Aus der Klinik fiir Kinder-Onkologie, -Hdamatologie und klinische Immunologie
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. Arndt Borkhardt

Identifikation neuer therapeutischer Ansatze

fiir hochmaligne Gliome im Kindes- und Erwachsenenalter

Dissertation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultiat der Heinrich-Heine-Universitit Dusseldorf

vorgelegt von
Mara Maue

2024



Angabe der Gutachter

Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der
Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
gez.:

Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker

Erstgutachter: ~ Prof. Dr. med. Marc Remke

Zweitgutachetr: Prof. Dr. med. Guido Reifenberger



Fiir meinen Opa



L. Zusammenfassung (deutsch)

Das Glioblastom stellt den hdufigsten priméren malignen Hirntumor im Erwachsenenalter
dar. Bei Kindern sind bosartige Gliome deutlich seltener als bei Erwachsenen, weisen aber
auch in dieser Altersgruppe meist eine duflerst schlechte Prognose mit einem
Fiinfjahresiiberleben von unter 5% auf. Das multimodale Behandlungskonzept maligner
Gliome umfasst eine moglichst vollstindige chirurgische Resektion des Tumors mit
nachfolgender kombinierter Chemo- und Radiotherapie. Diese Therapiekombination stellt
eine erhebliche Belastung dar, welche durch eine zielgerichtete Behandlung unter
Einbeziehung typischer genetisch bedingter Vulnerabilitdten reduziert werden kdnnte. Zur
Identifizierung neuer therapeutischer Ansitze wurden im Rahmen dieser Arbeit padiatrische
(n = 7) und adulte (n = 18) Zellkulturmodelle hochgradig maligner Gliome in der
Hochdurchsatz-Medikamententestung  (high-throughput  drug  screening, HTDS)
hinsichtlich des therapeutischen Ansprechmusters verglichen. Dabei wurden 660 entweder
experimentelle oder bereits klinisch eingesetzte Wirkstoffe getestet, um eine schnelle
Translation in die Therapie zu ermdglichen. Im Rahmen der HTDS konnte fiir die Inhibitoren
Napabucasin und Nedaplatin eine gute Wirkung auf kultivierte Gliomzellen nachgewiesen
werden. Napabucasin, ein oral verfiigbarer niedermolekularer STAT3- Inhibitor, kann die
Zellproliferation von Gliomzellen hemmen und zu deren Apoptose fiihren. In klinischen
Studien erwies Napabucasin sich als nebenwirkungsarm und gut vertrdglich. Eine
synergistische Wirkung mit Temozolomid konnte im Rahmen dieser Arbeit fiir Gliomzellen
nachgewiesen werden. Bei Nedaplatin handelt es sich um ein Cisplatin- Analogon, das in
Gliomzellen mit erhohter Kopienzahl des Cyclin D1-Gens (CCND/1) ein Wirkansprechen
zeigte. Wirkstoffe wie Napabucasin und Nedaplatin konnten in der Zukunft in Kombination
mit der Standardtherapie, nicht nur bei Glioblastomen und padiatrischen malignen Gliomen,
eine bedeutende Rolle spielen. Gerade Malignome mit infauster Prognose und starker
Resistenzentwicklung machen synergistisch wirksame Medikamente mit einem glinstigen
Nebenwirkungsprofil und entsprechender, bereits bestehender Studienlage, besonders
interessant. Mit Hilfe des HTDS ist die Identifizierung solcher Wirkstoffe moglich, so dass
die Entwicklung einer personalisierten Medizin flir Patienten mit bdsartigen Gliomen

ermoglicht werden kann.



II. Zusammenfassung (englisch)

Glioblastoma is the most common primary malignant brain tumor in adults. Malignat
gliomas are overall less frequent in children than in adults. However, they also have an
extremely poor prognosis with a five-year survival rates of less than 5%. The multimodal
treatment concept for glioblastoma and other malignant gliomas includes surgical resection
of the tumor followed by combined chemotherapy and radiotherapy. This combination of
therapies represents a massive burden, which could be reduced by the development of
targeted treatments based on tumor-specific genetic vulnerabilities. To identify novel
therapeutic approaches, this work compared drug response patterns in pediatric (n = 7) and
adult (n = 18) malignant glioma cell culture models using a high-throughput drug screening
(HTDS) approach. This included testing of 660 experimental compounds as well as
compounds already in clinical use to enable rapid translation into clinical application. The
high-throughput drug screening approach revealed that the pharmacological inhibitors
napabucasin and nedaplatin showed the most promising antitumoral effects on cultured
glioma cells. Napabucasin, an orally available small molecule S7473 inhibitor, inhibited cell
proliferation and induced apoptosis of glioma cells. In clinical trials, napabucasin was shown
to have few side effects and was well-tolerated. The own research experiments demonstrated
synergistic effects with temozolomide on cultured gliomas cells. Nedaplatin is a cisplatin
analog that showed a specific response in glioma cells with increased copy numbers of the
cyclin D1 (CCNDI) gene. Drugs including napabucasin and nedaplatin could play future
roles as add-ons to standard therapy, not only in the treatment of malignant gliomas.
Especially highly drug resistant malignancies with a devastating prognosis require
alternative treatment approaches including synergistically effective drugs with a favorable
side effect profile established in advanced clinical studies. High-throughput drug screening
enables the identification of such drugs and can thereby pave the way towards personalized

medicine for adult and pediatric patients with malignant gliomas.
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1. Einleitung

1.1 Glioblastom

Hirntumore sind die hidufigste Ursache fiir krebsbedingte Mortalitit bei Kindern und
Jugendlichen. Wéhrend Glioblastome im Erwachsenenalter die haufigsten bdsartigen
Hirntumore sind', machen diese Tumore im Kindesalter nur etwa 3-15% aller Hirntumore
aus. Nichtsdestotrotz ist die Prognose des Glioblastoms im Kindesalter vergleichbar infaust
wie im Erwachsenenalter mit einem Fiinfjahresiiberleben von unter fiinf Prozent®. Das
Glioblastom gehédrt zu den diffusen Gliomen der astrozytiren Linie® und zu seinen
histopathologischen Merkmalen gehoren Nekrosen sowie pathologische mikrovaskuldre
Proliferate, was zur Zuordnung in den ZNS WHO Grad 4, dem hochsten Grad in der
Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO), fliir Tumoren des =zentralen
Nervensystems (ZNS) fiihrt.* Das Glioblastom ist hiufig im supratentoriellen Bereich
(Frontal-, Temporal-, Parietal- und Okzipitallappen) und selten im Kleinhirn lokalisiert.
Symptomatisch duflert das Glioblastom sich unter anderem mit Anzeichen eines erhéhten
Hirndrucks und bei ca. einem Drittel der Patienten treten epileptische Anfille auf. Weitere
neurologische  Symptome sind Lihmungen, Gefiihlsstorungen, Sehstérungen,

Sprachstdrungen, Schwindel, Gedéchtnisstérungen oder Verinderungen der Personlichkeit.’

Die meisten Glioblastome entstehen sporadisch, wobel bestimmte
Einzelnukleotidpolymorphismen der DNA mit einem erhdhten Risiko assoziiert wurden.
Selten entstehen Glioblastome im Rahmen eines erblichen Tumorpridispositionssyndroms,

z.B. im Rahmen des sehr seltenen Li-Fraumeni-Syndroms oder einer erblichen Defizienz des
DNA-Mismatch-Reparatursystems. Als einziger exogener Risikofaktor fiir die Entwicklung
eines Glioblastoms gilt ionisierende Bestrahlung, z.B. in Form einer Bestrahlung des
zentralen Nervensystems bei Kindern mit einer akuten Leukimie®. Die derzeitige
Behandlung des Glioblastoms ist vielschichtig und besteht zunichst aus einer chirurgischen
Resektion, gefolgt von einer Strahlentherapie und einer gleichzeitigen und anschlieBenden
Chemotherapie mit Temozolomid®. Eine zusitzliche Gabe von Lomustin ist ebenfalls
moglich und bietet Vorteile im Gesamtiiberleben im Vergleich zu einer alleinigen Therapie
mit Temozolomid fiir die Subgruppe der Patienten, in deren Tumor eine Methylierung des
06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)-Genpromotors nachgewiesen wurde®.

Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dass eine Behandlung



mittels Tumortherapiefelder (TTFields) das Gesamtiiberleben in der Primértherapie von
adulten Glioblastom-Patienten verlingert’. Dieses Verfahren verwendet schwache
elektromagnetische Wechselfelder im Langwellenbereich {iber dullere Elektroden und stort
die Mitose der Krebszellen, wodurch das Tumorwachstum gehemmt werden kann. Erste
Studien legen ebenfalls eine Wirksamkeit bei pidiatrischen Glioblastom-Patienten nahe®.

Trotz dieses multimodalen Therapieansatzes konnte das Gesamtiiberleben von Glioblastom-
Patienten in den letzten drei Jahrzehnten nur unwesentlich verbessert werden und die
Prognose bleibt trotz Fortschritten in der Behandlung infaust, wobei ein jlingeres
Diagnosealter und ein guter Allgemeinzustand unabhdngig voneinander giinstige
Prognosefaktoren darstellen. Ein Problem bei der Behandlung des Glioblastoms ist die
Heterogenitidt des Tumors auf morphologischer, genetischer und biologischer Ebene,
wodurch die Tumorzellen meist recht schnell eine Resistenz gegeniiber den verfiigbaren

Behandlungsmodalititen entwickeln und es zur lokalen Rezidivtumorbildung kommt.’

1.1.1 Histologische und molekulare Merkmale des Glioblastoms im
Erwachsenenalter

Das Glioblastom, Isocitratdehydrogenase (IDH)-Wildtyp, ist ein histologisch hochgradiges
diffuses Gliom, das iiberwiegend bei Erwachsenen mit einem Altersgipfel im sechsten
Lebensjahrzehnt auftritt und histologisch aus schlecht differenzierten, hdufig pleomorphen
astrozytdaren Tumorzellen mit ausgeprigter Kernatypie und hoher mitotischer Aktivitit
besteht. Prominente mikrovaskuldre Proliferation sowie Nekrosen sind wesentliche
diagnostische Merkmale. Fiir die histologische Diagnosestellung ist das Vorhandensein stark
anaplastischer Gliomzellen, einer erhohten mitotischen Aktivitdit und vaskulédrer
Proliferation und/oder Nekrosen erforderlich. Die Verteilung dieser Strukturen innerhalb des
Tumors kann zwar variieren, aber grof3e nekrotische Bereiche finden sich fiir gewohnlich im
Tumorzentrum, wéhrend lebensfadhige Tumorzellen dazu neigen, sich in der Peripherie
anzusammeln. GefaBproliferationen lassen sich im gesamten Tumor auffinden, besonders
prominent sind sie jedoch in der Ndhe von nekrotischen Herden und in der peripheren
Infiltrationszone. Die Migrationskapazitdt von Glioblastomzellen im ZNS ist ebenfalls ein
wichtiges Identifikationsmerkmal: Tumorzellen sind dabei in der subpialen Zone des Kortex,
in der subependymalen Region, um Neuronen herum (,,perineuronale Satellitose*) und um
GefiBe herum auffindbar. Diese Muster werden als ,,Sekundérstrukturen® bezeichnet.

Insgesamt ist die Histopathologie des Glioblastoms duflerst variabel, wobei in



der WHO-Klassifikation der Tumoren des Nervensystems 2016° das Gliosarkom, das
Riesenzellglioblastom und das epitheloide Glioblastome noch als eigene Entitdten
abgegrenzt wurden. Letztere treten vor allem bei jiingeren Erwachsenen auf, wo sie als
zerebrale oder diencephale Raumforderungen in Erscheinung treten und hdufig mit einer
BRAF V600E-Mutation assoziiert sind.’> Die Abgrenzung gegeniiber einem pleomorphen
Xanthoastrozytom kann dabei schwierig sein*. Neben den klassischen histologischen
Merkmalen gelten geméfl der neuen WHO-Klassifikation auch bestimmte genetische
Verdnderungen als diagnostische Biomarker fiir Glioblastome. Dies sind Amplifikation des
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)-Gens, Mutation des TERT-Promotors
und/oder ein kombinierter Gewinn von Chromosom 7 und Verlust von Chromosom 10 (+7/-
10)*. Wenn mindestens eine dieser genetischen Verinderungen in einem diffusen Gliom
ohne IDH-Mutation und ohne Histon H3-Mutation vorliegt, kann der Tumor bei
erwachsenen Patienten in die Gruppe der Glioblastome, IDH-Wildtyp eingeordet werden®.
Die traditionellen histologischen Varianten (Riesenzellglioblastom, Gliosarkom,
epithelioides Glioblastom) werden dagegen in der WHO-Klassifikation 2021 nicht mehr als

eigenstéindige Tumorentitéiten betrachtet?.

1.1.2 Hochgradige diffuse astrozytire Gliome im Kindesalter

Wihrend Glioblastome im Erwachsenenalter zu den am héaufigsten vorkommenden
Hirntumore mit der hochsten Mortalitdt zahlen, machen bdsartige Gliome im Kindesalter
lediglich etwa drei bis 15 Prozent aller Hirntumore aus. Dennoch handelt es sich unabhéngig
vom Alter der Patienten bei diffusen malignen Gliomen um aggressive Tumoren mit einer

infausten Prognose und einer Fiinfjahresiiberlebensrate von unter fiinf Prozent!°

. Die makro-
und mikroskopischen Eigenschaften des bosartiger Gliome vom péadiatrischen Typ
unterscheiden sich oftmals nicht wesentlich von denen der Glioblastome bei Erwachsenen,
allerdings handelt es sich auf molekularer Ebene um unterschiedliche Entititen mit
unterschiedlichen genomischen und epigenomischen Verinderungen'! ™14,

IDH1 - und IDH2-Mutationen treten bei hochgradigen diffusen Gliomen vom péadiatrischen
Typ sehr selten auf ', dennoch kénnen auch diese Tumoren in molekulargenetische distinkte
Entitdten unterteilt werden. Dies sind (i) das diffuse Mittelliniengliom mit Histon H3-K27-
Alteration, (ii) das diffuse hemisphérische Gliom mit Histon H3-G34-Mutation und (iii) das

diffuse hochgradige Gliom vom pidiatrischen Typ, IDH-Wildtyp und H3-Wildtyp®*.



AusschlieBlich bei Neugeborenen im ersten Lebensjahr kann zudem ein hemisphérisches
Gliom vom péadiatrischen Typ auftreten, das molekularpathologisch durch Genfusionen unter
Beteiligung der Rezeptortyrosinkinasegene NTRK1, 2 oder 3, ALK, ROS1 oder MET
charakterisiert sind*. Mutationen im /3-34-Gen fiihren entweder zu einer Histon H3. K27M-
Variante, bei der Lysin an der Aminosdurenstelle 27 durch Methionin ersetzt wird, oder zu
einem Austausch von Glycin mit Arginin bzw. Valin an Position 34 (H3-G34R/V), welche
zwei kritische Positionen innerhalb des Histonarms darstellen und direkte Auswirkungen auf
entscheidende Regulationsprozesse im Zusammenhang mit der posttranslationalen
Modifikation haben!S. Die H3-27M-Variante wurde als spezifischer Befund in diffusen
Mittelliniengliomen mit H3-K27-Alteration identifiziert und es handelt sich dabei um eine
Treibermutation innerhalb der Tumorgenese!”. Das H3-K27-alterierte diffuse
Mittelliniengliom ist ein hochgradiges Gliom des ZNS WHO-Grades 4, das typischerweise
im Thalamus, im Pons, im Hirnstamm oder im Riickenmark lokalisiert ist und macht mehr
als 70 Prozent der diffusen intrinsischen Ponsgliome (DIPGs) bei Kindern aus'®. Diese
Tumoren zeigen ein auffillig geringes Therapieansprechen und sind mit einer sehr
ungiinstigen Prognose assoziiert. Wie genau die Histon H3-K27M oder die H3-G34R/V
Mutationen zur Pathogenese von malignen Gliomen beitragen, ist noch nicht komplett

verstanden und ein aktueller Fokus der Forschung in der pidiatrischen Neuroonkologie'®.

1.2  Hochdurchsatz-Medikamententestung zur  Identifikation neuer
therapeutischer Ansiitze

Die Hochdurchsatz-Medikamententestung (High-throughput drug screening (HTDS)) ist
eine vor allem in der Pharmaforschung angewendete, (semi-)automatisierte Methode, bei der
biochemische, genetische oder pharmakologische Tests an Hunderten bis zu Tausenden von
Substanzen durchgefiihrt werden. Mittlerweile wird diese Methode ebenfalls fiir die
Grundlagenforschung und translationale Forschung in der Medizin und Pharmakologie
eingesetzt. Sie umfasst das Screening grofler pharmakologischer Molekiilbibliotheken unter
Verwendung von (Semi-)Automatisierung, miniaturisierten Assays und Datenanalyse. Seit
seiner Entstehung Anfang der neunziger Jahre hat sich auf dem Gebiet der HTDS nicht nur
ein kontinuierlicher Wandel in Technologie und Prozessen vollzogen, sondern auch eine
Anpassung an verschiedene Bediirfnisse bei der Wirkungserkennung. Die HTDS hat sich

mittlerweile zu einem ausgereiften Verfahren entwickelt, welches insbesondere fiir die



Forschung nach neuen, biologisch aktiven Substanzen und zur Entwicklung neuer

Arzneistoffe verwendet wird'®.

Ein stetig wachsendes Medikamentenspektrum mit einer Vielzahl von molekularen
Zielstrukturen machte eine Miniaturisierung der HTDS-Assays notig. Wihrend des
Aufkommens von HTDS Anfang und Mitte der neunziger Jahre waren Mikrotiterplatten mit
96 Vertiefungen (wells (w)) pro Platte das Hauptformat fiir die Handhabung und die
Medikamententestung in den meisten Pharma- und Biotech-Unternehmen. Innerhalb des
letzten Jahrzehnts etablierte sich jedoch zunehmend ein Plattentyp mit der gleichen
Grundfldche, aber einer hoheren Dichte von Vertiefungen. Dabei handelt es sich
beispielsweise um Mikrotiterplatten mit 384 Vertiefungen, womit viermal so viele Proben
wie mit dem urspriinglichen Format getestet werden konnen. Die meisten biochemischen
oder zellbasierten Assays kdnnen problemlos auf dieses Plattenformat angepasst werden'”.
Dieses Plattenformat hat sich mittlerweile bei dem Grofteil der Pharma- und Biotech-
Unternehmen als das Standardformat durchgesetzt'® und wird ebenfalls regelmiBig als

robustes Screening-Verfahren in der Arbeitsgruppe von Prof. Remke genutzt*® 22,

Da die Zulassung von Medikamenten ein kompliziertes und hédufig langwieriges Verfahren
darstellt, erweisen sich Wirkstoffe, die bereits Studien durchlaufen haben oder klinisch
etabliert sind, als besonders interessante Kandidaten fiir drug repurposing fiir neuartige
Indikationen. Es gibt zahlreiche Beispiele, in denen HTDS eingesetzt wurde, um
pharmakologisch bereits genutzte und erforschte Substanzen fiir die Behandlung von
anderen Tumor- und Infektionserkrankungen zuginglich zu machen®® 2%, So ist es mdglich
neue Anwendungen eines etablierten Wirkstoffes zu identifizieren, um eine schnellere
Translation in die klinische Praxis zu ermoglichen. Insbesondere sind die
Nebenwirkungsprofile dieser Wirkstoffe aus vorherigen Therapieoptimierungsstudien oder
der klinischen Erfahrung bereits bekannt und das Risiko fiir Dosis-limitierender Toxizitét
kann abgeschétzt werden. Weiterhin tragen solche Erkenntnisse zu einem tiefergreifenden
Verstindnis der zugrundeliegenden Tumorbiologie bei, da der Wirkmechanismus in der
Regel umfassender charakterisiert ist als bei vielen priklinischen Substanzen.

Initial hat die Arbeitsgruppe von Prof. Marc Remke im Rahmen von HTDS-Studien eine
Medikamentenbibliothek aus 202 zugelassenen Therapeutika genutzt?’?®. Im Verlauf wurde
diese Medikamentenbibliothek auf 660 Wirkstoffe erweitert und deckt somit weitere
zugelassene ~ Medikamente  als  auch  Wirkstoffkandidaten  ab, die in
Therapieoptimierungsstudien untersucht werden oder die sich zum Teil noch in der

préklinischen Testung befinden.



1.3  Krebsstammzellen als therapeutische Zielstrukturen

Das Verstiandnis der Heterogenitit von Tumoren ist fiir eine effektive Therapie unerlésslich.
So konnen sich Zellen innerhalb desselben Tumors in Bezug auf Morphologie, Genetik,
Zelloberflichenmarker, Proliferationskinetik und dadurch auch in Bezug auf das Ansprechen
auf Standardtherapien unterscheiden®-*°. Krebsstammzellen (cancer stem cells (CSC)) sind
eine kleine Subpopulation von Zellen in einem heterogenen Tumor mit der Fahigkeit, die
Tumorentstehung zu initiieren. Sie werden auch fiir die Resistenz maligner Tumore
gegeniiber Therapie und die Ausbildung von Rezidiven verantwortlich gemacht. Die
Zellpopulation hat dhnlich wie embryonale und stromale Stammzellen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Differenzierung®’>'3°. Krebsstammzellen unterscheiden sich jedoch
in mehreren Punkten von normalen Stammzellen. Hiufig weisen CSC eine Fehlregulation
in einem oder mehreren Signalwegen wie den NANOG, Wnt/B-Catenin, Hedgehog, Notch,
Janus-Kinase (JAK), Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STAT) bzw.
Phosphoinositid-3-Kinase- oder Serin/Threonin-Kinase-abhiingigen Signalwegen auf>¢>°,
Die konstitutive Aktivierung oder Inhibition von Signalwegen fiihrt zu einer unregulierten

3340 was CSC ein besonders hohes Potenzial zur Tumorgenese verleiht>%#:42,

Zellteilung
Aus diesem Grunde zeigen wegweisende Arbeiten, dass CSC die Fahigkeit zur
Tumorinitiierung aufweisen und somit einen Tumor nach einer chirurgischen Resektion oder

Chemotherapie erneut wachsen lassen kénnen?-°,

Der Ubergang von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften vermittelt die
Zunahme der Migration sowie der Invasivitit und verletht CSC so ein hoheres metastatisches
Potenzial im Vergleich zu reguliren Tumorzellen, die den grofiten Teil der Tumoren
darstellen***. Multiple Mechanismen fiihren innerhalb der CSC zur Resistenz gegen

36,46

konventionelle Krebstherapien . So stellt die Uberexpression von ATP-bindenden

Kassettentransportern einen der Hauptmechanismen zur Vermittlung von Resistenzen

gegeniiber Chemotherapeutika von CSC dar*’*.

Diese Zelloberflichenproteine
transportieren Substanzen aus den Zellen aktiv heraus, was die intrazellulére Konzentration
von antitumoralen Wirkstoffen verringert und kausal zum Uberleben der Zellen sowie zum

Therapieversagen beitrigt*’

. Weiterhin beeinflusst auch das spezifische Zellzyklusverhalten
die Behandlungsempfindlichkeit von CSC*. Chemotherapeutika zielen in der Regel auf
schnell proliferierende Zellen ab, wihrend CSC sich nur selten teilen, was ihnen gegeniiber
diesen Therapien eine erhdhte Resistenz verleiht*. Weitere Resistenzmechanismen der CSC

umfassen eine  erhohte  Apoptoseresistenz, die  Aktivierung von  DNA-



Schadensreparatursystemen, die Bildung eines Umgebungsmilieus, das fiir Krebszellen
besonders vorteilhaft ist, und die Aktivierung von Signalwegen, welche die
Stammzellfunktionen vermitteln***’, Rezidive innerhalb der Tumorerkrankung kénnen
daher von einigen wenigen CSC ausgelost werden, die eine ausgesprochene
Therapieresistenz aufweisen konnen und das Wachstum des urspriinglichen Tumors nach
Therapieende erneut auslosen®. Dariiber hinaus sind rezidivierende Tumoren aufgrund des

. Die gezielte

héheren Anteils von CSCs hiufig aggressiver als der Primértumor’
Bekdmpfung von CSCs und die Hemmung der Signalwege, die Resistenzen vermitteln, ist
somit eine wichtige Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer Therapeutika, die damit ein

Tumorrezidiv verhindern konnen*®.

P

CSC-spezifische
Therapie

( Standardtherapie

®
W

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Tumorproliferation unter Standardtherapie
und unter Krebsstammzell-spezifischer Therapie.

Rezidiv

In blau dargestellt sind Tumorzellen, in gelb dargestellt Krebsstammzellen (CSC). Von der herkdmmlichen
Standardtherapie werden die CSC nicht erfasst, weshalb es nach Beendigung der Therapie durch Teilung der Stammzellen
zu einem Rezidiv kommt. Die CSC-spezifische Therapie fiihrt insbesondere bei den Krebsstammzellen zum Zelltod und
damit zum nachhaltigen Tumorregress.

1.4  Die Rolle von STAT3 in der Kanzerogenese

STATS3 ist ein onkogener Transkriptionsfaktor, der in einer Vielzahl von Tumorentititdten
aktiv ist. Als Schliisselregulator fiir viele onkogene Signalwege und wird STAT3 daher als

vielversprechende Zielstruktur fiir die Krebsbekdmpfung angesehen. Insbesondere der



JAK/STAT-Signalweg wird aufgrund seiner Rolle bei der Kanzerogenese als potenziell

attraktives Ziel fiir therapeutische Interventionen angesehen’!->.

Neben Interleukin-6 (IL-6) und seinen Familienmitgliedern wurden kiirzlich mehrere
Signalwege identifiziert, darunter G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) und microRNAs, welche den JAK/STAT-Signalweg in der
Tumorigenese regulieren. Bekannt fiir seine Rolle bei der Tumorzellproliferation, der
Invasion von Tumorzellen und der Immunsuppression fordert der JAK/STAT3-Signalweg
auch die Kanzerogenese. Zusétzlich zu seiner etablierten Rolle als Transkriptionsfaktor bei
der Tumorentstehung reguliert STAT3 Mitochondrienfunktionen sowie die Genexpression

durch epigenetische Mechanismen>2.

STAT3 wurde erstmals als Transkriptionsfaktor mit einer DNA-Bindungsaktivitét in I1L-6-
stimulierten Hepatozyten beschrieben, in denen es indirekt mit Akute-Phase-Genen
interagiert’!. Es zeigte sich, dass STAT3 als enger Verwandter von STATI, von der
gesamten Familie der IL-6-Zytokine aktiviert wird. Darliber hinaus wird STAT3 im
Zellkultursystem auch durch Wachstumsfaktoren, Onkogene und Interferone aktiviert.
STATS3 &hnelt strukturell anderen STAT-Proteinen mit einem Amino-Terminus, der an der
Tetramerisierung beteiligt ist, einer DNA-Bindungsdomine, einer Src-Homologiedoméne
(SH2), die an der Rezeptorrekrutierung sowie an der STAT-Dimerisierung beteiligt ist, und
einer carboxyterminalen Transaktivierungsdomine!. Wie bei anderen STAT-Proteinen
wird STAT3 sowohl durch Tyrosinphosphorylierung, als auch durch Serinphosphorylierung
aktiviert. Durch Cytokinstimulation  erfolgt die  Janus-Kinase-vermittelte
Tyrosinphosphorylierung und ist fiir die STAT3-Dimerisierung, die Kerntranslokation und

die DNA-Bindung erforderlich’!.

Wie andere STAT-Proteine ist auch STAT3 an der Kanzerogenese beteiligt. Nach der
Entdeckung, dass STAT3 in v-Src-transformierten Zellen konstitutiv phosphoryliert ist,
wurde STAT3 eine entscheidende Rolle wédhrend maligner Transformationen
zugesprochen’®. Aktiviertes STAT3 wurde in einer Vielzahl von experimentellen Modellen
von Erkrankungen beobachtet und die Deaktivierung hat zur Umkehrung des malignen
Phénotyps gefiihrt. Die Expression von STAT3 kann zu einer malignen Transformation von
Fibroblasten fithren, was darauf hindeutet, dass es sich bei STAT3 um ein Onkogen
handelt>®. Dariiber hinaus wurde bei zahlreiche Malignomen im Mausmodell und bei

humanen Tumoren aktiviertes STAT3, einschlieBlich vieler ~Kopf- und



Halskrebserkrankungen, = Mammakarzinome, multipler ~Myelome und anderer

himatologischer Malignome nachgewiesen’!->%%,

STAT3 reguliert auch die Expression vieler Gene, die an der CSC-Selbsterneuerung beteiligt
sind, einschlieBlich c-Myc, NANOG und B-Catenin®>-®. Tatsé4chlich korreliert eine hohe f-
Catenin-Expression mit der Zahl der CSCs bei bestimmten Krebsarten und CSCs
verschiedener Tumorentititen weisen aktiviertes STAT3 auf*®>’. STAT3 wurde als ein
Schliisselregulator ~ der  Krebsstammzellen  identifiziert und ist an  den
Krebstammzelleigenschaften beteiligt, die es CSCs ermoglichen zu iiberleben und zu

proliferieren, zu metastasieren und Resistenzen sowie Rezidive zu erzeugen*®®,

IL-6, IL-5, IL-10, IL-11, EGF, G-C5F,
IL-12, IL-27, THF-O, f GM-CSF, PDGF

sy

Immunmodulation / \ Invasion und

und Inflammation Metastasierung

Zellmetabolismus Angiogenese
Zelluberieben und
Froliferation

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Einflusses von STAT3 auf die
Tumorproliferation.

Die Interaktion von STAT3 mit Zytokinrezeptoren erfolgt unter anderem iiber die Interleukine (IL): IL-6, IL-9, IL-10, IL-
11, 1IL-12, IL-27, den Tumornekrose-Faktor-o (TNF-a) und das Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1 (monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1)), bei Wachstumsfaktorrezeptoren hingegen iiber den Epidermalen Wachstumsfaktor
(epidermal growth factor (EGF)), den Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF)),den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (granulocyte macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF)) und den Blutplattchen-Wachstumsfaktor (platelet derived growth factor (PDGF)). Diese Interaktion hat
direkten Einfluss auf die Tumorgenese iiber Immunmodulation und Inflammation, den Zellmetabolismus, die
Zelliiberlebensrate und Proliferation, die Angiogenese sowie Invasion und Metastasierung.



Abbildung 3: Der physiologische Zellzyklus und die Regulation der Phasen durch Cyclin-abhangige Kinasen.

In blau ist die G1-Phase dargestellt, in griin die S-Phase, in orange die G2-Phase und in gelb die M-Phase. Die Cycline und
die entsprechenden Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) sind in schwarzen Halbkreisen abgebildet. Jedes Cyclin ist mit einer
bestimmten Phase oder einem Phasen-Ubergang verkniipft. Um den Progress des Zellzyklus zu gewihrleisten, aktivieren
die Cycline Cyclin-abhingige Kinasen. Cyclin D aktiviert CDK 4/6 und spielt eine Rolle bei dem Ubergang von der G1-
Phase in die S-Phase und wird durch die RB-Expression positiv reguliert. Der Ubergang von der G1- zur S-Phase wird
primar durch CDK 2 Gber Cyclin E eingeleitet. Cyclin A ist essentiell fir die S-Phase und Cyclin B fiir die G2- und die M-
Phase.

1.5 Die Rolle von CCNDI als Proto-Onkogen

Das CCNDI-Gen kodiert das Protein Cyclin D1. Cyclin D1 gehort zur Familie der Cycline,
welche den Zellzyklus regulieren und daher gezielt regulatorisch exprimiert werden. Cycline
regulieren von ihnen abhingige Kinasen. Mit diesen Cyclin-abhingigen Kinasen (CDK)
bildet Cyclin Komplexe, wobei Cyclin D Komplexe mit CDK4 und CDK 6 bildet. Die
Aktivitit der CDK4/CDK6/Cyclin D-Komplexe ist entscheidend fiir den Ubergang des
Zellzyklus von der G1- in die S-Phase®”. Die Expression von Cyclin D ist in vielen
Tumorentititen fehlreguliert und eine Uberexpression wurde mit einer schlechteren
Prognose assoziiert®”.Im letzten Jahrzehnt standen die Cycline und die CDK im Mittelpunkt

der onkogenetischen Forschung, dennoch gibt es bislang keine zielgerichteten Therapien®.

In vivo-Experimente konnten bereits zeigen, dass eine Uberexpression von Cylin D zur
Reduktion der Chemosensitivitdt und vermehrten Angiogenese fiithrt und damit Resistenzen

begiinstigt®’. Eine verminderte Expression hingegen fiihrt zu vermehrter Apoptoseinduktion,
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zur Hemmung der Proliferation, der Produktion der vaskuldren endothelialen

t1. Cyclin D1 spielt somit

Wachstumsfaktoren (VEGF) sowie zum Verlust der Tumorigenita
auf mehreren Ebenen eine wichtige Rolle als Onkoprotein. Eine Inhibition von Cyclin D
konnte somit einen attraktiven Therapieansatz darstellen, der sowohl das Wachstum von

Tumorzellen hemmen , als auch ihre Chemosensitivitit verbessern konnte®'.

VEGF-Produktion Chemoresistenz

N /

Cyclin D1
Uberexpression

V4 N

Wachstum Tumorigenitat

Abbildung 4: Der Einfluss der Cyclin D1-Uberexpression auf die Zelle.

Eine Uberexpression von Cyclin D1 verursacht Tumorigenitit, férdert die Proliferation, erhéht die Chemoresistenz und
die Produktion der vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) in in vivo-Experimenten.

In Glioblastomen ist Cyclin D1 haufig iiberexprimiert, was zu erh6hten Proliferation und
Invasion fiihren kann?. Auch in vivo-Experimente zeigen eine erhohte Zellproliferation in
Glioblastomen nach Uberexpression von Cyclin D%, Eine Hemmung von STAT3 und Cyclin
D1 fiihrt dagegen zur verminderten Proliferation von Zelllinien in vitro, da keine Transition

von der G1- in die S-Phase stattfindet®3.

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine erhohte Cyclin DI1-Expression mit
Malignitit und Proliferation von Astrozytomen korreliert®®. Ebenso ist die Sensitivitit
gegeniiber medikamentdsen Therapien abhidngig von Cyclin D1-Expression in Zelllinien
maligner Gliome®*. Eine Herunterregulation von Cyclin D1 fiihrte in Glioblastom-Modellen
zu einer erhdhten Temozolomid-Sensitivitit®*. Die Hemmung von Cyclin D1 inhibiert das
Zellwachstum in vitro und in vivo nach Temozolomid-Behandlungen signifikant wirksamer,
als die alleinige Temozolomid-Behandlung und reduzierte das Tumorvolumen in einem

Mausmodell®*.
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1.6 Napabucasin

Napabucasin ist ein oral verfiigbarer niedermolekularer Wirkstoff, der die
Stammzellaktivitit in Tumorzellen blockiert, indem es STAT3 inhibiert**. Die Wirkweise
von Napabucasin basiert auf der Bioaktivierung durch die Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH) Chinon Oxidoreduktase 1 (NADPH quinone oxireductase
I, NQOI1) sowie durch die Cytochrom-P450-Oxidoreduktase, wodurch reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) freigesetzt werden®>’. Eine Erhéhung
des ROS-Levels verursacht DNA-Schiden und hemmt den STAT3-Signalweg®. Die
Hemmung des STAT3-Signalwegs verursacht neben der verminderten CSC-Proliferation
ebenfalls die Induktion von Apoptose”->68:6%,

Weiterhin inhibiert Napabucasin Signalwege wie c-Myc, B-catenin, NANOG, Smoothened
)

t>70 sowie

und sex determining region Y- box 2 (SOX2)*, was die CSC-Proliferation hemm
den STAT3/MUCI1-Signalweg’!. Hohe MUCI-Expression verursachte eine Paclitaxel-
Resistenz in Krebszellen mit hoher Expression von Stammzellfaktoren, wihrend die
Herunterregulierung von MUCI1 durch Napabucasin diese Zellen fiir Paclitaxel sensitivierte
und die Sphirogenese hemmte’'.

Napabucasin hat sich in einem Mausmodell fiir Kolonkarzinome bereits gegen Milz- und
Lebermetastasen als wirksam erwiesen*’. Die Napabucasinbehandlung von Krebszellen mit
hoher Expression von Stammzellfaktoren senkte die Expression der Signalwege B-catenin,
NANOG, Smoothened und SOX2, wo Standard-Chemotherapeutika keinerlei Effekt
hatten*®. Napabucasin blockierte die Selbsterneuerung und verminderte das Uberleben von
Krebszellen mit hoher Expression von Stammzellfaktoren in vitro und in vivo, wohingegen

Standardchemotherapeutika wie Gemecitabin oder Carboplatin eine Proliferation der Zellen

bewirkten®’.

Zu beachten ist, dass Napabucasin, obwohl es sowohl auf CSC sowie andere Tumorzellen
wirkt, das Wachstum und Uberleben von normalen Zellen nicht zu beeinflussen scheint *°.
Die gezielte Bekidmpfung von CSC konnte sich somit als neuartiger Ansatz zur Entwicklung
von Krebstherapeutika der néchsten Generation darstellen. Dieser Therapieansatz kdnnte
vielversprechend gegen onkologische FErkrankungen wirken sowie als mogliche
Kombination mit einer herkdmmlichen Chemotherapie zur Verringerung der

Arzneimittelresistenz beitragen*’.

In frithen Phase I- und II-Studien wurde die Wirksamkeit von Napabucasin sowohl als

Monotherapie als auch in Kombination mit Standardchemotherapeutika nachgewiesen*®">-

12



5. Derzeit laufen mehrere Phase-1II-Studien mit Napabucasin in Kombination mit

Standardchemotherapeutika sowie eine Frithphasenstudie mit Napabucasin in Kombination
mit immuntherapeutischen Ansitzen’®’®. Insgesamt haben sich die pharmakokinetischen

und Sicherheitsprofile von Napabucasin als giinstig und vielversprechend erwiesen®.

1.7  Ziele der Arbeit

Die zentrale Zielsetzung der vorliegenden Disseration ist die Entwicklung neuartiger
Therapiestrategien fiir Kinder und Jugendliche mit bosartigen Gliomen, da diese Tumore
deutlich in der zugrundeliegenden Tumorbiologie von den héufigen IDH-Wildtyp-
Glioblastomen bei Erwachsenen abweichen. Bisherige Therapieansétze sind vor allem aus
Forschungsergebnissen und Behandlungsstudien bei adulten Patienen mit Glioblastomen
abgeleitet, aber es besteht ein dringender klinischer Bedarf fiir hochgradige Gliome im
Kindesalter, da die aggressiven Therapieprotokolle aktuell mit schwerwiegenden Therapie-
assoziierten Nebenwirkungen verbunden sind und dennoch eine ausgesprochen schlechte
Prognose fiir Kinder und Jugendliche mit dieser Tumorerkrankung besteht. In Ermangelung
konkreter Hinweise auf eine wirksame adjuvante Chemotherapie bleibt die maximale
chirurgische Exzision gefolgt von einer adjuvanten Strahlentherapie kombiniert mit
Temozolomid die derzeit beste Behandlungsstrategie fiir Kinder mit diesen Tumoren. Zur
Realisierung der Zielsetzung wird ein vergleichender Ansatz hinsichtlich des
therapeutischen Ansprechmusters von padiatrischen und adulten hochgradigen Gliom-
Zellkulturmodellen in der HTDS-basierten Medikamententestung gewihlt. Zudem sollen
potenzielle priadiktive Biomarker zur erfolgreichen therapeutischen Stratifizierung
identifiziert werden. Der Fokus auf etablierte Therapeutika verspricht eine zeitnahe
Translation der Forschungsergebnisse in die klinische Praxis und zielt auf die Entwicklung
neuartiger und wirksamer Therapiestrategien ab, um die Prognose von Kindern mit

bosartigen Gliomen dauerhaft zu verbessern.
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2.  Material

2.1 Zelllinien und Medien

Die in den eigenen Experimenten verwendeten Zellkulturmodelle, deren Herkunft sowie
die zur Kultivierung der jeweiligen Zellen benutzten Medien sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Tabelle 1: Verwendete Zellkulturmodelle und Kulturmedien sowie Ursprung der Zelllinien

Zellinie Medium Quelle
AM-38 MEM, 20% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S JCRB Cell Bank (Osaka,
(JCRB No. Japan)
1IFO50492)
DBTRG- RPMI-1640 Medium, 10% FBS, 1% P/S ATCC (Manassas, USA)
05MG
(ATCC No.
CRL-2020)
GBM-511-FH | NeuroCult NS-A Basal Medium (Human), 10 % Brain Tumor Research
NeuroCult NS-A Proliferation Supplements — Human, Laboratory (Fred Hutchinson
1% P/S, 0,02% EGF, 0,02% FGF Cancer Research) (Seattle,
USA)
GBMO0505611 | DMEM/F12 + Neuronal Medium (1:1), 2,5% HEPES, Dr. Siddhartha Mitra,
1% NEAA, 1% Sodium Bicarbonat, 1% Sodium University of Calorado,
Pyruvat, 1% Glutamin, 1% P/S, 2% B27, 0,2% Denver Anschutz Medical
Heparin, LIF 0,1%, 0,02% EGF, 0,02% FGF Campus (Aurora, USA)
GBMS59 MF DMEM/F12 + Neuronal Medium (1:1), 2,5% HEPES, Dr. Siddhartha Mitra,
1% NEAA, 1% Sodium Bicarbonat, 1% Sodium University of Calorado,
Pyruvat, 1% Glutamin, 1% P/S, 2% B27, 0,2% Denver Anschutz Medical
Heparin, LIF 0,1%, 0,02% EGF, 0,02% FGF Campus (Aurora, USA)
GBM67 MF DMEM/F12 + Neuronal Medium (1:1), 2,5% HEPES, Dr. Siddhartha Mitra,
1% NEAA, 1% Sodium Bicarbonat, 1% Sodium University of Calorado,
Pyruvat, 1% Glutamin, 1% P/S, 2% B27, 0,2% Denver Anschutz Medical
Heparin, LIF 0,1%, 0,02% EGF, 0,02% FGF Campus (Aurora, USA)
GS-2 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | Prof. Micheal Weller,
FGF, 0,02% EGF Neurosciene Center Ziirich,
University of Zurich (Ziirich,
Schweiz)
GS-5 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | Prof. Micheal Weller,
FGF, 0,02% EGF Neurosciene Center Ziirich,
University of Zurich (Ziirich,
Schweiz)
KNS42 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | JCRB Cell Bank (Osaka,
(JCRB No. FGF, 0,02% EGF Japan)
IFO50356)
KS-1 MEM, 10% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S JCRB Cell Bank (Osaka,
(JCRB No. Japan)
1IFO50436)
LNI8 (ATCC | DMEM, 10% FBS, 1% P/S ATCC (Manassas, USA)
No. CRL-
2610)
LN308 DMEM, 10% FBS, 1% P/S Prof. Monika Hegi,
Laboratory of Brain Tumor
Biology and Genetics ,
Univerity of Lausanne
(Lausanne, Schweiz)
LN229 DMEM, 10% FBS, 1% P/S Prof. Monika Hegi,
Laboratory of Brain Tumor
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Biology and Genetics ,
Univerity of Lausanne
(Lausanne, Schweiz)

MO059] DMEM/F12, 10% FBS, 1% P/S ATCC (Manassas, USA)
(ATCC
No.CRL-
2366)
MO59K DMEM/F12, 10% FBS, 1% P/S ATCC (Manassas, USA)
(ATCC
No.CRL-
2365)
S24 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% Prof. Micheal Weller,
FGF, 0,02% EGF Neurosciene Center Ziirich,
University of Zurich (Ziirich,
Schweiz)
SF126 MEM, 10% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S JCRB Cell Bank (Osaka,
(JCRB No. Japan)
IFO50286)
SF188 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | Merck Millipore, Sigma
(#SCC282) FGF, 0,02% EGF Aldrich (Darmstadt,
Deutschland)
S4PCGBH 2 IMDM, 20% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S Children’s Oncology Group
(COG), Cell line and
Xenograft Repository
(Lubbock, USA)
speasGBM DMEM/F12 + Neuronal Medium (1:1), 2,5% HEPES, Dr. Siddhartha Mitra,
1% NEAA, 1% Sodium Bicarbonat, 1% Sodium University of Calorado,
Pyruvat, 1% Glutamin, 1% P/S, 2% B27, 0,2% Denver Anschutz Medical
Heparin, LIF 0,1%, 0,02% EGF, 0,02% FGF Campus (Aurora, USA)
YH-13 MEM, 20% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S JCRB Cell Bank (Osaka,
(JCRB No. Japan)
1IFO50493)
YKG-1 DMEM, 10% FBS, 1% Glutamin, 1% P/S JCRB Cell Bank (Osaka,
(JCRB No. Japan)
JCRB0746)
ZH161 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | Prof. Micheal Weller,
FGF, 0,02% EGF Neurosciene Center Ziirich,
University of Zurich (Ziirich,
Schweiz)
ZH426 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | Prof. Micheal Weller,
FGF, 0,02% EGF Neurosciene Center Ziirich,
University of Zurich (Ziirich,
Schweiz)
ZH562 Neurobasal —A, 2% B27, 1% Glutamin, 1% P/S, 0,02% | Prof. Micheal Weller,

FGF, 0,02% EGF

Neurosciene Center Ziirich,
University of Zurich (Ziirich,
Schweiz)
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2.2 Inhibitoren

Die vewendeten pharmakologischen Inhibitoren und deren wesentliche
Wirkmechanismen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Die getesteten Inhibitoren der Wirkstoffbibliothek mit ihrem Wirkmechanismus

Name Target / Mechanismus Produktnummer
(-)-Epigallocatechin Gallate Autophagie, DNA Methyltransferase, Telomerase | HY-13653
(-)-p-Bromotetramisole (oxalate) Phosphatase HY-19695
(+)-Equol Estrogen Rezeptor/ERR HY-100583A
(R,S)-Ivosidenib Isocitrat Dehydrogenase (IDH) HY-18767A
(S)-10-Hydroxycamptothecin Andere HY-N0095
(S)-MCPG mGluR HY-100406
17-AAG Autophagie, HSP HY-10211
2-Deoxy-D-glucose Hexokinase HY-13966
2-Methoxyestradiol Autophagie, HIF/HIF Prolyl-Hydroxylase HY-12033
3,3'-Diindolylmethane Androgen Rezeptor HY-15758
4SC-202 HDAC HY-16012
3-Deazaneplanocin (hydrochlorid) EZH2, HMTase HY-12186
5-Azacytidine Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-10586
5-Fluorouracil Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-90006
6-Mercaptopurine Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-13677
6-Thioguanine Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-13765
Abarelix GNRH Rezeptor HY-13534
ABC294640 SPHK HY-16015
Abirateron Cytochrom P450 HY-70013
ABT-199 Bcl-2 Familie HY-15531
ABT-737 Autophagie, Bcl-2 Familie HY-50907
ABT-751 Autophagie, Microtubuli/ Tubulin HY-13270
Actinomycin D Antibakteriell HY-17559
ACY-1215 HDAC HY-16026
Adarotene Apoptose HY-14808
AEE788 EGFR HY-10045
Afatinib (dimaleate) EGFR HY-10261
Afuresertib Akt, PKA HY-15727
AGI-5198 Isocitrat Dehydrogenase (IDH) HY-18082
AICAR AMPK HY-13417
Alendronate (sodium hydrate) Andere HY-11101
Alisertib Aurora Kinase HY-10971
Alprenolol (hydrochloride) 5-HT Receptor HY-B1517A
Altretamine DNA Alkylator/Crosslinker HY-B0181
Alvespimycin (hydrochloride) HSP HY-12024
AMG 232 MDM-2/p53 HY-12296
AMG 900 Aurora Kinase HY-13253
AMG 925 CDK, FLT3 HY-15889
AMG-208 c-Met/HGFR HY-12035
AMG319 PI3K HY-12948
AMG-337 c-Met/HGFR HY-18696
Amifostin Andere HY-B0639
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Amiselimod (hydrochlorid) LPL Rezeptor HY-16734A
Amisulprid Dopamin Rezeptor HY-14545
Amonafid Topoisomerase HY-10982
Amsacrin Autophagie, Topoisomerase HY-13551
Amuvatinib c-Kit, FLT3, PDGFR HY-10206
Amygdalin Andere HY-NO0190
Altretamin DNA Alkylator/Crosslinker HY-B0181
Amonafid Topoisomerase HY-10982
Anacetrapib CETP HY-12090
Anamorelin GHSR HY-14734
Anastrozol Aromatase HY-14274
Ancitabin (hydrochlorid) Autophagie HY-N0093
Andrographolid NF-xB HY-NO191
Anethol Andere HY-B0900
API-2 Akt-Signalweg HY-15457
Apocynin Autophagie HY-NO0088
APTO-253 PAK HY-16291
ARN-509 Androgen Rezeptor HY-16060
Artigenin Adiponectin-Rezeptor-Antagonist HY-15549
ARQ-092 AKT HY-19719
ARRY-520 (R enantiomer) Kinesin HY-15187A
AS703026 MEK HY-12042
ASC-J9 Androgen Rezeptor HY-15194
ASP3026 ALK HY-13326
AT13148 AKT HY-16071
AT13387 HSP HY-14463
AT7519 (Hydrochlorid) CDK HY-50943
AT9283 Aurora Kinase, Autophagie, JAK HY-50514
Atrasentan (hydrochlorid) Endothelin Rezeptor HY-15403A
Auristatin PE Microtubuli/Tubulin HY-14672
Aurora A Inhibitor | Aurora Kinase HY-70061
AV-412 EGFR HY-10346A
AVL-292 BTK HY-18012
AVN-944 Andere HY-13560
Axitinib VEGFR HY-10065
AXL1717 IGF-1R HY-15494
AZ505 (ditrifluoroacetat) Histon Methyltransferase HY-15226A
AZ-5104 EGFR HY-B0793
AZ6102 PARP HY-12975
AZD 6482 Autophagie, PI3K HY-10344
AZD1152 Aurora Kinase HY-10127
AZDI1152-HQPA Aurora Kinase HY-10126
AZD1208 PIM HY-15604
AZD-1480 JAK HY-10193
AZD2014 Autophagy, mTOR HY-15247
AZD-2461 PARP HY-13536
AZD3514 Androgen Rezeptor HY-16079
AZD3759 EGFR HY-18750
AZD3839 Beta-Sekretase HY-13438
AZD3965 Monocarboxylat Transporter HY-12750
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AZDA547 FGFR HY-13330
AZD5363 AKT, Autophagie, PKA, Ribosomal S6 Kinase HY-15431
AZD-5438 CDK HY-10012
AZD6738 ATM/ATR HY-19323
AZD-7762 Checkpoint Kinase (Chk) HY-10992
AZD-8055 Autophagie, nTOR HY-10422
AZDS8186 PI3K HY-12330
AZDS8330 MEK HY-12058
AZD-9291 EGFR HY-15772
AZD-9291 (mesylat) EGFR HY-15772A
Bafetinib Autophagie, Ber-Abl HY-50868
Bakuchiol p38 MAPK HY-N0235
Bardoxolone (methyl) Keap1-Nrf2 HY-13324
Baricitinib (phosphat) JAK HY-15315A
BAY 80-6946 PI3K HY-15346
Bazedoxifene (acetat) Estrogen Rezeptor/ERR HY-A0036
Belinostat HDAC HY-10225
Bendamustin (hydrochlorid) Alkylanzien HY-B0077
Berberine (chloridhydrat) Autophagie, Wnt, f-Catenin HY-17577
Bergapten Autophagie, Cytochrom P450 HY-N0370
Bestatin Aminopeptidase HY-B0134
Betahistin (dihydrochlorid) Histamin-Rezeptor HY-12090
Betulinic acid Apoptose, Autophagie, Topoisomerase HY-10529
Bexaroten RAR/RXR HY-12861
BEZ235 mTOR, PI3K HY-50673
BI 2536 Epigenetische Leserdomine, Polo-like Kinase HY-50698
BI-847325 Aurora Kinase, MEK HY-18955
BIBF 1120 FGFR, PDGFR, VEGFR HY-50759
BIBF 1120 (esylat) FGFR, PDGFR,VEGFR HY-11106
BIBR 1532 Telomerase HY-17353
BIBX 1382 EGFR HY-10322
Bicalutamid Androgen Rezeptor, Autophagie HY-14249
BIIB021 Autophagie, HSP HY-10212
Birinapant IAP HY-16591
Bithionol Parasit HY-17592
BKT140 CXCR HY-P0171
Bleomycin (sulfat) Andere HY-50911
BLU-554 FGFR HY-100492
BML-284 Whnt-Signalweg HY-19987
BMN-673 (8R,9S) PARP HY-16106A
BMS 777607 c-Met/HGFR, TAM Rezeptor HY-12076
BMS-214662 Farnesyl Transferase HY-16111
BMS-599626 (Hydrochloride) EGFR HY-12010
BMS-690514 EGFR, VEGFR HY-10333
BMS-708163 Notch, y-Secretase HY-50845
BMS-754807 IGF-1R, Insulin Rezeptor HY-10200
BMS-794833 c-Met/HGFR, VEGFR HY-10497
BMS-833923 Smo HY-13809
BMS-911543 JAK HY-15270
Bortezomib Proteasom HY-17353
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Bosutinib BCR-ABL SRC HY-10193
Briciclib CDK HY-16366
Brigatinib ALK HY-12857
Brivanib VEGFR HY-10221
BSI-201 PARP HY-10990
Buserelin (Acetat) GNRH Rezeptor HY-13581A
Busulfan DNA Alkylator/Crosslinker HY-13316
BYL-719 PI3K HY-15244
Cabazitaxel Microtubuli/Tubulin HY-10452
Cabozantinib (S-malate) VEGFR HY-10130
CAL-101 PI3K HY-50671
Calcitonin (salmon) Andere HY-P0090
Calcitriol VD/VDR HY-10002
Canertinib EGFR HY-13809
Capecitabin Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-15593
Capsaicin Autophagie, TRP-Kanal HY-10448
Carboplatin DNA Alkylator/Crosslinker HY-50934
Carfilzomib Proteasom HY-10450
Carmofur Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-B0182
Carmustin DNA Alkylator/Crosslinker HY-13634A
Catechin Andere HY-N0898
CB-5083 p97 HY-12861
CB-839 Autophagie HY-12248
CC-401 (hydrochloride) INK HY-13022
Cecropin B Cytochrom P450 HY-P0092
Cediranib VEGFR HY-15409
Cediranib (maleate) Autophagie, VEGFR HY-13049
CEP-32496 RAF HY-15144
CEP-37440 ALK, FAK HY-15841
Cerdulatinib JAK, SYK HY-15999
Cevipabulin Microtubuli/Tubulin HY-14949
CHS5132799 PI3K HY-15466
CHS5183284 FGFR HY-19957
CH5424802 ALK HY-13011
Chidamid HDAC HY-13592
Chlorambucil Alkylantien HY-17510
Chlormethin (hydrochlorid) Alkylantien HY-18690
CI-1040 MEK HY-50295
CI-994 HDAC HY-N0140
Cilengitid Autophagie, Integrin HY-16141
Cinobufotalin Andere HY-N0880
Cisplatin DNA Alkylator/Crosslinker HY-13271
Citarinostat HDAC HY-15994
Cladribin Adenosin Deaminase HY-N0095
Clofarabin Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-10215
Cobimetinib MEK HY-17514
Cortisone Glucocorticoid Rezeptor HY-17461
CPI-613 Pyruvat Dehydrogenase HY-15453
Crenolanib Autophagie, PDGFR HY-13223
Crizotinib ALK c-Met/HGFR HY-14581
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CTS-1027 MMP HY-10398
CUDC-101 EGFR, HDAC HY-10223
CUDC-427 IAP HY-15835
CUDC-907 HDAC, PI3K HY-13522
Curcumin Autophagie, Keap1-Nrf2 HY-N0005
Curcumol Andere HY-NO0104
CX-4945 Autophagie, Casein Kinase HY-50855
CX-5461 DNA/RNA Synthese HY-13323
CYC-116 Aurora Kinase HY-10558
Cyclic Somatostatin Andere HY-P0084
Cyclophosphamid DNA Alkylator/Crosslinker HY-10619C
Cyclosporin A Andere HY-B0579
CYT387 JAK HY-17384
Cytarabin Nucleosid-Antimetabolit/ Analogon HY-12449
D-3263 (Hydrochlorid) TRP-Kanal HY-16162A
Dabrafenib (Mesylat) RAF HY-13541A
Dacarbazin Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-100492
Dacomitinib EGFR HY-13272
Dalcetrapib CETP HY-14950
Danusertib Aurora Kinase, Autophagie HY-10179
Dapagliflozin SGLT HY-17371
Dasatinib BCR-ABL SRC HY-14249
Daunorubicin (Hydrochlorid) Topoisomerase HY-10586
DCC-2036 BCR-ABL, FLT3, SRC HY-13024
DCC-2618 c-Kit, c-Met/HGFR HY-15240
Debio 0932 HSP HY-13469
Decitabin DNMT HY-17420
Defactinib FAK HY-12289
Deforolimus mTOR HY-B0900
Delamanid Bakteriell HY-10846
Delanzomib Proteasom HY-10454
Dihydroartemisinin JNK, NF-xB HY-NO176
Dimethylenastron Kinesin HY-19944
Dinaciclib CDK HY-13780
DMXAA Autophagie HY-10964
Docetaxel Microtubuli/Tubulin HY-10422
Dofequidar (Fumarat) P-Glycoprotein HY-17013A
Dovitinib c-Kit HY-17364
Doxifluridin Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-B0021
Doxorubicin (Hydrochlorid) Topoisomerase HY-NO0141
Dutasteride 5 alpha Reduktase HY-13613
Duvelisib (R-Enantiomer) PI3K HY-17044A
E-3810 FGFR, VEGFR HY-15391
E-7050 c-Met/HGFR, VEGFR HY-13068
E7449 PARP HY-12418
E7820 Integrin HY-14571
Efaproxiral Andere HY-13619
Elesclomol Apoptose-Induktor HY-17469
Ellipticin (Hydrochlorid) Topoisomerase HY-15753A
Embelin IAP HY-17473
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EMD-1214063 Autophagie, c-Met/HGFR; HY-14721
Empagliflozin SGLT HY-13775
Enasidenib Isocitrate Dehydrogenase (IDH) HY-18690
Endoxifen (E-Isomer) Estrogen Rezeptor/ERR HY-18719D
ENMD-2076 Aurora Kinase, FLT3, VEGFR HY-10987A
Ensartinib ALK HY-16590
Entinostat HDAC HY-17449
Enzastaurin PKC HY-15685
Epirubicin (hydrochlorid) Topoisomerase HY-15777A
Epothilone B Microtubuli/Tubulin HY-17029
EPZ-5676 Histon Methyltransferase HY-15593
EPZ-6438 EZH2 HMTase HY-14792B
Eribulin (Mesylat) Microtubuli/Tubulin HY-13442A
Erlotinib EGFR HY-16518
Estramustin (phosphat sodium) Microtubuli/Tubulin HY-13438
Etoposid Topoisomerase HY-16478
Everolimus mTOR HY-N0232
Evodiamin Andere HY-NO114
EW-7197 TGF-B Rezeptor HY-19928
Exatecan (Mesylat) Topoisomerase HY-13631A
Exemestan Aromatase HY-13632
Exherin (Trifluoroacetat) Andere HY-13541A
Ezatiostat Gutathion S-Transferase HY-13634A
Fasudil (Hydrochlorid) Autophagie, PKC, ROCK HY-10341
Fenretinide Autophagie, RAR/RXR HY-15373
FG-4592 HIF HY-18597
Finasterid 5 alpha Reduktase HY-13635
FK866 Autophagie, Nampt HY-50876
Flavopiridol (Hydrochlorid) Autophagie, CDK HY-10006
Floxuridin Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-16366
Fludarabin (phosphat) Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-16276
Flumatinib BCR-ABL, c-Kit, PDGFR HY-13904
Flutamid Androgen Rezeptor HY-B0022
Foretinib c-Met/HGFR, VEGFR HY-10338
Formestan Aromatase HY-B0697
Forodesin (Hydrochlorid) Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-16209
Fosbretabulin (disodium) Microtubuli/Tubulin HY-17576
Ganetespib HSP HY-10230
GANT 61 GLII HY-10065
GDC-0032 PI3K HY-13898
GDC-0068 Akt HY-15186
GDC-0068 (Dihydrochlorid) Akt HY-15186A
GDC-0152 IAP HY-13638
GDC-0349 Autophagie, mnTOR HY-15248
GDC-0623 MEK HY-15610
GDC-0941 Autophagie, PI3K HY-50094
GDC-0980 mTOR, PI3K HY-13246
GDC-09%4 ERK HY-P0090
Gefitinib EGFR HY-10454
Gemcitabin Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-15228
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Genistein Autophagie, EGFR HY-14596
Genz-644282 Topoisomerase HY-16228
Gilteritinib FLT3, TAM Rezeptor HY-12432
Gimeracil Andere HY-17469
GLPG0634 JAK HY-18300
Gossypol (Acetatsidure) Bcl-2 Familie HY-17510
GS-9973 SYK HY-15968
GSK 525762A BET Bromodomine HY-15149
GSK1059615 mTOR PI3K HY-12036
GSK-1070916 Aurora Kinase HY-70044
GSK126 EZH2 HMTase HY-17575
GSK2110183 (Hydrochlorid) AKT HY-15966A
GSK2126458 mTOR, PI3K HY-10297
GSK2141795 AKT HY-15965
GSK2636771 PI3K HY-15245
GSK2879552 Histon Demethylase HY-18632
GSK343 EZH2 HMTase HY-10195B
GSK461364 Polo-like Kinase (PLK) HY-50877
GSK-690693 Akt, Autophagie HY-10249
GSK-923295 Kinesin HY-10299
Hesperidin Autophagie HY-15337
Hexaminolevulinat (Hydrochlorid) | Andere HY-16045
Homoharringtonin Andere HY-P0084
Honokiol Apoptose-Induktor HY-15966A
Hydroxyfasudil ROCK HY-13911
Hydroxyurea DNA/RNA Synthesis HY-12551
Icaritin Autophagie HY-N0678
Icotinib (Hydrochlorid) EGFR HY-15164
Idarubicin (Hydrochlorid) Topoisomerase HY-100583A
Ifosfamid DNA Alkylator/Crosslinker HY-17419
Imatinib (Mesylat) c-Kit PDGFR HY-15141
Imisopasem manganese Andere HY-13336
INCB 024360 Indoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO); HY-15689
INCB28060 c-Met/HGFR HY-13404
Ingenol Mebutat PKC HY-B0719
INK 128 (MLNO0128) mTORC1/2 HY-19695
INNO-206 ADC Cytotoxin, Topoisomerase HY-16261
INO-1001 PARP HY-12022
Inolitazon (Dihydrochlorid) PPAR HY-14792B
IPI-145 PI3K HY-17044
Irbinitinib EGFR HY-16069
Irinotecan Topoisomerase HY-16293
Isoliquiritigenin Aldose Reduktase, Autophagie HY-NO0102
Isotretinoin RAR/RXR HY-15676
Ispinesib Kinesin HY-50759
Itraconazol Antifungal HY-18256
Ivosidenib Isocitrat Dehydrogenase (IDH) HY-18767
Ixabepilon Microtubuli/Tubulin HY-18346
JNJ-38877605 c-Met Inhibitor HY-10255
K-115 ROCK HY-15685
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Kevetrin (Hydrochlorid) MDM-2/p53 HY-16271
KU-57788 CRISPR/Cas9, DNA-PK, HY-11006
KW-2449 FLT3 HY-10339
KX2-391 (Mesylat) Microtubuli/Tubulin, SRC HY-10340B
Lapatinib EGFR HY-P0171
LB-100 Phosphatase HY-18597
LCL161 IAP HY-15518
LDE225 SMO HY-N0100
LDK378 ALK HY-13733
LEEO11 (Hydrochlorid) CDK HY-13593
Lenvatinib VEGFR HY-13757A
Letrozol Aromatase, Autophagie HY-14248
Lexibulin Microtubuli/Tubulin HY-10498
LGK974 PORCN HY-B0022
LGX818 RAF HY-14691
Licochalcon A Autophagie HY-N0372
Linifanib PDGFR VEGFR HY-12330
Linsitinib IGF-1R Insulin Rezeptor HY-12058
Lomustin DNA Alkylator/Crosslinker HY-12015
Lonafarnib Farnesyl Transferase HY-10617
Lonidamin Hexokinase HY-B0486
Losmapimod p38 MAPK HY-18719D
Lurbinectedin Andere HY-16293
Luteolin Autophagie HY-NO162
LY2090314 GSK-3 HY-16294
LY2157299 TGF-B Rezeptor HY-13226
LY2228820 p38 MAPK HY-13241
LY2510924 CXCR HY-12488
LY-2584702 Ribosomale S6-Kinase (RSK) HY-12493
LY2603618 Autophagie, Checkpoint Kinase (Chk); HY-14720
LY2606368 (Dihydrochlorid) Checkpoint Kinase (Chk) HY-18174A
LY2784544 FGFR, FLT3, JAK HY-13034
LY2801653 (Dihydrochlorid) c-Met/HGFR HY-15514A
LY2835219 CDK HY-B0134
LY2874455 FGFR HY-13304
LY2940680 SMO HY-13242
LY3009120 RAF HY-15180
LY3023414 DNA-PK, mTOR, PI3K HY-12513
LY3039478 NOTCH HY-12449
Malotilat 5-Lipoxygenase HY-A0060
Marimastat MMP HY-B0097
Masitinib c-Kit, PDGFR HY-12019
Mc-Val-Cit-PABC-PNP ADC Linker HY-20336
MEK162 MEK HY-50895
Melphalan DNA Alkylator/Crosslinker HY-10322
Methotrexat Antifolat HY-50751
MI-773 MDM-2/p53 HY-17493
Mibefradil (Dihydrochlorid) Calcium-Kanal HY-15553A
Miriplatin DNA Alkylator/Crosslinker HY-16325A
Mitomycin C DNA Alkylator/Crosslinker HY-13223
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Mitotan Andere HY-13690
Mitoxantron (Dihydrochlorid) Topoisomerase HY-19957
MK 2206 (Dihydrochlorid) AKT, Autophagie HY-10358
MK-0752 v-Sekretase HY-10974
MK-1775 WEE1 HY-10993
MK-2461 c-Met/HGFR HY-50703
MK-4827 (Racemat) PARP HY-10619C
MK-4827 (Tosylat) PARP HY-10619B
MK-5108 Aurora Kinase HY-13252
MLN 2480 RAF HY-15246
MLN1117 PI3K HY-12285
MLN2238 Autophagie, Proteasom HY-10453
MLN4924 (Hydrochlorid) NEDDS8-aktivierendes Enzym HY-10484
MLN8054 Aurora Kinase HY-10180
MLN9708 Proteasom HY-14721
Mocetinostat Autophagie, HDAC HY-12164
Motesanib (Diphosphat) c-Kit, VEGFR HY-12067
Motolimod Toll-like Rezeptor (TLR) HY-13773
Mozavaptan Vasopressin Rezeptor HY-18346
MRKO003 v-Sekretase HY-100370
MSX-122 CXCR HY-13696
Mubritinib EGFR HY-13501
Napabucasin STAT HY-13919
Naringenin Caspase, NF-kB, PPAR HY-NO0100
Navitoclax Bcl-2 Familie HY-10087
Nedaplatin DNA/RNA Synthese HY-13700
Nelarabin Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-10338
Nelotanserin 5-HT Rezeptor HY-10559
Neratinib EGFR HY-50868
Nilotinib BCR-ABL HY-10202
NMS-1286937 Polo-like Kinase (PLK) HY-15828
Nocodazol Autophagie, Ber-Abl, CRISPR/Cas9, HY-13520
Noscapin Alkaloid / Opioid HY-13011
NVP-AUY922 Autophagie, HSP HY-10215
NVP-BKM120 PI3K HY-70063
NVP-BKM 120 (Hydrochlorid) PI3K HY-15180
Obatoclax Bcl-2 Family HY-10339
ODM-201 Androgen Rezeptor HY-16985
Olaparib PARP HY-11106
Oleanolsdure Autophagie, STAT HY-NO156
Oltipraz HIF/HIF Prolyl-Hydroxylase HY-12519
Ombrabulin (Hydrochlorid) Microtubuli/Tubulin HY-18256
ONO-4059 BTK HY-15771
Oprozomib Autophagie, Proteasom HY-12113
Orteronel Cytochrom P450 HY-10505
OSI1-027 Autophagie, mnTOR HY-10423
OSI-930 c-FMS, ¢-KIT, VEGFR HY-10204
Osilodrostat Mineralocorticoid Rezeptor HY-16276
Ospemifen Estrogen Rezeptor/ERR HY-B0723
Ostarin Androgen Rezeptor HY-13273
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OTX-015 BET Bromodoméne HY-13001
Oxaliplatin DNA Alkylator/Crosslinker HY-12948
PAC-1 Autophagie, Caspase HY-13523
Paclitaxel Microtubuli/Tubulin HY-10343
Pacritinib FLT3, JAK HY-50877
Palbociclib CDK HY-10180
Palifosfamid DNA Alkylator/Crosslinker HY-14798
Palomid 529 mTOR; HY-14581
Panobinostat HDAC HY-12042
Parthenolid Autophagie, DNA Methyltransferase, HDAC, HY-NO0O141
Pazopanib (Hydrochlorid) PDGFR, VEGFR HY-10006
PCI-24781 HDAC HY-10990
PCI-32765 BTK HY-B0313
PD0325901 Autophagie, MEK HY-10254
Pelitinib EGFR HY-32718
Pemetrexed (Disodium Antifolat HY-15466
Pentostatin Adenosin Deaminase HY-12037
Perifosine AKT HY-15994
Pexidartinib c-FMS, ¢-KIT HY-13246
PF-03814735 Aurora Kinase HY-14574
PF-04217903 (Methansulfonat) c-MET/HGFR HY-12017A
PF-04449913 SMO HY-16391
PF-04691502 mTOR, PI3K HY-17545
PF-06463922 ALK HY-12215
PFK-158 Andere HY-12203
PH-797804 p38 MAPK HY-10403
PHA-793887 CDK HY-11001
PHA-848125 Autophagie, CDK HY-10424
Phenformin (Hydrochlorid) AMPK HY-16397A
Pipobroman Alkylase HY-15315A
Pixantron (Dimaleat) Topoisomerase HY-13727A
PKC412 PKC HY-10230
Plinabulin Microtubuli/Tubulin HY-14444
PND-1186 FAK HY-13917
Ponatinib BCR-ABL, FGFR, FLT3, VEGFR HY-13768A
Poziotinib EGFR HY-15730
PQR620 mTOR HY-100026
Pracinostat HDAC HY-13322
Pralatrexat Antifolat HY-10398
Pranlukast (Hemihydrat) Leukotrien Rezeptor HY-B0290A
Prinaberel Estrogen Rezeptor/ERR HY-14933
Procarbazin (Hydrochlorid) DNA Alkylator/Crosslinker HY-15610
Psoralen Andere HY-NO0053
Psoralidin Notch HY-N0232
PX-12 Andere HY-13734
PX-478 Autophagie, HIF/HIF Prolyl-Hydroxylase HY-10231
Quercetin Autophagie, PI3K, Sirtuin HY-18085
Quinacrin (Dihydrochlorid) Autophagie, Phospholipase HY-13735A
Quisinostat HDAC HY-15433
Quizartinib FLT3 HY-10179
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R406 SYK HY-12067
R428 TAM Rezeptor HY-15150
R788 (Disodium Hexahydrat) SYK HY-10959
Raltitrexed Nucleosid Antimetabolit/Analogon, HY-10821
Rapamycin mTOR HY-13605
Refametinib MEK HY-14691
Regorafenib VEGFR HY-13062
Resminostat (Hydrochlorid) HDAC HY-14718A
Resveratrol Autophagie, IKK HY-16561
Retinsdure Andere HY-10229
RG7112 MDM-2/p53 HY-10959
RG7388 MDM-2/p53 HY-15676
RGB-286638 CDK HY-15504A
RGFP966 HDAC HY-13909
Rigosertib (Sodium) Polo-like Kinase (PLK) HY-13026
Ro 5126766 MEK, RAF HY-18652
R0O4929097 Notch, y-Sekretase HY-11102
RO4987655 MEK HY-14719
Romidepsin HDAC HY-B0486
Roscovitin CDK HY-30237
Rotenon Andere HY-B1756
Ruboxistaurin (Hydrochlorid) PKC HY-10195B
Rucaparib (Phosphat) PARP HY-13252
Ruxolitinib (Phosphat) JAK HY-12203
Ruxolitinib (S-Enantiomer) JAK HY-10424
RVX-208 Epigenetische Leserdoméne HY-16652
RX-3117 Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-15228
Salinomycin Autophagie, Bacteriell, WNT, p-Catenin HY-15597
Salirasib Autophagie, RAS HY-14754
SAR245409 mTOR, PI3K HY-15900
Saracatinib Autophagie, SRC HY-10234
Satraplatin DNA Alkylator/Crosslinker HY-17576
Savolitinib c-Met/HGFR HY-15959
SB1317 CDK, FLT3, JAK HY-15166
SB-743921 Kinesin HY-12069
SCIO-469 p38 MAPK HY-10406
Selumetinib MEK HY-10492
Semagacestat v-Sekretase 425386-60-3
Seocalcitol VD/VDR HY-32341
Serdemetan MDM-2/p53 HY-12025
SGI-1776 Autophagie, PIM HY-13287
SGX-523 c-Met/HGFR HY-12019
Silibinin Autophagie HY-13748
SJG-136 DNA Alkylator/Crosslinker HY-14573
SN-38 Autophagie, Topoisomerase HY-13704
SNS-032 CDK HY-10008
SNS-314 Aurora Kinase HY-12003
Sorafenib (Tosylat) RAF HY-11001
Sotrastaurin PKC HY-10343
SSR128129E FGFR HY-15599
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Staurosporin PKC / Positivkontrolle HY-50514
Stibogluconat (Sodium) Phosphatase HY-100595
Streptozocin DNA Alkylator/Crosslinker HY-10961
SUS5416 (TSU-68) VEGFR HY-17559
Sulfatinib FGFR, VEGFR HY-12297
Sunitinib (Malat) PDGFR, VEGFR HY-19696A
TAK-285 EGFR HY-15196
TAK-593 PDGFR, VEGFR HY-15506
TAK-632 RAF HY-10498
TAK-715 p38 MAPK HY-13323
TAK-733 MEK HY-13449
TAK-901 Aurora Kinase HY-12201
TAK-960 Polo-like Kinase (PLK) HY-15160
Talabostat (Mesylat) Dipeptidyl Peptidase HY-13233A
Tamibaroten RAR/RXR HY-14652
Tamoxifen Autophagie, Estrogen Rezeptor/ERR HY-13757A
Tandutinib FLT3 HY-10202
Tariquidar P-Glycoprotein HY-12113
TAS-102 Nucleosid Antimetabolit/Analogon, HY-16478
Tasquinimod HDAC HY-14808
Tauroursodeoxycholat (Sodium) ERK HY-19696A
Telatinib c-Kit, PDGFR, VEGFR HY-10527
Temozolomid DNA Alkylator/Crosslinker HY-16985
Temsirolimus mTOR HY-19928
Teniposid Topoisomerase HY-B0011
TG 100801 SRC, VEGFR HY-10186
TG100-115 PI3K HY-10111
TG-101348 Epigenetische Leserdoméne, JAK HY-10409
TGR-1202 PI3K HY-12279
TH-302 Andere HY-10535
Thalidomide Andere HY-14658
Thioridazin (Hydrochlorid) 5-HT Rezeptor Dopamin Rezeptor HY-13696
Thio-TEPA DNA Alkylator/Crosslinker HY-10212
TIC10 Isomer AKT, ERK, TNF-alpha HY-15615
Tipifarnib Farnesyl-Transferase HY-10111
Tipiracil (hydrochlorid) Nucleosid-Antimetabolit/Analogon HY-12750
Tirapazamin Topoisomerase HY-13767
Tivantinib c-Met/HGFR HY-10821
Tivozanib VEGFR HY-B0628A
Toceranib (Phosphat) PDGFR, VEGFR HY-10330A
Tofacitinib (Citrat) JAK HY-14949
TOK-001 Cytochrom P450 HY-70006
Topotecan (Hydrochlorid) Topoisomerase HY-15136
Toremifen (Citrat) Estrogen Rezeptor/ERR HY-B0005
Tozasertib Aurora Kinase, Autophagie HY-10161
Trametinib MEK HY-13716
Tramiprosat Amyloid-f HY-14602
Treosulfan DNA Alkylator/Crosslinker HY-16503
Triapin DNA/RNA Synthese HY-10082
Trichostatin A HDAC HY-15144
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Triciribin AKT, DNA/RNA Synthese, HIV, Nucleosid HY-15457
Trifluorothymidin Nucleosid Antimetabolit/Analogon HY-16398
Triptorelin GNRH Rezeptor HY-12551
Troglitazon Autophagie, PPAR HY-50935
TSU-68 PDGFR HY-13902
Tubastatin A (Hydrochlorid) HDAC HY-15531
Uramustin DNA Alkylator/Crosslinker HY-15187A
Ursolsaure Autophagie HY-NO0140
VAL-083 DNA Alkylator/Crosslinker HY-16513
Valproic acid (sodium salt) HDAC HY-14660A
Valrubicin Others HY-B0028
Valspodar P-Glycoprotein HY-17384
Vandetanib VEGFR HY-10218
Vatalanib VEGFR HY-15453
VcMMAE Drug-Linker ADC, Microtubuli/Tubulin HY-15575
VE-822 ATM/ATR HY-13902
Veliparib (Dihydrochlorid) Autophagie, PARP HY-10130
Vemurafenib RAF HY-16397A
Verteporfin YAP HY-17013A
Vinblastin (sulfat) Microtubuli/Tubulin HY-50673
Vincristin (sulfat) Microtubuli/Tubulin HY-16228
Vinflunin (Tartrat) Microtubuli/Tubulin HY-N0088
Vismodegib Hedgehog HY-B0021
VLX1570 Deubiquitinase HY-12471
Voreloxin (Hydrochlorid) Topoisomerase HY-16518
Volasertib Polo-like Kinase (PLK) HY-12137
Vorinostat HDAC HY-12519
VRT752271 ERK HY-14933
VS-5584 PI3K HY-16585
VT-464 (R-Enantiomer) Cytochrom P450 HY-15996A
VX-661 CFTR HY-15448
WAY-362450 FXR HY-50911
WP1066 JAK, STAT HY-13748
Xanthohumol COX, DGAT HY-N1067
XLO019 JAK HY-13775
XL-147 PI3K HY-16526
XL228 Aurora Kinase, BCR-ABL, IGF-1R, SRC HY-15749
YM-155 Autophagie, Survivin HY-10194
Zibotentan Endothelin Rezeptor HY-17493
Zoledronsédure (Monohydrat) PKC HY-13966
Zosuquidar (Trihydrochlorid) P-Glycoprotein HY-19944
ZSTK474 Autophagie, PI3K HY-50847
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2.3 Gerite

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht iiber die in den eigenen Untersuchungen verwendeten

Gerite.

Tabelle 3: Verwendete Geriite mit Herstellerangabe und Verwendungszweck

Geriit Firma Verwendungszweck
Biosicherheitsbank Flow Safe Thermo Fisher Zellkultivierung

2020 Scientific

CytoFLEX Beckman Counter Durchflusszytometrie

D300e Digital Dispenser Tecan Zellviabilitdtsassay und Plattendesign
Inkubator C170 Binder Inkubation von Zellen in 384-Wells-

Mikrotiterplatten

Inkubator HeraCell 150

Marshall Scientific

Inkubation von Zellen

Zellviabilititsanalyzer

Mikroskop Axio Scope Al Zeiss Zellkultivierung
Milli-Q-Plus-Reinstwasseranlage | Milipore Zellviabilititsessay
Multidrop Combi Reagenzien- Thermo Fisher Zellviabilititsassay
Dispenser Scientific

Plate Reader Spark 10M Tecan Zellviabilititsassay
Vi-Cell-XR Zellzdhler und Beckman Counter Zellviabilitdtsanalyzer und

Zellzahlmessung

Zentrifuge Allegra X-12 R

Thermo Fisher

Scientific

DNA-Aufreinigung

Zentrifuge Haraeus Fresco 21

Beckman Counter

Zellbasierte-Assays

Zentrifuge Multifuge 4KR

Thermo Fisher

Scientific

Zell-basierte Assays, RNA Extraktion,
DNA Isolation
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2.4 Software

Die in dieser Arbeit eingesetzte Software ist in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Verwendete Software mit Herstellerangabe und Verwendungszweck

Software Hersteller Verwendungszweck

Cytexpert Beckman Counter Durchflusszytometrie

D300e Control HP Applikation der Testsubstanzen
D300e Merge HP Design der Platten fiir den

Zellviabilitdtsassay

FILLit for Multidrop Combi 1.2.1

Thermo Fisher Scientific

Aussaat von Zellen

GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc. Graphische Darstellung der Daten
Office Microsoft Analytik
SPARKCONTROL Dashboard Tecan Auslesen des Zellviabilititsassay

Zellcounter VI-CELL XR 2.03

Beckman Counter

Bedienung des Zellzahlmessers

2.5 Verbrauchsmaterialien

2.5.1 Medien und Losungen

Tabelle 5 fasst die in den eigenen Untersuchungen verwendeten Medien und Lésungen

zusammen.

Tabelle 5: Verwendete Medien und Lésungen

Medien und Losungen Firma Produktnummer
Accutase® Corning 25-058-CI

B27 minus Vitamin A Thermo Fisher Scientific 12587010

BSA Sigma A9306
Celltiter-Glo® Promega G7570

DMEM Gibco 10566016
DMEM F12 Thermo Fisher Scientific 11330-057
DMSO Sigma D8418
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DTT Sigma 3483-12-3
Dye Reagent Bio-Rad 5000006
EGF Gibco PHGO0311
FBS Sigma-Aldrich F9665
FGF Gibco AA 10-155
GlutaMax Invitrogen 35050061
Heparin STEMCELL Technologies 07980
HEPES Buffer Solution (1M) Gibco 15630080
IMDM Gibco 31980030
Leukemia Inhibitory Factor, human | Millipore LIF1010
Loadingpufter Sigma S3401
LumiGlo® Cell Signaling 95538P
MEM Non-Essential Amino Acids | Thermo Fisher Scientific 11140050
Solution

Modified IMEM Gibco A1048901
Neurobasal-Medium Thermo Fisher Scientific 21103049
NeuroCult™ Proliferation STEMCELL Technologies 05753
Supplement (Human)

NeuroCult™ NS-A Basal Medium STEMCELL Technologies 05750
(Human)

Novex Tris-Glycine SDS running | Invitrogen LC2675
buffer

Nuklease freies Wasser (DEPC- | Ambion AM9916
H20)

PBS Sigma P5493
PBS-T Thermo Fisher 28352
PDGF -AA Shenandoah Biotechnology 100-16
PDGF -BB Shenandoah Biotechnology 100-18AF
Penicillin ~ (10.000.  U/ml) - | Sigma-Aldrich P4333
Streptomycin (10 mg/ml)

PhosSTOP Sigma 4906845001
Propidium iodid Sigma P4170
Proteaseinhibitor Sigma P8340
RIPA Lysepuffer Sigma R0278
Rnase Away Molecular Bio Products 83931
RPMI Medium 1640 Gibco 21875091
Sodium Bicarbonat Gibco 25080094
Sodium Pyruvat Gibco 11360039
TBS-T-Puffer Sigma SRE0031
Triton X-100 Roth 3051.3
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2.5.2 Materialien

Tabelle 6 fasst die in den eigenen Untersuchungen verwendeten Materialien zusammen.

Tabelle 6: Verwendete Materialien mit Herstellerangabe

Material Firma
384-Well Assay Platten, Flat Bottom Corning
Handschuhe Roth

Kryoréhrchen

Thermo Fisher Scientific

Novex™ WedgeWell™ 4-12% Tris-Glycine Gel Invitrogen
Parafilm Sigma
Pipettenspitzen aerosolresistent Nerbe

Reaktionsgefilie

Falcon, Eppendorf

T8+ Dispensehead Cassettes

HP

Zellkulturflaschen Bio-One

Greiner

Zellkulturflaschen Cellbind

Corning
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3. Methoden

3.1 Priparation der Inhibitoren

Alle Inhibitoren wurden in sterilem DMSO unter einer Werkbank gelost und auf eine
Konzentration von 10 mM als Stockldsung verdiinnt. AnschlieBend wurden alle Inhibitoren

bei -80°C gelagert.

3.2 Erstellung des Plattendesigns zur Hochdurchsatz-Medikamententestung

Die  Methode zur  automatisierten und  standardisierten = Hochdurchsatz-
Medikamententestung ist in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Marc Remke bereits vollstindig
etabliert und wird umfassend eingesetzt’>%’. Der Prozess der Hochdurchsatz-
Medikamententestung basiert auf der Nutzung von drei hochspezialisierten Geréten, die
semi- oder vollautomatisiert arbeiten: D300e Digital Dispenser (Tecan), MultiDrop Combi
(Thermo Scientific) und dem Mikrotiterplattenlesegerét Spark (Tecan). Zunédchst wurden die
Inhibitoren in mehreren Verdiinnungsschritten durch den D300e Digital Dispenser von
Tecan auf 384-Well-Mikrotiterplatten pipettiert. Dabei wurden die weiflen 384-Well-
Mikrotitterplatten mit flachem Boden der Firma Corning verwendet. Der Digital Dispenser
und die dazugehorige Software D300e Control ermdglichen einen standardisierten sowie
randomisierten Auftrag der Inhibitoren in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen. Fiir das
Auftragen der Inhibitoren wurde ein geeignetes Pipettierschema innerhalb des Programms
D300e Control erstellt, wobei die Verteilung linear oder logarithmisch erfolgen kann und
die individuelle Festlegung der Verdiinnungsschritte moglich ist. Die Hochstkonzentration
aller eingesetzten Inhibitoren betrug dabei 10 mM und die Verdiinnung erfolgte in sieben
oder fiinf Verdiinnungsschritten bis zu der Konzentration von 5 nM. Das Setup war dabei
fiir alle getesteten Zelllinien gleich.

In die beiden duBeren Reihen und Spalten der jeweiligen Platten werden keine Inhibitoren
pipettiert, um mogliche Randeffekte (wie durch Verdunstung) zu minimieren. In allen
anderen Wells erfolgt neben der notwendigen Randomisierung ebenfalls eine
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Normalisierung mittels DMSO. Diese dient der Einstellung aller Wells auf die hochste
DMSO-Konzentration, um DMSO-Effekte aufgrund der bestehenden Ldsung der
Inhibitoren in DMSO zu vermeiden. Sechs Wells pro Platte werden ausschlielich mit
DMSO befiillt und dienen als DMSO-Kontrolle, wihrend weitere fiinf Wells frei von DMSO
und Inhibitoren bleiben und als Normalkontrolle dienen. Staurosporin dient in allen Platten

als Positivkontrolle, da es in Siugetierzellen Apoptose induziert (siche Abbildung 5)%!.
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Abbildung 5: Exemplarische Darstellung eines Plattenmodells aus dem genutzten Setup.

Exemplarische Darstellung eines Plattenmodells aus dem genutzten Setup. Die verschiedenen Farben stellen
unterschiedliche Inhibitoren dar und geben je nach Fiillung des Quadrats die jeweilige Verdiinnung an. Dunkelgrau
dargestellt wird die DMSO-Normalisierung. Die weilen bzw. schwarzen Dreiecke in den unteren Ecken der Quadrate
zeigen die eingesetzte Normalisierung sowie Randomisierung.

3.3 Inhibitordispensation auf 384-Well-Mikrotiterplatten

Mithilfe der D300e Control Software wurde iiber eine USB-Verbindung mit dem Digital
Dispenser die Inhibitordispensation gesteuert (dafiir wurde das geméal 3.2 zuvor erstellte
Setup verwendet). Die 384-Well-Mikrotiterplatten wurden unter der Sterilbank ausgepackt,
entsprechende Etiketten wurden zur Nummerierung gedruckt, Parafilm wurde zur spiteren
Versiegelung in 3 cm breite und 20 cm lange Streifen geschnitten und die Inhibitoren wurden

auf Eis aufgetaut.

Danach erfolgte das Einlegen einer T8-Kassette (HP) in den D300e Digital Dispenser und

die Befiillung der acht Dosierkopfe mit den avisierten Inhibitoren in entsprechender
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Konzentration. Diese wurden nacheinander aus T8-Kassetten durch den Digital Dispenser
auf die Mikrotiterplatten pipettiert, bis alle Inhibitoren des jeweiligen Platten-Setups
enthalten waren. Danach fand die DMSO-Normalisierung aufgrund der grof3eren Volumina
in D4-Kassetten (HP) statt und die Platten wurden mit Parafilm versiegelt und bis zu ihrer

Verwendung bei -80°C gelagert.

Nach dem abgeschlossenen Bedrucken der Platten mit Inhibitoren, speichert die Software
eine Report-Datei, welche spiter derandomisiert und mithilfe des Lumineszensergebnisses
nach Verwendung von Zellen auf den inhibitorpriperierten Platten fiir die Auswertung

verwendet wurde.

3.4  Qualititskontrollen innerhalb des Screening-Prozesses

3.4.1 Qualititskontrolle innerhalb des Screening-Experiments

Zur Qualititssicherung der Ergebnisse im Screening-Prozess wurden mehrere Schritte zur
Uberpriifung entwickelt. Zunichst wurde die Richtigkeit der Randomisierung aller Platten
fiir jede Zelllinie mittels einer Heatmap-Darstellung gepriift. So wurde -einerseits
sichergestellt, dass die Randomisierung im Setup erfolgte, wihrend andererseits iiberpriift
wurde, dass die Zellsuspension exakt durch den Multidrop Combi Reagenzien-Dispenser
aufgetragen wurde. Sollte beispielsweise eine der Dispenser-Diisen, innerhalb des Aussaat-
Prozesses verstopfen, kann man dies anhand des Randomisierungsmusters feststellen und
das Experiment miisste wiederholt werden. FEine schlechte oder nicht erfolgte
Randomisierung wiirde sich dadurch kenntlich zeigen, dass die Farben nicht auf der
gesamten Platte verteilt wéren, sondern eine Farbe in einer oder mehreren Reihen
vorkommen wiirde (siche Abbildung 6). Eine korrekt erfolgte Randomisierung ist

exemplarisch in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung einer erfolgten Randomisierung in einer Heatmap
im Vergleich zu einer fehlerhaften Randomisierung.

Auf der x-Achse dargestellt befinden sich jeweils die befiillten Reihen der Platte von C bis N, auf der y-Achse die Spalten
von drei bis 22. Auf der rechten Seite jeder Platte ist die Legende der Zellzahl viabler Zellen dargestellt, wobei rot eine
geringe und griin eine hohe Zellzahl bedeutet. Jede Platte zeigt ein anderes Muster, was eine funktionierende
Randomisierung und eine erfolgreiche Dispensation der Zellen nachweist.
A zeigt ein Beispiel fiir eine korrekt erfolgte Randomisierung, wahrend B exemplarisch eine fehlerhafte Randomisierung
darstellt. In Reihe E bis H ist ein dunkelroter Balken mit einer geringen Zellzahl sichtbar.
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Abbildung 7: Heatmap-Darstellung des Randomisierungsmusters auf den befiillten Platten
der Inhibitor-Bibliothek exemplarisch fiir eine Zelllinie.

Jede Platte ist oben mit einer Zahl von eins bis 19 nummeriert. Auf der x-Achse dargestellt befinden sich jeweils die
befiillten Reihen der Platte von C bis N, auf der y-Achse die Spalten von drei bis 22. Auf der rechten Seite jeder Platte
ist die Legende der Zellzahl viabler Zellen dargestellt, wobei rot eine geringe und griin eine hohe Zellzahl bedeutet. Jede
Platte zeigt ein anderes Muster, was zum einen eine funktionierende Randomisierung nachweist und zum anderen belegt,

dass keine Fehler bei der Aussaat auszumachen sind.
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In einem zweiten Schritt wurden die IC50-Werte von Staurosporin als Positivkontrolle der
Qualitét des Screenings genutzt. Staurosporin induziert in allen in dieser Arbeit verwendeten

d® % und wurde aus diesem Grunde in sechs

Zelllinien zuverldssig den Zellto
Konzentrationen als Positivkontrolle auf jeder Platte verwendet. So sollten alle Dosis-
Wirkungskurven von Staurosporin in einer vergleichenden Grafik zueinander eine moglichst
geringe Abweichung von der Regressions-S-Kurve sowie moglichst dhnliche Mittelwerte
aufweisen. Hierbei wurde die Streuung als R? fiir Werte zwischen null und eins bestimmt,

wobei eins die geringste Abweichung darstellt. Die festgelegte Toleranzgrenze von R?= 0,75

durfte nicht unterschritten werden.

YKG-1/HHUCL V3 _C1/Staurosporine (IC50=2.7357, RZ = 0.95)
140

130

-

120 T

100

Cell viability (%)
3 =2

"""'--..____ —
10t 10° 10°% 10 10°
Inhibitor Concentration (nid)

Abbildung 8: Exemplarische Darstellung aller IC50-Werte von Staurosporin fiir die Zelllinie
YKG-1.

Auf der x-Achse die Zellviabilitdt in Prozent, auf der y-Achse die Inhibitor-Konzentrationin nM. Die einzelnen IC50-
Werte sind in gelb dargestellt, die Ausgleichskurve in blau. Die Grafik zeigt eine geringe Streuung R? von 0,95 um die
Ausgleichskurve herum.

3.4.2 Qualititskontrolle innerhalb der Datenauswertung

Anhand der Zellviabilitit der Glioblastomzellen nach erfolgter Inhibitorbehandlung wurden
der entsprechende IC50-Wert sowie die Fliche unter der Kurve (area under the curve
(AUCQ)) aus den Dosis-Wirkungskurven des Zellviabilititsassays ermittelt. Der IC50-Wert
beschreibt jene Wirkstoffkonzentration, bei der 50% der Zellen metabolisch in vitro inhibiert
werden. Der IC50-Wert dient als Indikator fiir die Potenz des Wirkstoffes®>*¢. Die AUC
beschreibt die Fldche unter der Dosis-Wirkungskurve und wird dhnlich wie der IC50-Wert

verwendet®”®8,
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Um Wirkstoffe mit hoher Effizienz zu bestimmen, wurden die 660 Inhibitoren zunéchst nach
ithrer Signifikanz (p < 0,05) ausgewihlt. Im folgenden Schritt wurden die Inhibitoren nach
einem Verhiltnis (Ratio) fiir die Wirkspezifitit fiir piddiatrische und adulte hochgradige
Gliome im Vergleich zu anderen Entitédten sortiert. Dazu wurde die jeweilige Fliche AUC
berechnet. Um das Verhéltnis darzustellen, wurde die AUC des jeweiligen Wirkstoffs fiir
padiatrische und adulte hochgradige Gliome durch die AUC fiir andere Entitéten dividiert.

Die Werte wurden aus den AUC der jeweiligen Entititen gemittelt.

Die Toleranzgrenze der Ratio wurde als >1,2 und < 0,8 festgelegt, um einen mindestens 20-
prozentigen Wirkunterschied in pédiatrischen und adulten hochgradigen Gliomen im
Verhiltnis zu anderen Entitdten zu ermitteln. Je weiter der Wert der Ratio von den beiden
Toleranzgrenzen entfernt ist, desto hoher ist die Wirkspezifitit des Inhibitors fiir eine

Entitdtsgruppe (siehe Kapitel 4.1.1, Tabelle 10)

3.5 Erstellung des Plattendesigns fiir die Validierung von Napabucasin und

Synergismus-Experimente

3.5.1 Konzentrationen von Napabucasin fiir die Validierung

Fiir die Validierung von Napabucasin wurde der jeweilige [C50-Wert der Zelllinien aus dem
Primédrscreen genutzt und so logarithmisch Werte getestet, die sowohl unter als auch {iber

dem IC50-Wert lagen ([nM]: 10, 100, 450, 1.150, 1.500, 5.000, 8.000, 10.000, 25.000).

3.5.2 Konzentrationen der Inhibitoren im Synergismus-Experiment

Fiir das Synergismus-Experiment wurden Paclitaxel, 5-Fluoruracil, Irinotecan, Gemcitabin,
Entinostat und Temozolomid in Kombination mit Napabucasin getestet. In Tabelle 7
dargestellt sind die jeweiligen verwendeten Konzentrationen und Kombinationen. In
Abbildung 9 und 10 exemplarisch dargestellt eine Synergismusplatte mit und ohne

Normalisierung und Randomisierung.
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Tabelle 7: Die Inhibitorkonzentrationen im Synergismus-Experiment

Napabucasin | Temozolomid | Paclitaxel 5-Fluoruracil | Irinotecan | Gemcitabin | Entinostat
Konzentrationsbereich [nM]
0 0 0 0 0 0 0
100 10.000 10.000 10.000 10.000 500 1.000
450 13.750 13.750 13.750 13.750 1.625 7.000
800 17.500 17.500 17.500 17.500 2.750 13.000
1.150 21.500 21.500 21.500 21.500 3.875 19.000
1.500 25.000 25.000 25.000 25.000 5.000 25.000

] S

. ]

L . LA

T

Abbildung 9: Das Synergy-Plattendesign ohne Randomisierung und Normalisierung.

In rot wird Napabucasin (4), in griin Temozolomid (1), in lila Paclitaxel (2), in orange Entinostat (3), in ocker 5-
Fluoruracil (5), in tiirkis Irinotecan (6) und in blau Gemcitabin (7) dargestellt. Der Auftrag von Napabucasin erfolgt von
hoher Konzentration (links) nach niedriger Konzentration (rechts). Bei dem jeweiligen dazu getesteten Wirkstoff, erfolgt
die Verteilung von niedriger Konzentration (links) zu hoher Konzentration (rechts). Die Quadranten am rechten Rand
zeigen die Validierung von Napabucasin (oben) und Kontrollen der getesteten Inhibitoren (unten).
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Abbildung 10: Darstellung des Synergy-Plattendesigns mit Randomisierung und
Normalisierung.

Die Normalisierung (mittels DMSO) ist in Schwarz dargestellt. Die Konzentrationen der Wirkstoffe werden durch
unterschiedliche Fiillhohe der einzelnen Felder dargestellt.

3.5.3 Auswertung des Synergismus-Experiments

Zur Aufbereitung der Rohdaten wurde die Software Combenefit verwendet, um Inhibitoren-
und Reagenzienkombinationen durch Oberflachenanalysen in Synergismus-Modelle
umzuwandeln. Moglich ist dabei die Erstellung von Modellen nach Loewe, Bliss und HSA
%, Dabei wird logarithmisch ermittelt, ob sich die Zellviabilitit bei Behandlung mit einer

Inhibitorkombination im Vergleich zu der Behandlung mit nur einem Inhibitor unterscheidet.

3.6 Zelllinien und Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten aller Zelllinien erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer
Biosicherheitsbank. Die Zelllinien GBM5050611, GBM59 MF, GBM67 MF, GS-2, GS-5,
S24, SF188, S4GBH 2, speasGBM, ZH305, ZH426 und ZHS582 wurden in
Zellkulturflaschen der Firma Greiner Bio-One und die Zellinien AM-38, CHLA-200,
DBTRG-05MG, GBM-511-FH, KNS42, KS-1, LN18, LN308, LN229, M059K, M059]J,
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SF126, YH-13 und YKG-1 wurden in Cellbind ®- Zellkulturflaschen der Firma Corning bei
37°C und 5% CO: kultiviert.

3.6.1 Passagieren und Splitten adhirenter Zelllinien

Der Zellrasen wurde bei 70-80-prozentiger Konfluenz nach Absaugen des Mediums
zundchst einmalig mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden entweder 2 ml TrypLE
Express oder 2 ml Trypsin (abhingig von der Zelllinie) hinzugegeben, um die Zellen
enzymatisch abzulosen. Nach einer Inkubationszeit von ca. fiinf Minuten wurde die
vollstdndige Ablosung des Zellrasens unter dem Mikroskop iiberpriift. Die Zellen wurden
anschliefend mit frischem Medium in der Flasche resuspendiert. Ein Teil der Zellsuspension
wurde verworfen und der Rest in einer neuen Zellkulturflasche weiterkultiviert (meist im

Verhiltnis 1:5 oder 1:10).

3.6.2 Passagieren und Splitten von Zelllinien in Suspension

Bei Sphiroidbildung der Zellen wurden diese zunéchst fiinf Minuten bei 1200 RPM
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in 1 ml Accutase® (Corning) resuspendiert.
Nach einer Inkubationszeit von fiinf bis zehn Minuten wurden die Zelllinien in 3 ml Medium

resuspendiert und im Verhéltnis 1:5 gesplittet, um weiter kultiviert zu werden.

3.6.3 Kryokonservierung von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden die Zellen pelletiert und in 1 ml Kulturmedium mit 10%
DMSO aufgenommen bzw. serumhaltig kultivierte Zelllinien in 1 ml Kulturmedium mit
20% FBS und 10% DMSO. Zunichst wurden die Zelllinien in einem Gefrierbehélter (Mr.
Frosty, Nalgene) bei -80°C eingefroren und am nichsten Tag in den Fliissigstickstofftank
zur Langzeitlagerung verbracht (-172°C). Zum Auftauen von kryokonservierten Zellen

wurden diese drei Minuten bei 36°C im Wasserbad geschwenkt und in 10 ml PBS
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resuspendiert. Nach der Zentrifugation von fiinf Minuten bei 1200 RPM, wurde der
Uberstand abgenommen und verworfen, das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert

und die Zellen in eine Zellkulturflasche gegeben.

3.6.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zéhlung der Zellen erfolgte in dafiir vorgesehenen 500 pl Rohrchen des Vi-Cell-XR
Zellviabilititsanalyzer von der Firma Beckman Counter. Dieser verwendet die Standard-
Trypanblau-Methode, wobei Trypanblau in die defekte Zellmembran toter Zellen eindringen
kann, jedoch nicht in gesunde Zellen mit intakter Zellmembran und somit einen
Viabilititsnachweis moglich macht.”® Daraus ergibt sich die Zahl der lebenden Zellen pro
ml Suspension sowie die Prozentzahl der lebenden Zellen. Vor der Zdhlung wurden die
adhirenten Zellen mit Tryple® oder Trypsin® abgeldst und Sphiren in Suspension wurden
mittels Accutase® dissoziiert (siche Kapitel 3.5.3).

3.6.5 Bestimmung der Zellzahl fiir die Hochdurchsatz-Medikamententestung

Fir die Durchfiihrung der Hochdurchsatz-Medikamententestung wurde zundchst die
optimale Zellzahl pro Well fiir eine 384-well Mikrotiterplatten ermittelt. Hierfiir wurde eine
Verdiinnungsreihe fiir die jeweilige Zelllinie durchgefiihrt. Fiir alle Zelllinien wurden
Zellzahlen zwischen 2.000 Zellen/Well und 15.000 Zellen/Well getestet. Fiir adhédrente
Zelllinien sollte der Zellrasen nach 72-stiindiger Inkubationszeit eine Dichte von ca. 80
Prozent unter dem Mikroskop aufweisen. Fiir Suspensionszellen wurde mittels CellTiter-
Glo® die optimale Zelldichte ermittelt, da sich durch die Sphérenbildung der Zellen nur
schwer die Zellzahl unter dem Mikroskop bestimmen ldsst. Die jeweilige Zellzahl wurde so
gewihlt, dass sich das Wachstum im exponentiellen proliferierenden Bereich befand und
eine moglichst geringste Standardabweichung aufwies. In der unten aufgefiihrten Tabelle 8

ist die verwendete Zellzahl der einzelnen Ziellinien dargestellt.
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Tabelle 8: Die jeweilige Zelllinie und die verwendete Zellzahl

Zellinie Zellzahl (Zellen/Well)
AM-38 4000
DBTRG-05MG 1750
GBM-511-FH 10000
GBMO0505611 5000
GBM59 MF 7500
GBM67 MF 8000
GS-2 5000
GS-5 5000
KINS42 4000
KS-1 1500
LN18 1250
LN308 1750
LN229 1000
MO059J 2500
MO59K 2500
S24 2500
SF126 9000
SF188 7000
S4PCGBH 2 1500
speasGBM 5000
YH-13 4000
YKG-1 2500
ZH161 4500
ZH426 4000
ZH562 5000

3.7  Zellviabilititsassay mittels CellTiterGlo®

Nach Behandlung der verschiedenen Inhibitoren, wurde ein Zellviabilititsassay

durchgefiihrt. Das Verfahren wurde in folgenden Experimenten verwendet:

a. Verdiinnungsreihen: Auswertung der Zelldichte bei den Glioblastom-Zelllinien in
Suspension.

b. Primdrscreen: Screening der Inhibitoren-Bibliothek der Zelllinien

c. Validierung von Napabucasin aus dem Primérscreen

d. Synergismus von Napabucasin mit Temozolomid, Paclitaxel, 5-Fluoruracil,

Irinotecan, Gemcitabin und Entinostat

Die Zellviabilitatsassays wurden in 384-Well Assay-Mikrotiterplatten der Firma Corning
durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte die Zellzahlbestimmung mittels Zellviabilititsanalyzer
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(siehe 3.6.4). Die Zellsuspension wurde anschlieBend entsprechend der bendtigten Zellzahl

hergestellt (sieche Tabelle 8).

Mit Hilfe des Multidrop-Combi-Reagenzien-Dispensers wurden jeweils 30ul der jeweiligen
Zellsuspension auf 384-Well Assay-Mikrotiterplatten ausgesit. Die hierfiir verwendeten
Platten waren zuvor mittels des D300e Digital Dispensers von Tecan mit den
Testsubstanzen/Inhibitoren préapariert worden (siehe 3.3). Die Bedienung, Reinigung und
Befiillung der Platten erfolgte tiber die Software FILLit for Multidrop Combi von Thermo
Fisher. Die Platten wurden zuvor iiber den D300e Digital Dispenser von Tecan mit den
Testsubstanzen prépariert.

Vor dem Ausséden der Zellen wurde der Multidrop-Combi-Reagenzien-Dispenser zunédchst
mit 20 ml Triton-X (1:70 in PBS verdiinnt), 50 ml Ethanol, 20 ml H.O und 20 ml PBS,
nacheinander gespiilt. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe des Dispensers so lange
aufgezogen bis alle Schlduche vollstindig befiillt waren, um dann 30ul pro Well zu
dispensieren. Nach jeder Zelllinie sowie nach Abschluss des Experimentes wurde der
Dispenser erneut gespiilt. Nach Befiillen der Platten mit der Zellsuspension, wurden diese
fiir 72 Std. bei 37°C und fiinf Prozent CO: inkubiert.

Nach der Inkubationsphase von 72 Stunden erfolgte die Auswertung mittels des CellTiter-
Glo® Lumineszenz Assays von Promega. Der Nachweis viabler Zellen basierte auf der
Anwesenheit von Adenosintriphsophat (ATP), welches als Indikator metabolisch aktiver
Zellen dient’®!. Aufgrund der Reaktion von ATP und Luziferin, kann eine Biolumineszenz

detektiert werden (Abbildung 11).

Ulira-Glo™ Recombinant

HO COOH Luciferase -0 o~
N>_<J; +ATP+0, M N S | +AMP+PP+CO+Light
g
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 11: Die Luziferase Biolumineszenzreaktion mit D-Luziferin als Substrat.

Beetle Luziferin reagiert mit Magnesium und dem CellTiter-Glo® Lumineszenz Assay zu Oxyluziferin,
Adenosinmonophosphat (AMP), Pyrophosphat, CO- und erzeugt dabei eine Lumineszenz.

Modifiziert nach: https://www.promega.de/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/celltiter-glo-
luminescent-cell-viability-assay-protocol.pdf?la=en

Bevor Celltiter-Glo® auf die Zellen in der Platte gegeben wurde, wurden die Platten gemif
den Angaben des Herstellers fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend

wurden 30ul CellTiter-Glo® pro Well dispensiert.

44


http://www.promega.de/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/celltiter-glo-

Darauthin erfolgte eine 10-miniitige Inkubationszeit in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Die
Auslesung erfolgte mittels des Tecan Spark 10M und der Software SPARKCONTROL. Die
Software SPARKCONTROL erstellt dabei automatisch eine Excel-Datei flir die spétere
Auswertung. Die Zellviabilitit wurde anhand der Rohdaten mithilfe der
Inhibitorkonzentrationen ermittelt, wobei der Mittelwert der DMSO-Kontrolle als
Normalisierung diente und die Excel-Datei zuvor derandomisiert wurde. Die Dosis-

Wirkungs-Kurven sowie die IC50 Werte wurden berechnet und graphisch erstellt.

3.8 Propiumiodid-Farbung fiir die Durchflusszytometrie zur
Zellzyklusanalyse

Propidiumiodid (PI) dient als Farbstoff, der in die DNA interkaliert und diese farbt. Die
Fluoreszenzintensitdt der gefarbten Zellen korreliert mit der darin enthaltenen Menge an
DNA, wodurch im Rahmen einer Durchflusszytometrie eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt
werden kann®?. Zuvor muss die in den Zellen vorhandene RNA denaturiert werden, um eine
Interkalation des PI in die RNA zu verhindern, da dies das Ergebnis der
Durchflusszytometrie verfilschen wiirde”®. Der Zellzyklus der Zellen wurde nach
Inhibitorbehandlung fiir 72 Stunden untersucht, wobei DMSO als Kontrolle genutzt wurde,
da alle verwendeten Inhibitoren in DMSO gelost wurden. Der DMSO-Gehalt lag dabei

aufgrund von Toxizitit unter einem Prozent™*.

Zunichst wurde die Zellzahl anhand des Zellviabilititstests im Rahmen der
Verdiinnungsreihe angepasst und auf 6-Well-Platten berechnet. Jede Vertiefung wurde mit
zwei Milliliter Zellsuspension im Medium befiillt und nach 72 Stunden mit der jeweiligen
Inhibitorkonzentration (oder DMSO-Kontrolle) behandelt. Nach der Inkubationszeit von 72
Stunden wurde der Uberstand der Zellen abgenommen und in einem 1,5 ml Eppendorf
Mikroreaktionsgefdll aufbewahrt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit TrypLE
Express abgeldst. Die abgeloste Zellsuspension wurde dem aufbewahrten Uberstand
hinzugefiigt und bei 500 RPM fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in PBS resuspendiert. Anschliefend wurden die Zellen
in auf -20°C gekiihltem 70 % Ethanol resuspendiert. Das Ethanol-Zell-Gemisch wurde iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen bei 500 RPM fiir fiinf
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Minuten zentrifugiert, wobei das Zellpellet im Anschluss zweimalig mit PBS gewaschen
wurde. Dem Zellpellet wurden 40 pl Ribonuklease (100 pg/ml) hinzugefiigt und 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 100 pl PI (50 pg/ml) hinzugefiigt und die
Zellen lichtgeschiitzt tiber Nacht bei 4°C gelagert. Am nichsten Tag erfolgte die Analyse
mittels Durchflusszytometrie, wobei die Daten mit der Software Kaluza nach einem non-
parametric paired t-Test ausgewertet wurden. Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt

(n=3).
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4. Ergebnisse

4.1.1 Untersuchung der Inhibitoren auf entitiitsspezifische Wirksamkeit

Aufgrund der durchgefiihrten Qualitdtskontrollen (siehe Kapitel 3.3) wurden bei den adulten

Glioblastomen 12 Modelle und bei den pédiatrischen Glioblastomen sieben Modelle

ausgewdhlt. Diese Modelle wurden dann fiir die HTDS verwendet und mit anderen

Hirntumorentitéten verglichen, welche innerhalb der AG Remke bereits auf der gleichen

Inhibitorplattform getestet wurden. Fiir den Entitdtsvergleich wurden Medulloblastome

(n=10) und atypische teratoide/rhabdoide Tumoren (ATRT; n=7) mit den Glioblastomen

verglichen. Die verwendeten Zelllinien fiir alle entitétsspezifischen Analysen sind in Tabelle

9 dargestellt.

Tabelle 9: Zelllinien, die die Qualititskontrolle passierten und fiir die Analysen im
Entititenvergleich verwendet wurden.

Padiatrische maligne
Glioblastome Medulloblastome | AT/RT
Gliome
AM-38 GBM-511-FH CHLA-01 BT-12
GBMO0505611 GBM67MF CHLA-0IR CHLA-
02
GS-2 KNS42 D283 CHLA-
04
KS-1 S4PCGBH2 D425 CHLA-
05
LN18 SF188 DAOY CHLA-
06
LN229 speasGBM?2 HD-MBO03 JC-
ATRT
LN308 MEDSA VU397
MO059] ONS76
S24 UW228-2
SF126 UW228-3
YKG-1
ZH562
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Aus iiber 650 Inhibitoren wurden die 20 Top-Inhibitoren mit sehr hoher Signifikanz (p <
0,001) bestimmt. Napabucasin wies in Glioblastomen eine AUC von 0,64 und in anderen
Entititen eine AUC von 0,96 (je kleiner der AUC Wert desto spezifischer das Ansprechen
des Inhibitors). Daraus ergab sich eine Ratio von 0,67 im Vergleich zu anderen Entitdten
und die hochste Spezifitidt von Napabucasin in Glioblastomen. Oprozomib und Genz644282
zeigten mit 0,41 und 0,58 eine geringere AUC fiir Glioblastome als Napabucasin, wirkten in

anderen Entitéten allerdings noch spezifischer als in Glioblastomen (sieche Tabelle 10).

Tabelle 10: Die 20-Top Inhibitoren mit hoher Signifikanz (p < 0,001)

Napabucasin 0,64 0,96 9,92529E-05 0,67
Treosulfan 0,98 0,80 0,000169113 1,21
AZD6738 0,84 0,69 0,000622343 1,22
TH302 0,97 0,80 2,56936E-05 1,22
Tucidinostat 0,86 0,70 0,000110572 1,22
Belinostat 0,72 0,58 0,000976195 1,24
AVN944 0,77 0,62 0,000110572 1,25
Adarotene 0,73 0,57 0,000622343 1,27
RX3117 0,92 0,72 0,000255737 1,29
TAKO901 0,71 0,55 0,000826587 1,29
Mozavaptan 0,95 0,74 1,80355E-05 1,30
Oprozomib 0,41 0,31 0,0007525 1,32
Ancitabine 0,82 0,60 6,39808E-05 1,37
CUDC101 0,72 0,52 0,000255737 1,38
AMG232 0,98 0,68 0,000465621 1,43
Epirubicin 0,71 0,48 0,000995274 1,47
Mitomycin C 0,83 0,55 7,14802E-05 1,50
JIB4 0,73 0,48 3,83894E-05 1,53
Nedaplatin 0,97 0,61 0,000123095 1,59

Genz644282 0,58 0,34 0,000313158 1,69

In Abbildung 12 sind graphisch die AUC-Werte von Napabucasin, Temozolomid, CX5461,
Dasatinib, JIB 4, Mozavaptan und Mitomycin C in Glioblastomen und anderen
Hinrtumentititen dargestellt. Wie oben bereits beschrieben, zeigte dabei Napabucasin die
beste Wirkspezifitdt in Glioblastomen im Vergleich zu den anderen Entititen. Im Kontrast

dazu zeigte Temozolomid (Standardtherapie fiir Glioblastome) in allen Entitdten einen
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vergleichbar hohen AUC-Wert und war somit nicht signifikant effektiver in Glioblastomen.
CX5461 und Dasatinib wiesen in Glioblastomen und anderen Entititen keine signifikanten
Unterschiede in der AUC auf. JIB 4, Mozavaptan und Mitomycin C hatten in anderen
Entititen eine niedrigere mittlere AUC als in Glioblastomen (siche Abbildung 12) und waren
daher nicht Glioblastom-spezifisch. In Abbildung 13 ist die Wirkspezifitit (AUC-Werte)
von Napabucasin fiir adulte Glioblastome (n=12) und péadiatrische maligne Gliome (n=7) im
Vergleich zu Medulloblastomen (n=10), ATRTs (n=7) und humanen Fibroblasten (HFF,
n=3) im Detail dargestellt. In adulten Glioblastomen wies Napabucasin die geringste mittlere
AUC von 0,6 auf. In padiatrischen malignen Gliomen betrug die mittlere AUC 0,8 und in
Medulloblastomen 0,9. In ATRT und humanen Fibroblasten zeigte Napabucasin mit einer

mittleren AUC von 1,0 keine Wirkung.

® GBM-spezifisches Wirkansprechen
— GBM ® Unspezifisches Wirkansprechen
@ Spezifisches Wirkansprechen in
anderen Entitdten

Andere Entitaten
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Napabucasin Temozolomid CX5461 Dasatinib JiB4 Mozavaptan Mitomycin C

Abbildung 12: Der exemplarische Vergleich der Wirksamkeit in Glioblastomen und anderen
Entitiiten fiir Napabucasin und sechs weitere Inhibitoren.

Auf der y-Achse dargestellt die jeweilige area under the curve (AUC), auf der x-Achse die Wirkstoffe
Napabucasin, Temozolomid, CX5461, Dasatinib, JIB4, Mozavaptan und Mitomycin C. Die AUC von
Glioblastomen (GBM) wird in schwarz gerahmten Box-Plots dargestellt, die AUC fiir andere Entitdten in grau
gerahmten Box-Plots. Die einzelnen Werte sind in Punkten innerhalb der Box-Plots gezeigt. Jeder Punkt
entspricht einer getesteten Zelllinie der jeweiligen Entitdt. Rote Punkte zeigen GBM-spezifisches
Wirkansprechen, blaue Punkte unspezifisches Wirkansprechen und griine Punkte ein spezifisches
Wirkansprechen in anderen Entitéten im Vergleich zu Glioblastomen.

t-Test; ns = nicht signifikant; * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001
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Abbildung 13: Die Wirkung von Napabucasin in adulten und pédiatrischen Glioblastomen
im Vergleich zu anderen Entitéiten.

Auf der y-Achse dargestellt die area under the curve (AUC), auf der x-Achse die Tumor-Entitdten: adulte
(n=12; blau) und péddiatrische (n=7; rot) Glioblastome, Medulloblastome (n=10; grau), atypische
teratoide/rhabdoide Tumoren (ATRT) (n=7; orange), humane Fibroblasten (n=3; griin).

t-Test, ns = nicht signifikant; * p<0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001

Der Vergleich der Dosis-Wirkungskurven fiir Napabucasin ist in Abbildung 14 fiir adulte
(n=12) sowie pédiatrische Glioblastome (n=7), Medulloblastome (n=10) und ATRT (n=7)
dargestellt. Alle Dosis-Wirkungskurven der jeweiligen Entititen wurden zusammengefasst
und miteinander verglichen. Die Inhibitortestung erfolgte in sechs Verdiinnungsschritten.
Die Fehlerbalken der Dosis-Wirkungskurven reprédsentieren das unterschiedliche
Wirkansprechen in den verschiedenen Zelllinien. Adulte Glioblastome waren gegeniiber
Napabucasin deutlich sensitiver mit einem IC50-Wert von 0,98 uM gegeniiber padiatrischen
Glioblastomen mit einem IC50-Wert von 3,1 uM. Medulloblastome und ATRT waren im
Vergleich resistenter gegeniiber iiber Napabucasin mit einem IC50-Wert von 15,5 uM bzw.

15,8 uM.
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Abbildung 14: Die Dosis-Wirkungskurven verschiedener Entititen fiir Napabucasin.

Verglichen werden adulte Glioblastome (n=12) in blau, pédiatrische Glioblastome (n=7) in rot,
Medulloblastome (n=10) in grau und atypische teratoide/rhabdoide Tumoren (ATRT) (n=7) in orange. Auf
der y-Achse wird die Zellviabilitit in Prozent und auf der x-Achse die Inhibitorkonzentration in nM dargestellt.

In der Tabelle darunter befinden sich die entitatsspezifischen IC50-Werte.
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In HFF (n=3) zeigte  Napabucasin mit einem IC50-Wert von 20,82 uM kein
Wirkungansprechen (Abbildung 15).
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Inhibitor-Konzentration (nM)
Entitat Adulte Glioblastorne | Padiatrische Glichlastome | Humane Fibroblasten
IC50 in nivi 975,80 3106,59 20825,12

Abbildung 15: Die Dosis-Wirkungskurven von humanen Fibroblasten fiir Napabucasin im
Vergleich zu adulten und pidiatrischen Glioblastomen.

Verglichen werden adulte Glioblastome (n=12; A-GBM) in blau, pédiatrische Glioblastome (n=7; P-GBM)
in rot und humane Fibroblasten (HFF) (n=3) in griin. Auf der y-Achse wird die Zellviabilitit in Prozent und
auf der x-Achse die Inhibitorkonzentration in nM dargestellt. In der Tabelle darunter befinden sich die
entitétsspezifischen IC50-Werte.

4.1.2 Wirkspezifitit von Napabucasin in adulten und péadiatrischen hochgradigen
Gliomen

Anhand der Dosis-Wirkungskurven im Entitdtenvergleich in 4.1.1 wurde ein
unterschiedliches Inhibitoransprechen von Napabucasin in adulten und péadiatrischen
hochgradigen Gliomen ersichtlich. Abbildung 16 zeigt exemplarisch drei péadiatrische und
drei adulte Gliom-Modelle im Dosis-Wirkungskurven-Vergleich. Die, fiir diese Darstellung

verwendeten Zelllinien finden sich in Tabelle 11.

Tabelle 11: Verwendete Gliomzelllinien fiir die Darstellung der Dosis-Wirkungskurven.

Adulte Glioblastome Piadiatrische Gliome
GBMO0505611 S4PCGBH2
GS-2 SF188
LN229 speasGBM2
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Die Dosis-Wirkungskurven der adulten Glioblastome GBMO0505611, GS-2 und LN229
wiesen niedrigere IC50-Werte auf als die Dosis-Wirkungskurven fiir die pédiatrischen
Gliome S4PCGBH2, SF188 und speasGBM2. Innerhalb der adulten Zellmodelle zeigte
LN229 den niedrigsten IC50-Wert von 0,78 uM. Bei GS-2 lag der IC50-Wert bei 0,94 uM
und bei GBMO0505611 bei 1,1 uM. Unter den padiatrischen Gliomen zeigte SF188 den
niedrigsten IC50-Wert von 6 uM. Bei S4PCGBH2 lag dieser Wert bei 23,6 uM und bei
speasGBM2 konnte kein IC50-Wert ermittelt werden, da Napabucasin keine Wirkung in
diesem Modell zeigte (siche Abbildung 16).

Napabucasin
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10t 107 108 il 10°
Inhibitor-Konzentration (nM)
Entitdt GBMOS05611 G5-2 LM229 S4PCGEBH2 SF188 speasGBM2
ICS0 in N 11159 .96 945 52 772,23 23597,07 5899307

Abbildung 16: Die Dosis-Wirkungskurven von adulten und padiatrischen Glioblastomen.

Verglichen werden die Dosis-Wirkungskurven von drei adulten Glioblastommodellen (GBM0505611, GS-2,
LN229) in Blauténen mit drei padiatrischen Glioblastommodellen (S4PCGBH2, SF188, speasGBM2) in
Rottonen. Auf der y-Achse wird die Zellviabilitit in Prozent und auf der x-Achse die Inhibitorkonzentration
in nM dargestellt. In der Tabelle darunter befinden sich die entitétsspezifischen IC50-Werte.

4.1.3 Synergistische Effekte von Napabucasin in Kombination mit anderen
Inhibitoren

In den Abbildungen 17 bis 19 sind exemplarisch songenannte Bliss Scores der

Synergismusexperimente von Napabucasin in Kombination mit anderen Inhibitoren
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dargestellt. Dabei zeigte Napabucasin zusammen mit 5-Fluoruracil (5-FU), Entinostat,
Gemcitabin und Paclitaxel in GBM67MF sehr hohe synergetische Effekte (Abbildung 17).
Im Detail: bei einer Konzentration von 13,75 bis 21,25 uM von 5-FU in Kombination mit
0,1 bis 1,5 uM Napabucasin konnten synergetische Effekte detektiert werden. Am stirksten
war der Synergismus zwischen den beiden Wirkstoffen bei einer 5-FU-Konzentration von
17,5 uM und bei Napabucasin-Konzentrationen von 0,1 bis 0,45 uM (Abbildung 17 A).
Die Kombination von Entinostat und Napabucasin zeigte bei Konzentrationen von 7 bis 13
uM Entinostat kombiniert mit 0,1 bis 1,5 uM Napabucasin synergistische Effekte. Am
stirksten zeigte sich dabei der Synergismus bei einer niedrigen Napabucasin-Konzentration
von 0,1 uM sowie einer Entinotat-Konzentration von 7 pM (Abbildung 17 B).

Fiir Gemcitabin zeigte sich ein synergistischer Effekt bei den Konzentrationen von 1,82 bis
2,75 uM Gemcitabin in Kombination mit 0,1 bis 0,4 uM sowie 1,15 bis 1,5 uM Napabucasin.
Die starksten synergistische Effekte konnten bei einer Gemcitabin-Konzentration von 1,82
uM und Napabucasin-Konzentrationen von 0,1 bis 0,4 uM sowie 1,15 bis 1,5 uM detektiert
werden (Abbildung 17 C).

Die Kombination von Paclitaxel mit Napabucasin wies eine sich gegenseitig verstirkenden
Wirkung bei Konzentrationen von 17,5 bis 21,25 uM Paclitaxel mit 0,1 bis 1,5 uM
Napabucasin auf. Bei einer Paxlitaxel-Konzentration von 17,5 uM und einer Napabucasin-
Konzentration von 0,1 uM zeigte sich der stirkste synergistische Effekt. Ingesamt zeigten
sich bei der Kombination von Paclitaxel mit Napabucasin weniger synergistische Effekte als
in den Kombinationen mit 5-FU, Entinostat und Gemcitabin (Abbildung 17 D).

Mit Entinostat sowie mit Gemcitabin und in Kombination mit Paclitaxel zeigte Napabucasin
auch eine synergistische Wirkung in dem Zellmodel LN308 (siche Anhang). Abbildungen
zu den einzelnen Dosis-Wirkungskurven fiir Temozolomid, Paclitaxel, 5-Fluoruracil,
Irinotecan, Gemcitabin und Entinostat aus dem Primérscreen befinden sich im Anhang

(Abbildungen S1-5).
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Abbildung 17: Exemplarische Darstellung von synergistischen Effekten in GBM67MF fiir 5-
Fluouracil, Entinostat, Gemcitabin, Paclitaxel und Napabucasin.

Eine blaue Farbung deutet auf synergistische Effekte hin, wihrend eine rote Farbung Antagonismus darstellt.
Eine griine Farbung bedeutet keine gegenseitige Wechselwirkung. Links wird in den Abbildungen eine
zweidimensionale Matrix und rechts eine dreidimensionale Darstellung (Bliss Score) abgebildet. Auf den
Achsen sind die jeweiligen Wirkstoffkonzentrationen aufgetragen, wobei die Napabucasin-Konzentration

immer 0,1 bis 1,5 pM betrégt.
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A Napabucasin in Kombination mit 5-Fluoruracil (5-FU) (10-25 uM). .B Napabucasin in Kombination mit
Entinostat (10-25 puM). € Napabucasin in Kombination mit Gemcitabin (0,5-5 uM). D Napabucasin in
Kombination mit Paclitaxel (10-25 uM).

Die Kombinationen von Napabucasin mit Irinotecan zeigten keine gegenseitige
Wechselwirkung in GBM0505611, LN18 und LN308, jedoch einen leichten Antagonismus
in LN229 bzw. minimalen Synergismus und Antagonismus in GBM67MF (Anhang
Abbildungen S6-12). Hier exemplarisch die fehlende Wechselwirkung in GBM0505611
dargestellt (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Exemplarische Darstellung des fehlenden synergistischen Effektes fiir
Irinotecan kombiniert mit Napabucasin.

Eine griine Farbung bedeutet keine gegenseitige Wechselwirkung. Links wird in den Abbildungen eine
zweidimensionale Matrix und rechts eine dreidimensionale Darstellung (Bliss Score) abgebildet. Auf den
Achsen ist die jeweilige Wirkstoffkonzentration aufgetragen, wobei die Napabucasin-Konzentration 0,1 bis
1,5 uM und die Irinotecan-Konzentration 10 bis 25 uM betragt.

Fiir Temozolomid in Kombination mit Napabucasin lieBen sich generell in mittelhohen
Temozolomid-Konzentrationen (13,75 bis 21,25 uM) synergistische Effekte nachweisen.
Jedoch zeigten Napabucasin-Konzentrationen von 0,45 und 1,15 puM in Kombination mit
Temozolomid keinen Effekt. Bei einer Konzentration von 17,5 uM Temozolomid zeigten
sich leichte antagonistische Effekte mit Napabucasin-Konzentrationen von 0,8 und 1,15 uM.
Besonders deutlich wurden die antagnotischen Effekte bei einer Kombination von 0,1 uM
Napabucasin zusammen mit 21,25 uM Temozolomid und einer Kombination von 1,15 pM

Napabucasin zusammen mit 21,25 uM Temozolomid (Abbildung 19).

56



Napabucasin [nM]

100 450 800 1150 1500

I
s : § %
Z £ 0O o
o
= = 50
2 E
o .
) 5» 0 /0
5 10000
= % 13750
800 17500
1150 21250

Napabucasin [nM] 1500 25000 Temozolomid [nM]

Abbildung 19: Exemplarische Darstellung des Synergismus in GBM67MF fiir Temozolomid
in Kombination mit Napabucasin.

Eine blaue Féarbung zeigt Synergismus, wihrend eine rote Fiarbung Antagonismus darstellt. Eine griine
Féarbung bedeutet keine gegenseitige Wechselwirkung. Links wird in den Abbildungen eine zweidimensionale
Matrix und rechts eine dreidimensionale Darstellung (Bliss Score) abgebildet. Auf den Achsen ist die jeweilige
Wirkstoffkonzentration aufgetragen, wobei die Napabucasin-Konzentration 0,1 bis 1,5 pM und die
Temozolomid-Konzentration 10 bis 25 pM betrégt.

4.1.4 Zellzyklus- und Apoptoseanalyse mittels Durchflusszytometrie nach
Napabucasinbehandlung

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie nach 72-stiindiger Napabucasinbehandlung sind
exemplarisch fiir GBM0505611 (A-GBM) und SF188 (P-GBM) in Abbildung 20 und 21
dargestellt. Eine Behandlung mit Napabucasin iiber 72h fiihrte dazu, dass 43% der
GBMO0505611 Zellpopulation apoptotisch wurden. Bei der DMSO-Behandlung waren es nur
2% der Zellpopulation. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass 84% der mit DMSO-
behandelten GBMO0505611 Zellen, in die G1-Phase iibergegangen waren. Bei den mit
Napabucasin-behandelten Zellen waren es nur noch 48%. In die S-Phase waren 10%, der mit
DMSO-behandelten Zellen nach 72 Stunden iibergegangen, bei den mit Napabucasin-
behandelten Zellen waren es 7%. In die G2-Phase waren 4%, der mit DMSO-behandelten
Zellen nach 72 Stunden iibergegangen, bei den mit Napabucasin-behandelten Zellen waren

es 2%.
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Abbildung 20: Zellzyklus- und Apoptoseanalyse mittels Durchflusszytometrie nach Napabucasin
Behandlung in GBM0505611

GBMO0505611 Zellen wurden entweder mit DMSO oder Napabucasin fiir 72 Stunden behandelt.

A Histogramm der jeweiligen Zellzyklusphasen nach DMSO (lila) oder Napabucasin-Behandlung (lachsfarben).
B. Anteil der Zellpopulation in Prozent.

Non-parametric t-Test, n=3

ns = nicht signifikant; * p<0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001

Die 72-stiindige Behandlung von SF188 mit Napabucasin zeigte keinen Unterschied in
Zellzyklus und Apoptose im Vergleich zu der Kontrollbehandlung mit DMSO (Abbildung
21).
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Abbildung 21: Zellzyklus- und Apoptoseanalyse mittels Durchflusszytometrie nach
Napabucasin Behandlung in SF188.

SF188 Zellen wurden entweder mit DMSO oder Napabucasin fiir 72 Stunden behandelt.

A Histogramm der jeweiligen Zellzyklusphasen nach DMSO (lila) oder Napabucasin-Behandlung
(lachsfarben).

B. Anteil der Zellpopulation in Prozent.

Non-parametric t-Test, n=3

ns = nicht signifikant.

58



4.2.1 Heatmapanalyse der Wirksspezifitit von ausgewihlten Inhibitoren auf
Glioblastomzellinien

Fiir die im Rahmen der Arbeit verwendeten Glioblastomzelllinien wurde eine Genpanel-
Sequenzierung durch das Institut fiir Neuropathologie der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf fiir 47 Gene durchgefiihrt (Tabelle S1). Auf die genauen Ergebnisse dieser
Sequenzierungen wird hier nicht weiter im Detail eingegangen. Wichtig fiir die eigene Arbeit
war aber, dass sich flir eine Unterteilung der Zelllinien nach der DNA-Kopienzahl des
CCNDI-Gens ein interessantes Ergebnis zeigte. Es wurde eine Heatmap erstellt, um das
Inhibitoransprechen je nach CCNDI-Kopienzahl-Status darzustellen (Abbildung 22). Fiir
die Heatmap wurden die Inhibitoren nach spezifischen Qualitétskriterien ausgewéhlt (p <
0,05 und eine Ratio der AUC von 1,2). Vertikal sind zwei Cluster zu erkennen, die sich durch
Zelllinien (LN229, LN308, SF188) mit erhohter CCNDI-Kopienzahl und Zelllinien ohne
diese Verdnderung (GBM0505611, GBM67MF, speasGBM2, S4P CGBH2, AM-38, GS-2,
YKG-1, S24, DBTRG-05-MG, KS-1, M059J) gliedern. Horizontal gliedert sich die Heatmap
in zwei iibergeordnete Cluster, wovon das obere Cluster Wirkstoffe umfasst, die in allen
Zelllinien gleich stark wirksam sind. Das zweite Cluster gliedert sich in drei untergeordnete
Cluster. In diesen drei Clustern befinden sich Wirkstoffe, die in Zelllinien mit CCND1-
Kopienzahlgewinnen stiarker wirken als in Zelllinien ohne diese Gewinne. Nedaplatin weist
dabei die hochste Signifikanz, der in der Heatmap ausgewdhlten Wirkstoffe gegeniiber

Zelllinien mit CCNDI-Kopienzahlgewinnen auf (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Heatmap fiir Inhibitoren Wirksamkeit im Bezug auf CCNDI Status der

Zelllinien.

Dargestellt sind unten Zellinien mit erhohter CCNDI-Kopienzahl sowie Zelllinien vom Wildtyp (WT). Rechts
die einzelnen Wirkstoffe. Links und Oben die Sortierung nach horizontalem bzw. vertikalem Cluster.
Dunkelrote Féarbung zeigt eine starke Reduktion der Zellviabilitit, je heller die Farbung, desto geringer die

Wirkung des jeweiligen Wirkstoffes.
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4.2.2 Wirkspezifitit von Nedaplatin in Abhiingigkeit vom CCNDI-Kopienzahlstatus

In Abbildung 23 wurden Glioblastomzelllinien mit erhdhter bzw. normaler CCNDI-
Kopienzahl innerhalb einer Dosis-Wirkungskurve gegeniibergestellt. Dabei konnte das
Ergebnis aus 4.2.1 bestétigt werden. Die Zelllinien LN229, LN308 und SF188 mit erhdhter
CCNDI-Kopienzahl (Anhang Tabelle S1) zeigten ein starkes Wirkansprechen auf
Nedaplatin. Dabei war das Zellmodell LN229 am sensitivsten gegeniiber einer
Nedaplatinbehandlung (IC50-Wert = 0,19 uM). Fiir LN308 lag der IC50-Wert bei 0,75 uM
und fiir SF188 bei 2,17 uM. Die Zelllinien speasGBM2 und S4PCGBH2 zeigten dagegen
IC50-Werte von 4,44 und 43,7 uM. Fiir alle anderen Zelllinien konnte kein IC50-Wert

ermittelt werden, d.h. diese erwiesen sich als resistent.

MNedaplatin
120 — LN229
. LN 308
100 1 &
? SF-188
X &0 - —— GBM0505611
E @ — GBMBGTMF
3 —— speasGBM2
.g S4PCGEH2
= 401
lﬂl') —_ AM-38
20 — G5-2
—_— YKG-1
0 i : - e — " — = 524
10t 107 10° 10* 107
—— DBTRG-05-MG
Inhibitor-Konzentration (nM) KS.1
MO59)
Zelllinie IC50 in nM CCND1-Status
LN229 189,69 erhohte Kopienzahl
LN308 748,67 erhohte Kopienzahl
SF188 2173,06 erhohte Kopienzahl
speasGBM2 4442,85 Wildtyp
S4PCGBH2 43677,05 Wildtyp

Abbildung 22: Dosis-Wirkungskurve von Nedaplatin fiir Zelllienien mit erhohter CCND1-
Kopienzahl und Wildtyp-Zelllinien.

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungskurven von drei Zelllinien mit erhéhter CCNDI-Kopienzahl (LN229,
LN308, SF188) in Rottéonen mit elf Glioblastommodellen vom Wildtyp (GBM0505611, GBM67MF,
speasGBM2, S4PCGBH2, AM-38, GS-2, YKG-1, S24, DBTRG-05-MG, KS-1, M059J) in Blautonen. Auf
der y-Achse wird die Zellviabilitit in Prozent und auf der x-Achse die Inhibitorkonzentration in nM
dargestellt. In der Tabelle darunter befinden sich die entsprechenden IC50-Werte.
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5. Diskussion

5.1 Die Identifikation neuartiger therapeutischer Ansitze durch die
Hochdurchsatz-Medikamententestung

In den letzten zehn Jahren gab es wichtige Fortschritte beziiglich des Verstindnisses der
genetischen Verdnderungen im Zusammenhang mit der Gliomgenese, doch bisher konnte
dieses Wissen nicht in eine signifikante Verbesserung der Uberlebenschance der Patienten
umgesetzt werden und daher bleibt die Prognose fiir Patienten mit Glioblastomen auch heute
noch infaust. Die fatale Prognose und die Nebenwirkungen der aktuellen Standardtherapie
erhéhen den dringenden Bedarf nach neuen Therapiestrategien. In zahlreichen Fillen von
Krebspatienten konnte HTDS bereits erfolgreich eingesetzt werden, um pharmakologisch
genutzte und erforschte Substanzen innerhalb ihres Wirkspektrums fiir die Behandlung von
Tumorerkrankungen zuginglich zu machen?%2°,

So ist es moglich neue Anwendungen eines etablierten Wirkstoffes innerhalb seines
Wirkspektrums offen zu legen und einen direkten translationalen Ubergang in die klinische
Applikation zu schaffen. Da auch Wirkstoffe der Phasen I bis III innerhalb der verwendeten
HTDS-Plattform getestet wurden, ergeben sich vielfiltige Optionen fiir zukiinftige
experimentelle Therapiestrategien, bevor sie die klinische Etablierung erreichen.

Mit Hilfe des HTDS konnte im Rahmen dieser Arbeit eine besondere Sensitivitit in
Glioblastom-Zellkulturmodellen gegeniiber Napabucasin im Vergleich zu Medulloblastom-
Zellkulturmodellen und ATRT-Zellkulturmodellen detektiert werden (Tabelle 10).

Bei Napabucasin handelt es sich um einen oral verfligbaren niedermolekularen Inhibitor, der
den STAT3-Signalweg inhibiert und sich dadurch negativ auf die CSC-Proliferation
auszuwirken vermag*’. Neben der giinstigen oralen Verfiigbarkeit, zeigte sich Napabucasin
in zahlreichen Studien nebenwirkungsarm und gut vertriglich®*>%8. In in vivo Modellen
zeigte sich auch, dass Napabucasin die Blut-Hirn-Schranke passieren kann 5.

In mehreren aktuellen Phase I- bis Phase III-Studien wird Napabucasin als alleiniger
Wirkstoff zur Behandlung von unterschiedlichen Tumorentitdten eingesetzt und zeigt bisher
eine gute antikanzerogene Wirkung’>%100,

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die antitumorale Wirkung von Napabucasin
spezifisch in Glioblastom-Modellen gegeniiber anderen Entititen (Medulloblastom-
Modellen und ATRT-Modellen) mit einer AUC von 0,64 bestitigt werden (p < 0,001;
Tabelle 10). Aus der AUC fiir Glioblastomzellen und der AUC fiir andere Tumorzellen

wurde eine Ratio gebildet, welche sich lediglich fiir Napabucasin < 1 darstellt, was
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Napabucasin zum einzigen spezifischen Inhibitor fiir das in vitro Wachstum von
Glioblastomzellen in der eigenen Studie macht (p < 0,001, Tabelle 10). Fiir Temozolomid
(TMZ) beispielsweise konnte hingegen keine spezifische Wirkung auf Glioblastomzellen
mit dem verwendeten in vitro Ansatz nachgewiesen werden (Abbildung 12), da TMZ in allen
Zellmodellen gleichermallen antitumoral wirkte.

Bei der Betrachtung der einzelnen Dosis-Wirkungskurven von Napabucasin fiir adulte und
padiatrische Glioblastomzelllinien zeigt sich mit einem IC50 von 0,98 puM ein besseres
Wirkansprechen in den adulten als in padiatrischen Modellen mit einem IC50 von 3,11 uM
(Abbildung 14). Teilweise zeigt Napabucasin in pédiatrischen Gliomzellen sogar keine
Wirkung (Abbildung 16). Dies konnte durch die kleinere Kohorte und durch die spezielle
Tumorbiologie pidiatrischer hochgradiger Gliome zu erkliren sein'?’"1%. Bei Betrachtung
der Ergebnisse der Genpanel-Sequenzierung der verwendeten Gliomzelllinien (Tabelle S1)
zeigte sich ein Unterschied in Bezug auf das Vorhandensein von Mutationen im 7Telomerase
Reverse Transkriptase (TERT)-Promotor, die péadiatrischen Gliomzellen, in denen
Napabucasin keine Wirkung zeigte, wiesen keine TERT-Promotormmutationen auf,
wihrend die adulten Glioblastomzelllinien mit gutem Wirksansprechen alle 7TERT-
Promotormutationen  haben. Eine Studie an Patientenproben zeigte, dass
Glioblatompatienten mit 7ERT-Promotor-mutierten Tumoren eher von einer alkylierenden
Chemotherapie profitieren als Patienten, bei denen ein Glioblastom ohne TERT-

t'%. Eine andere Studie konnte diesen Befund aber nicht

Promotormutation vorlieg
reproduzieren'®, Normalgewebe hingegen wird von Napabucasin kaum beeintrichtigt®,
was im Rahmen der Arbeit anhand der fehlende Wirkung auf humane fetale Fibroblasten
(HFF) bestatigt werden konnte. Humane Fibroblasten dienten als Vergleichskohorte des
Inhibitoreffekts von Tumorzellen zu Normalgewebe!?”-1% (Abbildung 13).

Napabucasin wird in Phase I- bis III-Studien ebenfalls in Kombination mit den Chemo- bzw.
Immuntherapeutika Paclitaxel, 5-FU, Irinotecan, Gemcitabin, Entinostat, Cisplatin,
Bevacizumab, Permetrexed und Sorafenib bei der Behandlung zahlreicher Karzinome
getestet und zeigt eine breite synergistische Wirkung’>71%-114 " Ayfgrund der aktuellen
Studienlage wurden Synergismus-Experimente mit Napabucasin und in Kombination mit 5-
FU, Entinostat, Gemcitabin, Paclitaxel, Irinotecan und Temozolomid durchgefiihrt.
Temozolomid wurde ausgewdhlt, da es sich um die Standardtherapie von Glioblastomen
handelt und Napabucasin in klinischen Studien eine verstdrkte antitumorale Wirkung in
Kombination mit Zytostatika aufwies*®!14,

Napabucasin zeigte in Kombination mit 5-FU, Entinostat, Gemcitabin, Paclitaxel, Irinotecan

und Temozolomid unterschiedliche Wirkungen auf die untersuchten Gliomzelllinien
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(Abbildung 17, 18 und 19), was sich durch verschiedene Wirkmechanismen der verwendeten
Substanzen erkldren lésst.

Zwischen Napabucasin und 5-FU zeigt sich der stirkste Synergismus bei hohen 5-FU-
Konzentrationen von 17,5 uM und eher niedrigen Napabucasin-Konzentrationen von 0,1 bis
0,45 uM  (Abbildung 17A). Napabucasin  sensitiviert  Tumorzellen  fiir

HOHIS ynd ermdglicht die Uberwindung von Resistenzen durch

Chemotherapeutika
Inhibition von Stammzellfaktoren''®!"”. Ein moglicher Mechanismus dabei ist die Depletion
der Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDH)-Expression''®. Zellen mit erhdhter ALDH-
Expression zeigen sich resistenter gegeniiber verschiedenen Chemotherapeutika, so
verspricht die Inhibition der ALDH-Expression einen therapeutischen Fortschritt durch
Erhéhung der Effektivitit von Krebstherapien'!>119:120,

Die synergistische Wirkung mit Entinostat'?!, einem Histon-Deacetylasen (HDAC)-
Inhibitor, zeigt sich vor allem bei einer niedrigen Napabucasin-Konzentration von 0,1 pM
sowie einer Entinotat-Konzentration von 7 uM (Abbildung 17B). Dieser Synergismus
konnte auf der mit STAT3-Inhibitoren gemeinsamen inhibitorischen Wirkung auf myeloide
Suppressorzellen begriindet sein'??"'2*, Myeloide Supressorzellen sind eine heterogene
Population von unreifen myeloischen Zellen, die die angeborene und adaptive Immunitit
unterdriicken und ein giinstiges Umfeld fiir wandernde Tumorzellen zur Metastasierung
bilden konnen'?. Napabucasin wirkt durch die Bioaktivierung von Nicotinsiureamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) Chinon Oxidoreduktase 1 (NADPH quinone
oxireductase 1, NQOI1) sowie durch die Cytochrom-P450-Oxidoreduktase, wodurch
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) freigesetzt werden® %7, Entinostat
wirkt ebenfalls iiber eine ROS-Erhohung''®. Eine Erhohung der ROS verursacht DNA-
Schiden und hemmt den STAT3-Signalweg und die CSC-Proliferation®.

Gemcitabin und Napabucasin zeigten starke synergistische Effekte bei einer Gemcitabin-
Konzentration von 1,82 uM und Napabucasin-Konzentrationen von 0,1 bis 0,4 pM sowie
1,1 bis 1,5 uM (Abbildung 17C). Bei Gemcitabin handelt es sich um einen Pyrimidin-
Antimetaboliten, der als Prodrug intrazellulir zu dem pharmakologisch aktiven
Gemcitabintriphosphat metabolisiert wird. Gemcitabintriphosphat wird statt Cytidin in die
DNA eingebaut, woraus eine Hemmung der DNA-Synthese resultiert, was die Apoptose
induziert.'?® In Studien wurde die synergistische Wirkung von Gemcitabin und Napabucasin
bisher nur in Kombination mit Albumin-gebundenem Paclitaxel getestet, wobei sich ein
Synergismus zeigte’>1%%127 Die synergistische Wirkung von Napabucasin und Gemcitabin
konnte aus reduzierten Leveln der Cytidin-Desaminase durch ROS-Erh6éhung resultieren,

was zu einer erhohten Gemcitabin-Stabilitit fithrt'?%12°,
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Der Synergismus mit Paclitaxel zeigte sich bei einer Paxlitaxel-Konzentration von 17,5 uM
und einer Napabucasin-Konzentration von 0,1 uM am stirksten (Abbildung 17D). Diese
Wechselwirkung entsteht am ehesten durch die Herunterregulierung von MUCI, da
Napabucasin den STAT3-MUCI-Signalweg inhibiert. In einer priklinischen Studie
sensitivierte die Depletion von MUCI die Zellen fiir Paclitaxel und hemmte die
Sphérogenese, wihrend eine hohe MUCI-Expression eine Paclitaxel-Resistenz
verursachte”'.

Die Kombination von Irinotecan und Napabucasin zeigte weder antagonistische noch
synergistische Effekte (Abbildung 18). Irinotecan hemmt die Topoisomerase I, welche
physiologisch den Scherungsstress des DNA-Doppelstrangs reduziert, lagert sich dem
Komplex aus Topoisomerase I und DNA an und wirkt S-Phasen-spezifisch zytotoxisch!’.
Die fehlende Wirkung der Kombination von Irinotecan und Napabucasin in der eigenen
Arbeit lasst sich moglicherweise durch den Versuchsaufbau erkléren. In zahlreichen Studien
zeigte sich eine synergistische Wirkung von Napabucasin mit Irinotecan, allerdings meistens
in der zusétzlichen Kombination mit 5-FU und Folinsdure, dem sogenannten FOLFIRI-
Schema!!3121131132 Dabei wird Irinotecan in der Regel vor 5-FU verabreicht, da es dann
eine deutlich bessere Wirkung zeigt und die Zellen fiir 5-FU sensitiviert'3*!**, In einem in
vivo Experiment konnte nachgewiesen werden, dass Irinotecan die Zellen in der S-Phase
akkumuliert und dass eine hohere S-Phasen-Fraktion mit verbessertem Wirkansprechen auf
Chemotherapie einhergeht'**!%. Eine Akkumulation der Zellen in der S-Phase ist nur
moglich, wenn Irinotecan beispielsweise vor 5-FU verabreicht wird und nur dann zeigte sich
auch ein verbessertes Wirkansprechen von 5-FU im Sinne eines Synergismus'**. Dies
miisste in einem Versuch mit Glioblastom-Zelllinien nachvollzogen und analysiert werden,

um mogliche synergistische Effekte von Napabucasin und Irinotecan aufzeigen zu konnen.

Fiir Temozolomid lieen sich in Kombination mit Napabucasin in niedrigen bis mittelhohen
Temozolomid-Konzentrationen synergistische Effekte nachweisen. Dieser Synergismus
zeigte sich bereits auch in in vitro- und in vivo-Experimenten sowie einer klinischen Studie

7399136 - Der Wirkmechanismus von

zu rezidivierten Glioblastomen bei Erwachsenen
Temozolomid beruht auf Methylgruppen, die sich wihrend der DNA-Replikation an Guanin
an den Positionen O6 und N7 und an Adenin an der Position N3 anlagern. Dadurch wird
zytotoxisches O6-Methylguanin, N7-Methylguanin und N3-Methyladenin gebildet, was zu
fehlerhaften Basenpaaren flihrt. Durch die fehlerhaften Basenpaare kommt es zu Einzel- und
Doppelstrang-DNA-Briichen, die einen Zellzyklus-Arrest bei G2/M induzieren und
schlieBlich zur Induktion der Apoptose fiihren.!37-138
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Die primidre oder erworbene Temozolomid-Resistenz ist einer der Hauptgriinde fiir das
Behandlungsversagen in der Glioblastomtherapie'*®. Diese Resistenz ist unter anderem
durch die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) begriindet. MGMT repariert
wichtige zytotoxische Lisionen wie das durch Temozolomid erzeugte O6-Methylguanin.
Die Aktivitit von MGMT wird durch CSC beeinflusst, was die Wirkstoffkombination mit
einem Stammzellinhibitor wie Napabucasin interessant macht, um Resistenzen zu verringern
oder gar zu iiberwinden.!3® Allerdings beeinflussen CSC nicht nur die MGMT-Aktivitit,
sondern tragen auch noch auf anderen Wegen zur Resistenzentwicklung bei, so gibt es auch
Falle von Glioblastomen, die keine MGMT-Aktivitit aufweisen und sich dennoch resistent
gegen Temozolomid zeigen. Diese Resistenzentwicklung liegt in den besonderen
Eigenschaften der CSC begriindet, da diese eine Schliisselrolle in der Selbsterneuerung und
Differenzierung in malignen Zellen spielen.!**"1%> Auch in vivo konnte bereits nachgewiesen
werden, dass die Blockierung des STAT3-Signalweges durch Napabucasin die Wirkung von
Temozolomid verstirkt'*®. Eine Phase Ib/II-Studie an Patienten mit rezidivierenden
Glioblastomen zeigte, dass Napabucasin in Kombination mit Temozolomid ein deutlich
besseres Wirkansprechen als Temozolomid alleine aufwies und das Uberleben verlingern

konnte!*,

In der Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie konnte in wunterschiedlichen
Glioblastom-Zelllinien ein differentes Wirkansprechen von Napabucasin auf den Zellzyklus
festgestellt werden. So induzierte die 72-stlindige Napabucasinbehandlung in GBM0505611
in 43% der Zellen die Apoptose, bei der DMSO-Kontrollgruppe waren es hingegen nur 2%.
Dementsprechend sind 84% der Zellen der DMSO-Kontrollgruppe in die G1-Phase
iibergegangen, wihrend es unter Napabucasinbehandlung nur 48% waren (Abbildung 20).
In in vitro-Experimenten konnte in Napabucasin-behandelten Glioblastomzelllinien auch
nach 48 Stunden bereits eine Apoptoseinduktion nachgewiesen werden®®. Ebenso induziert
Napabucasin  dosisabhingig in  Non-Hodgkin-Lymphomzellen, hepatozelluldren
Karzinomzellen (HCC) und kolorektalen Krebszellen in vitro Apoptose!!*144,
In kolorektalen Zellen wurden Apoptose-induzierende Faktoren wie p21, p53, Bid, Bax,
Caspase 8, und Caspase 3 durch die Napabucasinbehandlung hoch- sowie anti-apoptotische
Gene wie Bcl2 und Bcl-xL herunterreguliert!**. Die Steigerung von Caspase 3, 8 und 9 sowie
die Erh6hung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)-Level durch
Napabucasinbehandlung zeigte sich auch in Non-Hodgkin-Lymphomzellen sowie
hepatozellulidren Karzinomen (HCC) ''*. In Glioblastomzelllinien und HCC-Zellen konnte
in vitro die Reduktion von STAT3-Leveln sowie von B-catenin, c-Myc, SOX2, Oktamer-
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bindender Transkriptionsfaktor (OCT) 4, Nestin, CDK4 und Cyclin D1 und die Erh6hung

von Caspase 3 und PARP nachgewiesen werden®!4>

, was die Beobachtung des
Zellzyklusarrests und auch die Induktion der Apoptose nach Napabucasin in dieser Arbeit
bestatigt.

In der Zelllinie SF188 hingegen zeigte die 72-stiindige Napabucasinbehandlung keinerlei
Wirkung im Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe (Abbildung 21). Napabucasin zeigte
jedoch auch im Zellviabilititsassay in SF188 lediglich eine sehr geringe Wirkung
(Abbildung 16). Mogliche Ursachen fiir das differente Wirkansprechen von Napabucasin in
den Zelllinien kénnten zum einen die biologischen Unterschiede sein, da es sich bei SF188
um eine péadiatrische Glioblastomzelllinie handelt und diese héufig génzlich andere
Mutationen aufweisen als adulte Glioblastome'?'"1%4146 Zum Anderen handelt es sich bei
SF188 um eine gut etablierte Zelllinie, die bereits seit vielen Jahren verwendet wird'4"-1%
und damit weniger Stammzellmarker aufweist, allerdings gleichzeitig eine Vielzahl von
Mutationen zeigt'*®. Die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrte Panel-Sequenzierung (siche
Anhang) bestitigte die Vielzahl von Mutationen von SF188 im Vergleich zu GBM0505611.
GBMO0505611 weist lediglich Alterationen der Gene EGFR, TERT, Cyclin-abhdngiger
Kinase Inhibitor 24 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 24, CDNK2A4) und TP53 auf. SF188
hingegen weist zwar ebenfalls Alterationen von EGFR und TP53 auf, jedoch keine
Verdanderungen im TERT-Promoter und keine Verluste von CDNK2A. Zusitzlich sind
genetische Alterationen in den Genen NF'1, CCND1, Neurotrophin Rezeptor Tyrosin Kinase
2 (NTRK?2), MDM4 und CDK4 vorhanden.

Bei GBMO0505611 handelt es sich um ein CSC-Modell, weshalb davon auszugehen ist, dass
diese Zellen eine hohere Expression von Stammzellmarkern aufweisen, welche unter
anderem als Angriffspunkt von Napabucasin dienen. Weiterhin sollte ein moglicher Einfluss
eines serumhaltigen Mediums (SF188) auf das Experiment im Vergleich zu einem
serumfreien Medium (GBMO0505611) ebenfalls in Betracht gezogen werden!'>’152. Eine
Wiederholung der Durchflusszytometrie fiir SF188 unter serumfreien Kulturbedingungen

konnte somit sinnvoll sein, um eine bessere Vergleichbarkeit zu ermdglichen.
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5.2  Nedaplatin zeigt ein von der Kopienzahl des CCNDI1-Gens abhangiges
Wirkansprechen in Glioblastomzellen

Bei Nedaplatin (cis-Diammin-Glycolatoplatin) handelt es sich um ein Cisplatin-Analogon.
Es besitzt die gleichen Amin-Trigerliganden wie Cisplatin, aber eine Abgangsgruppe,
welche aus einer fiinfgliedrigen Ringstruktur besteht, in der Glykolat als zweizdhniger
Ligand an das Platinion gebunden ist'>* (Abbildung 24). Nedaplatin wurde 1983 entwickelt,
um eine dhnliche Wirksamkeit wie Cisplatin zu gewahrleisten, aber mit geringerer renaler

t!%, Nedaplatin bildet #hnlich wie Cisplatin reaktive

und gastrointestinaler Toxizitd
Platinkomplexe, die an nukleophile Gruppen in der DNA binden, was zu Intra- und
Interstrang-DNA-Quervernetzungen, Apoptose und Zelltod fiihrt.!3157 Platinabkdmmlinge

weisen eine gute Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitit auf!>®.

0
HsN cl HsN 0~/
TN/ NG 0
Pt Pt
7\
7\
HN d HsN 0
Cisplatin Nedaplatin

Abbildung 23: Die Strukturformeln von Cisplatin und Nedaplatin im Vergleich.

In zahlreichen Studien zeigte Nedaplatin alleinig oder als Kombinationstherapie mit anderen
Chemotherapeutika eine vielversprechende antineoplastische Aktivitdt bei Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC),
Osophaguskarzinomen, Hodentumoren, Urothelkarzinomen, Peritonealkarzinomen,
Tubenkarzinomen und Cervixkarzinomen!3>137:139-167  7ygstzlich erhoht die Nedaplatin-

Gabe die Radiosensitivitit von Tumorgewebe!>*16%,

Auf Basis der Ergebnisse einer Genpanel-Sequenzierung der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Glioblastomzelllinien (Tabelle S1) wurde fiir CCNDI in drei Zelllinien
(LN229, LN308 und SF188) eine erhdhte Genkopienzahl detektiert. Es wurde darauthin eine
Heatmap erstellt, um das Inhibitoransprechen je nach CCNDI-Kopienzahlstatus
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darzustellen. Dabei ergab sich ein Unterschied zwischen den Zelllinien mit erh6hter und den
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Zellinien mit nicht erhéhter CCNDI Gendosis. Speziell zeigte Nedaplatin ein gutes
Wirkansprechen in den Zelllinien mit erhohter CCNDI Kopienzahl und lediglich eine
geringe Wirkung in den Zelllinien ohne diese Verdnderung. Neben Nedaplatin zeigten
Letrozol und Mozavaptan ein dhnliches aber deutlich schwicheres Wirkansprechen
(Abbildung 22). Dieses unterschiedliche Wirkansprechen konnte bei Nedaplatin auch in der
Dosis-Wirkungskurve detektiert werden (Abbildung 23). Die Zelllinien LN229, LN308 und
SF188 mit erhohter CCNDI Kopienzahl zeigten ein Wirkansprechen fiir Nedaplatin,
wohingegen die anderen Zelllinien kein Wirkansprechen zeigten. Lediglich die Zelllinie
speasGBM2 wies einen IC50-Wert von 4,4 uM und zeigte damit ein deutlich geringeres
Wirkansprechen fiir Nedaplatin. Die Ursache fiir das Wirkansprechen von Nedaplatin in
SpeasGBM2 lieB3 sich im Rahmen dieser Arbeit nicht erkldaren. Unter anderem kdnnten die
zahlreichen genetischen Alterationen in SpeasGBM2, u.a. in den Genen EGFR, PMS?2,
TERT, TP53, PDGFRA und KRAS daran beteiligt sein. Eine Wiederholung des Experiments
wire zur weiteren Validierung des Ergebnisses notig.

Bei CCND1 handelt es sich um ein Proto-Onkogen, welches das Protein Cyclin D1 kodiert.
Cyclin D zeigt sich in vielen Tumorentititen fehlreguliert und ist mit einer schlechteren
Prognose assoziiert. So fiihrt eine Uberexpression von Cylin D zur Reduktion der
Chemosensitivitiit, vermehrter Angiogenese und Resistenzentwicklung®®. In Glioblastomen
fiihrt die Cyclin D-Uberexpression zu erhdhter Proliferation®?. Eine Herunterregulation fiihrt
zu einer erhdhten Sensitivitit fiir Temozolomid®. Aufgrund der Rolle, die CCNDI in der
Tumorigenese spielt, stellt sich Nedaplatin als vielversprechendes additives
Chemotherapeutikum dar, welches beispielsweise mit Temozolomid kombiniert werden

t133168  Tn der Kombination mit

konnte und zusdtzlich die Radiosensivitit erhoh
Temozolomid wirken Platine iiber die Reduktion der intrazelluliren MGMT-Konzentration
synergistisch!®*17°, da eine erhshte MGMT-Expression Resistenzen gegen Temozolomid
bedingt'’""!72, Zur weiteren Validierung sollte die Wirkung von Nedaplatin in Abhiingigkeit
von der CCNDI Gendosis und Expression in einer unabhédngigen Kohorte untersucht

werden.
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5.5 Limitationen der Arbeit

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) dient sowohl als entscheidende Schnittstelle fiir den
Austausch von Nihrstoffen, Gasen und Metaboliten zwischen Blut und Gehirn, als auch als

173 Damit stellt sie das

Barriere fiir neurotoxische Bestandteile des Plasmas und Xenobiotika
Haupthindernis fiir die Medikamentenpassage in das Hirnparenchym dar. In den letzten vier
Jahrzehnten wurden Zellkulturmodelle entwickelt, um eine Simulation der BHS in vitro zu
ermdglichen.!’”*!” In einem typischen in vitro-Modell, wie es im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde, ist eine Simulation der BHS jedoch nicht mdglich. Dies erschwert den
translationalen Einsatz des HTDS, da ein Medikament mit gutem Wirkansprechen in vitro,
in einem in vivo-Modell bzw. in Patienten eventuell gar nicht erst die BHS zu passieren
vermag, auch wenn die Tumoren die Funktionalitit der BHS in der Regel beeintréichtigen'®.
Weiterhin stellt die Translation einer Entdeckung in vitro zu einer vergleichbaren
Wirksamkeit in vivo eine allseits bekannte Limitation dar. Vorteil der HTDS-Plattform ist
die Verwendung von Wirkstoffen, die teilweise bereits klinisch etabliert oder in
fortgeschrittenen Patientenstudien in Verwendung sind. So besteht die Moglichkeit in vivo-
Versuche am Tier zu préferieren und einen beschleunigten Zugang in die Anwendung am
Patienten zu finden.

Eine weitere Limitation ist die Verwendung von in vitro Zellkulturmodellen. Durch
Langzeitkultivierung von Zelllinien ist es moglich, dass einige Eigenschaften des
urspriinglichen Gewebes, aus dem sie isoliert wurden, verloren gehen. Gerade bei der

Untersuchung von Glioblastomen spielen Stammzellfaktoren eine tragende Rolle**#1:13%.177-

179 180,181

, welche bei langerer Kultivierung abnehmen kdnnen . AuBerdem kann serielles

Passagieren zu genotypischen und phénotypischen Variationen in Zelllinien fiihren'®?,

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, mit einer gréfleren Kohorte von in vitro-
Modellen (n=25) Zelllinien-spezifische Einzeleffekte zu minimieren. Dennoch miisste man
die KohortegroBen erhohen, um die zahlreichen unterschiedlichen Mutationen von
Glioblastomen im Ganzen mit einbeziechen zu konnen. So waren Mutationen, wie zum
Beispiel die in péadiatrischen malignen Gliomen wie den diffusen Mittelliniengliomen mit
H3-K27-Alteration und den diffusen hemisphdrischen Gliomen mit H3-G34-Mutation
Histon-3-Mutationen nicht ausreichend in dem untersuchten Panel von Zelllinien
repriasentiert. Dies macht eine Auswertung der Wirkstoffe hinsichtlich eines
mutationsspezifischen Wirkansprechens schwieriger, obwohl es sich dabei um einen sehr

vielversprechenden Ansatz handelt.
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5.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Die Definition der personalisierten Medizin umfasst die Anpassung der medizinischen
Behandlung an die individuellen Charakteristika jedes Patienten, um so die Individuen in
Subpopulationen zu klassifizieren, die sich in ihrem Ansprechen auf eine bestimmte

Behandlung unterscheiden'®.

Neue Erkenntnisse iiber die den Tumoren zu Grunde
liegenden molekularen Verdnderungen erdffnen neue Behandlungsmoglichkeiten durch
einen zielgerichteten Angriff mit neuen Substanzklassen. Diese Ansédtze haben zur
selektiveren Therapie maligner Zellen und einer Minimierung der Nebenwirkungen
gefiihrt!®*. Aktuelle Beispiele fiir personalisierte oder zielgerichtete Therapien sind die
Behandlung von BRAF-mutierten malignen Melanomen mit BRAF-Inhibitoren, wofiir
Vemurafenib oder Dabrafenib angewendet werden'®>, sowie die Therapie von
Mammakarzinomen, wobei der Hormonrezeptorstatus entscheidend fiir die entsprechende
Behandlung ist. So weist ein Mammakarzinom mit Positivitét fiir den humanen epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2)/Neu ein gutes Wirkansprechen auf Trastuzumab auf'®®,
HTDS stellt dabei eine vielversprechende Moglichkeit auf dem Pfad zur personalisierten
Medizin dar. Es ermoglicht den Einsatz von bereits klinisch etablierten Medikamenten in
anderen Malignomen sowie den vereinfachten Zugang zur Testung von experimentellen
Wirkstoffen in speziellen Entitdten. Dariliber hinaus lassen sich iiber ausreichend grof3e
Kohorten sowohl entitdtsspezifische sowie auch mutationsspezifische Wirkstoffe
identifizieren und gewdhren liber die Entdeckung neuer Korrelationen einen besseren
Einblick in die Tumorbiologie. Besonders zu erwidhnen ist die Moglichkeit des
translationalen Ansatzes im Zuge des HTDS. So ist es nicht nur moglich Zellmodelle
insgesamt auf die Wirksamkeit eines breiten Spektrums von Inhibitoren zu untersuchen,
sondern auch die Testung primédrer Patientenproben ist mit dem Verfahren moglich. Daraus
kann dann unter Umstiinden eine entsprechende Anderung im Therapieregime resultieren
und besonders Patienten mit einer Ultima Ratio Situation noch die Chance auf eine
Lebensverldngerung ermoglichen.

Dennoch sind auch die Mdéglichkeiten des HTDS besonders in Bezug auf die Untersuchung
von Hirntumoren begrenzt. Es ist weder die Bluthirnschranke simulierbar, noch sind die in
vitro-Ergebnisse auf die in vivo Wirkung direkt iibertragbar. So bleiben Experimente in vivo
auch auf dem Weg in Richtung personalisierter Medizin weiterhin unabdingbar.

Wirkstoffe wie Napabucasin und Nedaplatin kénnten in der Zukunft als ,,Add-ons* zur
Standardtherapie nicht nur bei Glioblastomen eine Rolle spielen. Gerade Entitdten mit einer

solch infausten Prognose und starker Resistenzentwicklung machen synergistisch wirksame
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Medikamente mit einem giinstigen Nebenwirkungsprofil und entsprechender, bereits
bestehender Studienlage besonders interessant. Die Zukunft der Glioblastomtherapie wird

sicherlich neben den CSC als Zielstruktur auf einem mutationsspezifischen Ansatz basieren.

Die Krebstherapie wird zunehmend individueller und zielgerichteter. Der Trend scheint in
Richtung umfassender Datenanalysen, am besten eines ganzen Patientengenoms, -
trankriptoms und -proteoms zu gehen, um dann fiir jeden Patienten eine individuelle
Therapie zu entwickeln, welche ideal auf Mutationsmuster sowie die Tumorbiologie
abgestimmt ist und damit hoffentlich eine bessere Wirkung und eventuell sogar Heilung

ermoglicht.
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7.

Anhang

Tabelle S1. Genetische Verinderungen in den untersuchten Glioblastomzellinien.

Die Resultate wurden mit Hilfe einer Genpanelsequenzierung von ausgewahlten Gliom-
assoziierten Genen am Institut fiir Neuropathologie erhoben und fiir die korrelativen
Analysen in der vorliegenden Arbeit freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Panel-Sequenzierung zur Mutationsanalyse der Glioblastomzellinien

GBM EGFR PMS2 ATRX CDKN2C CDKN2A TSC1 T5C2 CCND2
AM-3E teilw. Verlust
DETRG-05MG teilw. Verlust Mutation Mutation
GBEM-511-FH Gewinn
GEMS050611 Gewinn Gewinn
GBMS2 MF Gewinn [fok. Gewinn teilw. Verlust
GBMET MF Gewinn Mutation
G5-2 fok. Gewinn] Mutation fok. Gewinn
G5-5 fok. Gewinn] Mutation fok. Gewinn
KN542
K5-1 fok. Verlust
LN1E teilw. Verlust
LN308
LNT229 fok. Verlust teilw. Verlust Mutation
MOosaJ
MODSSK fok. Gewinn
524 teilw. Verlust
SF1Z2E fok. Gewinn | fok. Gewinn teilw. Verlust
SF1EE Gewinn
S4GBH 2 Gewinn Gewinn Mutation
speasFEM Gewinn modifiziert
YH-13 fok. Gewinn teilw. Verlust Mutation
YEG-1 Gewinn Mutation Verlust teilw. Verlust
ZH1E61 fok. Gawinn Gewinn
THAZE fok. Gewinn fok. Verlust
ZHS62 Gewinn
GEM CCND3 TERT TP53 PTEN MTAP RE1 NF1 KRAS
AM-38 Mutation teilw. Verlust fok. Verlust
DBTRG-05MG Mutation fok. Werlust
GEM-511-FH
GEMS050611 Mutation Mutation
GEMS53 MF Mutation Werlust
GBMET MF Mutation Mutation fok. Werlust
552 Mutation Mutation Mutation/ fok. Verlust fok. Verlust
G5-5 Mutation Mutation Mutation fok. Verlust
KN542
K51 Mutation fok. Verlust
LN1E Mutation teilw. Verlust Muation
LNZDE Mutation fok. Verlust Mutation
LNT225 Mutation Mutation Mutation fok. Gewinn
nMosss fok. Gewinn|Mutation Mutation Mutation
MOSSE fok. Gewinn |Mutation Mutation Mutation
524 Mutation Mutation Mutation
SF126 Mutation fok. Verlust Mutation fok. Verlust fok. Verlust
SF18E Mutation Mutation
S4GBH 2 Mutation Mutation/ fok. Verlust] Mutation
speasaEn Mutation Mutation Mutation
YH-13 Mutation Mutation fok. Verlust teilw. Verlust
TRG-1 Mutation Mutation Mutation/fok. Verlust | fok. Verlust fok. Verlust Mutation
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ZHI2E Mutation Mutation/ fok. Verlust Mutation Mutation Mutation fok. Verlust
TH562 Mutation Mutation Mutation Mutation
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Abbildung S1. Dosis-Wirkungskurven des Primérscreens fiir GBM67MF.
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Abbildung S2. Dosis-Wirkungskurven des Primérscreens fir GBM0505611.
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Abbildung S3. Dosis-Wirkungskurven des Primérscreens fiir LN18.
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Abbildung S4. Dosis-Wirkungskurven des Primérscreens fiir LN229.
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Abbildung S5. Dosis-Wirkungskurven des Primérscreens fiir LN308.
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Abbildung S6. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und
Entinostat in LN308.
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Abbildung S7. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und
Gemcitabin in LN308.
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Abbildung S8. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und
Paclitaxel in LN308.

Napabucasin [uM]
100 450 800 1150 1500

10000 | @ 4 .
—
g =
='13750| -7 6 = S
3 @ 3
35 =
[o}]
217500 [ 11 | 11
) £
5 8
o =
& 21250 [ 43 | 3 S
s
<
25000 @ 2 Napabucasin [uM] 1500 25000 o jiiavel [uM]

98



Abbildung S9. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und

Irinotecan in LN18.
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Abbildung S10. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und
Irinotecan in LN308.
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Abbildung S11. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und
Irinotecan in LN229.
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Abbildung S12. Ergebnisse des Synergismusexperiments von Napabucasin und
Irinotecan in GBM67MF.
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