIA,
metallothionein 1A; NER, nucleotide excision repair; RT,
reverse transcriptase; TC-NER, transcription-coupled
NER: PARP-1, poly (ADP-ribose) polymerase 1; RPA32,
replication protein A2; UC, urothelial carcinoma; UC,
urothelial carcinoma; VDAC, voltage-dependent anion
channel; Weel, nuclear protein tyrosine kinase regulating
G2 checkpoint; XAF1, Xiap-associated factor 1; XRCC3,
X-ray repair cross-complementing gene 3.
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Distinct mechanisms contribute to acquired cisplatin resistance
of urothelial carcinoma cells
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Supplementary Figure S1: Alterations in gene expression going along with continuous long-time CisPt selection of
epithelial- and mesenchymal-like UC cells. (A) Schematic representation of the long-term CisPt selection scheme applied to RT-112
and J-82 cells. After each passage of the cells, CisPt was added at the concentration indicated and left on the cells until next passage (7-10
days later). After a total of four weeks the CisPt concentration was increased as shown. Using this selection procedure cell variants were
obtained that revealed an about 3-fold and 4-fold increased CisPt resistance (as concluded from the IC, values) for J-82% and RT-112* cells,
respectively, as compared to corresponding parental cells. Comparative mRNA expression analyses shown under B and C were performed
after a CisPt selection period of 4-6 month. (B, C) The mRNA expression of selected subset of CisPt-related susceptibility factors [5] was
analyzed by quantitative RT-PCR as described in Methods. Relative mRNA expression in parental J-82 cells was set to 1.0. Only alterations
in gene expression of < 0.5 or > 2.0 between parental cells (J-82) and the CisPt resistant variant (J-82%) were considered as biologically
relevant. Shown are the genes that are either up- or downregulated in RT-112R as compared to the RT-112 control (A) or J-82® cells as
compared to the corresponding J-82 parental cells (B).



3 Erginzung der Ergebnisse

Erganzend zu den in Fig. 6 dargestellten Ergebnissen wurde auch die Proteinexpression
der phosphorylierten JNK 1 und 2 mittels Western Blot untersucht. Die Cisplatin-
sensitiven J-82- und RT-112-Zellen sowie die Cisplatin-resistenten J-82k und RT-112R-
Zellen wurden jeweils fiir die Dauer von vier Stunden mit Cisplatin behandelt. Dabei
wurden die jeweilige ICso und die ICg fiir die Cisplatinexposition verwendet. Vier
Stunden und 24 Stunden nach Ende der Cisplatinexposition wurden die Zellen geerntet,
um die Proteinexpression der phosphorylierten JNK mittels Western Blot zu untersuchen.
Zur Kontrolle wurden jeweils zeitgleich unbehandelte Zellen geerntet und analysiert. Als
Positivkontrolle fiir die Aktivierung der JNK wurden Zellen mit ionisierender Strahlung

behandelt und eine Stunde spéater geerntet. Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5: Proteinexpression der phosphorylierten Jun-N-terminalen Kinasen (JNK)
im Vergleich der Cisplatin-sensitiven und Cisplatin-resistenten Zelllinien

Die Cisplatin-sensitiven Zelllinien J-82 und RT-112 sowie die Cisplatin-resistenten Zelllinien
J-82R und RT-112R wurden fiir vier Stunden mit der jeweiligen ICso (3,9 uM fiir J-82, 10,7 uM
fiir RT-112) oder ICso (13,5 pM fiir J-82, 44,3 uM fiir RT-112) von Cisplatin behandelt. Vier
Stunden und 24 Stunden nach Cisplatinexposition wurden die Zellen geerntet und die
Proteinexpression der phosphorylierten JNK (p-JNK) mittels Western Blot analysiert. Zu
Kontrollzwecken wurden zeitgleich unbehandelte Zellen geerntet. Als Positivkontrolle diente
die Bestrahlung mit 10 Gy, wobei die Zellen bereits nach einer Stunde geerntet wurden. Es
wurden zwel unabhingige Experimente durchgefihrt, von denen hier jeweils ein

reprasentatives Ergebnis gezeigt wird.

Abkiirzungen: CisPt = Cisplatin, IR = Ionisierende Strahlung, Con = Kontrolle, ICs0/ICso:
Inhibitorische Konzentration, bei der das Zellwachstum um 50% bzw. 80% inhibiert wird.
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Wie in Abb. 5 erkennbar ist, werden bei der Analyse der Proteinexpression der JNK im
Western Blot zwei Banden detektiert. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass durch
alternatives Spleifien bei der Translation der JNK eine 54 kDa-Variante und eine 46 kDa-

Variante des Proteins entstehen, die durch die beiden Banden reprasentiert werden.

Im Zuge der Analyse der DNA-Schadensantwort mittels Western Blot konnten
Unterschiede in der Aktivierung der Jun-N-terminalen Kinasen nach Cisplatinexposition
zwischen den Cisplatin-sensitiven und Cisplatin-resistenten Zellen detektiert werden. Die
Proteinexpression der p-JNK ist in den mesenchymalen J-82-Zellen ausgepragter als in
den epithelialen RT-112-Zellen. Zudem weisen die Cisplatin-resistenten Zelllinien
insgesamt eine stdrkere Aktivierung der JNK auf als ihre Cisplatin-sensitiven
Ursprungszellen. Die starkste Aktivierung der JNK wurde in den Zelllinien RT-112, J-82
und RT-112R vier Stunden nach Cisplatinbehandlung mit der ICso detektiert und war nach
24 Stunden bereits wieder riickldufig. In den J-82R-Zellen war die Phosphorylierung der
JNK hingegen 24 Stunden nach Cisplatinexposition mit der ICsp am ausgeprégtesten.
Ionisierende Strahlung fiithrte nur in den J-82-Zellen zur unmittelbaren Aktivierung der
JNK.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion von in der Studie angewandten Methoden

4.1.1 Selektion der Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen

Um die Cisplatin-resistenten Varianten RT-112R und ]-82R zu selektieren, wurden die
Zellen tiber einen Zeitraum von zehn Wochen regelmifiig tiber vier Stunden einer
Pulsbehandlung mit Cisplatin ausgesetzt. Nach zweimaliger Exposition gegentiber
Cisplatin im Abstand von 48 Stunden folgte eine elftidgige Pause, bevor die Zellen erneut
mit Cisplatin behandelt wurden (siehe Fig. 3A). Diese pulsatile Behandlung der Zellen
wurde gewéhlt, um die klinische Verabreichung von Cisplatin in Chemotherapie-Zyklen
zu imitieren. Insgesamt wurden im Zellkulturmodell sechs der oben genannten Zyklen
durchgefiihrt.

4.1.1.1 Vergleich des Selektionsschemas mit der klinischen Anwendung von
Cisplatin

Das verwendete Selektionsschema ist an die klinische Anwendung von Cisplatin bei
Urothelkarzinom-Patienten angelehnt; bei initialem Ansprechen auf die Chemotherapie
werden ebenfalls zunédchst sechs Zyklen verabreicht [52]. Bei den fiir die Behandlung von
Urothelkarzinomen am héufigsten verwendeten Schemata Cisplatin/Gemcitabin bzw.
MVAC werden jedoch Zyklen mit einer Dauer von 28 Tagen gewahlt, nur am zweiten Tag
wird Cisplatin verabreicht [52]. Dieser lange Abstand zwischen zwei Gaben erschien in
einem Zellkulturmodell jedoch zu grof3, um eine relevante Selektion Cisplatin-resistenter
Zellen erreichen zu konnen. Dennoch ist die pulsatile Cisplatinbehandlung tiber wenige
Stunden mit langeren Expositionspausen ein Versuch, sich der klinischen Anwendung
von Cisplatin im Zellkulturmodell anzundhern. Dies unterscheidet diese Studie von
vergleichbaren Experimenten, in denen Cisplatin-resistente Zellen durch Dauerexposition
mit tber die Zeit ansteigenden Cisplatin-Dosen selektioniert wurden [643]. Es ist
vorstellbar, dass sich die Mechanismen der Resistenzentwicklung im klinischen Setting
z.B. aufgrund der ldngeren Regenerationszeit zwischen den Cisplatin-Gaben von den in
der hier vorliegenden Arbeit detektierten Mechanismen unterscheiden. Bei der
Interpretation der Ergebnisse sollte somit berticksichtigt werden, dass trotz Orientierung
des Versuchsaufbaus an der klinischen Applikation von Cisplatin methodisch bedingt

deutliche Unterschiede zu einem realen Therapieschema bestehen.

Zusétzlich miissen die Pharmakokinetik von Cisplatin im Organismus sowie
Wechselwirkungen mit anderen Zytostatika, z.B. Gemcitabin oder Methotraxat,
Vinblastin und Doxorubicin (beim MVAC-Schema) Betracht gezogen werden. Die klinisch
verabreichte Konzentration von Cisplatin (bei Verabreichung der Standarddosis von
70mg/m?2 Korperoberfldache) liegt bei einem durchschnittlichen Erwachsenen mit einer
Korperoberfldche von 1,75 m2 und einem Blutvolumen von 4,875 1 im Blut rechnerisch bei

etwa 84 uM (Molekulargewicht von Cisplatin = 300,05 g/mol). Diese Konzentration im
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Blut liegt tiber der hier verabreichten ICso von 44,3 pM bei RT-112 bzw. 13,5 uM bei ]-82.
Ziel einer Chemotherapie ist die Abtotung von 80-90% der Tumorzellen pro
Therapiezyklus. Die Verteilung im Interstitium und die Vaskularisation von Tumoren
unterliegen jedoch erheblicher Variabilitdt, zudem ist die Geometrie eines soliden Tumors
durch ein Zellkulturmodell mit flachigem Wachstum wunzureichend reprasentiert.
Welcher Cisplatinkonzentration eine Urothelkarzinomzelle in vivo tatsdchlich ausgesetzt
ist, kann daher kaum vorhergesagt werden. Somit sind zusédtzliche in vivo
Untersuchungen fiir ein detaillierteres Verstandnis der Cisplatin-Resistenzmechanismen

in Urothelkarzinomzellen unabdingbar.

4.1.1.2 Vor- und Nachteile des Selektionsschemas im Vergleich zu kontinuierlicher
Cisplatinexposition

Zur Selektion Cisplatin-resistenter Urothelkarzinomzellen in vitro und Analyse der
zugrunde liegenden Resistenzmechanismen wurden in vergleichbaren préklinischen
Studien Selektionsschemata mit kontinuierlicher Cisplatinexposition angewendet [577,
643]. In einer Studie von Skowron et al., die auch die hier untersuchten Zelllinien RT-112
und J-82 einbezog, wurden die Ursprungszellen dauerhaft einer Cisplatinkonzentration
ausgesetzt, die zwei- bis achtmal hoher war als die ICso der Ursprungszellen [643]. Dieses
nicht-pulsatile Selektionsschema mit hohen Cisplatinkonzentrationen fiihrte zu einem
erheblich hoheren Anstieg der ICso als beim hier angewendeten pulsatilen
Selektionsschema: In der hier vorliegenden Arbeit waren die ICsp-Werte nach der
Selektion zwei- bis dreifach erhoht (siehe Figg. 3B und 3D), wahrend sie bei Skowron et
al. um den Faktor 10 bis 21 zunahmen [643]. Es liegt nahe, dass ein Nachteil des pulsatilen
Selektionsschemas darin bestehen konnte, dass die erworbene Cisplatinresistenz nach
Abschluss der Cisplatinexposition nur zeitlich begrenzt anhilt. Fiir diese Vermutung
ergab sich in der hier vorliegenden Arbeit im Laufe von 16 Wochen, wihrend der die
selektionierten Zellen eine stabile Cisplatinresistenz aufwiesen, jedoch kein Anhalt. Ein
Vorteil kontinuierlicher Expositionsschemata konnte aufSerdem sein, dass Verdnderungen
der Expression von Resistenzfaktoren aufgrund des erheblich hoheren Resistenzgrads der
selektierten Zellen deutlicher zutage treten, sodass sie leichter identifiziert werden
konnen. Andererseits besteht die Gefahr, auch Resistenzmechanismen zu detektieren, die
in einem klinischen Setting gar nicht relevant sind, da wihrend einer Chemotherapie

Cisplatin nie kontinuierlich verabreicht wird.

4.1.1.3 Beurteilung des pulsatilen Expositionsschemas im Hinblick auf die
Anwendbarkeit in Zellkulturmodellen

Beziiglich der in dieser Studie angewandten Methode eines pulsatilen
Expositionsschemas zur Selektion Cisplatin-resistenter Zellen kann das Fazit gezogen
werden, dass es moglich ist, Cisplatin-resistente Urothelkarzinomzellen auf diese Weise
zu selektionieren. Beide Cisplatin-resistenten Zelllinien konnten tiber mehrere Wochen

nach der Cisplatinexposition weiter kultiviert werden bei stabiler Resistenz gegentiber

70



Cisplatin. Eine Einschriankung ergab sich jedoch fuir die RT-112R-Zellen, die nach dem
Einfrieren nicht erneut in Kultur genommen werden konnten, da sie beim Auftauen
abgestorben sind. Die Ursache hierfiir bleibt unklar. Insgesamt ist die pulsatile
Cisplatinexposition nach dem oben genannten Schema als Methode zur Etablierung
Cisplatin-resistenter Urothelkarzinomzellen in weiten Teilen erfolgreich verlaufen und

kann ggf. als Orientierung fiir weitere Studien dieser Art dienen.

4.1.2 Detektion von yH2AX- und 53BP1-Foci durch Immunfluoreszenz

4.1.2.1 Eignung von YyH2AX- und 53BP1-Foci als Marker fiir Cisplatin-induzierte
DNA-Schdden

Zur Untersuchung der DNA-Schadensantwort wurden in dieser Studie mittels
Immunfluoreszenz nukledre yH2AX- und 53BP1-Foci sowie deren Kolokalisation
untersucht (siehe 1.3.2.1 bis 1.3.2.3; siehe Figg. 5A und 5B). yH2AX-Foci wurden
urspriinglich als Indikatoren fiir DNA-Doppelstrangbriiche angesehen [808]. Die
Histonvariante H2AX wird jedoch auch unabhéngig von DNA-Doppelstrangbriichen in
Reaktion auf Replikationsstress und Interstrang-Crosslinks durch ATR phosphoryliert
[808, 809]. Nicht nur infolge von DNA-Doppelstrangbriichen, sondern auch in Reaktion
auf  Replikationsstress  kolokalisieren =~ 53BP1 und yH2AX an blockierten
Replikationsgabeln [136] und konnen daher auch bei der Analyse Cisplatin-induzierter
DNA-Schédden hilfreich sein. Es muss bedacht werden, dass exzessive, irreparable DNA-
Schdden eine pannukledre H2AX-Phosphorylierung bedingen, die kurz vor der Einleitung
der Apoptose in diesen Zellen auftritt (siehe auch 1.3.5.1); dies wurde auch in Reaktion
auf Replikationsstress festgestellt [291, 810]. Es ist daher fraglich, ob yH2AX-Foci bei sehr
hohen Cisplatin-Dosen, die fiir den tiberwiegenden Teil der Zellen letal sind, wie die hier
verwendete ICsy, tiberhaupt sinnvoll zur Quantifizierung Cisplatin-induzierter DNA-
Schidden eingesetzt werden konnen. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die
Kolokalisation von yH2AX- und 53BP1-Foci ein besonders spezifischer Indikator
(Surrogatmarker) fiir DNA-Doppelstrangbriiche ist.

4.1.2.2 Zeitliche Aspekte bei der Entstehung von yH2AX- und 53BP1-Foci

Retrospektiv betrachtet wire es moglicherweise aufschlussreich gewesen, die yH2AX-
und 53BP1-Foci nicht nur vier Stunden und 24 Stunden nach Cisplatinexposition zu
quantifizieren, sondern auch noch zu einem spéteren Zeitpunkt. Die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen ist in humanen Zellen zwar in der Regel innerhalb weniger
Stunden abgeschlossen. Vor dem Hintergrund, dass die initial entstehenden
Monoaddukte an der DNA erst verzogert in Crosslinks umgewandelt werden und
Cisplatin-induzierte DNA-Doppelstrangbriiche bzw. blockierte Replikationsgabeln erst
entstehen, wenn die Zelle in die S-Phase eingetreten ist, ist es jedoch durchaus plausibel,
dass das volle Ausmafs Cisplatin-induzierter DNA-Schidden in einigen Zelllinien auch erst
spdter erreicht wird. Im Hinblick darauf muss beriicksichtigt werden, dass die

Verdopplungszeit der RT-112-Zellen im exponentiell verlaufenden Bereich der
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Wachstumskurve ca. 24 Stunden betrédgt (siehe Fig. 1C), wahrend die Verdopplungszeit
der J-82-Zellen wesentlich langer ist. In einer Studie von Skowron et al. zeigte sich, dass
die Anzahl der yH2AX-Foci im zeitlichen Verlauf {iber 72 Stunden in den J-82-Zellen noch
weiter zunimmt, wihrend sie sich in den RT-112-Zellen nach 24 Stunden nicht mehr
wesentlich verandert [643]. Es ware somit interessant gewesen, insbesondere bei J-82 die
Anzahl der yH2AX-Foci in der hier vorliegenden Arbeit auch 72 Stunden nach
Cisplatinexposition zu untersuchen. Andererseits waren nach 72 Stunden bereits viele
Zellen apoptotisch gewesen, sodass pannukledre H2AX-Phosphorylierung eine sinnvolle

Quantifizierung der Doppelstrangbriiche erschwert hétte.

4.1.3 Berliicksichtigung dosisbezogener Aspekte bei der Interpretation der
Ergebnisse

Nach Bestimmung der Zelllinien-spezifischen ICso bzw. ICso der Ausgangszelllinien RT-
112 und J-82 sowie der Cisplatin-resistenten Zelllinien RT-112% und J-828 wurden fiir die
nachfolgenden Versuche mit den Cisplatin-resistenten Zelllinien die ICso bzw. I1Cso der
jeweiligen Ursprungszellen verwendet. Dieser Versuchsaufbau entspricht am ehesten der
klinischen Applikation von Cisplatin. Zu Beginn einer Chemotherapie wird die
voraussichtlich maximal tolerierbare Cisplatindosis anhand der Korperoberfldche des
Patienten ermittelt. Eine Erhohung der Dosis bei erworbener Resistenzentwicklung
gegeniiber Cisplatin ist aufgrund der ausgepragten Normalgewebstoxizitdt in der Regel
nicht moglich; im Gegenteil muss die Dosierung im Lauf der Therapie aufgrund von
Nebenwirkungen hdufig reduziert werden. Dennoch ergeben sich aus dieser
Applikationsform in unserem praklinischen Setting im Hinblick auf die Detektion von
Unterschieden = der = DNA-Schadensantwort  auch  Nachteile.  Zieht  man
Resistenzmechanismen in Betracht, die Cisplatin bereits vor dessen Bindung an die
DNA inaktivieren (beispielsweise Membrantransporter und intrazytoplasmatische
Nukleophile), fithrt die Verwendung dquimolarer Dosen in den Cisplatin-resistenten
Zelllinien zu einer deutlich abgeschwachten DNA-Schadensantwort. Dies ist jedoch unter
Umstdnden nicht auf tatsdchliche Verdnderungen der DNA-Schadensantwort in den
Cisplatin-resistenten Zellen zurtickzufiihren, sondern auf die Inaktivierung von Cisplatin
vor Erreichen des Nukleus und somit auf eine stark reduzierte Anzahl an initialen DNA-
Schdden, was bei der Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt werden muss.
Interessant wére diesbeztiglich ein Vergleich von Dosierungen, die die gleiche Anzahl
eines Indikator-DNA-Schadens in den Cisplatin-sensiblen bzw. resistenten Zelllinien
hervorrufen. Bei dieser Konzeption wire jedoch problematisch, dass nach wie vor nicht
geklart ist, welcher DNA-Schaden am relevantesten fiir die Zytotoxizitdt von Cisplatin ist;
somit ware nicht eindeutig, ob als Indikator-DNA-Schiden beispielsweise Intrastrang-
Crosslinks zwischen zwei benachbarten Guaninen, Interstrang-Crosslinks oder
resultierende DNA-Doppelstrangbriiche besser geeignet waren. Hinzu kommt, dass ein

solcher Versuchsaufbau den Anteil der Zytotoxizitdt von Cisplatin, der unabhingig von
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nukledren DNA-Schédden ist (z.B. ER-Stress, Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies),

unberticksichtigt lassen wiirde.

Ein weiterer dosisbezogener Aspekt, der bei der Interpretation der Ergebnisse in Betracht
gezogen werden sollte, ist die Applikation sehr hoher Cisplatindosen in den
durchgefiihrten Versuchen bei Verwendung der ICso. In der hier vorliegenden Arbeit
dienen sie insbesondere dazu, die Dosisabhédngigkeit bei Verdnderungen der DNA-
Schadensantwort zu evaluieren. Bereits bei Behandlung der Ursprungszellen bzw. der
Cisplatin-resistenten Zelllinien mit dquimolaren Dosen (siehe Figg. 3B und 3D) hat sich
jedoch gezeigt, dass oberhalb der ICsy der Cisplatin-resistenten Zellen keine wesentlichen
Unterschiede in der Viabilitdt zwischen RT-112 und RT-112R bzw. J-82 und J-82R mehr
bestehen. Da der tiberwiegende Teil der Zellen bei Behandlung mit der ICsy zugrunde
geht und nur wenige Zellen tiberleben, ist die Aussagekraft reduziert. Die Interpretation
der Verdanderungen der DNA-Schadensantwort nach Behandlung mit der ICg sollte hier

daher nur im Zusammenhang mit den Ergebnissen nach Exposition mit der ICsp erfolgen.

4.2 Bedeutung der Epithelial-Mesenchymalen Transition fir die
erworbene Cisplatinresistenz von Urothelkarzinomzellen

Eines der Ziele dieser Arbeit ist, eine mogliche Bedeutung der Epithelial-Mesenchymalen
Transition fiir die erworbene Cisplatinresistenz von Urothelkarzinomzellen zu evaluieren
(siehe 1.7). Die Auswahl der verwendeten Zelllinien erfolgte unter der Annahme, dass die
Zelllinie RT-112 den epithelialen Phanotyp reprasentiert, wahrend die Zelllinie J-82
stellvertretend fiir den mesenchymalen Phdnotyp untersucht wurde (siehe 1.1.4).
Erwartungsgemifd zeigten die RT-112-Zellen vor Selektion eine deutlich hohere E-
Cadherin- und eine niedrigere Vimentin-Expression als die J-82-Zellen (siehe Fig. 1B).
Wihrend der Selektion verdanderten die Zellen ihre Morphologie im Sinne der Epithelial-
Mesenchymalen Transition; sie entwickelten lang gezogene Ausldufer, verloren ihre
rundliche Form und wiesen reduzierte Zell-Zell-Kontakte auf (siehe Figg. 3A, 3B und 3D).
Einhergehend verringerte sich die E-Cadherin-Expression wéhrend der Selektion in
beiden Zelllinien, wahrend die Vimentinexpression zunahm (siehe Figg. 3C und 3E). In
den J-82R-Zellen, deren morphologische Verdnderungen noch augenfilliger waren als die
der RT-112R-Zellen, nahm die E-Cadherin-Expression besonders stark ab (Faktor 10-2).
Somit korrespondieren die E-Cadherin- wund Vimentinexpression mit den
morphologischen Verdanderungen in den beiden Zelllinien. Bemerkenswerterweise wiesen
die bereits vor Selektion eher als mesenchymal charakterisierten J-82-Zellen sowohl
morphologisch als auch beziiglich der E-Cadherin- und Vimentin-Expression wahrend
der Selektion noch stdrkere Verdnderungen im Sinne der EMT auf als die RT-112-Zellen.
Insgesamt wurde somit in dieser Arbeit beobachtet, dass pulsatile Cisplatinexposition
Epithelial-Mesenchymale Transition in Urothelkarzinomzellen zur Folge hat und mit
Cisplatinresistenz ~ einhergeht. Auch durch kontinuierliche Cisplatinexposition
selektionierte Urothelkarzinomzellen weisen Verdnderungen im Sinne der EMT auf, die
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mit Cisplatinresistenz einhergehen [38], woraus geschlossen werden kann, dass die
Epithelial-Mesenchymale Transition im Zuge der erworbenen Resistenzentwicklung

gegeniiber Cisplatin unabhéngig vom Selektionsschema auftritt.

4.2.1 Bedeutung von Tumorstammzellen fiir den Zusammenhang von
Cisplatinresistenz und EMT

Eine Hypothese, die die Korrelation zwischen EMT und Cisplatinresistenz in Tumorzellen
erklart, ist, dass wahrend der Cisplatintherapie die meisten Zellen zugrunde gehen,
wihrend in den wenigen tiberlebenden Zellen Verdnderungen im Sinne der EMT
induziert und erworbene Mutationen angeh&duft werden, die das onkogene Potential der
Zellen erhohen [811, 812]. Es werden Tumorzellen selektioniert, die
Stammzelleigenschaften aufweisen und sich durch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
sowie hohes Invasions- und Metastasierungspotential auszeichnen [811]. Diese verbleiben
nach abgeschlossener Chemotherapie im Korper, sind jedoch aufgrund ihrer geringen
Anzahl durch géngige Staging-Diagnostik wie radiologische Verfahren oder
Tumormarker nicht nachweisbar. Nach einer variablen Latenzzeit proliferieren diese
Tumorstammzellen erneut und verursachen Rezidive, wobei sich durch das erhohte
Migrationspotential hdufig Metastasen bilden, die dann nicht mehr kurativ therapiert
werden konnen [813]. Zudem weisen diese Zellen eine hohe Chemoresistenz auf, sodass
die initial verwendeten Zytostatika (wie z.B. Cisplatin) nicht mehr wirksam sind [812].
Die Entwicklung therapeutischer Methoden, um Tumorstammzellen zu entdecken und
gezielt zu eliminieren sowie die Epithelial-Mesenchymale Transition wéahrend der
initialen Therapie zu unterbinden, sind daher unerldsslich, um Chemoresistenz im
Allgemeinen bzw. Cisplatinresistenz im Speziellen wirksam zu bekdmpfen. In Xenograft-
Modellen wurde die Hypothese aufgestellt, dass Tumorstammzellen aus
Urothelkarzinomen vermehrt das Cytokeratin CK14 sowie den Oberflichenmarker CD90
exprimieren [814], sodass letzterer als mogliche Zielstruktur fiir therapeutische
Interventionen in Betracht kommen konnte. In mehreren Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinom-Zelllinien konnte in vitro jedoch keine erhohte CD90- oder CK14-
Expression detektiert werden, obwohl die Zellen eindeutig phénotypische Zeichen der
EMT und ein verdndertes Expressionsprofil von E-Cadherin, Vimentin sowie der
Transkriptionsfaktoren Twist und ZEB1 im Sinne der EMT aufwiesen [38]. Auch in dieser
Arbeit ergab sich kein Unterschied in der Expression von CK14 und CD90 zwischen
den Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen und ihren Kkorrespondierenden
Ursprungszellen. Diese Ergebnisse lassen zwar die Frage nach zuverlédssigen Markern fiir
Tumorstammzellen in Urothelkarzinomen offen, unterstreichen jedoch die Bedeutung der
EMT bei der Resistenzentwicklung gegentiiber Cisplatin, die auch in dieser Arbeit unter

Verwendung eines alternativen Selektionsschemas beobachtet wurde.
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Maogliche Strategien zur zielgerichteten Elimination von Tumorstammzellen - Ausblick

Als Marker fiir Tumorstammzellen in Urothelkarzinomen kommt das Zellzyklus-
regulierende Onkoprotein Bmil in Betracht, das fiir die Fahigkeit von Stammzellen zur
Selbsterneuerung  essentiell —ist [815]. Knockdown von Bmil fithrte in
Urothelkarzinomzellen mit Tumorstammzell-Eigenschaften in vitro zur Sensitivierung
gegentiiber Cisplatin [815], sodass Inhibition von Bmil als Strategie zur Bekdmpfung von

Tumorstammzellen in Urothelkarzinomen in Betracht kommen koénnte.

Weitere mogliche therapeutische Ziele zur Bekdmpfung von Tumorstammzellen kénnten
der wachstumsregulierende YAP1- und der Cyclooxygenase 2-Signalweg sein [816]. Diese
kooperieren bei der Rekrutierung des Transkriptionsfaktors SOX2, der Pluripotenz und
Selbsterneuerung in Tumorstammzellen vermittelt [816]. Die Involvierung der
proinflammatorischen  Cyclooxygenase 2 (COX2) bei der Entstehung von
Tumorstammezellen ist aus klinischer Sicht besonders interessant, da COX-Inhibitoren als
analgetische, antipyretische und antiinflammatorische Medikamente in breitem
klinischem Gebrauch sind und daher unkompliziert als Co-Medikation im Rahmen einer
zytostatischen Therapie eingesetzt werden konnten. Cisplatintherapie fiihrt in vitro zur
Uberexpression von YAP1, COX2 und SOX2 in Urothelkarzinomzellen [816]. Die YAP1-
Expression korreliert in von Urothelkarzinom-Patienten stammenden Xenograft-Modellen
mit der Cisplatinresistenz [817]. Pharmakologische YAPI-Inhibition kann Cisplatin-
resistente Urothelkarzinomzellen in vivo resensitivieren [817]. Die kombinierte Inhibition
von YAP1 und COX2 als Co-Medikation im Rahmen einer Cisplatin-basierten
Chemotherapie zur Elimination von Tumorstammzellen hat im Xenograft-Modell

vielversprechende Ergebnisse gezeigt [816].

Das TNFa-induzierte Protein 2 (TNFAIP2), dessen Expression in mehreren Tumorentitidten
mit Migration und Invasion assoziiert ist, vermittelt Epithelial-Mesenchymale Transition
in Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen in vitro [818]. Bei Urothelkarzinom-
Patienten ist die immunhistochemisch detektierte E-Cadherin-Expression nach einer
Cisplatin-basierten Chemotherapie signifikant geringer und die TNFAIP2-Expression
hoher als vor einer Cisplatin-basierten Chemotherapie [818]. Knockdown von TNFAIP2
fuhrt in Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen in vitro zur Reduktion von Markern
der EMT und reduzierter Invasivitat [818]. Insofern kommt TNFAIP2 als therapeutisches
Ziel zur Bekdampfung der EMT und Verhinderung der Entstehung Cisplatin-resistenter

Tumorstammzellen in Betracht.

Die préaklinische Forschung zur zielgerichteten Elimination Cisplatin-resistenter
Tumorstammzellen in Urothelkarzinomen befindet sich noch in den Anfingen. Insofern
wdre es interessant zu untersuchen, ob in bereits etablierten Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinom-Zelllinien - wie beispielsweise den in dieser Arbeit selektionierten J-82R-
Zellen - tatsdchlich Zellen mit Tumorstammzell-Eigenschaften nachweisbar sind und ob
diese durch YAP1- bzw. COX2-Inhibitoren oder Knockdown von TNFAIP2 bzw. Bmil

gegeniiber Cisplatin sensitiviert werden kénnen.
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4.2.2 Zusammenhang zwischen EMT und reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies konnen auf zahlreichen Wegen die Epithelial-Mesenchymale
Transition begtinstigen. ROS konnen die freien Thiolgruppen von Cysteinresten oxidieren
und so die Funktion von Proteinen modifizieren: Dazu gehoren Integrine, die als
Transmembranproteine Komponenten der extrazelluliren Matrix wie Fibronektin,
Kollagen und Lamin mit dem intrazelluldren Aktin-Zytoskelett verbinden, sowie Aktin
selbst [819]. Diese Modifikationen des Zytoskeletts bedingen erhohte Zellmotilitidt und die
morphologischen Verdnderungen im Sinne der EMT [820], wie sie auch in den Cisplatin-
resistenten J-82R- und RT-112R-Zellen beobachtet werden konnten (siehe Fig. 3). Zudem
tragen reaktive Sauerstoffspezies zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten im Rahmen der
EMT bei und aktivieren den TGFB-, HIF1- und NF-xB-Signalweg, wodurch die
Expression von Transkriptionsfaktoren, die EMT vermitteln, hochreguliert wird [819].
Durch Stimulation der Transkription von Urokinase Plasminogen Activator (uPA) und
Matrix-Metalloproteinasen fordern reaktive Sauerstoffspezies aufserdem die Zersetzung
der extrazelluliren Matrix, was Invasion und Metastasierung begtinstigt [819].
Andererseits ist die Hochregulierung antioxidativer Enzyme ein h&ufig beobachteter
erworbener Resistenzmechanismus gegentiber Cisplatin, der sich auch in
Urothelkarzinomzellen als relevant erwiesen hat (siehe 1.6.2). In dieser Arbeit wurde
mittels quantitativer Realtime-PCR die mRNA-Expression zahlreicher Kandidatengene
untersucht, die an der Resistenzentwicklung gegentiber Cisplatin beteiligt sein konnten
(siehe Fig. 7), darunter auch antioxidative Enzyme. Hierbei zeigten sich die GSTM1 sowie
die Hamoxygenase 1 in den mesenchymalen J-82R-Zellen signifikant erhoht (siehe Fig. 7A,
siehe 4.6.2).

Insgesamt nehmen ROS in Bezug auf die Epithelial-Mesenchymale Transition und die
Resistenzentwicklung gegeniiber Cisplatin somit eine duale Rolle ein [821]. Es ist
denkbar, dass der lokale Entstehungsort der reaktiven Sauerstoffspezies innerhalb der
Zelle diesbeziiglich von Bedeutung ist, oder dass verschiedene reaktive Sauerstoffspezies
unterschiedliche Effekte haben [819]. Beispielsweise hat sich gezeigt, dass ein hohes
Verhiltnis von O'~ zu H>O, Resistenz gegeniiber Anoikis begtinstigt [822]. Anoikis ist
eine spezielle Form der Apoptose, die in Zellen eingeleitet wird, die sich aus der
extrazelluldren Matrix oder dem Kontext ihrer benachbarten Zellen abgelost haben [823].
Anoikis wirkt somit der EMT und Metastasierung von Tumorzellen entgegen [823].
Wéahrend HMOX1 und GSTM1 in den J-82R-Zellen tuberexprimiert sind, ist
DYRK1B/MIRK signifikant herunterreguliert (siehe Fig. 7). DYRK1B/MIRK begtinstigt
die Expression der Superoxiddismutasen 2 und 3 (siehe 1.6.2 e), was zur Reduktion des
Verhiltnisses von O~ zu HxO fithrt. Somit konnte die Herunterregulierung von
DYRK1B/MIRK in den ]J-82R-Zellen iiber verminderte Expression von
Superoxiddismutasen Resistenz gegeniiber Anoikis vermitteln und dadurch die
Epithelial-Mesenchymale Transition begtinstigen. Es wére somit interessant, die mRNA-
Expression der Superoxiddismutasen 2 und 3 in den Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen zu
analysieren, um zu priifen, ob sich diese Hypothese erhérten ldsst.
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4.2.3 Beziehung zwischen EMT und Proteinen der HSP70-Familie

Ahnlich wie reaktive Sauerstoffspezies nehmen auch Proteine der HSP70-Familie eine
duale Rolle beziiglich erworbener Cisplatinresistenz ein. Einerseits konnen sie durch
Inhibierung der Apoptose, Unterstiitzung von DNA-Reparaturmechanismen und
verstarkte Autophagie Cisplatinresistenz vermitteln (siehe 1.6.3 b). Die hier erhobenen
Daten zeigen im Widerspruch dazu jedoch eine hochsignifikante Herunterregulierung der
mRNA-Expression von HSPA1B aus der HSP70-Familie in den Cisplatin-resistenten J-82R-
Zellen, die allerdings den Schwellenwert der biologischen Relevanz mit Faktor 0,52 knapp
verfehlte. (Der Schwellenwert der biologischen Relevanz wurde als < Faktor 0,5 definiert;
HSPA1B ist daher nicht beschriftet in Fig. 7.) Eigentlich ware eher zu erwarten, dass
Herunterregulierung von HSPA1B die Cisplatinsensitivitit erhoht, sodass die
Suppression von HSPA1B in den J-82R-Zellen zundchst paradox erscheint. Andererseits
geht Herunterregulierung von Proteinen der HSP70-Familie mit Epithelial-
Mesenchymaler Transition einher. In Zellkulturen haben sich Hinweise darauf ergeben,
dass HSP70-Inhibitoren Epithelial-Mesenchymale Transition begiinstigen konnen [824].
Herunterregulierung von HSP70 fiithrt zur Auflosung von Zellkontakten durch
Destabilisierung der Interaktion von E-Cadherin-Dimeren und Cateninen in vitro [825],
wodurch EMT vermittelt wird. Somit ist es denkbar, dass die Herunterregulierung von
HSPA1B in den J-82R-Zellen zur Epithelial-Mesenchymalen Transition beigetragen hat,

die wiederum mit Cisplatinresistenz einhergeht.

4.3 Bedeutung von Veranderungen der DNA-Schadensantwort flr
die erworbene Cisplatinresistenz von Urothelkarzinomzellen

4.3.1 Verdnderungen der Formierung von yH2AX- und 53BP1-Foci im
Vergleich der Cisplatin-sensitiven und -resistenten Zelllinien

Die durch Immunfluoreszenz detektierten yH2AX- und 53BP1-Foci kolokalisieren im
Bereich von DNA-Doppelstrangbriichen (siehe 1.3.2.1 bis 1.3.2.3). Die Anzahl der yH2AX-
und 53BP1-Foci war bei Verwendung dquimolarer Dosen in den J-82R-Zellen signifikant
geringer ausgepragt als in den Cisplatin-sensitiveren J-82-Zellen (siehe Fig. 5B). Auch im
Southwestern-Blot zeigte sich bei Behandlung mit der hoheren Cisplatin-Dosierung (14
uM, entspricht in etwa der ICs der J-82-Zellen), dass die Intrastrang-Crosslinks zwischen
zwei benachbarten Guaninen, die das h&ufigste Cisplatin-Addukt an der DNA
ausmachen, in den Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen gegeniiber den J-82-Zellen reduziert
sind (siehe Fig. 5D). Dies deutet darauf hin, dass in den Cisplatin-resistenten J-828-Zellen
ein relevanter Anteil der Cisplatinmolekiile bereits vor Erreichen des Nukleus inaktiviert
wird. Somit erscheint die Beteiligung von Membrantransportern, intrazytoplasmatischen
Nukleophilen oder antioxidativen Enzymen (siehe 1.6.1 und 1.6.2) moglich.
Bemerkenswerterweise war die Reduktion der yH2AX- und 53BP1-Foci in den J-82R-
Zellen bei Behandlung mit der jeweiligen ICso 24 Stunden nach Cisplatinbehandlung

jedoch deutlich stdrker ausgeprégt als vier Stunden nach Cisplatinbehandlung (siehe Fig.
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5B). Dies konnte auf eine erhchte Reparaturkapazitit fiir DNA-Doppelstrangbriiche in
den Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen hinweisen. Bei Behandlung mit der ICs) wiesen die
J-82R-Zellen nach 24 Stunden hingegen fast genauso viele Doppelstrangbriiche auf wie die
Cisplatin-sensitiven J-82-Zellen. Moglicherweise sind die DNA-Reparaturkapazitidten bei

dieser hohen Cisplatinkonzentration erschopft.

In den Cisplatin-sensitiven J-82-Zellen zeigte sich verglichen mit RT-112 bei Behandlung
mit &dquitoxischen Dosen eine deutlich erhoéhte Anzahl von Intrastrang-Crosslinks
zwischen benachbarten Guaninen (siehe Fig. 5C). Einhergehend wiesen die J-82-Zellen
auch eine hohere Anzahl an yH2AX- und 53BP1-Foci auf. Dies impliziert, dass die ]J-82-
Zellen eine erhohte Reparaturkapazitdt fiir diese DNA-Addukte aufweisen, da bei
gleicher Zytotoxizitdt (durch Verwendung dquitoxischer Dosen) eine erhhte Anzahl von
Intrastrang-Crosslinks und Doppelstrangbriichen unmittelbar nach Cisplatinexposition
detektiert wurde. Zu dieser Theorie passt, dass nach einmaliger Cisplatinexposition
mehrere Reparaturfaktoren in den J-82-Zellen hochreguliert werden, darunter BRCA1,
BRCA2 und XRCC3 (siehe Fig. 2D), was bei RT-112 nicht der Fall ist (siehe Fig. 2C).
Zudem weisen die ]-82-Zellen insgesamt eine stdrkere Aktivierung der DNA-
Schadensantwort auf als RT-112 (siehe Fig. 6). Eine weitere Moglichkeit ist, dass die
Zytotoxizitit in den RT-112-Zellen weniger von nukledren DNA-Schidden abhéngt als von
anderen Mechanismen Cisplatin-induzierter Toxizitdt, z.B. dem vermehrten Anfall
reaktiver Sauerstoffspezies oder der Induktion von ER-Stress. Daftir spricht, dass der
VDAC, an den Cisplatin direkt bindet und der zudem an der Einleitung der Apoptose
tiber das endoplasmatische Retikulum beteiligt ist, in den RT-112-Zellen stérker
exprimiert wird als in den J-82-Zellen (siehe Figg. 2A und 2B). In den J-82-Zellen ist
hingegen das HSPA1B aus der HSP70-Familie stdrker exprimiert, das ER-Stress
reduzieren kann. Zudem werden in den J-82-Zellen im Vergleich zu RT-112 antioxidative
Enzyme wie HMOX1, GPX1 und DYRKI1B sowie der Radikalfinger MT1A vermehrt
exprimiert (siehe Figg. 2A und 2B), was fiir eine geringere Relevanz ROS-induzierter
Zytotoxizitdt in den ]-82-Zellen spricht. In den Cisplatin-resistenten RT-112R-Zellen ist
zwar eine Tendenz zur geringeren Formierung von yH2AX- und 53BP1-Foci sowohl vier
Stunden als auch 24 Stunden nach Cisplatinexposition erkennbar, diese ist jedoch nicht
signifikant (siehe Fig. 5B). Auch dies spricht dafiir, dass die Zytotoxizitidt von Cisplatin in
den RT-112-Zellen weniger von nukledren DNA-Schiden abhidngt und somit bei der
Resistenzentwicklung Mechanismen der DNA-Schadensantwort weniger relevant sind als
in den J-82-Zellen.

4.3.2 Verdnderungen der Zellzyklusregulation in Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinomzellen

Neben Unterschieden in der Entstehung und Detektion von DNA-Schidden (siehe 4.3.1)
zeigten die Cisplatin-resistenten Zellen eine deutlich verdnderte Zellzyklusregulation in
Reaktion auf Cisplatin-induzierte DNA-Schdden. Durchflusszytometrisch ergab sich 72
Stunden nach Cisplatinexposition mit der jeweiligen ICsy in der Zellzyklusanalyse ein
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deutlicher Anstieg der G,-/M-Fraktion bei den Cisplatin-resistenten Varianten J-82% und
RT-112R im Vergleich zu ihren Cisplatin-sensitiven Ursprungszellen (siehe Fig. 4B). Auch
die Cisplatin-sensitiven RT-112-Zellen wiesen einen Anstieg der G»-/M-Fraktion nach
Cisplatinexposition mit der ICsp auf, der jedoch weniger ausgeprédgt ist als in den
Cisplatin-resistenten Zelllinien. Offenbar wird infolge der Cisplatin-induzierten DNA-
Schiden ein Zellzyklusarrest am Gy-/M-Checkpoint eingeleitet. Nach Exposition
gegeniiber der ICso wurde hingegen weder in den Cisplatin-sensitiven noch den Cisplatin-
resistenten Varianten ein Anstieg der G»-/M-Fraktion beobachtet. Wahrscheinlich sind
die DNA-Schiden bei der hoheren Cisplatinkonzentration so gravierend, dass
tiberwiegend die Apoptose eingeleitet wird, was sich auch in der deutlich erhohten
SubG;i-Fraktion 72 Stunden nach Behandlung mit der ICs in allen vier Zelllinien
wiederspiegelt (siehe Fig. 4A). Insgesamt zeigten die RT-112R-Zellen einen grofseren
Anstieg der G»-/M-Fraktion als die J-82R-Zellen; einhergehend ist phosphoryliertes CHK1
im Western Blot nach Cisplatinbehandlung in den RT-112R-Zellen ausgeprégter
detektierbar als in den ]-82R-Zellen (siehe Fig. 6). Es ist jedoch moglich, dass die
Einleitung eines G,-/M-Arrests in den J-82R-Zellen als Resistenzmechanismus ebenso
relevant ist wie in RT-112R und die geringere Aktivierung der CHK1 mit nachfolgend
geringerem Zellzyklusarrest auf die reduzierte Anzahl von DNA-Schdden (erkennbar an
der reduzierten Anzahl an yH2AX- und 53BP1-Foci; siehe 4.3.1) und die aus diesem
Grund  insgesamt  abgeschwidchte  Aktivierung der  DNA-Schadensantwort
zurtickzuftihren ist. In diesem Zusammenhang wire es interessant, die Cisplatindosen zu
ermitteln, die die gleiche Anzahl an Intrastrang-Crosslinks in RT-112R und J-82R
verursachen und die Zellzyklusregulation in Reaktion auf diese Dosierungen zu

vergleichen.

Differenzierte Effekte auf die Zellzyklusregulation in Abhidngigkeit vom
Selektionsschema
Unterschiedliche Selektionsmechanismen Cisplatin-resistenter Urothelkarzinomzellen
fiihren bemerkenswerterweise zu differenzierten Effekten auf die Zellzyklusregulation
der resistenten Zellen: Eine 72-stiindige kontinuierliche Cisplatinexposition mit einer
Konzentration, die deutlich unterhalb der ICso der Cisplatin-resistenten Zellen lag, fiihrte
bei Skowron et al. zu einer Akkumulation der Cisplatin-resistenten Zellen in der S-Phase
[643]. In der hier vorliegenden Studie wurden die Cisplatin-resistenten Zellen ebenfalls
mit einer Dosis deutlich unterhalb ihrer ICsy behandelt, ndmlich mit der ICsy der
Ursprungszellen. Dies fiithrte nach 72 Stunden zu einer signifikanten Zunahme der G2/ M-
Fraktion in der Durchflusszytometrie (siehe Fig. 4B). Bemerkenswert ist, dass sich beim
Vergleich verschiedener Zelllinien mit erworbener Cisplatinresistenz in der hier
vorliegenden Arbeit sowie bei Skowron et al. innerhalb der jeweiligen Studie dhnliche
Ergebnisse beziiglich der Zellzyklusregulation ergeben haben. Trotz Verwendung
anndhernd &quitoxischer Dosen (ca. 0,3- bis 0,5-fache ICso) zeigten sich im Vergleich
zwischen den Studien jedoch die genannten Unterschiede in der Zellzyklusregulation.
Sowohl in der hier vorliegenden Arbeit als auch bei Skowron et al. wurden die Zelllinien
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J-82 und RT-112 verwendet, sodass ein Zelllinien-spezifisches Zellzyklusverhalten als
Ursache unwahrscheinlich ist. Somit sprechen die Ergebnisse dafiir, dass die
Zellzyklusprogression infolge der Exposition gegeniiber Cisplatin vom Selektionsschema
abhangig ist. Dies konnte ein Argument dafiir sein, das Applikationsschema von
Cisplatin in préklinischen Versuchen moglichst nah an der klinischen Verabreichung im

Rahmen von Chemotherapie-Zyklen zu orientieren.

4.3.3 Pharmakologische Modulation der DNA-Schadensantwort als
Strategie zur  Uberwindung erworbener Cisplatinresistenz  in
Urothelkarzinomzellen

Nachdem sich in der hier vorliegenden Arbeit Hinweise auf eine Beteiligung der
DNA-Schadensantwort an der Entstehung erworbener Cisplatinresistenz —in
Urothelkarzinomzellen ergeben hatten, wurden die Effekte verschiedener Modulatoren
der DNA-Schadensantwort auf die Cisplatinsensitivitdt in den J-82R-Zellen evaluiert
(siche Tab. 1). Hierzu wurden ein Inhibitor der Initiatorkinasen der DNA-
Schadensantwort ATM und ATR, ein unselektiver Checkpointkinase-Inhibitor, der CHK1
und CHK2 inhibiert, ein selektiver Checkpointkinase-Inhibitor fiir CHK1, ein Inhibitor
der Kinase Weel und der CDK-Inhibitor Roscovitin verwendet. Zudem wurde die
Wirksamkeit des Multikinase-Inhibitors Sorafenib untersucht, der unter anderem Raf und
Tyrosinkinasen des VEGEF-Signalwegs inhibiert [826] und in der Therapie
fortgeschrittener Nierenzellkarzinome, nicht resektabler hepatozelluldrer Karzinome
sowie Radiojodtherapie-refraktirer differenzierter Schilddriisenkarzinome klinisch
etabliert ist [827]. Inhibitoren der DNA-Reparaturproteine PARP1 und RAD51 wurden
ebenfalls eingesetzt, um deren Auswirkung auf die erworbene Cisplatinresistenz der
Urothelkarzinomzellen zu evaluieren. Auch die Auswirkung der Applikation von
Lovastatin, eines Inhibitors der Cholesterinbiosynthese, auf die Cisplatinsensitivitat
wurde untersucht. Lovastatin wird klinisch als Lipidsenker eingesetzt, jedoch in
préaklinischen Modellen auch als Tumortherapeutikum und Chemosensitizer erprobt
[828]. Fiir den Inhibitor von ATM und ATR, die Inhibitoren der DN A-Reparaturproteine,
sowie flir Sorafenib, Roscovitin und Lovastatin ergaben sich keine relevanten
Unterschiede beziiglich ihrer Zytotoxizitdt im Vergleich zwischen den Cisplatin-
sensitiven J-82-Zellen und den Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen (siehe Tab. 1). Die nach
pharmakologischer Inhibition der Checkpointkinasen detektierten Resultate erbrachten
jedoch Hinweise auf ein besseres Ansprechen der Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen im
Vergleich zu den Cisplatin-sensitiveren J-82-Zellen. Beim Einsatz des unselektiven
Checkpointkinase-Inhibitors AZD7762 zeigte sich eine Tendenz zum besseren
Ansprechen in den J-82R-Zellen, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Der
selektive CHKI1-Inhibitor LY2603618 hingegen war in den ]-82R-Zellen signifikant
wirksamer als in den Cisplatin-sensitiven J-82-Zellen und fiihrte vor allem in den
Cisplatin-resistenten Zellen bereits in geringer Dosierung zu einem ausgepragten

zytotoxischen Effekt. Eine subsignifikante Tendenz zu einem besseren Ansprechen in den
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Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen zeigte sich auch fiir den Weel-Inhibitor MK-1775 (siehe
Fig. 8C). Insgesamt scheint somit pharmakologische Modulation von Kinasen, die die
Zellzyklusprogression  beeinflussen, als Therapieansatz fiir Cisplatin-resistente

Urothelkarzinome am ehesten vielversprechend zu sein.

4.3.3.1 Checkpointkinase-Inhibitoren

4.3.3.1.1 Wirksamkeit von CHK-Inhibitoren bei der Sensitivierung von Tumorzellen
gegeniiber Cisplatin in priklinischen Studien

In Cisplatin-resistenten Tumorzellen konnte in vitro die Aktivierung von CHK1 und Weel
beobachtet werden [829, 830]. CHK1-Inhibitoren erhthen in préklinischen Studien die
Sensitivitdt von zahlreichen Tumorzelllinien gegentiber Cisplatin, darunter kleinzellige
Lungenkarzinomzellen [831-834], Ovarialkarzinomzellen [835], Mammakarzinomzellen
[836] HCC-Zellen [837] Osteosarkomzellen [838, 839], Neuroblastomzellen [840],
Medulloblastomzellen [841] und Nasopharynxkarzinomzellen [842]. WYC0209, ein
synthetisches Flavonoid-Derivat, das die Phosphorylierung von CHK1, jedoch nicht von
CHK?2 inhibiert, kann Urothelkarzinomzellen in vitro und in vivo gegentiber Cisplatin
sensitivieren [843] und urotheliale Tumorstammzellen bekdmpfen [844]. Zudem reduziert
WYC0209 die Expression des Efflux-Transporters P-Glykoprotein [843], der unter
anderem die intrazelluldare Konzentration von Doxorubicin, Methotrexat und Vinblastin
verringert, sodass eine Chemosensitivierung auch gegeniiber den Chemotherapeutika, die
im MVAC-Schema in Kombination mit Cisplatin eingesetzt werden, zu erwarten wiére.
Dartiber hinaus erhdhen verschiedene CHKI-Inhibitoren auch die Effektivitdt einer
Gemcitabin-Therapie in praklinischen Versuchen in vitro und in vivo [845-848]. Aufserdem
wurde in prdklinischen Studien die Sensitivierung von Blasentumorzellen gegentiber
einer Strahlentherapie durch CHKI1-Inhibition beobachtet [849]. Somit ist neben einer
synergistischen Wirkung mit Cisplatin durch CHK1-Inhibitoren auch eine Sensitivierung
gegeniiber anderen in der Erstlinientherapie eingesetzten Zytostatika sowie einer
erginzenden Strahlentherapie zu erwarten, was CHKI1-Inhibitoren fiir eine
Kombinationstherapie attraktiv erscheinen ldsst. In verschiedenen Tumorentitdten haben
sich in vitro Hinweise auf einen synergistischen Effekt bei Kombination von CHKI-
Inhibitoren mit Cisplatin und PARP-Inhibitoren ergeben [836, 839, 850]. Die Expression
von CHK1 und Weel wird durch miRNAs beeinflusst [851, 852], sodass auch diese als
Angriffspunkt zielgerichteter Therapien zur Sensitivierung von Tumorzellen gegentiber

Cisplatin in Betracht gezogen werden sollten.

4.3.3.1.2 Tumorzellen mit erhohter Suszeptibilitit gegeniiber CHK1-Inhibitoren

Tumorzellen mit mutiertem p53 sind in vitro besonders sensitiv gegeniiber einer
Behandlung mit Checkpointkinase-Inhibitoren [853, 854]. Aufserdem sind p53-Mutationen
haufig mit Cisplatinresistenz assoziiert (siehe 1.3.3.1). In p53-mutierten HNSCC-Zellen
fihrt Checkpointkinase-Inhibition in vitro zur Sensitivierung gegeniiber Cisplatin,
wiahrend dieser Effekt in p53-Wild-Typ-Zellen nicht beobachtet wurde [855]. Der
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Synergismus zwischen Cisplatin und CHKI1-Inhibitoren ist in kleinzelligen
Lungenkarzinomzellen (SCLC-Zellen) [832] und Kolonkarzinomzellen [853] ohne
funktionsfihiges p53 hoher. Hinweise auf eine erhohte Sensitivitdt von Tumorzellen mit
p53-Mutation gegeniiber CHK1-Inhibitoren haben sich auch fiir Urothelkarzinomzellen in
vitro und in vivo ergeben [847]. Gegebenenfalls konnten Patienten mit Urothelkarzinomen,
die eine p53-Mutation aufweisen, somit besonders von einer Kombinationstherapie aus
Cisplatin und Checkpointkinase-Inhibitoren profitieren. Dies betrifft immerhin 55-60%
der Patienten mit metastasierten Harnblasenkarzinomen (siehe 1.3.3.1). Weiterfithrende
Studien zu Checkpointkinase-Inhibitoren in Urothelkarzinomen sollten daher unbedingt
den p53-Mutationsstatus berticksichtigen. In Urothelkarzinomzellen mit kombinierter
p21-Mutation und p53-Mutation sind CHK1-Inhibitoren besonders effektiv. Die in der
hier vorliegenden Arbeit verwendete Zelllinie RT-112 weist im Gegensatz zur Zelllinie J-
82 eine Kombination aus einer p21- und p53-Mutation auf [847] (siehe auch 4.3.3.1.3).

Dartiber hinaus fiihrt c-Myc-Amplifikation, die auch in fortgeschrittenen
Urothelkarzinomzellen haufig vorliegt [856], in Medulloblastomzellen [841] und SCLC-
Zellen [833] zu einem verbesserten Ansprechen auf CHKI1-Inhibition. Somit liegt nahe,
dass Urothelkarzinom-Patienten mit Nachweis einer c-Myc-Amplifikation besonders von
einer Therapie mit CHKI-Inhibitoren profitieren konnten. Die Selektion geeigneter
Patientenkollektive konnte somit fiir den erfolgreichen Kklinischen Einsatz von
Checkpointkinase-Inhibitoren im Zuge einer individualisierten Tumortherapie

entscheidend sein.

43.3.1.3 Bedeutung der erhohten Sensitivitit der Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinomzellen gegeniiber CHK1-Inhibitoren

Von den verwendeten Inhibitoren der DNA-Schadensantwort wies nur der selektive
CHK1-Inhibitor LY26003618 (Rabusertib) eine signifikant erhohte Zytotoxizitdt in den
Cisplatin-resistenten = J-82R-Zellen im Vergleich zu den Cisplatin-sensitiven
Ursprungszellen auf. Moglicherweise ist die erkennbare Tendenz zur verbesserten
Wirksamkeit des unselektiven Checkpointkinase-Inhibitors AZD7762 in den Cisplatin-
resistenten ]J-82R-Zellen auf die Inhibition der CHK1 zuriickzuftihren. Dass mit Cisplatin
vorbehandelte Zellen ein verbessertes Ansprechen auf Inhibitoren der CHK1 aufweisen,
ist insofern plausibel, als die CHK1 vorwiegend durch ATR infolge von Replikationsstress
aktiviert wird, wahrend die CHK2 tiberwiegend durch ATM in Reaktion auf DNA-
Doppelstrangbriiche aktiviert wird (siehe 1.3.1 und 1.3.4). Die fiir die Zytotoxizitdt von
Cisplatin wesentlichen DNA-L&sionen verursachen in erster Linie Replikationsstress
wiahrend der S-Phase des Zellzyklus und erst sekunddar DNA-Doppelstrangbriiche, sodass
fir die DNA-Schadensantwort infolge Cisplatin-induzierter DNA-Crosslinks die
Aktivierung der Checkpointkinase 1 durch ATR besonders relevant ist. Die Kombination
aus Cisplatin und LY26003618 erwies sich jedoch weder in den Cisplatin-resistenten J-82&-
Zellen noch in den Cisplatin-sensitiven ]-82-Zellen als signifikant effektiver als die

Behandlung mit Cisplatin allein (siehe Fig. 8F). Dies impliziert, dass CHK1-Inhibitoren
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weniger als chemosensitivierende Medikamente gegeniiber Cisplatin fiir fortgeschrittene
Urothelkarzinome in Betracht kommen, sondern eher in der Zweitlinientherapie bei
Urothelkarzinomen mit erworbener Cisplatinresistenz und fortgeschrittener Epithelial-

Mesenchymaler Transition zum Einsatz kommen kénnten.

Die erhobenen Daten deuten darauf hin, dass Verdanderungen der DNA-Schadensantwort
in den als eher mesenchymal charakterisierten J-82R-Zellen fiir die Cisplatinresistenz
bedeutsamer sind als in den als epithelial charakterisierten RT-112R-Zellen (siehe 4.3.1).
Andererseits war insbesondere die Aktivierung der Checkpointkinase 1 in den Cisplatin-
resistenten RT-112R-Zellen ausgeprégter als in den Cisplatin-sensitiveren RT-112-Zellen,
wiahrend CHKI1 in den J-82R-Zellen tendenziell weniger aktiviert wurde als in den J-82-
Zellen (siehe Fig. 6). Einhergehend zeigte sich in den RT-112R-Zellen ein besonders
deutlicher G»/M-Arrest (siehe Fig. 4B). Dies deutet darauf hin, dass in den RT-112R-Zellen
die Aktivierung der Checkpointkinase 1 einen ausgeprédgten G»/M-Arrest bedingt,
wodurch die Zellen vor Cisplatin-induzierter Apoptose bewahrt werden. Diese
Hypothese wird auch durch die deutlich reduzierte SubGi-Fraktion in den RT-112R-Zellen
im Vergleich zu den Cisplatin-sensitiven RT-112-Zellen gesttitzt (siehe Fig. 4A). Zudem
gibt es Hinweise darauf, dass CHKI1-Inhibitoren in Urothelkarzinomzellen mit einer
Kombination aus p2l-und p53-Mutation, wie sie in der Zelllinie RT-112 vorliegt,
besonders effektiv sind [847] (siehe 4.3.3.1.2). Es wire daher sehr interessant gewesen zu
klaren, ob die RT-112R-Zellen durch den CHK1-Inhibitor gegentiber Cisplatin sensitiviert
werden konnen. Da die RT-112R-Zellen nach dem Einfrieren nicht erneut kultivierbar
waren, konnte diese Frage in der hier vorliegenden Arbeit nicht gekldrt werden.
Zukiinftige in vitro Experimente und in vivo Studien mit orthotopen Tumormodellen mit
mehreren Cisplatin-resistenten Zelllinien sind erforderlich, um die Beziehung zwischen
Epithelial-Mesenchymaler Transition und Verdanderungen der DNA-Schadensantwort im
Zuge der erworbenen Cisplatinresistenz weiter zu untersuchen und die Wirksamkeit von

CHKT1-Inhibitoren in Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen zu untermauern.

4.3.3.1.4 Erschwerte klinische Etablierung von CHK1-Inhibitoren

In klinischen Studien haben sich variable Bioverfiigbarkeit sowie Dosis-limitierende
Toxizitdten, insbesondere Kardiotoxizitit und Hamatotoxizitit, als Probleme bei der
klinischen Etablierung von Checkpointkinase-Inhibitoren erwiesen [857]. Zudem blieben
die Effekte der ersten in klinischen Studien erprobten CHKI-Inhibitoren hinter den
Erwartungen zurtick [858]. Der in der hier vorliegenden Arbeit verwendete unselektive
Checkpointkinase-Inhibitor AZD7762 kann beispielsweise klinisch nicht eingesetzt
werden wegen inakzeptabler Kardiotoxizitdt [859]. Der hier ebenfalls verwendete CHK1-
selektivere Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) ist aufgrund struktrueller Verdnderungen
weniger kardiotoxisch als AZD7762 [858]. Trotz insgesamt vielversprechender
préaklinischer Resultate beim Finsatz von Rabusertib [860-862] konnten in klinischen
Phase-II-Studien bei NSCLC-Patienten in Kombination mit Permetrexed [863] bzw.

Pankreaskarzinom-Patienten in Kombination mit Gemcitabin [864] keine signifikanten
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Vorteile von Rabusertib nachgewiesen werden. Die Verabreichung von Rabusertib
zusdtzlich zu Cisplatin/Permetrexed erbrachte bei NSCLC-Patienten zwar einen
deutlichen Vorteil fiir das progressionsfreie Uberleben, jedoch kann diese Kombination
aufgrund haufiger thromboembolischer Komplikationen klinisch nicht etabliert werden
[865]. In keiner klinischen Studie konnte ein vollstindiges Ansprechen eines soliden
Tumors auf die Kombination von Rabusertib mit den verabreichten Zytostatika
dokumentiert werden [857]. Zudem zeigte sich, dass Rabusertib einer grofien
patientenbezogenen pharmakokinetischen Variabilitdit unterliegt, wodurch die
Bioverfiigbarkeit limitiert sein kann [857]. Dies konnte erkldren, warum die klinischen
Ergebnisse sich nicht mit den Erwartungen deckten, die sich aus den priklinischen
Studien mit LY2603618 (Rabusertib) ergeben hatten. Die genannten Schwierigkeiten bei
der Kklinischen Etablierung der ersten Checkpointkinase-Inhibitoren fiihrten zur
Entwicklung weiterer Checkpointkinase-Inhibitoren, darunter LY2606368 (Prexasertib),
welches aktuell in klinischen Studien erprobt wird und ein vielversprechender Kandidat
fur einen klinisch effektiven CHK-Inhibitor zu sein scheint [857]. In vielen laufenden
klinischen Studien werden auch Kombinationstherapien aus Checkpointkinase-
Inhibitoren und Zytostatika eingesetzt [866]. Zudem wurden oral bioverfiigbare CHK1-
Inhibitoren entwickelt [866], die aufgrund ihrer einfachen Applikation klinische Vorteile

insbesondere im Hinblick auf die Lebensqualitédt der Patienten bieten konnten.

Bislang konnten Checkpointkinase-Inhibitoren fiir keine Tumorentitdt eine klinische
Zulassung erlangen. Fiir den Nutzen von CHKI1-Inhibitoren bei Patienten mit
fortgeschrittenen Urothelkarzinomen liegen bislang kaum klinische Daten vor. Die hier
erhobenen Daten deuten darauf hin, dass insbesondere Patienten mit Cisplatin-resistenten
Urothelkarzinomen in der Zweitlinientherapie von CHKI-Inhibitoren profitieren
konnten. Deshalb sollte im Zuge der fortschreitenden Entwicklung von CHK1-Inhibitoren
mit einem verbesserten Nebenwirkungsprofil und hoherer klinischer Effektivitdt auch
deren Nutzen in fortgeschrittenen Urothelkarzinomen weiter untersucht werden, wobei

in Betracht gezogen werden muss, dass ggf. nur ausgewéhlte Patientengruppen von den
CHK1-Inhibitoren profitieren (siehe 4.3.3.1.2).

4.4 Bedeutung von DNA-Reparaturfaktoren fiir die erworbene
Cisplatinresistenz von Urothelkarzinomzellen

4.4.1 Beteiligung in dieser Arbeit untersuchter DNA-Reparaturfaktoren an
der Resistenzentwicklung

Die mittels qRT-PCR in dieser Studie untersuchten DNA-Reparaturfaktoren ERCCI,
BRCA1, BRCA2, XRCC3, MSH2, MLH1 und POLH scheinen fiir die Resistenzentwicklung
in den eher epithelialen RT-112-Zellen von untergeordneter Bedeutung zu sein. Da sich
jedoch in den Cisplatin-resistenten RT-112R-Zellen eine ausgeprédgte Erhohung der G,/ M-

Fraktion in der Durchflusszytometrie zeigte und zudem eine erhdhte Proteinexpression
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der phosphorylierten, also aktivierten CHK1 detektiert wurde, ist von einer Beteiligung
der DNA-Schadensantwort an der Resistenzentwicklung der RT-112-Zellen auszugehen.
Auch in den Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen konnte keine relevante Verdnderung in der
mRNA-Expression der genannten DNA-Reparaturfaktoren detektiert werden. Eine
deutliche zeitliche Dynamik der Anzahl der yH2AX-Foci nach Cisplatinexposition in den
J-82R-Zellen (Reduktion der Foci 24 Stunden nach Cisplatinexposition im Vergleich zu
vier Stunden nach Cisplatinexposition; siehe 4.3.1) deutet jedoch auf eine erhohte
Reparaturkapazitdt der J-82R-Zellen hin. Ahnliche Beobachtungen wurden auch durch
Skowron et al. in Cisplatin-resistenten J-82-Zellen gemacht, die durch kontinuierliche
Cisplatinexposition selektioniert wurden. Einhergehend zeigte sich bei Skowron et al. in
den Cisplatin-resistenten J-82-Zellen ein mRNA-Expressionsprofil, das fiir eine erhohte
Reparaturkapazitdt dieser Zellen spricht: Wahrend eine signifikante Hochregulierung der
ERCC1-Expression beobachtet werden konnte, waren die Mismatch-Reparaturfaktoren
MLH1 und MSH2, die Cisplatin-induzierte DNA-Schidden zwar erkennen, jedoch nicht
reparieren konnen und somit andere Reparaturmechanismen blockieren (siehe 1.4.1.2),
herunterreguliert [643]. Insgesamt stiitzen die Ergebnisse von Skowron et. al somit die
Hypothese, dass bei der erworbenen Resistenzentwicklung der den mesenchymalen
Phénotyp reprdsentierenden J-82-Zellen DNA-Reparaturmechanismen von Bedeutung
sind (siehe 4.3.1). Fuir weitere untersuchte Zelllinien (unter anderem RT-112) zeigten sich
hingegen auch bei Skowron et al. keine Verdnderungen, die ein schliissiges Bild beziiglich
der Entwicklung von Cisplatinresistenz durch verdnderte Expression von DNA-
Reparaturfaktoren ergaben [643]. Es besteht die Moglichkeit, dass die Funktionalitidt der
DNA-Reparaturproteine posttranslational reguliert wird und sich Verdnderungen aus
diesem Grund nicht in der mRNA-Expression, die durch die qRT-PCR bestimmt wurde,
widerspiegeln. Vorstellbar ist beispielsweise, dass der Abbau von DNA-
Reparaturfaktoren beeintrachtigt ist oder posttranslationale Modifikationen die Aktivitat

der Reparaturfaktoren beeinflussen.

4.4.2  Potentielle  Beteiligung hier nicht untersuchter  DNA-
Reparaturfaktoren an der Resistenzentwicklung - Ausblick

Zudem ist denkbar, dass Reparaturfaktoren, die in dieser Arbeit bzw. bei Skowron et al.
nicht untersucht wurden, an der Resistenzentwicklung beteiligt sind. Potentielle
Kandidaten werden im Folgenden beleuchtet. Eine Beteiligung von DNA-
Reparaturmechanismen an der Resistenzentwicklung der RT-112- oder J-82-Zellen kann

somit trotz fehlender konkreter Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden.

4.4.2.1 Fanconi-Andmie-Signalweg

Interessant ware zum Beispiel, die Beteiligung des Fanconi-Andmie-Signalwegs an der
Resistenzentwicklung gegeniiber Cisplatin in Urothelkarzinomzellen zu untersuchen.
Interstrang-Crosslinks machen zwar nur einen geringen Anteil der Cisplatin-induzierten

DNA-Addukte aus (siehe 1.2.3.1), sind aber die L&sionen mit den ausgeprégtesten
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sterischen Folgen fiir die DNA und sind hoch zytotoxisch [69]. Welche DNA-Lésionen fiir
die Zytotoxizitdt von Cisplatin am relevantesten sind, wird kontrovers diskutiert. Es ist
wahrscheinlich, dass neben den bei weitem am h&ufigsten vorkommenden Intrastrang-
Crosslinks, die relativ leicht durch Nukleotid-Exzisionsreparatur beseitigt werden
konnen, auch die Interstrang-Crosslinks, die iiber den FA-Signalweg repariert werden,
einen relevanten Anteil an der zytotoxischen Wirkung von Cisplatin haben [85].
Tatsédchlich gibt es Hinweise darauf, dass Komponenten des FA-Signalwegs, insbesondere
der Schliisselfaktor FANCD2, mit Cisplatinresistenz assoziiert sind: FANCD2-
Uberexpression schwiacht die Cisplatinwirkung in NSCLC-Zellen in vitro ab, wihrend
Suppression von FANCD2 mittels RNA-Interferenz die Cisplatinsensitivitdt erhoht [867,
868]. Auch Knockdown von FANCF und FANCL kann Cisplatin-resistente NSCLC-Zellen
in vitro resensitivieren [868]. In einer weiteren Studie konnte Transfektion mit einem
Adenovirus, das dominant-negatives FANCA tragt, NSCLC-Zellen in vivo gegentiber
Cisplatin sensitivieren [869]. Naturstoffe, die den FA-Signalweg inhibieren, konnen die
Sensitivitit von Mamma- und Ovarialkarzinomzellen [870] sowie NSCLC-Zellen [867]
gegeniiber Cisplatin in vitro verbessern. Fiir Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-/
Hals-Bereichs und der Lunge konnte gezeigt werden, dass FANCD2-Knockdown in vitro zu
erhohter Cisplatinsensitivitdt fiihrt [206]. Interessanterweise wird die Expression von
FANCD2 durch ANp63 hochreguliert [206]. Insofern konnten ANp63 und FANCD2
Ansétze fur zielgerichtete Therapien sein, um die Cisplatinresistenz in Tumorzellen zu
erhohen. Die Bedeutung des FA-Signalwegs bzw. von FANCD2 im Speziellen fiir die
Cisplatinresistenz von Urothelkarzinomen ist jedoch noch unklar. Die Aktivitdt des FA-
Signalwegs kann unter anderem durch die immunhistochemische Detektion von
FANCD2-Foci quantifiziert werden [871]. Eine Quantifizierung von FANCD2-Foci kénnte
auch aufschlussreich sein, um eine mogliche Beteiligung des FA-Signalwegs an der

Resistenzentwicklung in den RT-112- und J-82-Zellen zu untersuchen.

4.4.2.2 DNA-Polymerase {

Ein weiterer DNA-Reparaturfaktor, der in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, fiir den
es jedoch Hinweise gibt, dass er Cisplatinresistenz bedingen kann, ist die DNA-
Polymerase ( [344]. Die Polymerase C ist nicht nur an der Transldsionssynthese tiber
Intrastrang-Crosslinks hinweg beteiligt (siehe 1.4.1.3), sondern auch an der Reparatur von
Interstrang-Crosslinks im FA-Signalweg (siehe 1.4.3). In Reaktion auf Cisplatinexposition
wird die mRNA-Expression der DNA-Polymerase C in vitro hochreguliert [872], was zu
vermehrter Transldsionssynthese fithrt und zudem genomische Instabilitdt und somit die
Entstehung Cisplatin-resistenter Tumorzellen begiinstigt [872]. Bei Zervixkarzinom-
Patientinnen, die mit einer Platin-basierten Radiochemotherapie behandelt wurden, geht
positive Proteinexpression der Polymerase ¢ mit einer schlechteren Prognose einher [873].
Uberexpression von Rev3L, der katalytischen Untereinheit der Polymerase {, fiihrt in
Zervixkarzinom- [874] und Gliomzellen [875] in wvitro zu Cisplatinresistenz, wahrend

Suppression von Rev3L durch RNA-Interferenz die Cisplatinsensitivitdt erhoht. Das
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Potential der Rev3L-Suppression zur Chemosensitivierung gegentiiber Cisplatin konnte
tir Cisplatin-resistente NSCLC-Tumoren in vivo bestdtigt werden [876, 877]. In vitro
konnte gezeigt werden, dass in NSCLC-Zellen Rev3L durch die miRNA miR-29a negativ
reguliert wird; somit bedingt erhohte Expression der miR-29a Cisplatinsensitivitit,
widhrend Herunterregulierung dieser miRNA zu erhohter Expression von REV3L fiihrt
und Cisplatinresistenz vermittelt [878]. In einem ersten Schritt zur Evaluierung der
Bedeutung der DNA-Polymerase ( fiir die erworbene Cisplatinresistenz von
Urothelkarzinomzellen wére es interessant, die mRNA- und Proteinexpression der DNA-
Polymerase ¢ in den Cisplatin-resistenten J-82R-Zellen mit der Expression in den

Cisplatin-sensitiven Ursprungszellen zu vergleichen.

4.5 Bedeutung von Cisplatin-Resistenzmechanismen mit Bezug zur
Apoptose in Urothelkarzinomzellen

Da die Apoptose neben einem Zellzyklusarrest und der Einleitung der DNA-Reparatur
eine weitere unmittelbare Konsequenz der DNA-Schadensantwort sein kann, sind
Verdnderungen im Ablauf der Apoptose fiir die Fragestellung dieser Studie von
besonderer Relevanz. Proteine mit Bezug zur Apoptose stellen somit ebenfalls mogliche
Angriffspunkte  zielgerichteter =~ Therapien = zur  Uberwindung  erworbener
Cisplatinresistenz dar. Pharmakologische Modulation der DNA-Schadensantwort hat

zudem direkte Auswirkungen auf die Apoptose.

4.5.1 Verdnderungen der SubG1-Fraktion in der Durchflusszytometrie in
Cisplatin-resistenten Urothelkarzinomzellen

Als orientierender Indikator zur Quantifizierung apoptotischer Zellen kann aufgrund der
Fragmentierung der DNA wéahrend der Apoptose die SubGi-Fraktion in der
Propidiumiodid-Durchflusszytometrie herangezogen werden. Nach Behandlung mit
dquimolaren Cisplatindosen (ICsp und ICs) wiesen die RT-112R-Zellen in der
Durchflusszytometrie eine signifikant geringere SubG;-Fraktion auf als die Cisplatin-
sensitiven RT-112-Zellen (siehe Fig. 4A). Es =zeigte sich somit eine geringere
Fragmentierung der DNA, was auf eine reduzierte Apoptose in den Cisplatin-resistenten
RT-112R-Zellen hindeutet. In der qRT-PCR ergab sich k