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Zusammenfassung

Das triple-negative Mammakarzinom (TNBC) ist die aggressivste Form aller Brustkrebs-
Subtypen. Die verfugbaren Behandlungsmdglichkeiten sind limitiert, sodass neue
pharmakologische Zielstrukturen gesucht werden muissen. Eine mdgliche therapeutische
Strategie in der Onkologie stellt die Inhibition des Onkoproteins Murine double minute 2
homolog (MDM2) dar, die folglich zur Apoptoseinduktion in p53-Wildtyp-Tumoren fihrt. MDM2
ist der wichtigste negative Regulator des Tumorsuppressorproteins p53. Uber die Rolle des
MDM2 beim TNBC, bei dem in bis zu 80 % der Falle eine p53-Mutation vorliegt, ist bisher nur
wenig bekannt. In Vorarbeiten wurde der neuartige MDM2-adressierende Inhibitor VWKG603
identifiziert, der Uberraschenderweise einen Zelltod in der p53-mutierten TNBC-Zelllinie
MDA-MB-231 induzierte. Aus diesen Daten ergab sich die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit,
VWKG603 pharmakologisch detaillierter zu charakterisieren und eine mogliche Anwendung in
der Behandlung des TNBC zu Uberprifen.

Dafir wurden drei TNBC-Zelllinien mit einer p53-Mutation (MDA-MB-231, MDA-MB-436 und
MDA-MB-468) mit VWK603 oder mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin-3a als Referenzsubstanz
behandelt. AnschlieRend wurde die Zellviabilitat mittels des CellTiter-Glo Assays bestimmt.
Zur Uberprifung der Wirkungsabhangigkeit vom p53-Status wurden Kolonkarzinomzelllinien
HCT116 mit einem p53-Wildtyp bzw. mit einem p53-Knockout herangezogen. Darliber hinaus
wurden die Bax/Bcl-2-Ratios als Mald der Apoptosesensitivitat mittels quantitativer Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion in  nicht toxischen  Wirkstoffkonzentrationen in den
MDA-MB-231-Zellen bestimmt. Zur Evaluation der potenziellen Nebenwirkungen wurden nicht
maligne NIH-3T3-Fibroblasten und MCF-10A-Zellen verwendet.

Insgesamt wurde in allen TNBC-Zelllinien eine signifikante Zellviabilitdtsreduktion fur beide
getesteten MDM2-adressierenden Inhibitoren beobachtet. Fir VWK603 wurden ICso-Werte
zwischen 3,67 uM und 6,58 pM und fir Nutlin-3a ICso-Werte zwischen 19,36 yM und 23,15 uM
bestimmt. Ein signifikanter Konzentrationsunterschied der ICs-Werte in den beiden
Kolonkarzinomzelllinien lag nicht vor. Fur VWK603 wurde eine deutliche Erhdhung der
Bax/Bcl-2-Ratio dargestellt. In den nicht malignen Zelllinien NIH-3T3 und MCF-10A wurde eine
Zellviabilitatsreduktion durch VWK603 mit ICso-Werten von 4,53 yM und 16,29 uM bestimmt.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dass VWK603 in TNBC-Zellen
effizient die Zellviabilitat reduziert, wobei als grundlegender Mechanismus eine Induktion der
Apoptose angenommen werden kann. Hinsichtlich der Antitumorwirkung zeigte sich VWKG603
potenter als Nutlin-3a. Die in den TNBC-Zellen offensichtlich p53-unabhangige
Zellviabilitatsreduktion lasst sich moglicherweise auf Mechanismen wie die Inhibition der
MDM2/p73-Interaktion zurlckflhren, die zuklnftig charakterisiert werden sollen. Insgesamt
weisen die durchgefuhrten Studien darauf hin, dass VWKG03 erfolgreich fir eine zielgerichtete

Behandlung des p53-mutierten TNBC weiterentwickelt werden kénnte.



Summary

The triple-negative breast cancer (TNBC) is the most aggressive form among all mamma
carcinoma subtypes. Due to its limited therapy, identification of new pharmacological targets
is an urgent medical need. One possible strategy in oncology is the inhibition of the oncoprotein
murine double minute 2 homolog (MDM2) leading to apoptosis induction in wild-type p53
tumors. MDMZ2 is the most important negative regulator of the tumor suppressor protein p53.
Despite the fact that in TNBC p53 mutations occur in 80% of all cases, little is known about the
role of MDM2 inhibitors in this mamma carcinoma subtype. In preliminary studies, a novel
MDM2-addressing inhibitor named VWK603 was identified to induce cell death in the p53-
mutated TNBC cell line MDA-MB-231. Hence, the aims of this dissertation are the
pharmacological characterization of the novel compound VWKG603 and the evaluation of its
potential use in the treatment of TNBC.

In the study presented here, p53-mutated TNBC cell lines (MDA-MB-231, MDA-MB-436,
MDA-MB-468) were treated with the novel compound VWKG603 or with the reference MDM2
inhibitor Nutlin-3a. Subsequently, cell viability was measured by CellTiter-Glo Assay. Colon
carcinoma cell lines HCT116 with p53 wild-type or with p53 knockout were chosen to
investigate the p53 dependency of both MDM2-addressing inhibitors. Furthermore, Bax/Bcl-2
ratio as a marker for apoptosis susceptibility was determined by quantitative real-time
polymerase chain reaction in MDA-MB-231 cells treated with non-toxic concentrations of
VWKG603. Finally, for evaluation of first potential side effects, non-malignant cell lines NIH-3T3
and MCF-10A treated with VWK603 were investigated.

In all investigated TNBC cell lines, a significant reduction of cell viability was observed for both
MDM2-addressing inhibitors. ICsg values of VWK603 ranged from 3.67 uM to 6.58 uM and
from 19.36 pM to 23.15 uM for the reference compound Nutlin-3a. No significant differences
in 1Cso values were observed between both HCT116 cell lines. A significant improvement of
the Bax/Bcl-2 ratio was detected in MDA-MB-231 cells treated with non-toxic concentrations
of VWKGB03. A distinct reduction of cell viability with ICso values of 4.53 yM and 16.29 uM,
respectively, was also determined in NIH-3T3 fibroblasts and MCF-10A cells.

The findings of this dissertation reveal an efficient reduction of cell viability in TNBC cells by
the novel MDM2-addressing inhibitor VWK603 and suggest the induction of apoptosis as the
underlying cell death inducing mechanism. In comparison to Nutlin-3a, VWKG603 illustrated a
superior potency indicating a higher antitumoral effect. Regarding the apparent p53-
independent reduction of the cell viability in the TNBC cell lines, possible underlying
pharmacological mechanisms, e.g., the inhibition of the interaction between MDM2 and p73,
should be investigated in the future. Taken together, the results of this dissertation suggest
that VWKG03 could provide a promising candidate for preclinical drug development for

personalized therapy of TNBC in the future.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Mammakarzinom (Brustkrebs) ist die haufigste Krebserkrankung insgesamt und der Frau
weltweit. Im Jahr 2020 machte es mit einer Inzidenzzahl von ca. 2,3 Millionen ein Viertel aller
neuen Krebspatientinnen aus. In demselben Jahr war das Mammakarzinom fir 15,5 % aller
Krebstodesfélle bei Frauen verantwortlich [3]. Das generelle Durchschnittsalter der
Patientinnen mit einem Mammakarzinom in Deutschland liegt bei 65 Jahren. Auch Manner

kénnen von der Erkrankung betroffen sein. Die Inzidenzrate liegt dabei bei ca. 1 % [4].

Fur die Entstehung des Mammakarzinoms sind verschiedene Risikofaktoren bekannt. Dazu
zahlen Lebensstilfaktoren wie Adipositas bzw. Ubergewicht in der postmenopausalen Phase,
geringe kérperliche Aktivitat sowie hoher Alkohol- und Rauchkonsum [4, 5]. Hormone kénnen
ebenfalls das Entstehungsrisiko begiinstigen. Dazu gehéren zum einen eine frithe Menarche
und eine spate Menopause, zum anderen die Einnahme eines Ovulationshemmers oder eine
Hormonersatztherapie sowie eine spatere erste Schwangerschaft und eine geringe Anzahl an
Schwangerschaften [4, 5]. Zusatzlich konnen benigne Brustveranderungen und eine hohe
Brustdrisengewebsdichte zu der Entstehung beitragen [4, 5]. Genetische Pradispositionen
wie das Vorhandensein einer Mutation in den Tumorsuppressorgenen BRCA-1 (breast cancer
gene 1) und BRCA-2 (breast cancer gene 2) erhdhen ebenfalls das Risko der Entstehung [4,
5].

1.1.2 Einteilung des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom lasst sich in verschiedenen Kategorien einteilen. Neben der Einteilung
nach der TNM-Klassifikation (Tumor, Nodus, Metastasen), UICC/AJCC-Klassifikation (Union
for International Cancer Control/American Joint Committee on Cancer Classification) und der
histomorphologischen Einteilung spielt die Bestimmung des zelluldren Rezeptorstatus in der
Klinik eine wichtige therapeutische und prognostische Rolle. In der Leitlinie der European
Society for Medical Oncology (ESMO) [6] erfolgt die Einteilung des Mammakarzinoms nach
den ,intrinsischen” Subtypen, die auf den Genexpressionsanalysen von Perou et al. basiert [7]:
Luminal-A-Typ, Luminal-B-Typ, HER2+-Typ (human epidermal growth factor
receptor-2-positive subtype) und Basal-like-Typ (Tabelle 1) [7]. Zusatzlich erfolgt eine
Bestimmung des Proliferationsindex Ki-67, wobei ein hoher Proliferationsindex fir ein
schnelles Tumorwachstum spricht. Die Bestimmung der Subtypen erfolgt im klinischen Alltag
immunhistochemisch [6, 8]. In der Literatur variieren dabei stark die Anteile der Subtypen.
Dennoch machen die beiden Luminal-Typen zusammen den groften Anteil der

Mammakarzinome (ca. 70 — 80 %) aus [9-12]. Bis zu ca. 20 % aller Mamakarzinome werden
1



Einleitung

dem triple-negativen Mammakarzinom (TNBC, triple-negative breast cancer) zugeordnet [9-
14]. Der HER2+-Typ lasst sich bis zu einem Anteil von 20 % beobachten [9-12]. Prognostisch
unterscheiden sich die Subtypen voneinander. Alle Subtypen weisen beispielsweise im
Stadium | nach der UICC/AJCC-Klassifikation eine gute Prognose mit einer mehr als 90%iger
10-Jahres-Uberlebensrate auf. Jedoch unterscheiden sie sich stark im fortgeschrittenen
Stadium. Wahrend die 10-Jahres-Uberlebensrate fur Stadium Il zwischen 54 % und 75 %
beim Luminal- und HER2+-Typ liegt, betragt sie bei TNBC-Patientinnen nur 37 % [11].

Tabelle 1: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms.

Subtyp ER/PR-Status HER2-Status Ki-67
Luminal-A-Typ + - niedrig
Luminal-B-Typ + - hoch
Luminal-B-Typ + + variiert
HER2+-Typ - + variiert
Basal-like-Typ - - variiert

Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms (ER = estrogen receptor, PR = progesterone receptor, HER2 = human epidermal
growth factor receptor 2) [6, 7, 15, 16]. Tabelle in Anlehnung an [16].

1.1.3 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms in Deutschland orientiert sich an der S3-Leitlinie der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) [8]
und an den Empfehlungen der Kommission Mamma der Arbeitsgemeinschaft Gynakologische
Onkologie (AGO) [17]. Dabei wird die Therapie zwischen einer lokalen und einer systemischen
Behandlung unterschieden, deren Reihenfolge und Notwendigkeit vom Stadien- und Subtyp
sich unterscheiden. Zu der lokalen Behandlung gehdren die operative Behandlung mit einer
mdglichen Lymphknotendissektion in der Axilla sowie die Strahlentherapie [8]. Die
systemische Therapie umfasst die (neo-)adjuvante Kombination von Chemotherapeutika, die
monoklonale Antikérpertherapie, die endokrine Therapie und die HER2-zielgerichtete
Therapie [8, 17], wobei die personalisierte zielgerichtete Therapie als vielversprechend gilt.
Beim hormonrezeptor-positiven Mammakarzinom wird beispielsweise der selektive
Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen angewandt [8, 17]. Dabei konnte in einer Meta-Analyse
gezeigt werden, dass ein flnfjahriger Einsatz von Tamoxifen die Mortalitdtsrate um ein Drittel
in den ersten 15 Jahren reduzierte [18]. Bei HER2+-Patientinnen wurde die krankheitsfreie
10-Jahres-Uberlebensrate durch den einjahrigen Einsatz des monoklonalen Antikorpers
Trastuzumab nach der adjuvanten Chemotherapie um ca. 7 % verbessert [19]. Trastuzumab
bindet an den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2 der Karzinomzellen [10]. Die
systematische Ubersichtsarbeit von Moja et al. zeigte ebenfalls eine signifikante Verbesserung

der gesamten Uberlebensrate um ein Drittel beim Einsatz von Trastuzumab in Kombination
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mit einer Chemotherapie zusammen [20]. Der kombinierte Einsatz der zwei monoklonalen
Antikérper Trastuzumab und Pertuzumab verbesserte als adjuvante Therapie in einer
sechsjahrigen Follow-Up-Studie das invasive krankheitsfreie Uberleben bei Patientinnen mit
frthem HER2+-Typ-Stadium um weitere 3 %. Insbesondere verbesserte diese
Kombinationstherapie das invasive krankheitsfreie Uberleben bei Patientinnen mit einem
positiven Lymphknotenstatus um ca. 5 % [21]. Im Gegensatz zu den genannten Therapien
steht beim TNBC bis heute noch keine effiziente personalisierte zielgerichtete Therapie zur
Verfligung, sodass die Identifizierung von neuen Zielstrukturen und mdglichen
therapeutischen Angriffspunkten ein medizinisch hochgradig relevantes Forschungsgebiet

darstellt.

1.2 Das triple-negative Mammakarzinom

1.2.1 Definition und molekulargenetische Einteilung

Der Basal-like-Typ und das TNBC werden oft in der Literatur als Synonyme verwendet, obwohl
beide nicht zwangslaufig dieselbe Tumorentitat aufweisen [13]. Dem TNBC werden Tumore,
die immunhistochemisch keine oder kaum Hormonrezeptoren (< 1 % Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren) und keine bis wenige (< 10 %) HERZ2-Rezeptoren aufweisen,
zugeordnet [6, 13]. Die Basal-like-Tumore werden hingegen nach einem bestimmten
Expressionsmuster auf der molekulargenetischen Ebene klassifiziert [7, 13]. Dennoch liegt
eine 70 — 80%ige Uberschneidung zwischen dem TNBC und den Basal-like-Tumoren vor [6,
13, 15, 22, 23]. Schon im Laufe der letzten zwei Dekaden wurden verschiedene
Klassifizierungssysteme flr das TNBC anhand der molekulargenetischen Expressionsprofile
entwickelt. Ein oft in der Literatur angewandtes Klassifizierungssystem ist die Einteilung nach
Lehmann et al, die das TNBC in sechs molekulare Subtypen einteilte:
Basal-like-1-(BL1-)Subtyp, Basal-like-2-(BL2-)Subtyp, Luminal-Androgen-Rezeptor-
(LAR-)Subtyp, mesenchymaler (M) Subtyp, mesenchymal-stem-like-(MSL-)Subtyp und
immunomodulatorischer (IM) Subtyp [24]. In seinem Manuskript beschrieb Lehmann, dass
beispielsweise Gene der Zellteilung und des Zellzyklus in den BL1-Tumoren im Gegensatz zu
den anderen Subtypen vermehrt verandert waren. Charakteristisch fur den M- und
MSL-Subtyp war hingegen eine veranderte Expression in den Genen der Zellmotilitat,
Zelldifferenzierung und der epithel-mesenchymalen Transition (EMT). Zudem wurde der
MSL-Subtyp vom M-Subtyp durch die veranderte Expression der Proliferationsgene und der
mesenchymalen stammzellspezifischen Marker abgegrenzt [24]. Basierend auf diesen
Charakteristika wird bis heute versucht, zielgerichtete Therapieansatze zu entwickeln. Im
Jahre 2016 wurde die Klassifikation revidiert und neu definiert. Dabei entfielen die
Einteilungssubtypen IM und MSL, da die Infiltration der Leukozyten und der Stromazellen im

Tumor die Charakterisierung der Genexpressionsprofile in der von Lehman et al
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durchgefliihrten Einteilung beeinflussten [25]. Dennoch findet man bis heute in der aktuellen
Literatur die alte Einteilung nach Lehmann et al. Neben der Einteilung nach Lehmann werden
ebenfalls die Klassifikation nach Burstein et al. und die FUSCC-Klassifikation (Fudan
University Shanghai Cancer Center Classification) nach Liu et al. angewandt [26]. Die
Klassifizierungssysteme heben somit die Heterogenitdt des TNBC hervor und deuten darauf
hin, dass gezielte Angriffspunkte im Rahmen einer personalisierten Therapie fir eine effiziente

Behandlung notwendig sind [27].

1.2.2 Charakteristika und Risikofaktoren

Epidemiologisch tritt das TNBC im Vergleich zu den anderen Subtypen vermehrt im jlingeren
Alter auf (53 Jahre versus (vs.) 57,7 Jahre) [28]. Insbesondere in den ersten funf Jahren zeigt
das TNBC verglichen mit anderen Subtypen eine schlechtere Gesamtiiberlebensrate (1,8-fach
hoheres Sterberisiko) auf. Das Risiko fur eine Metastasenbildung innerhalb von funf Jahren
liegt um das 2,6-Fache hoher als bei den anderen Subtypen, vor allem in den ersten drei
Jahren [28]. Dabei lassen sich ofter viszerale Metastasen als Knochenmetasen
beobachten [28, 29]. Die mittlere Uberlebensrate nach Feststellung der Metastasen betragt
neun Monate (Durchschnitt der Vergleichsgruppe mit anderen Subtypen: 20 Monate) [28]. Ein
lokales Rezidiv geht typischerweise nicht den Metastasen voraus [28], sodass man eher von
einer hamatologischen Streuung ausgeht [29, 30]. Zudem besteht keine Korrelation zwischen
einem positiven Lymphknotenbefall und der TumorgréRe [28]. Das TNBC prasentiert sich bei
der Diagnosestellung im Vergleich zu den anderen Subtypen gréRer und histologisch
schlechter differenziert und wird eher als Zufallsbefund bei der kérperlichen Untersuchung
entdeckt [28]. Zudem tritt das TNBC im Vergleich zu den anderen Subtypen haufiger als
Intervallkarzinom auf, welches sowohl in der Mammographie als auch in der Sonographie erst
einmal nicht detektiert wird und wahrend der Zeit bis zum nachsten Screening rasch an Grofie

zunimmt [28, 31]. Dies unterstreicht das aggressive Wachstumsverhalten des TNBC.

Zu den Risikofaktoren der Entwicklung des TNBC gehdren junges Alter bei der
Schwangerschaft, hohe Paritat, frihe Menarche, abdominale Adipositas, hoher Taille-HUft-
Index und ethnische Herkunft [13, 27, 32]. Dabei ist das Erkrankungsrisiko fur ein TNBC bei
pramenopausalen afroamerikanischen Frauen am gré3ten [32]. Darliber hinaus ist das TNBC
mit dem Tumorsuppressorgen BRCA-1 assoziiert [13, 28, 33]. Dabei weisen 57 % der
BRCA-1-Brustkrebspatientinnen ein TNBC auf [33]. Hingegen reduziert das Stillen, vor allem

langer als vier Monate bei hoher Paritat, das Erkrankungsrisiko [32].
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1.2.3 Aktuelle Therapie und mogliche Therapieansatze

Aufgrund des Mangels einer personalisierten zielgerichteten Therapie und seiner hohen
Aggressivitat stellt das TNBC von allen Subtypen die am schwierigsten zu therapierende
Erkrankung dar und ist somit eine besondere medizinische Herausforderung. Die aktuelle
systemische Therapie besteht aus Antrazyklinen und Taxanen. Alternativ kann ein
Platinderivat therapeutisch in Erwagung gezogen werden [17]. Fir TNBC-Patientinnen mit
einer  BRCA-Mutation kann ein Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-(PARP-)Inhibitor
hinzugezogen werden [17]. Seit Anfang 2023 erganzt der programmed cell death protein 1-
(PD-1-)Inhibitor Pembrolizumab die bisherige Therapie. Dabei besteht die Indikation fur die
Immuntherapie unabhangig vom programmed cell death ligand 1-(PD-L1-)Status der TNBC-
Patientinnen [17]. In der KEYNOTE-Studie 522 wurde gezeigt, dass die pathologische
Komplettremission im friihen Stadium des TNBC durch die Kombination von Pembrolizumab
und neoadjuvanter Chemotherapie im Vergleich zur alleinigen neoadjuvanten Chemotherapie
signifikant um 13,6 % verbessert wurde [34]. Ein ereignisfreies Uberleben in den ersten drei

Jahren wurde durch Pembrolizumab um 7,7 % verbessert [35].

Da das TNBC eine hohe Heterogenitat aufweist, werden verschiedene Therapieansatze in
Studien untersucht. Mogliche Therapieansatze werden beispielsweise im Review von Hwang
et al. [27] dargestellt. Dabei wurden Wirkstoffe in den etablierten klinischen Studien von denen
in den praklinischen Studien unterschieden. In den klinischen Studien werden zurzeit neben
den PARP-Inhibitoren und PD-(L)1-Inhibitoren verschiedene Inhibitoren gegen die
Wachstumsfaktorrezeptoren wie EGFR (epidermal growth factor receptor), VEGFR (vascular
endothelial growth factor receptor) und FGFR (fibroblast growth factor receptor) evaluiert, die
in TNBC stark angereichert sein kénnen [27, 36]. Fir den LAR-Subtyp wird die Anwendung
von Androgenrezeptor-Inhibitoren getestet [27]. In den praklinischen Studien werden hingegen
therapeutische Ansatze wie die Inhibition von Hitzeschockprotein 90 (HSP90) oder die
Aktivierung von AMP-abhangiger Kinase (AMPK, Adenosinmonophosphat-abhangige Kinase)
in TNBC untersucht. Wahrend das HSP90 bei der Modulation samtlicher Signalwege in der
Tumorprogression eine wichtige Rolle spielt [27], konnte die Aktivierung von AMPK durch
Phosphorylierung das metastatische Potenzial der zirkulierenden Tumorzellen (circulating
tumor cells) im Blut reduzieren [27, 37]. Daruber hinaus stellen die murine double minute 2
homolog-(MDM2-)Inhibitoren einen mdglichen neuartigen Ansatz dar [27], die in dieser Arbeit

im Fokus stehen werden.
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1.3 Das Tumorsuppressorgen TP53

1.3.1 Eigenschaften und Funktionen

Das Tumorsuppressorgen TP53 ist aufgrund seiner Funktion und Bedeutung hinsichtlich der
Tumorpravention auch als ,Wachter des Genoms* bekannt [38] und wurde im Jahre 1979
entdeckt [39, 40]. Es befindet sich auf dem Chromosom 17p13.1 [41, 42] und kodiert das
Tumorsuppressorprotein  p53, bestehend aus 393 Aminosduren [39], mit einem
Molekulargewicht von ca. 53 Kilodalton (kDa) [39, 40]. Es besitzt insgesamt 11 Exons [41, 42].

Der Aufbau des p53 zeichnet sich durch flinf Untereinheiten mit verschiedenen Funktionen
aus (Abb. 1) [43]:

1. Die N-terminale Transaktivierungsdomane [43], die flr die Transaktivierung der p53-
Zielgene wichtig ist [43, 44]. Sie unterliegt den posttranslationalen Modifikationen [45].

2. Die prolinreiche Domane [43].

Beide genannten Domanen spielen bei der Apoptoseinduktion eine relevante Rolle [43,
46].

3. Die DNA-Bindungsdomane [43], die die sequenzspezifische Desoxyribonukleinsdure
(DNA) der p53-responsiven Elemente (p53-RE) in den Promotoren der Zielgene erkennt
[43, 47, 48].

4. Die Oligomerisierungsdomane [43], die fUr die tetramere Konformation und somit adaquate
Funktion des p53 essenziell ist [49].

5. Die C-terminale Domane [43], welche ebenfalls den posttranslationalen Modifikationen
unterliegt [45]. Sie kann neben der Stabilisation der Transaktivierungen auch die Aktivitat
der spezifischen DNA-Bindungen regulieren. Weiterhin wird sie wie andere Domanen fir
die Apoptoseinduktion benétigt [46].

Daruber hinaus besitzt p53 drei nukleare Importsignale (NLS, nuclear localisation
signal) [50] und ein Exportsignal (NES, nuclear export signal) [43], die seinen Transport

zwischen Zellkern und Zytoplasma regulieren.

1 6164 92100 300 323 355 364 393
N-terminale Prolin- DNA-Bindungsdoméne Oligomerisierungs- C-terminale
Transaktivierungs- reiche doméne Domdne
doméne 1 & 2 Doméne

Abb. 1: Aufbau des Tumorsuppressorproteins p53.

Dargestellt ist der Aufbau des Tumorsuppressorproteins p53. Es besteht aus fiinf verschiedenen Doménen: N-terminale
Transaktivierungsdomane 1 und 2, prolinreiche Doméne, DNA-Bindungsdomane, Oligomerisierungsdomane und C-terminale
Doméne. Zudem besitzt p53 drei nukledre Importsignale [50] und ein Exportsignal [43] (aus Griinden der Ubersichtlichkeit
nicht dargestellt). Abbildung mit PowerPoint erstellt, angelehnt an Koo et al. [43].
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Reguliert werden seine Aktivitdt und Stabilisation unter anderem mittels posttranslationaler
Modifikationen wie Acetylierung oder Phosphorylierung von verschiedenen Proteinen [43, 45].
Jedoch ist das Onkoprotein MDM2 der negative Hauptregulator des p53 [38]. Die genaue
Regulation durch MDM2 wird im Kapitel 1.5 thematisiert. Das Tumorsuppressorprotein p53
fungiert nicht nur als Transkriptionsfaktor durch seine erhdhte Transkriptionsaktivitat seiner
Zielgene [38, 51], sondern es kann zudem auch ohne Transkription Zielproteine direkt
aktivieren [52, 53]. Viele seiner Zielgene und -proteine lassen sich dabei in den vier Kategorien
einordnen: Zellzyklusarrest, Apoptose, DNA-Reparatur zur genetischen Stabilitat und
Antiangiogenese [51]. Dartber hinaus verfligt p53 Uiber weitere regulatorische Funktionen [39,
54], die hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht nédher erwahnt werden. Aktiviert wird p53
durch verschiedene Stressstimuli wie Hypoxie oder DNA-Schaden [55]. Folglich fiihrt Letzteres
zu Phosphorylierungen am p53, die durch verschiedene Proteine wie das ataxia telangiectasia
mutated-(ATM-)Protein, ataxia telangiectasia and rad3 related-(ATR-)Protein oder DNA-
abhangige Proteinkinase (DNA-PK) erfolgen kdnnen [56-59]. Dadurch steigt die Konzentration
des p53 an, sodass seine Aktivitat zunimmt [38]. Ebenfalls wird MDM2 phosphoryliert, sodass
die Interaktion mit p53 eingeschrankt wird und somit zur Stabilisation des p53 beitragt [60, 61].
In Abhangigkeit von der GroRe des DNA-Schadens wird dabei entweder die Apoptose oder
der Zellzyklusarrest zur Reparatur der Schaden eingeleitet, sodass das Zellwachstum inhibiert
wird [62, 63]. Bei geringerem DNA-Schaden erfolgt die Induktion des Zellzyklusarrests oder
der DNA-Reparaturmechanismen, wahrend beim groen DNA-Schaden die Apoptose
eingeleitet wird [62-64]. Bei der Induktion des Zyklusarrests wird das Protein p21 aktiviert [51,
55, 63]. Das Protein p21 st ein cyclin-abhangiger Kinaseninhibitor, der die
Schlusselregulatoren des Zellzyklus, die cyclin-abhangigen Kinasen, hemmt. Dadurch werden
die kritischen Phasen des Zellzyklus wie die Transition von G1- in die S-Phase oder die G2-
Phase in die Mitose gehemmt [51]. Wahrend des Zyklusarrests werden DNA-
Reparaturmechanismen aktiviert [55, 62, 63]. Zur Induktion einer Apoptose erfolgen unter
anderem die Aktivierung des proapoptotischen Proteins Bax (Bcl-2 associated X protein) und
eine gesteigerte Expression von weiteren Proteinen wie PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) und Noxa (s. Kap. 1.6.1 zum detaillierten Ablauf der Apoptose) [39, 52, 65, 66]. Auf
diese Weise wird das Zellwachstum, aber auch eine mogliche Tumorentstehung,
verhindert [51].

1.3.2 Bedeutung in der Tumorigenese

Das Tumorsuppressorgen TP53 ist das haufigste mutierte Gen. In mehr als 50 % der
menschlichen Tumoren liegt es mutiert vor [51, 67, 68]. Beim Mammakarzinom ist es bis zu
37 % der Falle mutiert, in TNBC sogar bis zu 80 % [69]. Klinisch zeigten Mammakarzinom-

Patientinnen mit einem mutierten p53 in vielen Studien eine schlechtere Prognose [70], sodass
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das mutierte p53 schon seit einiger Zeit als moglicher prognostischer und therapeutischer
Biomarker in der Klinik diskutiert wird [68, 71]. Sowohl eine Mutation als auch ein Knockout
des TP53 flhren zur spontanen Tumorentstehung, wobei in Studien gezeigt wurde, dass
Knock-in-Mause mit mutiertem p53 mehr Tumorvarianten und/oder mehr Metastasen im
Vergleich zu den p53-Knock-Out-Mausen oder p53*-Mausen entwickelten [72-75]. Sie
zeigten in Abhangigkeit von der Mutationsstelle auch eine kiirzere Uberlebenszeit [72]. Eine
Mutation erfolgt meistens somatisch [76]. Genetisch kann das defekte TP53 beispielsweise im
Rahmen eines Li-Fraumeni-Syndroms auch vererbt werden [76, 77]. Das Li-Fraumeni-
Syndrom beschreibt eine autosomal-dominante p53-Erkrankung, durch die Patientinnen und
Patienten im Laufe ihrer Lebenszeit an einem Malignom erkranken. Zu den typischen
Malignomen gehdren das Mammakarzinom, Sarkome, Leukamien, Hirntumore und

Nebennierentumore [77].

Das Tumorsuppressorgen TP53 weist im Gegensatz zu den anderen Genen, bei denen eine
Deletion als Gendefekt charakteristisch ist, in ca. 74 % der Falle eine Missense-Mutation in
den Tumoren auf [68, 70, 78], die meistens in der DNA-Bindungsdomane zu finden ist [68, 76,
78]. Folglich fuhrt die Mutation dazu, dass das veranderte Protein p53 nicht mehr an die p53-
DNA-Bindungselemente der Zielgene binden kann, sodass es zu Beeintrachtigungen der
Transkriptionsaktivitaten des p53 (loss of function) fihrt [51, 68, 79, 80]. Daruber hinaus
inhibiert das mutierte p53 durch Heterodimerisierung auch das noch intakte p53 des Wildtyp-
p53-Allels (dominant-negativer Effekt) [68, 79, 81]. Ein Drittel der TP53-Mutationen befindet
sich in einem Codon der typischen sechs Hotspots-Positionen 175, 245, 248, 249, 273 und
282 [67, 68, 76]. Durch eine Mutation entsteht zwar ein loss of function des p53, aber
gleichzeitig kann das mutierte p53 an neuen Funktionen (gain of function) gewinnen [67, 68].
Dabei beginstigen die gain-of-function-Mechanismen die Tumorigenese, indem sie die
Zellproliferation, metabolische  Umprogrammierung zugunsten der Tumorzellen,
Metastasenbildung, genomische Instabilitdt, Ausbau der Tumormikroumgebung und
Stammzellcharakteristika foérdern [67]. Dazu interagiert das mutierte p53 mit vielen
verschiedenen Proteinen. Beispielsweise interagiert es mit dem Transkriptionsfaktor
Twist1 [82] und dem negativen Regulator microRNA-130b (RNA = Ribonukleinsaure) des
Transkriptionsfaktors ZEB1 (zinc finger E-Box binding homeobox 1) [83], die die EMT
fordern [67]. Weiterhin  erhdht die Mutation die Resistenz gegenuber den
Chemotherapeutika [67, 68, 80]. Zudem liegt in vielen Tumoren, auch in
Mammakarzinomzellen [84], eine hohe Akkumulation des mutierten p53 aufgrund der
Proteinstabilitat in den Zellen vor [67], sodass gain-of-function-Aktivitaten dominieren kdnnen.
Die genannten Folgen zeigen, welche groRe Auswirkung die Mutation am p53 besitzen kann
und wie wichtig es ist, weitere Therapiestrategien zu entwickeln, da bisher noch keine

zZielgerichtete Therapie in p53-mutierten Tumoren klinisch zugelassen wurde.
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1.4 Das Onkogen MDM2

1.4.1 Eigenschaften und Funktionen

Das Onkoprotein MDM2 (murine double minute 2 homolog) ist der wichtigste negative
Regulator des p53 [38] und ist auch unter dem Synonym HDM2 bekannt. MDM2 wurde als
amplifiziertes Gen neben dem MDM1 und dem MDMS3 in einer spontan transformierten
Mauszelllinie (Balb/c 3T3-Fibroblasten) entdeckt. Dabei lagen die drei Gene als kleine
gepaarte, azentrometrische, extrachromosomale Chromatinkérperchen, auch als double
minutes genannt, in zahlreichen Kopien vor [85, 86]. Nach Analyse der Gene wurde
festgestellt, dass nur MDM2 nach Transfektion in den Fibroblasten zu einem
tumorauslésenden Wachstum flhrte und somit den Onkogenen zuzuordnen ist [85]. Spater
wurde MDM2 auch in menschlichen Tumoren identifiziert [87]. Das humane MDM2-Gen
befindet sich auf dem Chromosom 12915 [88] und kodiert ein Protein, bestehend aus 491
Aminosauren [38, 43], mit einem Molekulargewicht von 90 kDa [89]. Es besteht aus 12
Exons [88], die durch alternatives Spleil’en verschiedene Isoformen generieren kénnen [87,
90-93]. In dieser Arbeit wird folglich nur noch von MDM2 gesprochen. Das Onkoprotein MDM2

besteht aus vier Domanen mit verschiedenen Funktionen (Abb. 2) [43, 93]:

1. Die N-terminale p53-Bindungsdomane [43, 93], welche an die Transaktivierungsdomane
des p53 bindet und dessen Aktivitat unterbindet [90].
Die zentrale saure Doméane [43, 93].
Die Zinkfinger-Domane, wobei sie und die zentrale saure Domane mit den ribosomalen
Proteinen interagieren [43, 93].

4. Die C-terminale RING-Finger-Domane (RING = really interesting new gene), welche als
E3-Ligase zur Ubiquitinierung fungiert [43].
Daruber hinaus besitzt MDM2 nukledre Import- (NLS, nuclear localisation signal) und
Exportsignale (NES, nuclear export signal), die seinen Transport zwischen Zellkern und
Zytoplasma regulieren, sodass es seinen Funktionen in beiden Kompartimenten
nachgehen kann [43, 90, 93].

1 19 108 178 192 237 300 301 332 433 488 489
N-terminale p53- NLS NES zentrale saure Zinkfinger- C-terminale RING-
Bindungsdoméne Doméne Domaéne Finger-Doméne

Abb. 2: Aufbau des Onkoproteins MDM2.

Dargestellt ist der Aufbau des Onkoproteins MDM2 (murine double minute 2 homolog). Es besteht aus vier verschiedenen
Domanen: N-terminale p53-Bindungsdoméne, zentrale saure Domane, Zinkfingerdoméne und C-terminale RING-Finger-
Doméne [43, 93]. Zudem besitzt MDM2 nukledre Import- und Exportsignale. Abbildung mit Powerpoint erstellt, angelehnt
an [43, 93].
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Reguliert wird die Transkription des MDM2 Uber die Promotoren P1 und P2 [43, 90, 93, 94].
Der Promotor P1 befindet sich vor dem Exon 1 des MDM2 und agiert p53-unabhangig [95]. Er
ist fur die konstitutive und basale Expression der messenger-RNA (mRNA) von MDM2
verantwortlich [38, 94]. Der Promotor P2 hingegen befindet sich im Intron 1 und seine Aktivitat
ist am p53-responsiven Element durch p53 induzierbar [94]. Das P2-Transkript wird im
Gegensatz zum P1-Transkript effektiver translatiert [95]. Folglich beschleunigt die induzierte
Expression des MDM2 am P2-Promotor den Abbau des p53 [90]. Neben der Interaktion mit
p53 tritt MDM2 mit verschiedenen anderen Proteinen in Wechselwirkung, wobei einige
exemplarisch hier genannt werden:

Durch die Hemmung des Retinoblastom-Proteins (Rb) oder den Abbau des Inhibitors der
cyclin-abhangigen Kinase p21 wird die Arretierung in der G1-Phase des Zellzyklus
aufgehoben, was sich verstarkend auf die Zellproliferation auswirkt. Ein weiteres Zielprotein
ist das Protein NUMB. Hier fordert MDM2 durch die Ubiquitinierung dessen Abbau, wodurch
das Zellschicksal und die Zelldifferenzierung beeinflusst werden [38, 90, 93]. Des Weiteren
interagiert MDM2 mit seinem Familienmitglied und Onkogen MDMX (murine double minute X
homolog) [90, 93], welches spater entdeckt wurde und Gegenstand im Kapitel 4.4.5 sein
wird [96].

1.4.2 Bedeutung in der Tumorigenese

Im Gegensatz zum p53 ist MDM2 in den Tumoren selten mutiert (< 7 %). Im Mammakarzinom
liegt die Mutation etwas unter dem Durchschnitt (5,9 %) [97]. In den Tumoren liegt meistens
eine Amplifikation (gezielte Vermehrung der DNA-Abschnitte) oder einer Uberexpression
(gesteigerte Proteinproduktion) des MDM2 vor [89, 97], die neben dem Mammakarzinom in
den Weichteiltumoren, Lungenkarzinomen oder Gehirntumoren vorkommen [97]. Die
Uberexpression des MDM2 liegt in den einzelnen Mammakarzinomsubtypen durchschnittlich
hoher. Diese ist beim Luminal-B- (< 31 %) und HER2+-Typ (< 30 %) am hdchsten zu finden.
Beim TNBC betragt die Uberexpression unter 14 % [69, 98]. Die Prognose ist von der
Tumorentitat abhangig. Beim nichtkleinzelligen Lungenkarzinom gilt beispielsweise eine
Uberexpression als prognostisch glinstiger Marker, wahrend sie bei der akuten lymphatischen
Leukdmie und bei den Weichteilsarkomen mit einer schlechten Prognose assoziiert ist [99].
Die erhdhte Expression des MDM2 stellt ebenfalls einen prognostisch schlechten Marker beim
Mammakarzinom dar [100] und geht mit einer Reduktion der Uberlebenszeit einher [100, 101].
In Malignomen, vor allem in Sarkomen, wurde gezeigt, dass die Uberexpression des MDM2
p53 inaktiviert, sodass sie wie die p53-Mutation die Aktivitdt des p53 unterdruckt [97, 102].
Eine Uberexpression des MDM2 kann neben seiner Inaktivierung des p53 zur p53-
unabhangigen Tumorigenese beitragen [103]. Zudem geht eine Uberexpression mit einer

Chemo- und Strahlenresistenz in verschiedenen Malignomen einher [89].
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1.5 Die p53/MDM2-Interaktion

Die physiologische Relevanz der Interaktion zwischen MDM2 und p53 bei der Regulation der
Zellhomdostase wurde in mehreren Studien verdeutlicht. Ein Knockout des MDM2 fihrt zu
einer embryonalen Letalitdt in den Mausen [104-106], die nur mit einer gleichzeitigen
p53-Deletion gerettet werden kdnnen [106]. Aus diesem Grund wird die Aktivitdt des p53
insbesondere durch seinen Gegenspieler MDM2 streng reguliert [38]. Fur eine erfolgreiche
Interaktion dienen sowohl die hydrophobe Tasche des MDM2 als auch die a-helikale
Konformation der Transaktivierungsdoméane von p53 als Interaktionsflachen [107]. Uber eine
regulatorische RuUckkopplungsschleife (autoregulatory feedback Iloop) kbnnen beide
Interakteure sich gegenseitig regulieren, sodass ein Gleichgewicht zwischen den beiden
Gegenspielern aufrechterhalten wird (Abb. 3) [108].

In Abwesenheit von Stress wird die p53-Konzentration in den Zellen gering gehalten [38], da
hohe Konzentrationen die Apoptose induzieren [51, 64] und das normale Zellwachstum und
die Entwicklung schadlich beeinflussen kénnen [38]. Das Tumorsuppressorprotein p53 besitzt
eine Halbwertszeit zwischen 5 und 40 Minuten [54, 59, 109, 110]. Verschiedene
Stressfaktoren wie DNA-Schaden [55] fuhren zur Aktivierung und zur Erhéhung der
Konzentration des p53 [38, 51, 111], sodass dieses die Signalwege seiner Zielgene inkl.
MDMZ2 initileren kann. So bindet p53 an den P2-Promotor des MDM2 [94, 112], sodass MDM2
vermehrt transkribiert wird [108]. Folglich unterbindet MDM2 Uiber mehrere Wege die Funktion
des p53 (Abb. 3). MDM2 interagiert direkt mit der N-terminalen Transaktivierungsdomane des
p53, sodass dieses die Transkription seiner nachfolgenden Zielgene nicht mehr aktivieren
kann. Dazu gehort auch die Transkription des MDM2 [108]. Dartber hinaus férdert MDM2 als
E3-Ligase Uber Ubiquitinierung sowohl seine eigene proteasomale Degradation als auch die
von p53 [113]. In Abhangigkeit von der Aktivitdt des MDM2 wird p53 entweder mono- oder
polyubiquitiniert. Bei einer geringen Konzentration des MDM2 erfolgt eine Monoubiquitinierung
des p53, bei einer hohen Konzentration eine Polyubiquitinierung [114]. MDM2 fordert den
nuklearen Export des monoubquitinierten p53 [114]. Da eine proteasomale Degradation Uber
eine Monoubiquitinierung nicht erfolgen kann [115], erfolgt die Polyubiquitinierung durch die
Komplexbildung mit MDM2 und der E4-Ubiquitinligase p300/CBP (creb binding protein) im
Zytoplasma [116, 117]. Anschliefend wird p53 vom Proteasom abgebaut [118]. Das im
Zellkern polyubiquitinierte p53 hingegen kann nicht aus dem Zellkern exportiert werden und
wird stattdessen im Zellkern abgebaut [114]. Auf diesen verschiedenen Wegen wird p53

wieder in seine Ausgangskonzentration gebracht.

Eine Veranderung in einem der beiden Proteine p53 und MDM2 (s. Kap. 1.3.2 und 1.4.2), wie
es in vielen Tumoren der Fall ist, fuhrt nicht nur zu einer Dysregulation der Interaktion, sondern
tragt auch zur malignen Transformation der Zellen und somit zur Tumorigenese bei [72, 103,

119]. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung des mutierten p53
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durch MDM2 weniger effizienter ablauft. Viel mehr sind andere E3-Ubiquitin-Ligasen dafur
verantwortlich [120]. Jedoch ist das mutierte p53 nicht in der Lage, die Transkription seiner
Zielgene wie des MDM2 zu aktivieren [51, 61, 68, 79].

&-&-%
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® «"s ¢ Degradation
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‘¥ o4
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Abb. 3: Die Regulation des Tumorsuppressorproteins p53 iiber das Onkoprotein MDM2.

Die Abbildung zeigt die Interaktion zwischen MDM2 und p53. Beide Gegenspieler konnen sich gegenseitig kontrollieren [108].
Dabei kann MDM2 auf verschiedene Wege p53 kontrollieren. Es kann zum einen den proteasomalen Abbau von p53 fordern,
indem es p53 ubiquitiniert (Ub) (1). Bei einer Polyubiquitinierung des p53 wird es im Zellkern abgebaut, wahrend der nukleare
Export des monoubiquitinierten p53 durch MDM2 geférdert wird (2) [114]. Im Zytoplasma erfolgen die Polyubiquitinierung und
der nachfolgende proteasomale Abbau [116, 117]. Dartiber hinaus kann MDM2 p53 direkt hemmen (3) [108]. Bei Zellstress
steigt die p53-Konzentration an, sodass die Transkriptionsaktivitat des p53 gesteigert wird (4) [38, 51, 111]. MDM2 wird dabei
vermehrt transkribiert (5), sodass es wiederum die p53-Konzentration steuern kann. Daraus ergibt sich die autoregulatorische
Ruckkopplungsschleife [108].

Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt [121], angelehnt an Miles et al. [111].

1.6 Die Apoptose
1.6.1 Ablauf der Apoptose

Unter der Apoptose versteht man eine Form des programmierten Zelltods. Bei der Apoptose
sterben geschadigte oder nicht mehr bendtigte Zellen kontrolliert ab. Sie spielt in vielen
physiologischen Prozessen wie bei der Entwicklung oder der Aufrechterhaltung der
Zellhomoostase eine wichtige Rolle. Dabei wird zwischen dem extrinsischen und dem

intrinsischen Signalweg der Apoptose unterschieden (Abb. 4) [122, 123].

Die Induktion des extrinsischen Signalwegs erfolgt durch die Bindung der Todesliganden wie
zum Beispiel Tumornekrosefaktoren (TNF) oder Fas-Liganden an deren korrespondierenden
Todesrezeptoren der Zelle. Die Todesrezeptoren bilden eine Untergruppe der TNF-Rezeptor-
Superfamilie [122-125]. Da der extrinsische Signalweg Uber den Fas-Liganden am meisten

untersucht wurde [124], wird er im Folgenden als Modell herangezogen.
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Uber die Aktivierung des Fas-Rezeptors (auch als CD95 [cluster of differentiation] oder DR2
[death receptor 2] bezeichnet) durch die trimeren Fas-Liganden erfolgt dessen
Trimerisierung [122, 124, 125]. Uber die Todesdomane (death domain), die intrazellular ein
Bestandteil der Todesrezeptoren ist, wird das Adapterprotein FADD (Fas-associated death
domain)  rekrutiert [122-125]. Neben der Todesdomane Dbesitzt FADD eine
Todeseffektordomane (death effector domain), Uber die die Rekrutierung mehrerer
Procaspase-8-Molekiile erfolgt [122, 123]. Dabei entsteht ein Multiproteinkomplex, welcher
auch als DISC (death inducing signaling complex) bezeichnet wird [122-125]. Am DISC erfolgt
eine Dimerisierung von zwei Procaspase-8-Molekilen und deren autokatalytische
Spaltung [122, 125]. Dadurch wird die Caspase-8 aktiviert, die wiederum die
Effektorprocaspasen-3, -6 und -7 durch Spaltung aktiviert. Daraufhin wird die Apoptose
induziert [122-125]. In einigen Zellen ist die Apoptoseinduktion Uber den extrinsischen
Signalweg aufgrund der schwachen DISC-Bildung nicht ausreichend [126], sodass der
intrinsische Signalweg zusatzlich aktiviert wird, indem Caspase-8 das BH3-only-Protein Bid
(BH3 interacting domain death agonist) der Bcl-2-Familie zum truncated Bid (tBid) spaltet. Das
Protein tBid leitet schliel3lich die intrinsische Apoptose ein [122, 124, 126, 127].

Extrinsischer Signalweg Intrinsischer Signalweg
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Abb. 4: Ablauf der Apoptose.

Die Abbildung stellt links den extrinsischen und rechts den intrinsischen Signalweg der Apoptose vereinfacht dar. Bei dem
extrinsischen Signalweg binden Fas-Liganden als Trimere an ihren Fas-Rezeptor, woraufhin das Adapterprotein FADD (Fas-
associated death domain) sich an die Todesdomane der Rezeptoren bindet [122, 124, 125]. Als Nachstes erfolgt die
Rekrutierung der Procaspase-8 [122, 123]. Dadurch entsteht der Multiproteinkomplex DISC (death inducing signaling
complex). Anschliefend erfolgt die Aktivierung der Caspase-8, welche die Effektorcaspasen-3 und -7 durch Spaltung
wiederum aktiviert, sodass die Apoptose eingeleitet wird [122-125]. Ist die DISC-Bildung zu schwach [126], wird zuséatzlich der
intrinsische Signalweg (iber die Spaltung des BH3-only-Proteins Bid zum fruncated Bid (tBid) durch Caspase-8 aktiviert [122,
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124, 126, 127]. Der intrinsische Signalweg wird durch verschiedene Stimuli wie zum Beispiel DNA-Schéden ausgeldst [123,
125]. Folglich fihrt es zum Anstieg der Permeabilitdt der duReren Mitochondrienmembran, die streng Uber die pro- und
antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie reguliert wird [122, 124, 125]. Bei Aktivierung der proapoptotischen Proteine Bax
und Bak bilden diese an der auleren Mitochondrienmembran Poren, sodass Cytochrom c freigesetzt wird [124, 125].
Cytochrom c bildet mit APAF-1 zusammen das Apoptosom, das daraufhin die Procaspase-9 rekrutiert. [122-124]. Daraufhin
erfolgt die Aktivierung der Caspase-9, welche die Effektorcaspasen-3 und -7 durch Spaltung wiederum aktiviert, sodass die
Apoptose eingeleitet wird [122, 124].

Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt [128], angelehnt an [129, 130].

Wahrend der extrinsische Signalweg durch verschiedene Stimuli wie zytotoxische
CD8-positive T-Lymphozyten, Makrophagen oder naturliche Killerzellen eingeleitet wird, wird
der intrinsische Signalweg durch andere Stimuli wie reaktive Sauerstoffspezies, DNA-Schaden
oder Medikamente induziert [123, 125]. Dadurch erfolgt eine Steigerung der Permeabilitat der
aulleren Mitochondrienmembran, welche Uber die Interaktion zwischen den pro- und
antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie (B-cell lymphoma 2) streng reguliert wird [122,
124, 125]. Basierend auf ihrem Aufbau und ihrer Funktion lassen sich die Proteine in drei
Gruppen einteilen: In der ersten Gruppe befinden sich die antiapoptotischen Proteine wie Bcl-2
und Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large), die vier Bcl-2 homology-(BH-)Domanen BH1 — BH4
aufweisen [124]. Sie unterdriicken die anderen beiden Gruppen und somit auch die
Apoptose [124, 125]. In der zweiten Gruppe befinden sich die proapoptotischen Proteine wie
Bax und Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer), die nur die ersten drei BH-Domanen im
Vergleich zu der ersten Gruppe aufweisen [124]. Sie werden auch als Effektorproteine
bezeichnet und kdnnen durch ihre Oligomerisierung an der duReren Mitochondrienmembran
Poren bilden, sodass verschiedene Proteine ins Zytosol freigesetzt werden [124, 125]. In der
dritten Gruppe befinden sich proapoptotische Proteine wie Noxa, PUMA, Bid und Bad (Bcl-2
antagonist of cell death), auch als BH3-only-Proteine genannt, da sie nur die BH3 als Domane
aufweisen [124]. Sie werden auch als Aktivatoren oder sensitizers bezeichnet und kdénnen
entweder die zweite Gruppe direkt oder indirekt aktivieren oder die erste Gruppe
inhibieren [124, 125]. Bei Aktivierung des proapoptotischen Proteins Bax im Zytosol
transloziert dieses an die duRere Membran [125]. Hier erfolgt eine Oligomerisierung des
Proteins. Dabei entstehen Poren in der duReren Membran, sodass die Permeabilitat der
auleren Mitochondrienmembran ansteigt [124, 125]. Proteine wie Cytochrom ¢ oder Smac
(second mitochondria-derived activator of caspases) werden aus dem mitochondrialen
Zwischenmembranraum freigesetzt. Cytochrom c bindet an das Protein Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1) und bildet mit diesem zusammen das Apoptosom, das daraufhin
die Procaspase-9 rekrutiert [122-125]. Die Oligomerisierung der Procaspase-9 und die
nachfolgende autokatalytische Spaltung fliihren zu der aktiven Form der Caspase-9 [122, 124].
Caspase-9 kann daraufhin die Effektorprocaspasen-3 und -7 durch Spaltung aktivieren [122,
124, 125], sodass die Apoptose eingeleitet wird. Auch Smac kann die Apoptose induzieren
oder verstarken, indem es mit den Proteinen der inhibitor of apoptosis protein-(IAP-)Familie

interagiert, die die Caspasen-3 und -9 hemmen [122, 124, 125].
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Wie bereits in den vorherigen Kapiteln erwahnt, kann p53 auch die Apoptose induzieren [51].
Bei Aktivierung kann es sowohl den extrinsischen Signalweg tber die erhdhte Expression des
Fas-Rezeptors [131, 132] als auch den intrinsischen Signalweg durch Aktivierung des
proapoptotischen Proteins Bax einleiten [52]. Zudem kann es als Transkriptionsfaktor die
Expression der BH3-only-Proteine Noxa oder PUMA erhdhen [65, 66].

1.6.2 Induktion der Apoptose als therapeutischer Ansatz in Krebszellen

Eine Stérung in der Apoptoseregulation fihrt zum unkontrollierten Zellwachstum und zur
Ansammlung genetischer Defekte und tragt somit zur Tumorigenese bei. Krebszellen sind in
der Lage, die Apoptose zu umgehen. Diese Fahigkeit gehoért zu den essenziellen Merkmalen
der Krebszellen (hallmarks of cancer) [62]. Die Ursache dafiir beruht auf verschiedene
Dysregulationsmechanismen der Apoptose [133]. Gleichzeitig ergeben sich daraus neue
verschiedene therapeutische Ansatze zur Induktion der Apoptose. Im Review von Wong et al.
lassen sich die Dysregulationsmechanismen in flinf Kategorien einteilen, woraus sich

wiederum entsprechende Krebstherapieansatze ergeben [133]:

1. Gestortes Gleichgewicht zwischen den proapoptotischen und den antiapoptotischen
Proteinen [133].
Dabei ist nicht die Quantitat der Expression der proapoptotischen oder antiapoptotischen
Proteine essenziell, sondern das relative Verhaltnis zueinander. Somit lasst sich die
Dysregulation der Apoptose in Tumoren entweder auf eine reduzierte Expression der
proapoptotischen Proteine oder auf eine verstarkte Expression der antiapoptotischen
Proteine oder sogar auf eine Kombination von beiden zurlckfuhren [133]. Entscheidend
ist unter anderem das Verhaltnis zwischen Bax und Bcl-2 (,Bax/Bcl-2-Ratio*). Dieses
Verhaltnis bestimmt nicht nur das Uberleben der Zelle, sondern auch die Sensitivitat
gegenlber einer Apoptoseinduktion durch externe Stimuli wie Hypoxie, Bestrahlung oder
Chemotherapeutika in den Zellen [134, 135]. Oltvai et al. beobachteten erstmalig die
Interaktion zwischen Bax und Bcl-2, dessen Wechselwirkung entscheidend fir das
Zellschicksal ist [134]. Dabei ist Bax nicht nur in der Lage, mit sich selbst zu dimerisieren,
sondern kann mit Bcl-2 ein Heterodimer bilden. Eine Uberexpression des Bax fiihrt zur
Homodimerisierung und zur beschleunigten Apoptose, wahrend eine Uberexpression des
Bcl-2 durch die Dimerisierung mit Bax die Apoptose verhindert [134]. In einem weiteren
Versuch von Oltvai et al. lieBen sich die Folgen des veranderten Gleichgewichtes
beobachten. Trotz des Interleukin-3-Entzugs lebten die starker Bcl-2-exprimierten
Zellklone der Interleukin-3-abhangigen hamatopoetischen Zelllinie FL5.12 um eine Woche
langer als der Zellklon mit der geringeren Bcl-2-Expression [134]. Folglich charakterisiert
die Bax/Bcl-2-Ratio die Sensitivitdt gegenlber einer Apoptoseinduktion durch externe

Stimuli in den Zellen [134]. In einer anderen Arbeit von Raisova et al. wurde beobachtet,
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dass Tumorzellen mit einer geringen Bax/Bcl-2-Ratio resistenter gegenuber
apoptoseinduzierenden Stimuli waren, wahrend Tumorzellen bei einer erhdéhten Ratio eher
in Apoptose gingen [136]. Basierend auf den Erkenntnissen ergibt sich das Ziel, weiterhin
Wirkstoffe zu identifizieren und zu entwickeln, die das physiologische Bax/Bcl-2-
Gleichgewicht wiederherstellen und/oder die Sensitivitat gegentiber der Apoptose erhdhen
kénnen. Beispielsweise machten sich Akhtar et al. bei der Beurteilung des
apoptoseinduzierenden Potenzials der natirlichen Aglykonen, die in vielen Gemisesorten
zu finden sind, die Bestimmung der Bax/Bcl-2-Ratio zunutze [137].

Aktuell gehoren jedoch die Bcl-2-Inhibitoren zu den Vorreitern bei der Entwicklung von
apoptoseinduzierenden Substanzen [138]. Dazu gehdrt insbesondere das BH3-Mimetikum
und gleichzeitig selektiver Bcl-2-Inhibitor Venetoclax, auch als ABT-199 bezeichnet [139,
140]. Durch die Inhibition des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 flhrt der Wirkstoff zur
Aktivierung der proapoptotischen Proteine und somit zur Apoptoseinduktion in den

Bcl-2-Uberexprimierten Tumoren [139, 141].

Defekte oder Mutationen im TP53 [133].

Wie schon in den vorherigen Kapiteln erwahnt, ist die Interaktion zwischen MDM2 und p53
bei der Zellhomdostase essenziell [38]. Eine Mutation des p53 oder eine Uberexpression
des MDM2 in den Tumoren fihrt zur Inaktivierung des p53, sodass unter anderem die
Apoptose oder die DNA-Reparatur durch p53 nicht erfolgen kann [68, 97, 103]. Folglich
kénnen MDM2-Inhibitoren (s. Kap. 1.7.2) in Tumoren mit einem p53-Wildtyp eingesetzt
werden, die p53 wieder aktivieren [142]. Auch die Wiederherstellung der p53-Wildtyp-
Konformation in p53-mutierten Tumoren durch p53-reaktivierende antitumorale

Substanzen wie Prima-1 (s. Kap. 4.4.4) stellt eine attraktive Therapiestrategie dar [143].

Erhdhte Expression der IAP-Familie in Tumoren [133].

IAP kénnen physiologisch die Caspasen inhibieren oder zum Abbau foérdern, sodass die
Caspasenaktivitat unterbunden wird. Bis heute wurden acht IAP wie zum Beispiel Survivin
und XIAP (X-linked IAP) identifiziert [133]. In vielen Tumoren wurde beispielsweise eine
Uberexpression des IAP Survivin beobachtet, sodass es ein potenzieller
pharmakologischer Angriffspunkt darstellt [133].

LY2181308 ist ein Survivin-Inhibitor und Antisense-Nukleotid, der praklinisch in
verschiedenen Tumoren die Genexpression des Survivin hemmt [144]. Klinisch zeigte er
jedoch in verschiedenen Tumoren wie im nichtkleinzelligen Lungenkarzinom keinen
Benefit [138, 145]. Weitere klinisch getestete IAP-Inhibitoren sind die SMAC mimetics, die

das Protein SMAC aus dem intrinsischen Signalweg imitieren [138].

Reduzierte Funktion einer Caspase [133].
Devarajan et al. konnten keine oder wenig mRNA-Expression der Caspase-3 in den

kommerziell erhaltichen RNA-Proben der Mamma-, Ovar- und Zervixkarzinome
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bestimmen [146]. Auch in den meisten Fallen der untersuchten Mammakarzinom-
Patientinnen lag keine Expression vor [146]. Darlber hinaus konnte in der Studie eine
Verbesserung der Apoptosesensitivitat in den Caspase-3-defizienten
MCF-7-Brustkrebszellen durch Doxorubicin und andere apoptoseinduzierende Stimuli
beobachtet werden, nachdem die Caspase-3-Expression wiederhergestellt wurde. Folglich
zeigten diese Ergebnisse die Relevanz der Expression der Caspase-3 [146]. Eine
reduzierte Aktivitdt von mehreren Caspasen ist ebenfalls mdéglich und kénnte zur
Tumorigenese beitragen [133]. Die Aktivitat der Caspasen kann entweder Uber eine
Caspase-basierte Gentherapie oder Uber Caspasenaktivatoren durch spezifische Peptide,

die zu den small molecules gehdren, verbessert werden [133].

5. Gestorter Signalweg des Todesrezeptors [133].
Zu den mdglichen Ursachen dieses gestérten Signalwegs gehdren die mangelnde
Ausschittung der Liganden der Todesrezeptoren, die herunterregulierte Expression oder
Defekte der Todesrezeptoren an den Zelloberflachen und die Uberexpression sogenannter
Fangerrezeptoren (decoy receptors). Liganden kdnnen neben den korrespondierenden
Rezeptoren auch an diese Fangerrezeptoren binden, die allerdings keine
apoptoseinduzierenden Signalwege ausldsen [133]. In vielen Tumoren befinden sich an
der Zelloberflache vermehrt TNF-related apoptosis inducing ligand-(TRAIL-)Rezeptoren
[138], die ebenfalls zu der TNF-Rezeptor-Superfamilie gehéren [125]. Durch die Erhéhung
der Konzentration von TRAIL besteht eine therapeutische Madglichkeit, die TRAIL-
Rezeptoren zu aktivieren [138]. TRAIL induziert in Krebszellen eine Apoptose, ohne die
gesunden Zellen zu beeintrachtigen [125, 138]. Einer der dazu am aktuellsten
untersuchten Wirkstoffe ist ONC201 (TIC10) [138]. ONC201 ist ein oral wirkender TRAIL-
induzierender Wirkstoff mit einer folglich positiven Apoptoseinduktion [147] und wird zurzeit

in einigen soliden und hamatologischen Tumoren klinisch getestet [138].

Darlber hinaus bestehen weitere Dysregulationsmechanismen, die aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht erwahnt werden. Als weitere apoptoseinduzierende Substanzen dienen
sowohl die Strahlentherapie als auch die Chemotherapie, die oft mit einer hohen
Resistenzentwicklung einhergehen [148]. Da sie auch nicht gegen tumorspezifische
Strukturen wirken, ist es wichtig, neue und genaue Zielstrukturen zu identifizieren und neue
spezifische Therapiestrategien hinsichtlich der Apoptoseinduktion zu entwickeln oder zu

optimieren.
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1.7 Protein-Protein-Interaktionsinhibitoren

1.7.1 Definition und Rolle in der therapeutischen Anwendung

Bei der Regulation und Beeinflussung der biologischen Prozesse in den Zellen spielen
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen, auch als Protein-Protein-Interaktionen (PPI)
bezeichnet, eine essenzielle Rolle. Zu diesen Prozessen gehdéren beispielsweise die
Signaltransduktionen, die Zellproliferation und die Apoptose [149]. Viele menschliche
Erkrankungen lassen sich auf fehlerhafte PPl zurlckfiihren [149, 150], sodass die
Beeinflussung der fehlerhaften PPl und somit der nachfolgenden Prozesse durch sogenannte
PPI-Modulatoren einen moglichen therapeutischen Ansatz darstellt. Dabei imitieren PPI-
Modulatoren spezifische und essenzielle Strukturen der Interaktionsflache zwischen den
Proteinen, die auch als hotspots bezeichnet werden [151], sodass die Interaktion folglich
gehemmt oder stabilisiert wird (Abb. 5) [152].

Protein A Protein B

2

Hotspots als Schlisselrolle der Interaktionsflache
» PPI-Effekt

+ PPI-Stabilisator / \ + PPI-Inhibitor

Stabilisation Inhibition

Protein A Protein B Protein A Protein B

Abb. 5: Die Wirkungsweise der Protein-Protein-Interaktionsmodulatoren.
Protein-Protein-Interaktionen (PPI) konnen durch einen synthetischen PPI-Stabilisator geférdert oder durch einen
synthetischen PPI-Inhibitor gghemmt werden [152]. Abbildung mit PowerPoint erstellt, angelehnt an Petta et al. [152].

PPI unterscheiden sich jedoch von den Protein-Ligand-Interaktionen, beispielsweise von den
Enzymen und ihren Substraten [153]. Im Gegensatz zu diesen besitzen sie keine
Bindungstaschen und weisen grof3e und flache Interaktionsflachen auf [152-154], weshalb die
Entwicklung der PPI-Modulatoren zur genauen Adressierung der Zielproteine eine grolde

Herausforderung darstellt [149]. Zurzeit werden dennoch viele solcher Wirkstoffe entwickelt.

Zu den Zielproteinen aktueller PPIl-Inhibitoren gehoren insbesondere die Proteine der
Apoptoseregulation [154]. Ein wichtiger PPI-Inhibitor, der bereits zur klinischen Anwendung

von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) und der European Medicines Agency (EMA)
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zugelassen wurde, ist der bereits genannte Wirkstoff Venetoclax [155, 156]. Venetoclax ist der
erste zugelassene, selektive Bcl-2-Inhibitor und ein BH3-Mimetikum [139, 157]. Als
verbesserter Nachfolger des Navitoclax (ABT-263) [139] wird er seit Kurzem in den
hamatologischen Krankheitsbildern der akuten myeloischen Leukamie und der chronischen
lymphatischen Leukdmie als Mono- oder Kombinationstherapie eingesetzt [155]. Die Wirkung
des Venetoclax besteht wie bei Navitoclax darin, das Protein Bcl-2 zu hemmen [139, 141], das
in den erwahnten Krankheitsbildern tiberexprimiert ist (vgl. Kap. 1.6.2) [139, 157-160]. Durch
die Inhibition des Bcl-2 flhrt es zur Aktivierung der proapoptotischen Proteine und zur
Apoptoseinduktion in den Tumorzellen [141]. Aktuell wird Venetoclax in vielen Studien
untersucht [138]. Praklinisch zeigte Venetoclax sogar in einer TNBC-Zelllinie antitumorale
Aktivitaten [140]. Diese vielversprechenden Ergebnisse zeigen das Potenzial der PPI-

Inhibitoren als therapeutischen Ansatz in malignen Tumoren.

1.7.2 MDM2-Inhibitoren und deren Bedeutung in der Tumortherapie

Neben dem Eingriff in die Proteininteraktionen der Bcl-2-Familie durch PPI-Inhibitoren stellt
die Inhibition der Interaktion zwischen MDM2 und p53 in den Tumorzellen einen attraktiven
therapeutischen Angriffspunkt zur Beeinflussung der Apoptoseregulation dar. Ein Vorteil der
MDM2-Inhibitoren liegt in den nicht genotoxischen Eigenschaften [142]. Da es in der
Tumortherapie wichtig ist, die genotoxischen Nebenwirkungen der Chemotherapeutika zu
reduzieren [161], kdnnte die Kombinationstherapie mit den MDM2-Inhibitoren eine essenzielle
Erganzung der bisherigen therapeutischen Mdglichkeiten darstellen. Der bis heute in der
praklinischen Forschung am meisten untersuchte MDM2-Inhibitor ist Nutlin-3a, der von
Vassilev et al. im Jahre 2004 entwickelt und nach dem Ursprungsort Nutley in den Vereinigten
Staaten benannt wurde (Abb. 6). Nutlin-3a ist ein Derivat der cis-Imidazole und imitiert die
Interaktionsoberflache des p53 [162]. Zu den hotspots der Interaktionsoberflache zahlen die
Aminosauren Phenylalanin 19 (Phe'®), Tryptophan 23 (Trp?3) und Leucin 26 (Leu?®), die Teile
der a-helikalen Konformation des p53 bilden [107]. Daruber wird die Interaktion zwischen p53
und MDM2 inhibiert und eine Apoptose uUber die Aktivierung des p53-Signalwegs
induziert [162]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des p53 neben der
Apoptose zum Zellzyklusarrest und zur Tumorwachstumshemmung in den mit
Osteosarkomzellen injizierten Xenograft-Mausen flihrte. Dabei konnten in vivo weder ein
Gewichtsverlust noch gréliere pathologische Auffalligkeiten beobachtet werden [162].
Aufgrund der ungunstigen pharmakologischen Eigenschaften von Nutlin-3a wurde der
Wirkstoff nicht in klinischen Studien weiter validiert [163]. Aus diesem Grund wurden im Laufe
der Zeit weitere MDM2-Inhibitoren entwickelt. Aktuell ist Idasanutlin (RG7388) als zweite
Generation der klinischen MDM2-Inhibitoren [164] der in der Forschung am weitesten

untersuchte MDM2-Inhibitor (Abb. 6). Bis heute laufen verschiedene Studien mit diesem
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Inhibitor in unterschiedlichen Tumorentitdten, vor allem in ha&matologischen und soliden
Tumoren [142]. Idasanutlin erreichte erfolgreich die klinische Phase Ill und wurde mit dem
Zytostatikum Cytarabin bei Patienten mit einer rezidivierenden oder refraktaren akuten
myeloischen Leukdmie untersucht. Jedoch konnte kein Vorteil hinsichtlich des
Gesamtuberlebens und der kompletten Remission beobachtet werden [165]. Eine Anwendung
mit anderen Wirkstoffen oder in friiheren klinischen Stadien wird diskutiert. Dieses Ergebnis
zeigt dennoch die Notwendigkeit, weiterhin effizientere MDM2-Inhibitoren zu entwickeln.
Zurzeit werden aktuell neun verschiedene MDMZ2-Inhibitoren in klinischen Studien
evaluiert [61].

o ()
oy

Idasanutlin Nutlin-3a

Abb. 6: Strukturformel der MDM2-Inhibitoren Idasanutlin und Nutlin-3a.
Abbildung mit ChemDraw erstellt, in Anlehnung an [162, 164].

1.7.3 a-Helix-Mimetika
Proteine liegen in verschiedenen Strukturebenen vor. Dabei unterscheidet man zwischen einer

Primar-, Sekundéar-, Tertiar- und Quartarstruktur. Unter der Primarstruktur versteht man die

Reihenfolge der Aminosauren

(Aminosaurensequenz). Die  Sekundar-

struktur wird als lokale raumliche Anordnung

«

< A\ der Aminosauren aus der
Polypeptidhauptkette bezeichnet und

W« “ entsteht durch die Wechselwirkung der

« “ Aminosaurenreste der Hauptkette
miteinander. Zu den wichtigsten

a-Helix B-Faltblatt Sekundarstrukturelementen gehéren sowohl

die a-Helices als auch die B-Faltblatter

Abb. 7: Beispielhafte Sekundarstrukturelemente. B
(Abb. 7) [167]. Die Tertiarstruktur entsteht

Die Abbildung zeigt eine o-Helix-Struktur und eine (-
Faltblatt-Struktur  als  beispielhafte ~ Sekundarstruktur-
elemente.

Die Abbildung wurde mit BioRender erstellt [166].

20



Einleitung

durch die globale raumliche Anordnung der Sekundarstrukturelemente. Die Quartarstruktur

besteht aus mehreren Polypeptidketten, die einen Proteinkomplex bilden [167].

Im Jahre 1951 wurde erstmalig die a-Helix als Sekundarstruktur von Pauling et al
beschrieben [168]. Mehr als 30 % der Proteine bestehen aus a-Helices [154, 169]. Mehr als
60 % der PPI erfolgen Uber a-Helix-Strukturen [154, 170] , sodass der Eingriff in die PPI durch
a-Helix-Mimetika eine wichtige therapeutische Strategie in der antitumoralen Therapie
darstellt. Unter a-Helix-Mimetika versteht man kleine synthetische Moleklle, die die
essenziellen Seitenketten der a-Helix strukturell und funktionell imitieren kénnen [149].

Bis heute wurde noch kein Vertreter dieser neuen Substanzklasse von der FDA zugelassen.
Das in der klinischen Untersuchung hinsichtlich einer apoptoseinduzierenden Wirkung am
weitesten fortgeschrittene a-Helix-Mimetikum ist zurzeit das geklammerte a-helikale Peptid
(a-helical p53 stapled peptidomimetic) und MDM2-MDMX-Inhibitor ALRN-6924. Dabei wird die
a-Helix, die die Transaktivierungsdomane des p53 strukturell imitiert und eine essenzielle Rolle
bei der Bindung an MDM2 und MDMX spielt, durch Klammern aus Kohlenwasserstoffbriicken
stabilisiert [171]. Es ist das erste a-Helix-Mimetikum, das zur klinischen Studie zugelassen
wurde. Dabei wurde es bei Patienten mit Lymphomen oder malignen soliden Tumoren mit
einem p53-Wildtyp getestet und zeigte antitumorale Aktivitat und gute Vertraglichkeit [171].
Weitere klinische Studien mit ALRN-6924 sind bereits abgeschlossen oder noch aktiv
(NCT02909972 [172], NCT03654716 [173], NCT02264613 [174] und NCT04022876 [175]).
Darunter befindet sich auch eine Studie mit Patientinnen mit fortgeschrittenem oder
rezidivierendem hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom (NCT03725436) [176]. Beim
TNBC findet sich bis zum heutigen Zeitpunkt keine klinische Studie mit MDM2-spezifischen

a-Helix-Mimetika.

1.8 Zielsetzung der Arbeit
Das TNBC macht 10 bis 20 % aller Mammakarzinome aus [12-14]. Aktuell wird das TNBC

neben der operativen Entfernung mit einer Kombinationstherapie aus Paclitaxel und
Doxorubicin behandelt [6, 17]. Seit Neustem erganzt der PD-1-Inhibitor Pembrolizumab die
bisherige Therapie [17]. Dennoch flihren diese Behandlungen im Verlauf zu hohen
Chemoresistenzen und somit zu hoher Rezidivrate, sodass neue zielgerichtete

Therapieansatze erforderlich sind [177].

Es ist bekannt, dass MDM2-Inhibitoren in p53-Wildtyp-Tumoren eine Apoptose
induzieren [142]. Gemal einzelnen Studien konnte neuerdings gezeigt werden, dass MDM2-
Inhibitoren in p53-mutierten malignen Tumoren, insbesondere auch in TNBC, eine Zunahme
der Apoptoseinduzierbarkeit bewirken [161, 178-180]. Eine direkte Apoptoseinduktion von
MDM2-Inhibitoren in TNBC ist bisher jedoch kaum untersucht.
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In den vorlaufigen Arbeiten der Arbeitsgruppe ,Wirkstoffentwicklung® der Klinik fur
Frauenheilkunde und Geburtshilfe am Uniklinikum Dusseldorf wurde in Zellkulturmodellen des
TNBC ein Screening einer hausinternen Library mit 2000 potenziellen Antitumor-Wirkstoffen,
die von Herrn Professor Thomas Kurz aus der Pharmazeutischen Chemie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurden, durchgeflihrt. Dabei
lie® sich der Wirkstoff VWK603 als geeigneter Kandidat identifizieren [2]. VWKG603 wurde
erstmalig in der Dissertation von Vitalij Woloschin beschrieben. Der neuartige Wirkstoff [&sst
sich den a-Helix-Mimetika zuordnen und wurde spezifisch fiur die Inhibition der MDM2-
vermittelten Protein-Protein-Interaktion mit p53 entwickelt (Abb. 8) [181]. a-Helix-Mimetika und
MDM2-Inhibitoren stellen einen vielversprechenden Ansatz in der Tumortherapie dar, wobei
aufgrund der genannten Vorergebnisse dies auch beim TNBC mdglich erscheint. Fur VWK603
konnte dabei in den Vorarbeiten mit 10 yM in MDA-MB-231-Zellen ein programmierter Zelltod
induziert werden, woraufhin dieses Ergebnis als Basis zur weiteren Charakterisierung des
Wirkstoffs beim TNBC dienen soll [2]. Daraus ergibt sich die Frage, ob der neuartige MDM2-
adressierende Inhibitor VWK603 tatsachlich spezifisch in TNBC eine Apoptose induziert. Da
das TNBC bis zu 80 % der Falle eine p53-Mutation aufweist [69] und MDM2-Inhibitoren
neuerdings auch hier als effizienter Therapieansatz diskutiert werden [161, 179], kdnnte mit
VWKG603 die Etablierung eines MDM2-spezifischen a-Helix-Mimetikums mit der Wirkung in

p53-mutierten Tumoren die bisherigen Therapien erganzen.
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Abb. 8: Strukturformel des neuartigen MDM2-adressierenden Inhibitors VWK603.
Abbildung mit ChemDraw erstellt, angelehnt an [2, 181].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist somit die pharmakologische Charakterisierung des neuartigen
MDM2-adressierenden Inhibitors VWK603 als moglicher therapeutischer Ansatz zur
Behandlung des TNBC. Dabei werden mehrere Aspekte beleuchtet. In der ersten

Fragestellung wird die Wirksamkeit des neuen potenziellen Wirkstoffs in verschiedenen TNBC-
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Zellmodellen durch die Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Kurven validiert. Zur
Charakterisierung der Wirksamkeit wird VWK603 mit dem bereits in der praklinischen Phase
etablierten MDM2-Inhibitor Nutlin-3a verglichen. Anschlielend wird die Wirksamkeit in
Abhangigkeit vom p53-Status in p53-Knockout- und p53-Wildtyp-Kolonkarzinomzellen
Uberprift. Dartber hinaus wird der apoptoseinduzierende Effekt durch den neuen Wirkstoff
mechanistisch naher untersucht. Dazu werden die Gene des proapoptotischen Proteins Bax
und des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 bestimmt und die Bax/Bcl-2-Ratio berechnet. Zur
Bestimmung eines therapeutischen Fensters und zur Validierung erster mdglicher

Nebenwirkungen wird schliel3lich die Toxizitat in nicht malignen Zelllinien untersucht [2].

Im Falle einer positiven Validierung der Antitumorwirkung des Wirkstoffs VWKG603 in dieser
Arbeit dienen die Ergebnisse der hier durchgeflhrten Studien als Grundlage flr weitere
Untersuchungen und Entwicklungen des Wirkstoffs. Hieriiber kénnen nachfolgend die
Wirkstoffklasse der MDM2-Inhibitoren erweitert und schlieBlich die bisherigen

Therapiemdglichkeiten des TNBC essenziell erganzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien.

Zelllinie

Merkmale

Hersteller

HCT116 p53**

HCT116 p53+

Zellen aus dem Kolon eines
mannlichen Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom [182].
p53-Status: Wildtyp [162].

Zellen aus dem Kolon eines
mannlichen Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom [182].

p53-Knockout in beiden Allelen.

Beide Zellenlinien wurden
freundlicherweise von Herrn
Dr. rer. nat. Sanil Bhatia
aus der Klinik der
Kinderonkologie

und -hamatologie und
klinischer Immunologie der
Universitatsklinik Disseldorf

zur Verfligung gestellt.

MCF-10A

Nicht maligne Zellen aus der Brust
einer 36-jahrigen Patientin mit einer
fibrozystischen Erkrankung [183].
Rezeptorstatus: negativer
Ostrogenrezeptor [184].

p53-Status: Wildtyp [184].

ATCC, Manassas, USA

MDA-MB-231

Zellen aus dem Pleuraerguss einer 51-
jahrigen Patientin mit einem
Adenokarzinom der Mamma [185].
Rezeptorstatus: triple-negativ [184].
p53-Status: mutiert (R280K) [186].

ATCC, Manassas, USA

MDA-MB-436

Zellen aus dem Pleuraerguss einer 43-
jahrigen Patientin mit einem
Adenokarzinom der Mamma [187].

Rezeptorstatus: triple-negativ [184].

p53-Status: mutiert (E204fsX45)* [186].

ATCC, Manassas, USA

MDA-MB-468

Zellen aus dem Pleuraerguss einer 51-
jahrigen Patientin mit einem
Adenokarzinom der Mamma [188].
Rezeptorstatus: triple-negativ [184].
p53-Status: (R273H) [186].

ATCC, Manassas, USA
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NIH-3T3

Fibroblasten aus dem Embryo einer
Schweizer Maus [189].
p53-Status: Wildtyp.

ATCC, Manassas, USA

*fs = frameshift = Rasterschub,; X = Stopcodon

Teile der Tabelleninhalte basieren auf [1, 2].

2.1.2 Zusammensetzung der Medien

Tabelle 3: Verwendete Medien und deren Zusammensetzung.

Medium

Zusammensetzung

Kultivierungsmedium flr
e MDA-MB-231
e MDA-MB-436
e MDA-MB-468
e NIH-3T3

500 ml RPMI 1640 mit Phenolrot
1% P/S
10 % FCS

Kultivierungsmedium far
e HCT116 p53**
e HCT116 p53™"

500 ml McCoy 5a Medium
10 % FCS

2 mM L-Glutamin

1% PIS

Kultivierungsmedium flr
e MCF-10A

500 ml DMEM/F-12

5 % Pferdeserum

1% PIS

20 ng/ml EGF

0,5 mg/ml Hydrocortison
10 pug/ml Insulin

100 ng/ml Choleratoxin

Assaymedium fir alle Zelllinien aulRer
MCF-10A

500 ml RRMI 1640 advanced
0,01 mg/ml Phenolrot

1% PIS

2 mM L-Glutamin

100 nM Dexamethason

Assaymedium fur die Zelllinie MCF-10A

500 ml DMEM/F-12

2 % Pferdeserum

1% PIS

0,5 pg/ml Hydrocortison
10 pug/ml Insulin

100 ng/ml Choleratoxin

Teile der Tabelleninhalte basieren auf [1, 2].
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2.1.3 Wirkstoffe
Tabelle 4: Verwendete Wirkstoffe.

Wirkstoff

Hersteller

Nutlin-3a

Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
Michigan, USA

Paclitaxel (Infusionsldsung: 6 mg/ml)

EVER Pharma, Unterach, Osterreich

VWKG603

Pharmazeutische und Medizinische
Chemie, Heinrich-Heine-Universitat

Duisseldorf, Arbeitskreis Professor Thomas

Kurz
Teile der Tabelleninhalte basieren auf [1, 2].
2.1.4 Chemikalien
Tabelle 5: Verwendete Chemikalien.
Chemikalie Hersteller

Choleratoxin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dexamethason Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DMEM/F-12 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Epidermale Wachstumsfaktor (EGF)

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

Ethanol 100% zur Analyse

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

L-Glutamin 200 mM

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Hydrocortison

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Insulin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Isopropanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
McCoy 5a Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Pferdeserum Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Penicillin/Streptomycin

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Phenolrot

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RPMI 1640 mit Phenolrot und L-Glutamin

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RPMI 1640 advanced

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin-EDTA, 1x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Teile der Tabelleninhalte basieren auf [1, 2].
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2.1.5 Laborgerate

Tabelle 6: Verwendete Laborgerite.

Gerat

Hersteller

Absaugvorrichtung fur Zellkultur

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Brutschrank HERACELL 150i

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Einkanal- und Mehrkanalpipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Elektronische Mehrkanalpipetten ,Viaflo”

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Lichtmikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

LightCycler 480 Il System

Roche, Basel, Schweiz

NanoDrop Spektralphotometer 2000

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Plattenleser TECAN Spark

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz

Pipettierhilfe ,Accurpette”

VWR International, Radnor, USA

Prazisionswaage

Mettler-Toledo, Columbus, USA

Sterilbank HeraSafe

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Thermocycler T3

Biometra, Goéttingen, Deutschland

Thermoschuttler

VWR International, Radnor, USA

Tischzentrifuge ,Mini Star”

VWR International, Radnor, USA

Vortex

VWR International, Radnor, USA

Wasserbad 1083

LAUDA-GFL, Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Lauda-Kdénigshofen, Deutschland

Zahlkammer ,Neubauer Improved”

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Kénigshofen, Deutschland

Zentrifuge Biofuge 15

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifuge 5430R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Teile der Tabelleninhalte basieren auf [1, 2].

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

CELLSTAR 6-well-Zellkulturplatte

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR 96-well-Zellkulturplatte

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR Zellkulturflaschen 75 cm?
(T-75-Flasche)

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR Zellkulturflaschen 175 cm?
(T-175-Flasche)

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
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CELLSTAR Falcon Zentrifugenréhrchen
15 ml

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR Falcon Zentrifugenréhrchen
50 ml

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Costar Stripetten 5 ml, 10 ml, 25 m|

Corning, New York, USA

Deckglaser

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Kdnigshofen, Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefal® 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FrameStar 384-well-Platte

4titude (Azenta Life Sciences), Burlington,
USA

Gefrierbehalter ,Mr. Frosty*

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Kunstseidenfolie, luftdurchlassig, steril

VWR International, Radnor, USA

Kryokonservierungsrohrchen 2 mi

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Mikrotiterplatten 384-well-Platte

Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Parafilm

Bemis, Neenah, Wisconsin, USA

Pasteurpipetten

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

PCR-Gefalle cDNA

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter

Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Reagenzreservoirs 25 ml

VWR International, Radnor, USA

TipOne Pipettenspitzen mit Filter

STARLAB International, Hamburg,

Deutschland

Teile der Tabelleninhalte basieren auf [1, 2].

2.1.7 Kits
Tabelle 8: Verwendete Kits.
Kit Hersteller

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability
Assay

Promega Corporation, Madison, USA

Lightcycler 480 SYBR Green | Master

Roche, Basel, Schweiz

ReliaPrep RNA Miniprep System

Promega Corporation, Madison, USA

SuperScript First-Strand Synthesis System
for RT-PCR

Invitrogen Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, USA

Teile der Tabelleninhalte basieren auf 1, 2].
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2.1.8 Primer

Tabelle 9: Verwendete Primer.
Primer Vorwartssequenz Rickwartssequenz
Bax CTTGGATCCAGCCCAACA AGCAAACTGGTGCTCAAGG
Bcl-2 GCCGTACAGTTCCACAAAGG AGTACCTGAACCGGCACCT
GAPDH TGCACCACCTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAC
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Die Primer wurden vom Hersteller Metabion AG in Planegg (Deutschland) bezogen.

2.1.9 Software

Tabelle 10: Verwendete Software.

Software Hersteller

BioRender https://biorender.com/

ChemDraw Professional PerkinElmer, Waltham, USA

GraphPad Prism 8 Graphpad Software Inc., San Diego, USA
Microsoft Excel 2017 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Word Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft PowerPoint Microsoft Corporation, Redmond, USA

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Auftauen von Zellen

Zur Kultivierung wurden das entsprechende Kultivierungsmedium und seine Komponenten
(s. Zusammensetzung im Kap. 2.1.2) fir die jeweilige Zelllinie vorbereitet. Das Kryoréhrchen
mit der entsprechenden Zelllinie wurde aus einem Behalter mit Flussigstickstoff geholt und
grundlich mit Ethanol desinfiziert. Als Nachstes wurde das Réhrchen rasch im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut. Die aufgetaute Zellsuspension wurde in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. Daraufhin wurden 10 ml des entsprechenden Kultivierungsmediums hinzugegeben
und vorsichtig resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der im
Zentrifugenréhrchen enthaltenen Zellsuspension fiir 5 min bei 300 g. Der Uberstand wurde
dann vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen. Daraufhin wurden 12 ml
Kultivierungsmedium zum Zellpellet hinzugegeben und vorsichtig resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde dann in eine T-75-Zellkulturflasche und erst spater nach einer Konfluenz
von 80 % in eine T-175-Zellkulturflasche Uberfuhrt. AbschlielRend wurde die Zellkulturflasche
im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO- (Kohlenstoffdioxid) inkubiert.
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2.2.1.2 Kultivierung der Zellen

Die Passagierung von Zellen erfolgte in Abhangigkeit von der Zellkonfluenz und dem
Wachstumsverhalten bis zu zweimal pro Woche. Daflr wurde erst einmal das
Kultivierungsmedium mit einer Pasteurpipette entfernt. Daraufhin wurden die Zellen mit 10 ml
DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Solution) gewaschen und nach Entfernung des DPBS
mit 2 ml Trypsin-EDTA (Trypsinierung) versetzt. Anschlieliend erfolgte eine Inkubation flr
5 min bei 37 °C zur Abldsung der adharenten Zellen vom Flaschenboden. Zum Stoppen der
Trypsinierung wurden 10 ml Kultivierungsmedium hinzugegeben. Abhangig von der Konfluenz
und dem Wachstumsverhalten der Zelllinien erfolgte eine Teilung der Zellsuspension in einem
Verhaltnis zwischen 1:3 und 1:6. Zur Kultivierung wurde ein Teil der Zellsuspension in eine
neue T-175-Zellkulturflasche Uberfihrt und mit Zellkulturmedium bis zu einem Endvolumen
von 25 ml aufgeflllt. Die restliche Zellsuspension wurde in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen zur

Vorbereitung eines Versuches Uberfuhrt oder verworfen.

2.2.1.3 Zahlen der Zellen

Aus dem Zentrifugenréhrchen wurden 15 ul Zellsuspension entnommen und mit Trypanblau
in einer 1:2 Verdinnung gemischt. Das Trypanblau dient zur Unterscheidung zwischen den
lebenden und toten Zellen. Dabei werden tote Zellen blau angefarbt. Aus der mit dem
Trypanblau gefarbten Zellsuspension wurden 10 pjl in die Neubauer-Zahlkammer
hinzugegeben. Unter dem Mikroskop wurde die Anzahl der lebenden Zellen in den vier
Eckquadraten bestimmt. Die gesamte Zellzahl fir die geerntete Zellsuspension aus dem

Zentrifugenréhrchen ergibt sich aus der folgenden Formel (Abb. 9):

gezéhlte Zellen x Volumen der gesamten Zellsuspension (ml) x Verdiinnungsfaktor x 10*
Anzahl der gezahlten grolten Eckquadrate

Abb. 9: Formel zur Berechnung der gesamten Zellzahl unter Anwendung einer Neubauer-Zahlkammer.

Fur die angestrebte Zelldichte wurde das bendtigte Volumen des Kultivierungsmediums mittels
Dreisatzes berechnet. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation der im Zentrifugenrohrchen
enthaltenen Zellsuspension fiir 5 min bei 300 g. Der Uberstand wurde dann vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgenommen. Daraufhin wurde das fiir die angestrebte Zelldichte berechnete
Volumen des Kultivierungsmediums zum Zellpellet hinzugegeben und vorsichtig
resuspendiert. Die Zellsuspension mit der angestrebten Zelldichte konnte somit fir weitere

Vorgange verwendet werden.
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2.2.1.4 Einfrieren der Zellen

Zur Kryokonservierung wurde das Einfriermedium zunachst vorbereitet. Das Einfriermedium
bestand aus 50 % des entsprechenden Kultivierungsmediums, 40 % FCS (fetal calf serum,
fetales Kalberserum) und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid). Die Zellen wurden, wie im Kapitel
2.2.1.2 beschrieben, von der Zellkulturflasche abgelést und in einem 50-ml-
Zentrifugenréhrchen dberfuhrt. Die Zellen wurden, wie im Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, mittels
einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation der im
Zentrifugenréhrchen enthaltenen Zellsuspension fiir 5 min bei 300 g. Der Uberstand wurde
dann vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen. Fir die Kryokonservierung wurde eine
Zelldichte von 1 x 106 Zellen pro ml angestrebt. Als Nachstes wurde das fiir die Zelldichte
berechnete Volumen des Einfriermediums zum Zellpellet hinzugegeben und vorsichtig
resuspendiert. Daraufhin erfolgte die Aliquotierung der Zellsuspension mit jeweils 1 ml in die
Kryoréhrchen. Die Kryoréhrchen wurden far 24 Stunden bei -80 °C in einem mit Isopropanol
geflllten Einfriergefal eingefroren. Abschlie®end wurden die kryokonservierten Zellen in

einem Behalter mit Flissigstickstoff gelagert.

2.2.2 Zellviabilitatstestung

2.2.2.1 L6sen und Verdunnen der MDM2-adressierenden Inhibitoren

Zur Behandlung der Zellen mit den MDM2-adressierenden Inhibitoren wurden die Substanzen
vorbereitet. Sowohl VWKG603 als auch Nutlin-3a lagen in Pulverform vor und wurden in DMSO
geldst [1, 2]. Die Endkonzentration betrug 10 mM [1, 2]. Die Lésungen wurden in einigen
Reaktionsgefalien aufgeteilt und bei -20 °C gelagert. Fur jeden Versuch wurde ein neues

Aliquot aufgetaut und verwendet.

2.2.2.2 Aussaat der Zellen zur Zellviabilitatstestung

Fir die Zellviabilitatstestung wurde eine Zelldichte von 6,5 x 10° Zellen pro ml benétigt [1, 2].
Die Zellen wurden, wie in den Kapiteln 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschrieben, dafiir geerntet und
vorbereitet. Zur Aussaat wurden 40 pl der Zellsuspension in jedes Well einer 384-well-
Mikrotiterplatte hinzugegeben. Anschlielend erfolgte eine 24-stindige Inkubation der Zellen
in der Mikrotiterplatte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: [1, 2].

2.2.2.3 Behandlung der Zellen mit den MDM2-adressierenden Inhibitoren
Das fur die Zelllinien (auRer MCF-10A-Zelllinie; hier spezielles Differenzierungs- und
Assaymedium s. unten) verwendete Assaymedium ist ein vom Hersteller serumfrei

hergestelltes Medium ohne FCS-Supplementierung, das jedoch zuséatzlich neben weiteren

31



Material und Methoden

Komponenten eine chemisch definierte Menge an Insulin (10 mg/l), Transferrin (7,5 mg/l) und
lipidreichem Kalberserumalbumin (400 mg/l) enthalt [190, 191]. Dieses wurde ausgewahlt, um
die Wirkung der Substanzen besser zu evaluieren, da die im Serum bzw. im FCS in
variierenden Konzentrationen erhaltenen Wachstumsfaktoren und Proteine zellbiologische
Eigenschaften der (Tumor-)Zellen [192, 193] wie z.B. das Wachstum oder auch die
Apoptosesensitivitat unterschiedlich beeinflussen kénnen [194, 195]. Fur eine erfolgreiche
Zellkultivierung mit serumfreiem Medium ist insbesondere die Zugabe von Insulin
essenziell [196, 197]. Dies wurde auch flr Brustkrebszellen inklusive TNBC-Zelllinien
MDA-MB-231 und MDA-MB-436 gezeigt, indem die Zellen mit Insulin supplementierten
RPMI 1640 Medium kultiviert wurden [198]. In den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
~Wirkstoffentwicklung® der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe am Universitatsklinikum
Dusseldorf konnte bei Anwendung des oben beschriebenen Assaymediums kein signifikanter
Unterschied in der Zellviabilitdt gegenuber mit FCS inkubierten Zellen beobachtet werden
[unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe]. Zur Toxizitatstestung in den MCF-10A-Zellen
wurde anstelle des MCF-10A-Kultivierungsmediums (s. Kap. 2.1.2) das entsprechende
Assaymedium verwendet, welches speziell fur diese Zellen entwickelt wurde und dessen
Zusammensetzung aus dem Protokoll von Debnath et al. zu entnehmen ist [199]. Hierbei

wurde die Konzentration des Pferdeserums von 5 auf 2 % reduziert [1, 2, 199].

Fir die Testung der MDM2-adressierenden Inhibitoren wurden zunachst 180 pyl des
vorbereiteten Assaymediums in jedes Well einer 96-well-Mikrotiterplatte vorgelegt. In die Wells
der Spalte 2 der 96-well-Mikrotiterplatte wurden statt 180 pl 360 ul pipettiert. In diesen Wells
wurden jeweils 2,88 pl (finale Konzentration: 80 yM) der beiden MDM2-adressierenden
Inhibitoren oder eine der beiden Kontrollsubstanzen DMSO oder Paclitaxel hinzugegeben und
vermischt. AnschlieBend erfolgte die Herstellung einer halbierenden Verdinnungsreihe von
der Spalte 2 bis zur Spalte 10 der 96-well-Mikrotiterplatte. Die 384-well-Mikrotiterplatte aus
dem Kapitel 2.2.2.2 wurde nach 24 Stunden aus dem Brutschrank genommen. Das
Kulturmedium wurde anschlieBend entfernt. Als Nachstes erfolgte die Zugabe von 40 pl des
mit der jeweiligen Substanz versetzten Asssaymediums aus der 96-well-Mikrotiterplatte zu den
Zellen. Die Endkonzentrationen der jeweiligen Substanz lagen zwischen 0,31 yM und 80 pM.
Jede Substanzkonzentration wurde mindestens in vier Replikaten getestet. Nach Zugabe der
Substanzen wurde die 384-well-Mikrotiterplatte statt mit dem zugehdrigen Deckel mit einer
sterilen luftdurchlassigen Kunstseidenfolie bedeckt und fur 72 Stunden im Brutschrank
inkubiert [1, 2]. Diese Folie diente zum gleichmaRigen Gasaustausch und zur Verminderung
von Platten-/Randdefekten. AnschlieBend wurde die Behandlung mit den MDM2-
adressierenden Inhibitoren noch einmal wiederholt, wobei das alte Assaymedium erst einmal

entfernt wurde [1, 2].
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2.2.2.4 CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay

Zur Messung der Viabilitat der Zellen nach der Behandlung mit den Substanzen wurde das
Viabilitatstest-Kit CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay verwendet. In diesem Assay
wird der ATP-Gehalt (ATP = Adenosintriphosphat) der noch lebenden Zellen gemessen.
Lebende Zellen werden bei der Zugabe des Testreagenz aus dem Kit lysiert und der gesamte
ATP-Gehalt wird freigesetzt. Das Luciferin wird dann durch das beigefligte Enzym Luciferase
unter Verwendung von ATP und Sauerstoff in Oxyluciferin umgewandelt. Dadurch wird auch
Licht erzeugt, das als Lumineszenzsignal mit einem Plattenleser quantitativ detektiert wird. Die

Abbildung 10 fasst das Reaktionsschema des CellTiter-Glo Assays zusammen.

Luciferase, Magnesium?*

Luciferin + Oz + ATP Oxyluciferin + CO2+ AMP + PPi + Licht

Abb. 10: Reaktionsschema des CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assays.
Abkirzungen: ATP = Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, PP; = Pyrophosphat

Das Test-Kit enthalt Luciferin als Pulverform und einen Puffer. Vor der Anwendung des
Testreagenz werden 10 ml Puffer in das Flaschchen mit dem enthaltenen Luciferin

hinzugegeben und vermischt.

Fur die Zellviabilitatstestung wurden 2 ml von dem Testreagenz genommen und im gleichen
Verhaltnis mit dem jeweiligen Kultivierungsmedium der untersuchten Zelllinie verdunnt. Die
behandelte Platte wurde nach der zweimaligen 72-stindigen Behandlung aus dem
Brutschrank genommen. Das Assaymedium wurde daraufhin entfernt. In jedes Well wurden
10 pl des vorbereiteten Mediums mit dem Testreagenz hinzugegeben. Daraufhin wurde die
Platte auf den Schittler unter Lichtschutz fur 15 min bei Raumtemperatur (RT) gestellt.
Anschlieend erfolgte die Messung der Lumineszenzsignale in der Platte mithilfe eines

Plattenlesers.

2.2.2.5 Auswertung der Zellviabilitatstestung

Zur Auswertung wurden die Werte des Lumineszenzsignals fir jede Substanzkonzentration
vom Mittelwert der Leerwerte abgezogen. Daraufhin wurden die Werte der
Substanzkonzentration zu den Kontrollwerten im Verhaltnis gesetzt und normiert. Die
Kontrollwerte wurden zuvor ebenfalls vom Mittelwert der Leerwerte abgezogen. Unter den
Kontrollwerten versteht man die gemessenen Werte in den Wells, in denen keine Behandlung
der Zellen mit einer Substanz erfolgte. Das Uberleben der Zellen in diesen Wells wird als
100 % definiert. Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven und die Bestimmung der 1Cso-
Werte erfolgten anschlieBend anhand einer nichtlinearen Regressionsanalyse mit vier
Parametern im Programm GraphPad Prism 8. Unter dem ICso-Wert versteht man die mittlere

inhibitorische Konzentration (ICso) eines Inhibitors, bei der ein biologischer Prozess um 50 %
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gehemmt wird. Die Bestimmung der ICso gibt einen objektiven Vergleich der Wirkstarke
(potency) zwischen den Wirkstoffen an. In dieser Arbeit gab die 1Cso die Konzentration an, bei

der die Halfte der Zellzahl durch den Wirkstoff reduziert wurde (Zellviabilitatsreduktion).

2.2.3 Molekularbiologie

2.2.3.1 Aussaat der Zellen zur Analyse der Apoptoseinduzierbarkeit

Zur Analyse der Apoptoseinduzierbarkeit als mdgliche Ursache der reduzierten Zellviabilitat
wurde die Zelllinie MDA-MB-231 mit einer Zelldichte von 6,5 x 10° Zellen pro ml verwendet [2].
Zur Aussaat wurden 2 ml der Zellsuspension in jedes Well der beiden 6-well-Platten
hinzugegeben. Anschlielend erfolgte eine 24-stindige Inkubation der Platte bei 37 °C und
5 % COa.

2.2.3.2 Behandlung der Zellen mit VWKG603

Zur Vorbereitung der Substanzzugabe zu den Tumorzellen wurden in drei 15-ml-
Zentrifugenréhrchen jeweils 7 ml Assaymedium hinzugegeben. Im nachsten Schritt wurden in
ein Zentrifugenréhrchen 0,88 pl (Endkonzentration: 1,25 uM), 0,44 ul (Endkonzentration:
0,63 uM) der Stammkonzentration von VWKG603 oder 0,88 pul DMSO (negative Kontrolle)
pipettiert. Daraufhin wurden die Zentrifugenréhrchen gut geschuttelt. Die 6-well-Platten
wurden nach 24 Stunden aus dem Brutschrank genommen. Das Kulturmedium wurde
anschlielend entfernt. Als Nachstes erfolgte die Zugabe von 2 ml des mit der jeweiligen
Substanzkonzentration versetzten Asssaymediums aus den Zentrifugenréhrchen zu den
Zellen. Jede Substanzkonzentration wurde in drei Replikaten getestet. Anschliel3end erfolgte

eine Inkubation der Platte fur 72 Stunden im Brutschrank [2].

2.2.3.3 mRNA-Isolation

Zur quantitativen Analyse der Genexpression der apoptoserelevanten Gene wurde eine
quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR/qQRT-PCR, quantitative real-time
polymerase chain reaction) durchgefihrt. Dazu wurden sowohl eine mRNA als auch eine
komplementare DNA (cDNA) aus den Zellen der 6-well-Platten bendtigt. Die 6-well-Platten
wurden nach 72-stindiger Behandlung aus dem Brutschrank genommen und auf Eis gelegt.
Das Assaymedium wurde abgenommen und die Zellen wurden dann zweimal mit DPBS
gewaschen. Daraufhin erfolgte die mRNA-Isolation mit dem Kit ReliaPrep RNA Miniprep
System von Promega nach dem Herstellerprotokoll [200]. Nach Entfernung der DPBS wurden
in jedes Well 250 pl des Lysepuffers mit 1-Thioglycerol hinzugegeben. Die Zellen wurden mit

einem Zellschaber abgenommen und in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal pipettiert.

34



Material und Methoden

Daraufhin erfolgten die Zugabe von 85 ul Isopropanol und eine Durchmischung der
Zellsuspension fir 5 s. Das Lysat wurde jeweils in eine Saule tUberfihrt und fir 30 s mit 14000 g
bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde danach verworfen. In die Saulen wurden 500 ul RNA-
Waschlésung hinzugegeben. Als Nachstes erfolgte eine erneute Zentrifugation der Saulen mit
14000 g fir 30 s bei RT. AnschlieRend wurden 30 pl des Inkubationsmix, der aus 3 ul DNA-I-
Enzym, 24 ul Yellow Core Buffer und 3 ul Manganchlorid bestand, jeweils auf die Membran
der Saulen aufgetragen. Es erfolgte dann eine Inkubation der Saulen fir 15 min bei RT. Nach
der Inkubation wurden 200 ul Saulen-Waschlésung hinzugegeben und fir 15 s bei 14000 g
bei RT zentrifugiert. Als Nachstes wurde ein erneuter Waschvorgang mit 500 yl RNA-
Waschldsung mit anschlieender Zentrifugation mit 14000 g fur 30 s bei RT durchgefuhrt. Der
Durchlauf wurde verworfen und die Saulen wurden jeweils mit 300 pul RNA-Waschlésung
gewaschen. Als Nachstes erfolgte eine Zentrifugation mit 14000 g fir 2 min bei RT. Die Saulen
wurden jeweils auf ein vom Hersteller beigeflgtes neues Reaktionsgefald gesetzt. Auf die
Membran der Saulen wurden jeweils 30 ul nukleasefreies Wasser aufgetragen. Abschliel3end
erfolgte eine Zentrifugation mit 14000 g bei RT fur 1 min [200]. Die Reaktionsgefalle mit der
isolierten mRNA wurden rasch auf Eis bei 4 °C gestellt. Im Anschluss der mRNA-Isolation
erfolgte die photometrische Bestimmung der mRNA-Konzentration und Reinheit mithilfe des
Spektrophotometers NanoDrop. Dabei wurde die Extinktion bei einem Absorptionsmaximum
von 260 nm in 1 yl MRNA der Proben gemessen. Als Leerwert dienten 1 ul nukleasefreies
Wasser. Proben mit einem Wert zwischen 1,8 und 2,0 bei einem Absorptionsverhaltnis
260 nm /280 nm gelten als rein. Mithilfe der Konzentrationsbestimmung wurde dann die
MRNA der Proben auf 1000 ng/ul und 7 pl Endvolumen mit nukleasefreiem Wasser in einem
PCR-Reaktionsgefal} eingestellt. Die isolierte MRNA wurde abschlieRend bei -80 °C gelagert

oder fir die cDNA-Synthese verwendet.

2.2.3.4 cDNA-Synthese

Wahrend der cDNA-Synthese wird die mRNA in die cDNA umgeschrieben. Die cDNA-
Synthese erfolgte mit dem Kit SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR von
Thermo Fisher Scientific [201]. Fir den ersten Schritt wurde der erste Mastermix pro

Reaktionsansatz (pro Probe), wie in der Tabelle 11 beschrieben, vorbereitet:

Tabelle 11: Erster Mastermix des Kits SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR.

Reagenz Pro Reaktionsansatz [pl]
Desoxynukleosidtriphosphate (10 mM) 1
Randomisierte Hexamer-Primer (50 ng/pl) 2
Endvolumen 3
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Der Mastermix wurde zu den 7 yl mRNA der jeweiligen Probe aus dem Kapitel 2.2.3.3
hinzugefiigt. Als Nachstes erfolgten eine finfminttige Inkubation der Proben im Thermocycler
bei 65 °C und eine anschliefende Kihlung der Proben fir mindestens 1 min [201].
AnschlielRend erfolgte, wie in der Tabelle 12 beschrieben, die Vorbereitung des zweiten

Mastermix:

Tabelle 12: Zweiter Mastermix des Kits SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR.

Reagenz Pro Reaktionsansatz [pl]
10x-Reverse-Transkription-Puffer 2
Manganchlorid (25 mM) 4
Dithiothreitol (0,1 M) 2
RNase OUT (40 U/pl) 1
Endvolumen 9

Zu jeder Probe wurden dann 9 ul des zweiten Mastermix hinzugegeben und bei RT fur 2 min
inkubiert. Als Nachstes wurden 0,25 ul des Enzyms Superscript || Reverse Transkriptase in
jede Probe hinzugefligt. Die Proben wurden daraufhin im Thermocycler inkubiert. Dort erfolgte
zunachst eine Inkubation fiir 50 min bei 42 °C und anschlief3end fir 15 min bei 70 °C [201]. In
der Zeit wurde die mRNA in die cDNA umgeschrieben. Abschlielend wurden die PCR-
Reaktionsgefale kurz zentrifugiert und auf Eis bei 4 °C gelegt. Im Anschluss der cDNA-
Synthese erfolgte die photometrische Bestimmung der cDNA-Konzentration mithilfe des
Spektrophotometers NanoDrop. Dabei wurde die Extinktion bei einem Absorptionsmaximum
von 260 nm in 1 pl cDNA der Proben gemessen. Als Leerwert dienten 1 pl nukleasefreies
Wasser. Proben mit einem Wert zwischen 1,8 und 2,0 bei einem Absorptionsverhaltnis
260 nm / 280 nm gelten als rein. Mithilfe der Konzentrationsbestimmung wurde dann die cDNA
der Proben auf 10000 ng/ul und 100 pl Endvolumen mit nukleasefreiem Wasser in einem PCR-
Reaktionsgefall eingestellt. Sowohl die synthetisierte cDNA als auch die verdinnte cDNA-

Konzentration wurden abschlieRend bei -20 °C gelagert.

2.2.3.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Bei der gRT-PCR handelt sich um eine Vervielfaltigung und Quantifizierung eines gesuchten
DNA-Abschnitts. Daflir wird ein Echtzeit-PCR-Gerat, hier Lightcycler 480 von Roche,
verwendet, das aus einem Thermocycler und einem Fluorimeter besteht. Vor der
Durchflhrung der qRT-PCR wird ein Mastermix zu den Proben hinzugegeben. Der gesuchte
DNA-Abschnitt der Proben wird Gber die genspezifischen Primer festgelegt. Wahrend der gRT-
PCR-Reaktion erfolgt zunachst die Amplifizierung der DNA. Als N&achstes lagert sich der

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green aus dem Mastermix in die neu gebildete doppelstrangige
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DNA an. Durch die Anlagerung steigt die Fluoreszenzintensitat des Fluoreszenzfarbstoffs an.

Sie wird Uber den Fluorimeter gemessen und betragt proportional zur DNA-Konzentration.

Vor der Durchfiihrung der gqRT-PCR wurden die Primer mit einer Stammkonzentration von
100 uM mit nukleasefreiem Wasser in einer Verdinnung von 1:10 versetzt. Anschlielend
erfolgte die Zusammenstellung des Reaktionsansatzes. Die Zusammensetzung eines
Reaktionsansatzes pro Gen ist aus der untenstehenden Tabelle 13 zu enthehmen. Flr den

Reaktionsansatz wurde der Lightcycler 480 SYBR Green | Master von Roche verwendet.

Tabelle 13: qRT-PCR-Reaktionsansatz pro Gen.

Reagenz Volumen
SYBR Green | Master 2,5 ul

10 uM Primer forward 0,25 ul
10 yM Primer reverse 0,25 pl
Nukleasefreies Wasser 1 ul
Endvolumen 4 ul

Im Lightcycler 480 SYBR Green | Master befinden sich Desoxynukleosidtriphosphate, Tag-
DNA-Polymerase, Manganchlorid, Reaktionspuffer und SYBR Green I. Fir jede Probe wurden
drei Replikate durchgeflhrt. Als Negativkontrolle wurden 1 pl nukleasefreies Wasser statt 1 pl
DNA verwendet, sodass sich insgesamt 21 Reaktionen und somit 84 ul Mastermix pro
untersuchtes Gen ergaben. Daraufhin wurden 4 pl des hergestellten Mastermix in jedes Well
einer 384-well-PCR-Platte pipettiert. Als Nachstes wurden 1 yl cDNA der jeweiligen Proben
oder 1 yl nukleasefreies Wasser zu den 4 pl Mastermix hinzugegeben. Die PCR-Platte wurde
anschlief3end mit einer Klebeschutzfolie beklebt und kurz zentrifugiert. Die QRT-PCR erfolgte

nach dem Standardprogramm in der Tabelle 14.

Tabelle 14: Standardprogramm fiir qRT-PCR.

Programmschritte Temperatur Dauer

1. Prainkubation 95 °C 5 min

2. Amplifikation 95 °C 10s
60 °C 10s
72 °C 20s

Der 2. Schritt wurde in 45 Zyklen wiederholt.

3. Schmelzkurve 95 °C 5s
60 °C 1s

4. Kihlung 40 °C 30s
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Im Anschluss erfolgte die Auswertung der qRT-PCR anhand der Delta-Delta-Ct-Methode
(222Ct-Methode) [202, 203]. Bei der 2*4C-Methode wird die Genexpression des Zielgens auf
ein Referenzgen normalisiert, wobei die housekeeping Gene Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)
als Referenzgene in diesem Versuch dienten. Dabei werden folgende Rechnungsschritte der
2-85Ct_Methode durchgefiihrt:

Im ersten Schritt wird das Zielgen auf das Referenzgen normalisiert (Abb. 11).

ACt = CtZieIgen - CtReferenzgen

Abb. 11: Formel des ersten Schritts bei der 2-2ACt-Methode.

Im nachsten Schritt wird das Zielgen in der behandelten Gruppe auf die Kontrollgruppe
normalisiert (Abb. 12).

AACt = ACtbehandeit — ACtkontrolie

Abb. 12: Formel des zweiten Schritts bei der 2-22¢t-Methode.

Im letzten Schritt wird das relative Expressionslevel berechnet (Abb. 13). Dabei entspricht ein

Wert kleiner als 1 einer Reduktion und gréf3er als 1 einem Anstieg der Genexpression.

Relatives Genexpressionslevel = 2-A4Ct

Abb. 13: Formel des dritten Schritts bei der 2-A2¢t-Methode.

2.2.4 Statistische Auswertung

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mithilfe von GraphPad Prism 8. Die Signifikanz
wurde mit dem ungepaarten zweiseitigen t-Test fiir zwei Gruppen Uberprift. Die Uberprifung
der Signifikanz flir mehrere Gruppen erfolgte mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlielendem Dunnett-Test oder Tukey-Test als Posthoc-Test. Signifikanzen
wurden als * (p < 0,05) = signifikant, ** (p < 0,01) = sehr signifikant, *** (p < 0,001) = hoch
signifikant und **** (p < 0,0001) = hoch signifikant angegeben. Bei mehrfach wiederholten
Versuchen (mit n unabhangigen Versuchen) gaben die Fehlerbalken die Standardabweichung

(SD) des Mittelwertes aus allen Versuchen an.
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3 Ergebnisse
3.1 Untersuchung der Wirksamkeit von VWKG603 in p53-mutierten TNBC-

Zellen

Zur Beurteilung der pharmakologischen Wirkstarke eines Inhibitors gehort die Bestimmung
des ICso-Werts. Der ICso-Wert wird als mittlere Konzentration eines Inhibitors (ICso) definiert,
die zu einer halbmaximalen Hemmung flhrt. Die 1Cso lassen sich aus den Dosis-Wirkungs-
Kurven der jeweiligen Substanzen berechnen, mit denen man die Wirksamkeit untereinander

objektiv vergleichen kann.

Hinsichtlich der Fragestellung, ob der neuartige MDM2-adressierende Inhibitor in weiteren
p53-mutierten TNBC-Zellen die Zellviabilitat reduziert, wurde in diesem Versuch VWK603 in
einer Verdlnnungsreihe zwischen 0,31 uyM und 80 uM zu den Zelllinien MDA-MB-231,
MDA-MB-436 und MDA-MB-468 als reprasentative TNBC-Modelle hinzugegeben [2]. Als
negative Kontrolle diente die Lésemittelkontrolle DMSO [1]. Es erfolgte eine zweimalige 72-
stiindige Inkubation mit den Substanzen. Die Zellviabilitdt wurde anschlieRend mittels des
CellTiter-Glo Assays gemessen. Anhand von GraphPad Prism wurden die Dosis-Wirkungs-

Kurven und die dazugehérigen I1Cso-Werte berechnet [1, 2].

Die Abbildung 14 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurven von VWKG603 und DMSO in den einzelnen
TNBC-Zelllinien. Fur DMSO sind auf der x-Achse die Konzentration logarithmisch in Prozent
und auf der y-Achse die Wirkung (hier die Zellviabilitat) linear in Prozent aufgetragen. Fur
VWK603 sind auf der x-Achse die Konzentration als logarithmische Konzentration linear in der
Einheit Mikromol und auf der y-Achse die Wirkung (hier ebenfalls die Zellviabilitat) linear in
Prozent aufgetragen. Es wurde in den TNBC-Zelllinien eine ICso von VWK603 zwischen
3,67 uM und 6,58 uM ermittelt. In den MDA-MB-231-Zellen wurde dabei eine ICsy von
6,58 £ 1,53 uM, in den MDA-MB-436-Zelllen eine I1Csy von 5,93 £ 1,86 uM und in den
MDA-MB-468-Zellen eine 1Cso von 3,67 + 1,62 yM bestimmt [2]. Bei der Zugabe von DMSO
als negative Ldsemittelkontrolle ergab sich keine signifikante Reduktion der Zellviabilitat und
damit keinen ICso-Wert in allen TNBC-Zelllinien [1]. Zusammenfassend reduzierte die neue
Substanz WK603 konzentrationsabhangig signifikant die Zellviabilitat [2].

Die Tabelle 15 fasst die ICso-Werte mit den zugehdérigen Standardabweichungen in der
jeweiligen Zelllinie zusammen. Da keine 1Cso fur DMSO bestimmt werden konnten [1], wurde

DMSO aus Griinden der Ubersichtlichkeit in der dargestellten Tabelle nicht aufgelistet.
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Abb. 14: Dosis-Wirkungs-Analysen von VWK603 und DMSO in drei TNBC-Zelllinien.

Zur Ermittlung der 1Cso-Werte wurden verschiedene TNBC-Zelllinien zweimal fir 72 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen der Substanzen VWK603 oder DMSO [Lésemittelkontrolle] inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellviabilitat
mittels des CellTiter-Glo Assays bestimmt. Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte anhand von GraphPad Prism. Abgebildet
sind die Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die TNBC-Zelllinien MDA-MB-231 (A), MDA-MB-436 (B) und MDA-MB-468 (C). Dargestellt
ist der Mittelwert mit den zugehérigen Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils mindestens vier
Replikaten (n = 3) [1, 2]. (A, B, C jeweils linke Diagramme: DMSO [Lésemittelkontrolle]; rechte Diagramme: VWKG03.)

Teile der Abbildung (linke Halfte) sind unter einer Creative Commons Attribution 4.0 International-Lizenz lizenziert, die die
Nutzung, Weitergabe, Anpassung, Verbreitung und Reproduktion in jedem Medium oder Format erlaubt [204]. Es wurden
Elemente der publizierten Abbildung verwendet und modifiziert [1]. Erstellung mittels GraphPad Prism.

Teile der Abbildung (rechte Halfte) wurden ebenfalls mit GraphPad Prism erstellt, mit Modifikationen nach [2] und mit
entsprechender Genehmigung.
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Tabelle 15: Ubersicht der ICs-Werte der Substanz VWK603 in drei TNBC-Zelllinien.

Zelllinie VWKG603 ICso + SD [uM]
MDA-MB-231 6,58 + 1,53
MDA-MB-436 5,93 + 1,86
MDA-MB-468 3,67 + 1,62

Die Tabelle fasst die ICso-Werte der Substanz VWK603 in den Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-436 und MDA-MB-468
zusammen. Angegeben sind die ICs;-Werte in  Mikromolar [uM] als Mittelwert mit den dazugehdrenden
Standardabweichungen (SD).

Eigene Darstellung der Tabelle in Anlehnung an [2].

3.2 Vergleich der Wirksamkeit von VWKG603 mit Nutlin-3a
Zum Vergleich der Wirksamkeit wurde der MDM2-Inhibitor Nutlin-3a als Vergleichssubtanz

herangezogen. Nutlin-3a gehort zu den Nutlinen und wurde im Jahre 2004 von Vassilev et al.
von der Firma Roche entwickelt. Er gehdért zu den ersten und bekanntesten MDM2-
Inhibitoren [142, 162] und wurde bereits in TNBC-Zelllinienmodellen in anderen Studien
untersucht [161, 179].

In diesem Versuch wurde Nutlin-3a zu den Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-436 und
MDA-MB-468 hinzugegeben. Es erfolgte auch hier eine zweimalige 72-stiindige Inkubation mit
den Konzentrationen zwischen 0,31 uM und 80 uM. Die Zellviabilitdt wurde anschlielend
mittels des CellTiter-Glo Assays gemessen. Anhand von GraphPad Prism wurden die Dosis-

Wirkungs-Kurven und die dazugehdrigen 1Cso-Werte bestimmt [2].

Die Abbildung 15 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurven von Nutlin-3a in den einzelnen TNBC-
Zelllinien. Auf der x-Achse sind die Konzentration als logarithmische Konzentration linear in
der Einheit Mikromol und auf der y-Achse die Wirkung (hier die Zellviabilitat) linear in Prozent
aufgetragen. Es wurde in den TNBC-Zelllinien eine ICso flr Nutlin-3a zwischen 19,36 yM und
23,15 uM ermittelt. In den MDA-MB-231-Zellen wurde eine ICso von 23,15 + 1,00 uM, in den
MDA-MB-436-Zelllen eine ICso von 20,84 £ 0,49 uM und in den MDA-MB-468-Zellen eine ICs
von 19,36 = 0,48 uM berechnet [2]. Auch in diesen Versuchen reduzierte Nutlin-3a
konzentrationsabhangig signifikant die Zellviabilitdt [2]. Die Tabelle 16 gibt die ICso der

Substanz Nutlin-3a in allen drei untersuchten TNBC-Zelllinien an.
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Abb. 15: Dosis-Wirkungs-Analysen von Nutlin-3a in drei TNBC-Zelllinien.

Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden verschiedene TNBC-Zelllinien zweimal fir 72 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen der Substanz Nutlin-3a inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellviabilitat mittels des CellTiter-Glo Assays
bestimmt. Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte anhand von GraphPad Prism. Abgebildet sind die Dosis-Wirkungs-Kurven
fir die TNBC-Zelllinien MDA-MB-231 (A), MDA-MB-436 (B) und MDA-MB-468 (C). Dargestellt ist der Mittelwert mit den
zugehdrigen Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen mit jeweils mindestens vier Replikaten (n = 3) [2].
Abbildung mit GraphPad Prism erstellt, modifiziert nach [2] mit entsprechender Genehmigung.

Tabelle 16: Ubersicht der ICs-Werte der Substanz Nutlin-3a in drei TNBC-Zelllinien.

Zelllinie Nutlin-3a ICso  SD [uM]
MDA-MB-231 23,15 + 1,00
MDA-MB-436 20,84 + 0,49
MDA-MB-468 19,36 + 0,48

Die Tabelle fasst die ICso-Werte fir die Substanz Nutlin-3a in den TNBC-Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-436 und
MDA-MB-468 zusammen. Angegeben sind die 1Cso-Werte in Mikromolar [uM] als Mittelwert mit den dazugehdrenden
Standardabweichungen (SD).

Eigene Darstellung der Tabelle in Anlehnung an [2].

Zum Vergleich der ICso von VWKG603 mit der ICso von Nutlin-3a ergaben sich folgende
Ergebnisse:

Die ICso von Nutlin-3a lag in den MDA-MB-231-Zellen um das 3,52-Fache héher als bei
VWKG603. Bei den MDA-MB-436-Zellen wurde mit 3,51 ein zu den MDA-MB-231-Zellen
vergleichbarer Faktor von Nutlin-3a gegeniiber VWK6E03 festgestellt, wahrend der Faktor in
den MDA-MB-468-Zellen mit 5,28 héher lag [2]. Beim Vergleich der ICso der beiden MDM2-

adressierenden Inhibitoren mittels des zweiseitigen ungepaarten t-Tests ergab sich ein hoch

42




Ergebnisse

signifikanter Konzentrationsunterschied in der Zellviabilitdtsreduktion in allen drei TNBC-
Zelllinien (p <0,001). Somit reduzierte VWK603 mit geringerer Konzentration signifikant
starker die Zellviabilitat als Nutlin-3a in allen drei TNBC-Zelllinien (Tabelle 17) [2].

Tabelle 17: Ubersicht der ICse-Werte und Vergleich der Substanzen VWK603 und Nutlin-3a in drei TNBC-Zelllinien.

Signifikanz
Zelllinie VWKG603 ICs50 £ SD [uM]  Nutlin-3a ICso £ SD [uM]

(p-Wert)
MDA-MB-231 6,58 £ 1,53 23,15+ 1,00 < 0,0001
MDA-MB-436 5,93+ 1,86 20,84 £ 0,49 < 0,0001
MDA-MB-468 3,67 £ 1,62 19,36 £ 0,48 < 0,0001

Die Tabelle stellt die ICso-Werte flir die Substanzen VWKG03 und Nutlin-3a in den Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-436 und
MDA-MB-468 dar. Angegeben sind die ICso-Werte in Mikromolar [uM] mit den dazugehdrenden Standardabweichungen (SD).
Zur Uberprifung, ob sich die ICso-Werte der beiden Substanzen signifikant voneinander unterscheiden, wurden diese in der
jeweiligen Zelllinie mittels des zweiseitigen ungepaarten t-Tests miteinander verglichen [2].

Eigene Darstellung der Tabelle in Anlehnung an [2].

3.3 Untersuchung der Wirkung in p53-defizienten Zellen
Da fir die MDM2-adressierenden Inhibitoren VWK603 und Nutlin-3a eine deutliche

Herabsetzung der Zellviabilitat in p53-mutierten Zellen gezeigt werden konnte, sollte weiterhin
die Wirkung in Abhangigkeit vom p53-Status untersucht werden. Dabei wurden im folgenden
Versuch die Kolonkarzinomzelllinien HCT116 mit einem p53-Wildtyp (p53**) und HCT116 mit
einem p53-Knockout (p53™) verwendet [1, 2]. Zum Vergleich der Wirksamkeit wurde neben
dem MDM2-Inhibitor Nutlin-3a Paclitaxel als eine weitere apoptoseinduzierende Substanz
herangezogen [1, 2]. Paclitaxel wird gemaR der Leitlinie in der Therapie des TNBC eingesetzt

und ist ein Bestandteil der Kombinationstherapie mit den Anthrazyklinen [6, 17].

In diesem Versuch wurden die beiden Zelllinien zweimal fur 72 Stunden mit den verschiedenen
Substanzen mit den Konzentrationen zwischen 0,31 uyM und 80 pM inkubiert [1, 2]. Als
negative Kontrolle diente auch hier die Lésemittelkontrolle DMSO. AnschlieRend erfolgte die
Messung der Zellviabilitat mittels des CellTiter-Glo Assays. Die Dosis-Wirkungs-Kurven der
jeweiligen Substanzen in den Zelllinien und die daraus berechneten ICso wurden anhand von
GraphPad Prism ermittelt [1, 2].

Die Abbildung 16 stellt die Dosis-Wirkungs-Kurven der getesteten Substanzen in den
Kolonkarzinomzelllinien dar. Fir DMSO sind auf der x-Achse die Konzentration in Prozent und
auf der y-Achse die Wirkung (hier die Zellviabilitat) in Prozent aufgetragen. Fir die Substanzen
VWKG603, Nutlin-3a und Paclitaxel sind auf der x-Achse die Konzentration als logarithmische
Konzentration in der Einheit Mikromol und auf der y-Achse die Wirkung (hier die Zellviabilitat)
in Prozent aufgetragen. Fir DMSO konnte fur keine der getesteten Konzentrationen in den

beiden Zelllinien eine signifikante Veranderung der Zellviabilitat gemessen werden. Bei den
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getesteten Wirkstoffen wurde in den beiden Zelllinien fur Paclitaxel der geringste 1Cso-Wert
bestimmt, wahrend die ICso von Nutlin-3a am héchsten lag.

Im Einzelnen ergaben sich fir die Zelllinie HCT116 p53** eine ICso von 1,25 + 0,20 uM fur
Paclitaxel und eine ICso von 6,64 + 0,50 uM fur VWK603. Fir Nutlin-3a wurde in dieser Zelllinie
eine 1Cso von 28,03 £ 6,66 uM bestimmt [1, 2]. Verglichen mit Paclitaxel und VWKGE03 lag sie
um die Faktoren 22,42 und 4,22 hdher [2]. Beim Vergleich zwischen der ICs, von Paclitaxel
und VWK®603 bestand ein 5,31-facher Konzentrationsunterschied.

Fur die Zelllinie HCT116 p537 wurden ICs,-Werte im ahnlichen Konzentrationsbereich
ermittelt. Bei Paclitaxel betrug hier die 1Cs 2,82 + 0,80 yuM und fur VWK603 7,52 £ 1,00 uM [1,
2]. Die 1Cso von Nutlin-3a lag mit einem Wert von 30,59 + 4,86 uM [1, 2] um die Faktoren 10,85
und 4,07 hoher als die von Paclitaxel und VWK603 [2]. Beim Vergleich der ICso-Werte von

Paclitaxel und VWK603 bestand ein 2,67-facher Konzentrationsunterschied.

Die Tabelle 18 fasst die ICso-Werte mit den zugehérigen Standardabweichungen in der
jeweiligen Zelllinie zusammen. Fur die Berechnung eines signifikanten Unterschieds der
jeweiligen Wirkstoff-ICso-Werte zwischen den beiden Zelllinien wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem anschlieBenden Tukey-Test als Post-hoc-Test
durchgefihrt. Zusammenfassend wurde in beiden Kolonkarzinomzelllinien eine
konzentrationsabhangige Zellviabilitatsreduktion durch alle getesteten Substanzen
beobachtet [1, 2], wobei die ICso-Werte flr Nutlin-3a und VWKG603 in der Zelllinie HCT116
p537" geringfligig hoher als in der Zelllinie HCT116 p53** lagen und der Unterschied bei
Paclitaxel um den Faktor von ca. 2,26 hierbei etwas hoher ausfiel. Die statistische Analyse
ergab jedoch flr diese Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien kein signifikantes
Ergebnis. Es ergab sich somit kein signifikanter Unterschied der einzelnen Substanzen in
Abhangigkeit vom p53-Status [1, 2].
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Abb. 16: Dosis-Wirkungs-Analysen von VWK603, Nutlin-3a, Paclitaxel und DMSO in den Zelllinien HCT116 mit p53-
Wildtyp und p53-Knockout.

Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden die Zelllinien HCT116 p53+* und HCT116 p53+ zweimal fiir 72 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen der Substanzen DMSO [Ldsemittelkontrolle] (A), VWK603 (B), Nutlin-3a (C) oder
Paclitaxel (D) inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellviabilitat mittels des CellTiter-Glo Assays bestimmt. Die Bestimmung der
ICso-Werte erfolgte anhand von GraphPad Prism. Dargestellt ist der Mittelwert mit den zugehérigen Standardabweichungen
aus drei unabhangigen Versuchen mit jeweils vier Replikaten (n = 3) [1, 2]. (A, B, C, D jeweils linke Diagramme: HCT116
p53+*; rechte Diagramme: HCT116 p53-+-.)

Teile der Abbildung (untere Halfte) sind unter einer Creative Commons Attribution 4.0 International-Lizenz lizenziert, die die
Nutzung, Weitergabe, Anpassung, Verbreitung und Reproduktion in jedem Medium oder Format erlaubt [204]. Es wurden
Elemente der publizierten Abbildung verwendet und modifiziert [1]. Erstellung mittels GraphPad Prism.

Teile der Abbildung (obere Hélfte) wurden ebenfalls mit GraphPad Prism erstellt. Teil (B) der Abbildung wurde nach [2] mit
entsprechender Genehmigung modifiziert.

45



Ergebnisse

Tabelle 18: Ubersicht der ICso-Werte der Substanzen VWK603, Nutlin-3a und Paclitaxel in den Zelllinien HCT116 mit
p53-Wildtyp und p53-Knockout und Vergleich der ICs-Werte der Substanzen zwischen den beiden Zelllinien.

Signifikanz beim Vergleich
HCT116 p53** HCT116 p53* der ICs, zwischen den

beiden Zelllinien

VWKG603

6,64 £ 0,50 7,52 +1,00 ns
ICs0 £ SD [uM]
Nutlin-3a

28,03 + 6,66 30,59 + 4,86 ns
ICs0 £ SD [uM]
Paclitaxel

1,25+ 0,20 2,82 +£0,80 ns

ICs + SD [uM]

Die Tabelle fasst die ICso-Werte fiir die Substanzen VWK603, Nutlin-3a und Paclitaxel in der Zelllinie HCT116 mit einem p53-
Wildtyp (p53+*) oder einem p53-Knockout (p53-) zusammen. Angegeben sind die ICso-Werte in Mikromolar [uM] als Mittelwert
mit den dazugehérenden Standardabweichungen (SD) [1, 2]. Im Anschluss wurden die ermittelten |Cso-Werte der einzelnen
Substanzen zwischen den Zelllinien HCT116 mit p53-Wildtyp (p53**) und p53-Knockout (p53-) miteinander verglichen.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied der jeweiligen Substanzen in Abhéngigkeit
vom p53-Status vorliegt. Zur Uberpriifung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit anschliefendem Tukey-Test
als Post-hoc-Test durchgefiihrt. ns: nicht signifikant. [1, 2].

Eigene Darstellung der Tabelle in Anlehnung an [1, 2].

Zur Beurteilung, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Substanzen in der
jeweiligen Zelllinie vorliegt, wurde ebenfalls eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit
dem anschlielienden Tukey-Test als Post-hoc-Test durchgefiihrt [2].

Beim Vergleich zwischen der 1Cso der Substanzen VWKG603 und Nutlin-3a lag ein hoch
signifikantes Ergebnis (p < 0,0001) jeweils in beiden Zelllinien vor [2]. Weiterhin wurde auch
ein hoch signifikantes Ergebnis (p < 0,0001) zwischen der I1Cso von Paclitaxel und Nutlin-3a in
beiden Zelllinien erreicht. Ein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen VWK603 und
Paclitaxel lag in der Zelllinie HCT116 p53** vor (p < 0,05) [2]. Die Tabelle 19 fasst die
Ergebnisse dieser Fragestellung zusammen.

Tabelle 19: Ubersicht der Ergebnisse beim Vergleich der ICsi-Werte der Substanzen VWK603, Nutlin-3a und Paclitaxel
in der jeweiligen Zelllinie HCT116 mit p53-Wildtyp und p53-Knockout.

Vergleich der Signifikanz bei Signifikanz bei
Wirkstoffgruppen HCT116 p53*"* (p-Wert) HCT116 p537 (p-Wert)
VWK®603 vs. Nutlin-3a < 0,0001 < 0,0001

VWK®603 vs. Paclitaxel <0,05 ns

Nutlin-3a vs. Paclitaxel < 0,0001 < 0,0001

Die ermittelten ICso-Werte der einzelnen Substanzen in den Zelllinien HCT116 mit p53-Wildtyp (p53**) und p53-Knockout
(p53) wurden miteinander verglichen. Dargestellt sind die Ergebnisse der Uberpriifung, ob ein signifikanter Unterschied
zwischen den Substanzen in der jeweiligen Zelllinie besteht. Zur Uberpriifung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschliefendem Tukey-Test als Post-hoc-Test durchgefiihrt. ns: nicht signifikant. [2].

Modifizierte Tabelle nach [2] mit entsprechender Genehmigung.
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3.4 Charakterisierung des Einflusses auf die zellulare

Apoptoseinduzierbarkeit

Es ist bekannt, dass MDM2-Inhibitoren eine Apoptose induzieren [142]. Dabei spielen die
Proteine Bax und Bcl-2 in der Apoptose eine wichtige Rolle. Eine Erhéhung des
proapoptotischen Bax flhrt zur Verbesserung der Sensitivitat auf die apoptoseinduzierenden
Stimuli und Verbesserung der Reduktion des Tumorwachstums beim Mammakarzinom [205],
wahrend eine Herunterregulation des antiapoptotischen Bcl-2 zur Verbesserung der
Wirksamkeit der Chemotherapeutika fuhrt [206]. Die Bax/Bcl-2-Ratio beeinflusst die
Apoptosesensitivitat der Zellen [134, 136, 207]. Somit zeigt eine erhdhte Bax/Bcl-2-Ratio, dass

die Zellen sensitiver auf apoptoseinduzierende Stimuli reagieren [134, 136, 207, 208].

Zur  Untersuchung, ob VWKG603 in nicht toxischen Konzentrationen die
Apoptoseinduzierbarkeit erhoht, wurde in diesem Versuch VWK603 in nicht toxischen
Konzentrationen von 1,25 yM und 0,63 yM zu den MDA-MB-231-Zellen gegeben. Als negative
Kontrolle diente die Ldésemittelkontrolle DMSO. Es erfolgte eine einmalige 72-stlindige
Inkubation mit jeweils einer der beiden Substanzen. Nach der mRNA-Isolation und cDNA-
Synthese erfolgte die Bestimmung der apoptoserelevanten Gene Bax und Bcl-2 mittels gRT-
PCR. Die Bax/Bcl-2-Ratio ergibt sich aus dem Verhaltnis der Genexpression der beiden Gene
zueinander. Anschlielend erfolgte eine Normierung auf die Lésemittelkontrolle DMSO
mit 1 [2].

Die Abbildung 17 stellt das Ergebnis dar. Auf der y-Achse ist die Bax/Bcl-2-Ratio angegeben.
Zum Vergleich, ob die Bax/Bcl-2-Ratio durch VWKG603 signifikant verandert wird, wurden die
Ratios mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem Dunnett-
Test als Post-hoc-Test durchgeflhrt [2].

VWK603 erhohte die Bax/Bcl-2-Ratio mit einer Konzentration von 0,63 uM um das 1,54-Fache
im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO (Mittelwert: 1,54 + 0,53). Mit einer Konzentration von
1,25 pyM wurde eine vergleichbare Bax/Bcl-2-Ratio (Mittelwert: 1,59 + 0,49) erreicht. Es liel3
sich insgesamt eine signifikante Erhdhung der Bax/Bcl-2-Ratio durch VWKG03 in den beiden
nicht toxischen Konzentrationen beobachten [2]. Die Tabelle 20 fasst die Ergebnisse

Zzusammen.
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Abb. 17: VWK603 erho6ht die Bax/Bcl-2-Ratio in nicht toxischen Konzentrationen in den MDA-MB-231-Zellen.
MDA-MB-231-Zellen wurden entweder mit 0,63 uM VWK603, 1,25 uM VWK603 oder DMSO [Losemittelkontrolle] fir 72
Stunden inkubiert. Nach der mRNA-Isolation und cDNA-Synthese der Proben erfolgte mittels gRT-PCR die Bestimmung der
Genexpression der Gene Bax und Bcl-2. Die Bestimmung der Bax/Bcl-2-Ratio erfolgte durch die Berechnung des
Verhaltnisses der Gene [2]. Die Abbildung zeigt die Bax/Bcl-2-Ratio der jeweiligen Substanz. Dargestellt ist die Bax/Bcl-2-
Ratio als Mittelwert mit den dazugehdrenden Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen (n = 3). Die
statistische Auswertung erfolgte mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem Dunnett-Test als
Post-hoc-Test. *: p < 0,05. [2].

Abbildung mit GraphPad Prism erstellt, modifiziert nach [2] mit entsprechender Genehmigung.

Tabelle 20: Zusammenfassung der Bax/Bcl-2-Ratio von VWK603 und DMSO in nicht toxischen Konzentrationen in
den MDA-MB-231-Zellen.

Signifikanz gegeniiber

Substanz Bax/Bcl-2-Ratio
DMSO (p-Wert)
DMSO 1,00 £ 0,31 -
VWK®603 0,63 uM 1,54 + 0,53 < 0,05
VWK®603 1,25 uM 1,59 £ 0,49 < 0,05

Die Tabelle fasst die Bax/Bcl-2-Ratios in der Zelllinie MDA-MB-231 zusammen. Angegeben sind die Bax/Bcl-2-Ratios als
Mittelwert mit den dazugehdrenden Standardabweichungen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBendem Dunnett-Test als Post-hoc-Test [2].

Die relative Genexpression der einzelnen Gene Bax und Bcl-2 wurde aus dem Versuch
ebenfalls bestimmt und auf die housekeeping Gene GAPDH oder HPRT1 normalisiert. Es
zeigten sich keine signifikanten veranderten Genexpressionen in den MDA-MB-231-Zellen mit
beiden Konzentrationen VWK603 gegenliiber DMSO (Abb. 18, Tabellen 21 und 22).
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Abb. 18: Darstellung der relativen Genexpression der Apoptosegene Bax und Bcl-2 von VWK603 und DMSO in der
Zelllinie MDA-MB-231.

MDA-MB-231-Zellen wurden entweder mit 0,63 puM, 1,25 uM VWKG603 oder DMSO [Ldsemittelkontrolle] fiir 72 Stunden
inkubiert. Anschliefend erfolgte mittels qRT-PCR die Messung der Expression der Gene Bax (A) und Bcl-2 (B) nach mRNA-
Isolation und cDNA-Synthese. Dargestellt ist die auf die housekeeping Gene HPRT1 und GAPDH normalisierte relative
Genexpression der jeweiligen apoptoserelevanten Gene als Mittelwert mit den Standardabweichungen (SD) aus drei
unabhangigen Versuchen (n = 3). Die statistische Auswertung erfolgte durch die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit
anschlieBendem Dunnett-Test als Post-hoc-Test.

Tabelle 21: Zusammenfassung der relativen Genexpression der Gene Bax und Bcl-2 von VWK603 und DMSO in nicht
toxischen Konzentrationen in den MDA-MB-231-Zellen (normalisiert auf GAPDH).

Signifikanz Signifikanz

Substanz Bax (GAPDH) Bax (DMSOvs. Bcl-2 (GAPDH) Bcl-2 (DMSO

VWK603) vs. VWK603)
DMSO 1,00 £ 0,13 - 1,00 + 0,23 -
VWK®603 0,63 uM 1,45 + 0,60 ns 0,91+ 0,28 ns
VWK603 1,25 yM 1,47 + 0,64 ns 0,86 + 0,20 ns

Die Tabelle fasst die relative Genexpression der Gene Bax und Bcl-2 bei Behandlung mit VWK603 oder DMSO
[Lésemittelkontrolle] zusammen. Dargestellt ist die auf das housekeeping Gen GAPDH normalisierte relative Genexpression
des jeweiligen Gens als Mittelwert mit den dazugehdrenden Standardabweichungen fiir die Zelllinie MDA-MB-231. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem Dunnett-Test als
Post-hoc-Test. ns: nicht signifikant.

Tabelle 22: Zusammenfassung der relativen Genexpression der Gene Bax und Bcl-2 von VWK603 und DMSO in nicht
toxischen Konzentrationen in den MDA-MB-231-Zellen (normalisiert auf HPRT1).

Signifikanz Signifikanz

Substanz Bax (HPRT1) Bax (DMSOvs. Bcl-2 (HPRT1) Bcl-2 (DMSO

VWK603) vs. VWK603)
DMSO 1,00 £ 0,15 - 1,00 + 0,37 -
VWK603 0,63 uM 1,35 + 0,65 ns 0,85 + 0,44 ns
VWK603 1,25 uM 1,29 + 0,66 ns 0,72+ 0,24 ns

Die Tabelle fasst die relative Genexpression der Gene Bax und Bcl-2 bei Behandlung mit VWKG603 oder DMSO
[Lésemittelkontrolle] zusammen. Dargestellt ist die auf das housekeeping Gen HPRT1 normalisierte relative Genexpression
des jeweiligen Gens als Mittelwert mit den dazugehdrenden Standardabweichungen fiir die Zelllinie MDA-MB-231. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem Dunnett-Test als
Post-hoc-Test. ns: nicht signifikant.
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3.5 Toxizitatstestung in nicht malignen Zellen

Zur in-vitro-Bestimmung eines moglichen therapeutischen Fensters und zur Ermittlung von
potenziellen Nebenwirkungen kdénnen verschiedene Zelllinien als Modelle herangezogen
werden. In der Vergangenheit konnten fur MDM2-Inhibitoren verschiedene Nebenwirkungen
sowohl in praklinischen als auch in klinischen Studien gezeigt werden. Zu den typischen
Nebenwirkungen gehéren Ubelkeit, Diarrhoen, Myelosuppression und unterschiedliche
Infektionen [142].

In diesem Versuch wurden MCF-10A-Zellen als Modell fir nicht maligne Brustepithelzellen
untersucht. Dartber hinaus wurden NIH-3T3-Fibroblasten herangezogen, die haufig im
Rahmen toxischer Studien als in-vitro-Modell gesunder Zellen genutzt werden [209]. Der
Versuchsaufbau erfolgte vergleichbar zu den in den vorherigen Kapiteln beschriebenen
Versuchen.

Zuerst wurde die Untersuchung in den NIH-3T3-Fibroblasten durchgefuhrt. Dabei wurden
diese entweder mit VWK603 oder DMSO (L&6semittelkontrolle) behandelt. Es erfolgte auch hier
wie bei den TNBC-Zellen eine zweimalige 72-stindige Inkubation mit den Konzentrationen
zwischen 0,31 uM und 80 uM. Die Zellviabilitdt wurde anschlieRend mittels des CellTiter-Glo
Assays gemessen. Anhand von GraphPad Prism wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven und die

dazugehdérigen ICso-Werte bestimmit.

Die Abbildung 19 stellt die Dosis-Wirkungs-Kurven der getesteten Substanzen VWKG603 und
DMSO in den NIH-3T3-Fibroblasten dar. Fir DMSO sind auf der x-Achse die Konzentration
logarithmisch in Prozent und auf der y-Achse die Wirkung (hier die Zellviabilitat) linear in
Prozent aufgetragen. Fur VWK603 sind auf der x-Achse die Konzentration als logarithmische
Konzentration linear in der Einheit Mikromol und auf der y-Achse die Wirkung (hier ebenfalls
die Zellviabilitat) linear in Prozent aufgetragen.

Bei den NIH-3T3-Fibroblasten wurde fir VWK603 eine ICsp von 4,53 + 1,31 yM ermittelt
(Abb. 19, Tabelle 23). Hingegen konnte keine ICsy bei der Zugabe der Lésemittelkontrolle von
DMSO bestimmt werden.
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Abb. 19: Dosis-Wirkungs-Analysen von VWK603 und DMSO in NIH-3T3-Fibroblasten.

Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden NIH-3T3-Fibroblasten zweimal fiir 72 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen der
Substanzen DMSO [Lésemittelkontrolle] (A) oder VWKG03 (B) inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellviabilitat mittels des
CellTiter-Glo Assays bestimmt. Die Bestimmung der |Cso-Werte erfolgte anhand von GraphPad Prism. Dargestellt ist der
Mittelwert mit den zugehdrigen Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils mindestens vier
Replikaten (n = 3).

Tabelle 23: ICso-Wert der Substanz VWK603 in der Zelllinie NIH-3T3.
Zelllinie ICs0 * SD [uM]
NIH-3T3 453 +1,31

Die Tabelle stellt den ICso-Wert fiir die Substanz VWKB03 in der Zelllinie NIH-3T3 dar. Angegeben ist der ICso-Wert in
Mikromolar [uM] als Mittelwert mit der dazugehérenden Standardabweichung (SD).

Im folgenden Versuch mit den MCF-10A-Zellen wurde zusatzlich Nutlin-3a als
Vergleichssubstanz verwendet. Der Versuchsablauf erfolgte vergleichbar zu dem der
NIH-3T3-Fibroblasten.

Die Abbildung 20 stellt die Dosis-Wirkungs-Kurven der getesteten Substanzen VWK603,
Nutlin-3a und DMSO (Lésemittelkontrolle) in den MCF-10A-Zellen dar. Fir DMSO sind auf der
x-Achse die Konzentration logarithmisch in Prozent und auf der y-Achse die Wirkung (hier die
Zellviabilitat) linear in Prozent dargestellt. Fir VWK603 und Nutlin-3a sind auf der x-Achse die
Konzentration als logarithmische Konzentration linear in der Einheit Mikromol und auf der
y-Achse die Wirkung (hier ebenfalls die Zellviabilitdt) linear in Prozent aufgetragen. Bei der
Zugabe der Lésemittelkontrolle von DMSO konnte keine ICsp in den MCF-10A-Zellen bestimmt
werden. Fur VWK603 betrug die 1Cso 16,29 + 4,65 pM [2]. Aus dem Versuch mit der
Vergleichssubstanz Nutlin-3a in den Zellen ergab sich um eine 1,82-fach héhere ICso von
29,68 £ 2,98 uM [1, 2].

Zum Vergleich der ICs-Werte der beiden MDM2-adressierenden Inhibitoren miteinander
wurde ein zweiseitiger ungepaarter t-Test durchgefuhrt. Dabei ergab sich ein hoch signifikanter
Konzentrationsunterschied bei der Zellviabilitdtsreduktion (p < 0,0001) in der MCF-10A-
Zelllinie (Tabelle 24) [2].

51



Ergebnisse

A MCF-10A
150+ - DMSO
;-! 1254
= 100 }—f—‘—‘—%—‘—{—i—w
ﬁ
= 751
&
E 504
g 25
0 T T 1
0.01 0.1 1
Konzentration [%]
B MCF-10A C MCF-10A
150+ - VWKG03 150+ == Nullin-3a
= 1254 = 1254
:°: 1004 ICg = 16,29 UM =:. 1004 IC5n =29,68 uM
= s
= 751 = 751
| ]
s 504 S 50
g 254 g 251
0 T T T T T l I‘ 1 0 T T T T T T -1
10 -05 00 05 1.0 115 20 -10 05 00 05 10 15 20
log(Konzentration) [pM] log{Konzentration) [uM]

Abb. 20: Dosis-Wirkungs-Analysen von VWK603, Nutlin-3a und DMSO in MCF-10A-Zellen.

Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden MCF-10A-Zellen zweimal fiir 72 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen der
Substanzen DMSO [Lésemittelkontrolle] (A), VWKG03 (B) oder Nutlin-3a (C) inkubiert. Anschliefend wurde die Zellviabilitat
mittels des CellTiter-Glo Assays bestimmt. Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte anhand von GraphPad Prism. Dargestellt
ist der Mittelwert mit den zugehérigen Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils mindestens vier
Replikaten (n =3) [1, 2].

Teil (B) der Abbildung wurde mit GraphPad Prism erstellt, mit Modifikationen nach [2] und mit entsprechender Genehmigung.
Teil (C) der Abbildung ist unter einer Creative Commons Attribution 4.0 International-Lizenz lizenziert, die die Nutzung,
Weitergabe, Anpassung, Verbreitung und Reproduktion in jedem Medium oder Format erlaubt [204]. Es wurden Elemente der
publizierten Abbildung verwendet und modifiziert [1]. Erstellung mittels GraphPad Prism.

Tabelle 24: Ubersicht der ICse-Werte und Vergleich der Substanzen VWK603 und Nutlin-3a in der Zelllinie MCF-10A.
Zelllinie VWKG603 ICs0 £ SD [uM]  Nutlin-3a ICso = SD [uM]  Signifikanz (p-Wert)

MCF-10A 16,29 + 4,65 29,68 £ 2,98 < 0,0001

Die Tabelle stellt die ICso-Werte fiir die Substanzen VWK603 [2] und Nutlin-3a [1, 2] in den MCF-10A-Zellen dar. Angegeben
sind die ICso-Werte in Mikromolar [uM] mit den dazugehérenden Standardabweichungen (SD). Zur Uberpriifung, ob sich die
ICso-Werte der beiden Substanzen signifikant voneinander unterscheiden, wurden die Werte mittels des zweiseitigen
ungepaarten t-Tests verglichen [2].

Eigene Darstellung der Tabelle in Anlehnung an [1, 2].

Zur Unterscheidung, ob ein signifikanter Dosisunterschied zwischen gesunden und karzinésen
Zellen bei Behandlung von VWK603 vorliegt, wurde die ICso der MCF-10A-Zelllinie mit den
ICso der TNBC-Zelllinien mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit anschlieRendem
Dunnett-Test als Post-hoc-Test miteinander verglichen. Auch fur Nutlin-3a als
Vergleichssubstanz wurde der Fragestellung nachgegangen, ob ein signifikanter

Dosisunterschied gegentber TNBC-Zellen besteht [2].

Die Konzentrationsdosis von VWK603 unterschied sich insgesamt hoch signifikant zwischen
den gesunden und karzindsen Zellen (Tabelle 25). Dabei wurden in den MCF-10A-Zellen
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gegenuber den MDA-MB-231-Zellen ein 2,48-fach héherer, gegentuber den MDA-MB-436-
Zellen ein 2,75-fach héherer und gegeniber den MDA-MB-468-Zellen ein 4,44-fach hoherer
ICso-Wert ermittelt [2]. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 25 aufgelistet. Fir Nutlin-3a konnte

ebenfalls ein hoch signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen gesunden und
karzindsen Brustzellen beobachtet werden, der jedoch geringer ausfiel (Tabelle 26) [2]. Dabei
wurden in den MCF-10A-Zellen gegenuber den MDA-MB-231-Zellen ein 1,28-fach hdherer,
gegenuber den MDA-MB-436-Zellen ein 1,42-fach héherer und gegentiber den MDA-MB-468-
Zellen ein 1,53-fach héherer ICso-Wert ermittelt [2].

Tabelle 25: Ubersicht der ICs-Werte und Vergleich der Substanz VWK603 zwischen gesunden und karzindsen
Brustzellen.

Signifikanz gegenitiber

Vergleich der Zelllinien VWKG603 ICs5, * SD [uM]
MCF-10A (p-Wert)
MCF-10A 16,29 + 4,65 -
vs. MDA-MB-231 6,58 + 1,53 < 0,0001
vs. MDA-MB-436 5,93 £ 1,86 < 0,0001
vs. MDA-MB-468 3,67 +1,62 < 0,0001

Die Tabelle stellt die ICso-Werte fiir die Substanz VWKB03 in den Zelllinien MCF-10A, MDA-MB-231, MDA-MB-436 und
MDA-MB-468 dar. Angegeben sind die ICso-Werte in uM mit den dazugehdrenden Standardabweichungen (SD). Zur
Uberpriifung, ob die Substanz VWKB03 in den nicht malignen Brustzellen MCF-10A gegeniiber den TNBC-Zelllinien signifikant
eine erhohte ICso aufweist, wurde der I1Cso-Wert der Zelllinie MCF-10A mit den ICso-Werten der TNBC-Zelllinien mittels der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem Dunnett-Test als Post-hoc-Test verglichen [2].

Eigene Darstellung der Tabelle mit Daten aus [2].

Tabelle 26: Ubersicht der ICs-Werte und Vergleich der Substanz Nutlin-3a zwischen gesunden und karzindsen
Brustzellen.

Signifikanz gegeniiber

Vergleich der Zelllinien Nutlin-3a ICso * SD [uM]
MCF-10A (p-Wert)
MCF-10A 29,68 + 2,98 -
vs. MDA-MB-231 23,15+ 1,00 < 0,0001
vs. MDA-MB-436 20,84 + 0,49 < 0,0001
vs. MDA-MB-468 19,36 + 0,48 < 0,0001

Die Tabelle stellt die ICso-Werte fiir die Substanz Nutlin-3a in den Zelllinien MCF-10A, MDA-MB-231, MDA-MB-436 und
MDA-MB-468 dar. Angegeben sind die ICso-Werte in pM mit den dazugehdrenden Standardabweichungen (SD). Zur
Uberpriifung, ob die Substanz Nutlin-3a in den nicht malignen Brustzellen MCF-10A gegeniiber den TNBC-Zelllinien signifikant
eine erhdhte ICso aufweist, wurde der ICso-Wert der Zelllinie MCF-10A mit den ICso-Werten der TNBC-Zelllinien mittels der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBendem Dunnett-Test als Post-hoc-Test verglichen [2].

Eigene Darstellung der Tabelle mit Daten aus [1, 2).
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4 Diskussion
4.1 Ubersicht

In der folgenden Diskussion werden die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse im Hinblick
auf die grundlegende Aufgabenstellung der pharmakologischen Charakterisierung des
neuartigen MDM2-spezifischen a-Helix-Mimetikums VWK603 in Zellkulturmodellen zur
zielgerichteten Therapie des friple-negativen Mammakarzinoms hin analysiert und im
medizinisch-wissenschaftlichen Kontext diskutiert. Dabei gliedert sich die Diskussion in funf

Teile:

I. Im ersten Abschnitt (Kap. 4.2) wird die in der Arbeit ermittelte pharmakologische
Wirksamkeit von VWKG03 in den gewahlten TNBC-Zelllinien betrachtet.

II. Im zweiten Kapitel (Kap. 4.3) wird detailliert auf den grundlegenden Mechanismus der in
Kapitel 4.2 diskutierten Antitumorwirkung eingegangen.

lll. Im dritten Abschnitt der Diskussion (Kap. 4.4) wird das Potenzial von VWKG603 in einer
zuklnftigen medizinischen Verwendung als spezifischer Wirkstoff zur zielgerichteten
Therapie des TNBC erortert.

IV. Im Kapitel ,Limitationen und Ausblick® (Kap. 4.5) wird zum einen auf die Grenzen der
wissenschaftlichen Aussagekraft der in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen
eingegangen. Zum anderen werden die zuklnftigen Schritte zur erfolgreichen
Weiterfuhrung des Projektes dargestellt.

V. Im letzten Abschnitt (Kap. 4.6) werden in einer Schlussfolgerung die wesentlichen

Erkenntnisse der Diskussion zusammengefasst.

4.2 Untersuchung der pharmakologischen Wirksamkeit von VWKGO03 in

TNBC-Zellen und Vergleich zu Nutlin-3a
Das TNBC macht 10 bis 20 % aller Mammakarzinome aus [12-14]. Als TNBC werden

Mammakarzinome definiert, die immunhistochemisch keine bis kaum Hormonrezeptoren und
HERZ2-Rezeptoren aufweisen [6, 13, 15]. GemaR den Leitlinien besteht die Therapie aus einer
Kombination von zwei Chemotherapeutika, aus Taxanen und Anthrazyklinen [6, 17]. Seit
Anfang 2023 ist der Einsatz des PD-1-Inhibitors Pembrolizumab in Kombination mit den
Chemotherapeutika moéglich [17]. Es werden jedoch weiterhin dringend neue Therapieansatze
gesucht, um die Prognosen des TNBC =zu verbessern. Eine Mdoglichkeit stellt der
therapeutische Ansatz mit MDM2-Inhibitoren dar [27]. Die Anwendung eines MDM2-Inhibitors
fuhrt zur Inhibition der Interaktion zwischen MDM2 und p53 in p53-Wildtyp-Tumoren, sodass
p53 folglich die Apoptose induziert [142]. In den vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe

~Wirkstoffentwicklung“ der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe am Universitatsklinikum
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Dusseldorf wurde ein neuartiges Verfahren fir ein drug screening auf apoptoseinduzierende
Substanzen entwickelt und in einem Wirkstoffscreening in MDA-MB-231-Zellen der neuartige
MDM2-adressierende Inhibitor VWKG603 identifiziert. Dieser induzierte in dem Screening bei
10 uM in den MDA-MB-231-Zellen einen programmierten Zelltod [2]. Die Ergebnisse dieser
Vorarbeiten dienten in der hier durchgefihrten Arbeit als Basis zur weiteren

pharmakologischen Charakterisierung des Wirkstoffs.

Hinsichtlich der Fragestellung, ob der neuartige MDM2-adressierende Inhibitor in p53-
mutierten TNBC-Zellen die Zellviabilitat reduziert, wurden in dieser Arbeit zur Bestimmung der
pharmakologischen Wirksamkeit von VWK603 Dosis-Wirkungs-Kurven mit den zugehdrigen
ICso-Werten in den drei TNBC-Zelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-436 und MDA-MB-468
erstellt. Hierbei zeigten die Ergebnisse, dass VWK603 eine vergleichbare ICsq zwischen
3,67 uM und 6,58 uM in allen drei TNBC-Zelllinien erzielte. Dartiber hinaus wurde der bereits
in der praklinischen Phase etablierte MDM2-Inhibitor Nutlin-3a als Referenz herangezogen.
Hierbei reduzierte VWKG603 signifikant in einer mindestens 3,5-fach geringeren Konzentration
die Zellviabilitat als Nutlin-3a (s. Tabelle 17) [2]. Basierend auf den Ergebnissen aus den
Kapiteln 3.1 und 3.2 kann somit geschlussfolgert werden, dass VWK603 zum einen die
Zellviabilitdt in TNBC-Zellen effizient reduziert und zum anderen hierbei eine hohere

pharmakologische Potenz (Wirkstarke) als Nutlin-3a besitzt [2].

Insgesamt lassen sich in der Literatur insbesondere hinsichtlich einer tumorzelltoxischen
Wirkung nur sehr vereinzelte Studien von MDM2-Inhibitoren in TNBC-Zellen finden. Fur
Nutlin-3a untersuchten lediglich Fan et al. im Rahmen von synergistischen Studien zu
Chemotherapeutika die Wirkung des MDM2-Inhibitors allein auf die Zellviabilitdt von
MDA-MB-231-Zellen. Dabei beschreibt Fan mit 25,36 uM eine zu den in dieser Arbeit
vergleichbare 1Cso [179]. Auch in der Arbeit von Tonsing-Carter et al. wurden TNBC-Zellen mit
Nutlin-3a behandelt. Hier wurde aber nicht die Zellviabilitat, sondern lediglich die Auswirkung
auf die Zellproliferation untersucht und kein Einfluss auf die Zellviabilitdt gefunden. Die ICso
von 23,80 uM fur die Zelllinie MDA-MB-468 und die etwas hdéher liegende ICso von 40,20 uM
fur die Zelllinie MDA-MB-231 flur die Zellproliferation lagen dabei in einer vergleichbaren

GroRRenordnung wie die in dieser Arbeit fir die Zellviabilitat bestimmten Werte [161].

Beide Versuche von Fan et al. und Tonsing-Carter et al. unterscheiden sich gegenuber den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Studien allerdings sowohl in der Anwendung des Mediums als
auch in der Inkubationszeit. Dabei wurden bei Tonsing-Carter et al. die Zellen fur funf Tage
einmalig mit Nutlin-3a im Kultivierungsmedium behandelt [161], welches FCS enthielt und
somit aufgrund der enthaltenen Wachstumsfaktoren [192, 193] das Wachstum des TNBC
wahrscheinlich beeinflusste. Auch in den meisten Zellviabilititsassays wurde das
Kultivierungsmedium mit FCS verwendet bzw. es erfolgte in den Versuchsbeschreibungen

keine Angabe eines serumreduzierten oder eines serumfreien Mediums ohne zusatzliche
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FCS-Supplementierung (vgl. Arbeiten von [180, 210, 211]). In der Arbeit von Fan et al. wurde
ebenfalls kein anderes Medium beim Zellviabilitdtsassay erwahnt, sodass man bei dem von
dieser Arbeitsgruppe erwahnten Medium von einer FCS-Supplementierung ausgehen
kann [179]. In der hier durchgefiihrten Arbeit wurde jedoch bewusst ein fur die serumfreie
Kultivierung hergestelltes Medium verwendet, um die Wirkung von VWK603 auf die
Tumorzellen ohne den Einfluss der in den verschiedenen Seren wie FCS unterschiedlich
konzentrierten, stimulierenden Wachstumsfaktoren [192, 193] robust zu charakterisieren.
Hierbei handelt es sich um ein Medium mit vom Hersteller ausgewahlten chemisch definierten
Komponenten [190], die fiir eine erfolgreiche Kultivierung essenziell sind (s. Kap. 2.2.2.3). In
den nachfolgenden Diskussionen wird das in dieser Arbeit verwendete Medium
(Assaymedium) nur noch als serumfreies Medium bezeichnet.

Trotz dieser methodischen Unterschiede lassen sich die ICso-Werte der beiden untersuchten
MDM2-adressierenden Inhibitoren VWKG603 und Nutlin-3a neben denen von Fan et al. auch
mit den Werten der meisten in der weiteren Literatur charakterisierten MDM2-Inhibitoren
vergleichen. Dabei ist in vielen Studien der MDM2-Inhibitoren inklusive Nutlin-3a und deren
weiterentwickelten Derivate Idasanutlin und RG7112 (Uberwiegend in Tumorzellen mit p53-
Wildtyp) ebenfalls eine Wirkung im hoch nanomalaren bzw. im niedrig mikromolaren
Konzentrationsbereich auf die Zellviabilitdt beschrieben [162-164, 180, 212, 213] (s. unten).
Gemal den hier aufgefuhrten Vergleichen mit den in der Literatur angegebenen Werten
erscheint der in dieser Arbeit ermittelte Referenzwert fur die ICso des Nutlin-3a als valide und
unterstreicht die fur VWK603 gegenuber Nutlin-3a festgestellte erhdhte pharmakologische

Potenz.

Trotz der gegenlber Nutlin-3a starkeren pharmakologischen Wirkung liegen die fur VWKG03
ermittelten 1Cso-Werte noch im (niedrigen) mikromolaren Bereich. Im Bereich der heutigen
Entwicklung klinischer Wirkstoffe werden jedoch ICso-Werte im nanomolaren Bereich
angestrebt [212]. Aus diesem Grund sollte fir VWK603 in Zukunft zur Verbesserung des
therapeutischen Effekts eine Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften angestrebt
werden. Dies ist auch flr nachfolgende Derivate von Nutlin-3a, wie bereits oben erwahnt, bei
p53-Wildtyp-Tumoren durchgefihrt worden [163, 164]. So zeigten die in den klinischen
Studien eingesetzten MDM2-Inhibitoren Idasanutlin und RG7112 eine
zellviabilitatsreduzierende Wirkung in vitro bereits im nanomolaren Bereich bei verschiedenen
p53-Wildtyp-Tumoren (ICso: 30 — 400 nM) [164]. In der Studie von Tovar et al. lag die ICso fur
einige p53-Wildtyp-Tumoren nach der Behandlung mit RG7112 im niedrig mikromolaren
Bereich (< 2,20 yM) [163]. Interessanterweise konnte ebenfalls eine Zellviabilitatsreduktion in
Tumoren mit p53-Mutationen beobachtet werden, wobei die durchschnittliche 1Cso dort jedoch
um das mindestens 14-Fache erhoht im mikromolaren Bereich (5,70 — 20,30 uM) lag [163,
164]. In p53-mutierten TNBC-Zellen konnte mit natlrlichen oder synthetisch hergestellten

MDM2-Inhibitoren eine Zellviabilitatsreduktion mit einer ICsy ebenfalls im mikromolaren
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Konzentrationsbereich gezeigt werden [180, 210, 214, 215]. Fan et al. zeigten in pS3-mutierten
TNBC-Zellen sogar eine Zellviabilitatsreduktion mit ihrem nicht klinischen Inhibitor erstmalig
im nanomolaren Bereich (ICso: 33,16 — 41,49 nM) [179]. Diese Arbeiten legen dar, dass eine
antitumorale Wirkung durch MDM2-Inhibitoren im nanomolaren Bereich erzielt werden kann,

wobei dieses pharmakologische Ziel auch in p53-mutierten TNBC-Zellen erreichbar scheint.

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen dieser Arbeit geschlussfolgert werden, dass
der neu identifizierte Wirkstoff VWKG603 effizient in p53-mutierten TNBC-Zellen die Zellviabilitat
reduziert [2]. Zwar erreicht VWKG03 hierbei mit seiner pharmakologischen Wirkung in vitro im
mikromolaren Bereich nicht die heutzutage fur klinische Wirkstoffe angestrebte
pharmakologische Potenz, kdnnte aber als neuartiges a-Helix-Mimetikum das Spektrum der
MDM2-Inhibitoren und der therapeutischen Behandlung erweitern. Dies lasst sich damit
begriinden, dass zum einen auch die bisher eingesetzten klinischen MDM2-Inhibitoren bei
p53-mutierten Tumoren keine Wirkung im nanomolaren Bereich zeigen (vgl. Studien von [61,
163, 164]) und zum anderen aufgrund neuer moglicher Resistenzbildungen in Tumoren die
Identifizierung weiterer MDM2-spezifischer Inhibitoren bei der Entwicklung neuer
Therapiestrategien eine wichtige Rolle spielt [61]. Darliber hinaus sollte durch zukiinftige
medizinalchemische Leitstrukturoptimierungen eine deutliche Wirkung von VWK603 im

nanomolaren Bereich realisiert werden konnen.

4.3 Charakterisierung des Wirkmechanismus von VWK603
4.3.1 Induktion des Zelltodes durch Apoptose

In dieser Arbeit lie} sich in verschiedenen TNBC-Zellkulturmodellen eine potente Reduktion
der Zellviabilitat durch VWK603 beobachten (Kap. 3.1) [2]. Zur Untersuchung der Ursache des
Zelltods und zur Evaluierung einer moglichen Apoptoseinduktion durch VWK603 Uber die
MDM2-Inhibition wurden die fur die Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg relevanten
Proteine Bax und Bcl-2 herangezogen [2]. Dabei wurden die Zellen mit nicht toxischen
Konzentrationen behandelt [2], um an Vvitalen Zellen eine mdgliche erhéhte
Apoptoseinduzierbarkeit bzw. verbesserte Empfindlichkeit gegeniber apoptoseinduzierenden
Stimuli durch VWKG03 zu bestimmen. Bargou et al. zeigten, dass eine Uberexpression des
proapoptotischen Proteins Bax zur Verbesserung der Sensitivitat der Brustkrebszellen auf
verschiedene apoptotische Stimuli fiihrte [205]. Bezlglich des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2 konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass eine Inhibition des Bcl-2 die
Apoptoseinduzierbarkeit in Kombination mit Chemotherapeutika in den TNBC-Zelllinien
steigerte [140, 216, 217]. Allerdings wurde in einer Studie auch eine Uberexpression von Bcl-2
als unabhangiger Biomarker flr eine glinstige Prognose bei allen Mammakarzinomsubtypen

im FrUhstadium beobachtet [218]. Offensichtlich ist jedoch nicht die Expressionshdhe der
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einzelnen Proteine Bax und Bcl-2 fir die valide Beurteilung einer Apoptoseinduzierbarkeit
entscheidend. Das legen die Arbeiten von Oltvai et al. dar, in denen gezielt die Interaktion
zwischen den Proteinen Bax und Bcl-2 untersucht wurde. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Interaktion zwischen Bax und Bcl-2 essenziell fur die Induzierbarkeit des Zelltods
war [134]. Es wurde dabei gezeigt, dass vielmehr das Verhaltnis von Bax und Bcl-2 zueinander
eine groflere Bedeutungsrelevanz (Uber die Empfindlichkeit gegeniber den
apoptoseinduzierenden Stimuli als der Wert der absoluten Expression der einzelnen Proteine
besitzt [135] und somit dem Bax/Bcl-2-Verhaltnis eine wichtigere Bedeutung bei der Einleitung
der Apoptose insbesondere Uber den intrinsischen Signalweg zukommt [215, 219]. Eine
erhdhte Bax/Bcl-2-Ratio zeigte hierbei eine erhdhte Sensitivitat [134]. Klinisch verbesserte sie
bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie die Chemosensitivitdt, das

progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben [220].

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen liel3 sich zunachst keine signifikante alleinige
Veranderung der Proteine Bax bzw. Bcl-2 durch VWK603 beobachten. Erst im
Zusammenhang durch die Bildung der Ratio konnte eine signifikant erhohte
Apoptoseinduzierbarkeit gezeigt werden. Die Ratio lag fir die beiden nicht toxischen
Konzentrationen bei 1,54 (x 0,53) und 1,59 (x 0,49) [2]. Da, wie oben beschrieben, die
Bax/Bcl-2-Ratio gegeniiber der absoluten Expression der einzelnen Gene als wichtiger
Parameter der zellularen Apoptoseinduzierbarkeit charakterisiert ist [135], zeigt dies, dass
VWK603 signifikant die Apoptoseinduzierbarkeit von TNBC-Zellen erhdht und hierbei
wahrscheinlich der intrinsische bzw. mitochondriale Weg mafgeblich ist [2].

Die in dieser Arbeit ermittelte Bax/Bcl-2-Ratio fur VWKG603 ist dabei mit einigen in der Literatur
ermittelten Werten von MDM2-Inhibitoren vergleichbar:

Fir Nutlin-3a konnte in einer leukdmischen p53-Wildtyp-Zelllinie eine Verbesserung der
Bax/Bcl-2-Ratio um das 2,13-Fache gezeigt werden [221]. Wang et al. beobachteten sogar
unabhangig vom p53-Status eine verbesserte Bax/Bcl-2-Ratio in den hepatozellularen
Karzinomzellen [222]. Die Apoptoseinduktion erfolgte durch die Aktivierung der Caspase 3
und 9 [222]. In MDA-MB-231-Zellen konnte in einer Studie von Sp et al. flir 6-Gingerol, ein
aktives Phenol mit mutmaRlichen MDM2-inhibitorischen Aktivitaten, eine funffache Zunahme
der Bax/Bcl-2-Ratio im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden [215]. Obwohl die Ergebnisse
von Wang et al. und Sp et al. aufgrund der verschiedenen Versuchsdesigns (Western
Blot/gRT-PCR, Behandlungsdauer etc.) nicht direkt miteinander vergleichbar sind, zeigten die
aufgeflhrten Studien dennoch das antitumorale Potenzial der MDM2-Inhibitoren fur
verschiedene Malignome Uber eine Sensitivierung gegenuber einer Apoptose, teilweise auch
unabhangig vom p53-Status.

Fir die Bax/Bcl-2-Ratios sind keine fest definierten Cut-off-Grenzen in der Literatur zu finden.
In einer Studie stellten Raisova et al. fest, dass eine Bax/Bcl-2-Ratio kleiner als 1

charakteristisch fur resistente Melanomzellen war, wahrend eine Ratio groRer als 1 eine
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erhohte Sensitivitat gegentber der Fas-induzierten Apoptose zeigte [136]. Weitere Arbeiten
mit unterschiedlichen apoptoseinduzierenden Stimuli in verschiedenen Malignomen zeigten
eine Ratio zwischen ca. 1,50 — 8,00 [136, 215, 219, 223-225].

Fur VWKG603 liegt der in dieser Arbeit ermittelte Wert der Bax/Bcl-2-Ratio zwischen 1,54 und
1,59 [2] dabei deutlich im Bereich der in der genannten Literatur positiven und mit einer
erhohten Apoptoseinduzierbarkeit assoziierten Ratio von Uber 1. Daruber hinaus ist die
Bax/Bcl-2-Ratio-Erhéhung von VWK603 auch mit anderen MDM2-Inhibitoren inklusive
Nutlin-3a in der Literatur vergleichbar [215, 221] (s. oben). Diese Daten belegen, dass die flr
VWKG603 ermittelten Werte flr die Bax/Bcl-2-Ratio mit einer erhéhten Sensitivierung
gegenuber Apoptoseinduktion vereinbar sind. Sie unterstitzen die in dieser Arbeit aufgestellte
These, dass die in Kapitel 3.1 dargestellte Zellviabilitatsreduktion von TNBC-Zellen durch eine
fur MDM2-Inhibitoren beschriebene Apoptoseinduktion verursacht wird [2].

Zur weiteren Validierung der Aktivierung apoptotischer Signalwege durch VWKG603 mussten
im Anschluss an diese Arbeit analoge Versuche zu weiteren apoptotischen Proteinen

angestrebt werden.

4.3.2 p53-unabhangige Wirkung von VWK603

Mehrere Studien =zeigten, dass die meisten MDM2-Inhibitoren ein intaktes p53
voraussetzen [61, 142]. Die Ergebnisse aus den Kapiteln 3.1 — 3.3 zeigten hingegen, dass
VWKG603 und Nutlin-3a trotz der die physiologische Funktion inaktivierenden p53-Mutation
bzw. trotz einer fehlenden p53-Expression in den Zellen die Zellviabilitat reduzierten [1, 2]. Zur
Uberprifung der Wirksamkeit von VWK603 in Abhangigkeit von funktionellem p53 wurden
Kolonkarzinomzellen der Zelllinie HCT116 mit p53-Wildtyp und p53-Knockout herangezogen.
Uberraschenderweise unterschied sich bei der Behandlung mit VWKG03 die ICso nicht
signifikant zwischen den HCT116-Zellen mit einem p53-Wildtyp (ICso = 6,64 £ 0,50 yM) und
den HCT116-Zellen mit einem p53-Knockout (ICso = 7,52 £ 1,00 uM) [2]. Bei der Behandlung
mit Nutlin-3a lag ebenfalls kein signifikanter Unterschied vor. Diese Ergebnisse deuten auf
eine gleichwertige und von funktionellem p53 unabhangige pharmakologische Potenz hin [1,
2]. Sie widersprechen somit den anderen Arbeiten, die bisher eine erhohte Selektivitat der
MDM2-Inhibitoren gegenuber den p53-Wildtyp-Tumoren zeigten [163, 164]. Sowohl Lau et al.
als auch Dudgeon et al. zeigten einen mindestens siebenfachen Konzentrationsunterschied
zwischen den beiden HCT116-Zelllinien bei der Behandlung mit Nutlin-3a [178, 226].

Ein mdglicher Grund fiir diese von der hier durchgefihrten Arbeit abweichenden Ergebnisse
kdnnte im unterschiedlichen experimentellen Design zu finden sein, insbesondere der im
Gegensatz zur Literatur serumfreien Inkubation in dieser Arbeit (s. Kap. 4.2). Méglicherweise

induzieren im Serum bzw. im FCS enthaltene Wachstumsfaktoren eine verstarkte p53-
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Expression [109, 227, 228], was die Sensitivitdt gegeniber MDM2-Inhibitoren erhéhen und
somit in den HCT116-p53**-Zellen eine starkere Apoptoseinduktion bewirken konnte.

Eine weitere Erklarung fur den in dieser Arbeit im Gegensatz zur Literatur nicht beobachteten
Wirkungsunterschied der MDM2-adressierenden Inhibitoren in HCT116-p53**- gegeniiber
HCT116-p537-Zellen konnte in dem Erwerb einer Resistenz der HCT116-p53**-Zellen
gegenuber den eingesetzten MDM2-adressierenden Inhibitoren wahrend der Behandlung
begriindet sein. In einer Studie wurde gezeigt, dass die Resistenz gegenliber Nutlin-3a in den
p53-Wildtyp-Osteosarkomzellen mit zunehmendem Zyklus einer dreitagigen Behandlung mit
Nutlin-3a anstieg [229]. Bei einer Langzeitbehandlung waren die Osteosarkomzellen nicht
mehr in der Lage, den Zellzyklusarrest oder die Apoptose einzuleiten [229]. Sie wiesen sogar
de novo p53-Mutationen auf [229], die in weiteren Tumorzellen mit einem p53-Wildtyp
verschiedener Tumorentitdten zu finden waren [230]. Zudem trug eine Langzeitbehandlung
mit Nutlin-3a sogar zur erhéhten Resistenz gegenlber sédmtlichen Chemotherapeutika in den
Zellen bei, die selbst spater nach langer Abwesenheit von Nutlin-3a bestehen blieb [230].
Deshalb wére es moglich, dass die p53-Wildtyp-Kolonkarzinomzellen HCT116-p53*"* bei der
Behandlung mit VWKG603 eine p53-Mutation erwarben. Zum Ausschluss dieser Theorie sollte
zuklnftig eine Sequenzierung der TNBC-Zellen nach Behandlung mit VWK603 erwogen
werden.

Ein weiterer Resistenzmechanismus gegen MDM2-Inhibitoren ist die Uberexpression von
MDM2, die méglicherweise in den HCT116-p53*/*-Zellen unter VWK603-Behandlung induziert
wurde und als moglicher Regulationsmechanismus von p53 bei MDM2-Inhibition beschrieben
ist (vgl. Kap. 1.5) [162, 231, 232]. Dieses lieRe sich zukunftig durch Expressionsanalysen von

MDMZ2 in den behandelten Zellen beispielsweise Uber Western-Blot-Analysen ausschliel3en.

In Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien, die keinen Unterschied
der Wirkung von VWK603 und Nutlin-3a in HCT116-p53**- und HCT116-p537-Zellen
darstellten und somit eine Wirkung unabhangig von p53 nahelegen [1, 2], zeigen auch die
Ergebnisse von Lau et al.,, dass Nutlin-3a, wenn auch mit geringerer pharmakologischer
Potenz, p53-unabhangig wirken kann [178]. Eine p53-unabhangige Wirkung von MDM2-
spezifischen Wirkstoffen legen auch Studien mit dem MDM2-Inhibitor SP-141 und
Lineariifolianoid A nahe, die die Expression des MDM2 reduzieren und unabhangig vom p53-
Status konzentrationsabhangig eine Apoptose in Brustkrebszellen induzieren [180, 210]. Auch
Adams et al. zeigten in ihrer aktuellen Studie eine p53-unabhangige Apoptoseinduktion durch
die neu entwickelte MDM2-PROTAC YX-02-030 (s. nachstes Kapitel 4.3.3) [233].

Auch wenn in vielen Studien im Gegensatz zu den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen
in HCT116-p53*"*- und HCT116-p53™"-Zellen eine gewisse Selektivitat der MDM2-Inhibitoren
gegenluber den p53-Wildtyp-Tumoren beschrieben wird [163, 164, 234, 235], lasst sich

schliel3lich aus den in dieser Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen festhalten, dass sowohl
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VWK603 als auch Nutlin-3a in Analogie zu den oben erwahnten Studien fur MDM2-Inhibitoren

auch p53-unabhangig die Zellviabilitdt reduzieren kdnnen [1, 2].

4.3.3 Adressierung der MDM2/p73-Interaktion als moglicher p53-unabhangiger
Mechanismus

Die Frage, warum VWK603 und Nutlin-3a in den HCT116-p537-Zellen trotz Abwesenheit von
p53 eine zellviabilitdtsreduzierende Wirkung aufzeigten und auch in einigen Studien flr
MDM2-Inhibitoren eine p53-unabhangige Apoptoseinduktion beschrieben ist, lasst sich
wahrscheinlich dadurch erklaren, dass MDM2-Inhibitoren unabhangig von p53 lUber andere
Mechanismen wirken kdnnen. Eine Wirkung der beiden MDM2-adressierenden Inhibitoren
ohne Beteiligung von p53 wirde erklaren, warum in dieser Arbeit auch in den TNBC-Zellen
mit einer die physiologische Funktion inaktivierenden p53-Mutation eine deutliche Wirkung
beobachtet wurde (s. Kap. 3.1 — 3.3) [1, 2].

Eine mogliche Theorie lasst sich durch die Induktion der Apoptose Uber das Protein p73
erklaren [1, 2, 178]. Das Protein p73 gehort neben dem Protein p63 zu der p53-Familie der
Transkriptionsfaktoren [236, 237]. Dabei weisen p53 und p73 identische Strukturen in den drei
funktionellen Proteindoméanen auf (Abb. 21): ca. 62 — 65 % in der DNA-Bindungs- [236, 238,
239], ca.35-38 % in der Oligomerisierungs- und ca. 25 - 29 % in der
Transaktivierungsdomane [236, 239]. Aufgrund seiner hohen homologischen Ahnlichkeiten zu
p53 bestehen Uberlappende Funktionen bezuglich der Induktion des Zellzyklusarrests und der
Apoptose [240-243]. Jedoch spielt p73 funktionell eine relevante Rolle bei der Entwicklung und
Differenzierung, die sich somit von den Funktionen des p53 abgrenzen. Dazu gehort
insbesondere die Neurogenese [243, 244]. Interessanterweise weist das Gen TP73 im
Vergleich zu TP53 in Tumoren eine deutlich geringere Mutationsrate auf (< 1 %) [236, 245,
246].

Aktiviert wird p73 wie p53 ebenfalls GUber DNA-Schaden [247, 248]. Aufgrund des zu p53
ahnlichen Aufbaus kann p73 somit p53-Zielgene wie p21, Puma und Bax aktivieren [236, 241,
249]. Es kann ebenfalls mit MDM2 interagieren [250-254]. Die genaue Bindungsstelle des p73
am MDM2 wird jedoch kontrovers diskutiert. Einige Arbeiten begriindeten, dass p73 und p53
aufgrund derselben hotspots-Regionen an derselben Position des MDM2 binden
mussten [250-253]. Stindt et al. vermuteten hingegen, dass die beiden Proteine jeweils eine
unterschiedliche Bindungsstelle am MDM2 besitzen mussten [254]. Im Gegensatz zu p53 wird
p73 nicht von MDM2 abgebaut [250, 253, 255].
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fca.25% : ca. 65 % : ica35%: % Identitat
TAp73a m:| DBD Emw OD mmmmm SAM | POST-SAM
p73
DNp73a l:| DBD Emw OD mmmmm SAM |POST-SAM

. Transaktivierungsdoméane (TAD) |:| DNA-Bindungsdoméne (DBD) .Oligomerisierungsdoma‘ne (OD)

. SAM-Domaéane . Post-SAM-Domaéane

Abb. 21: Vergleich des Aufbaus von p53 und p73.

Abgebildet ist der Aufbau des p53 und der zwei Isoformen des p73. Die Isoformen unterscheiden sich am N-terminalen Ende.
Dabei fehlt der Isoform DNp73 die Transaktivierungsdomane. Durch das alternative Spleien entstehen weitere Isoformen,
die sich im C-terminalen Ende unterscheiden. Diese werden nach dem griechischen Alphabet benannt. Exemplarisch wurden
die Isoformen von a gezeigt. Sie besitzt im Vergleich zu den anderen Isoformen eine sterile alpha motif<(SAM-)Domane und
eine Post-SAM-Domane. Die Isoform TAp73 und das Protein p53 weisen teilweise identische Strukturen auf [239].

Eigene Abbildung mit PowerPoint erstellt, angelehnt an Yang et al. [239].

Die Rolle von p73 in der Tumorpathophysiologie ist bisher nicht vollstandig verstanden. Ein
kompletter Knockout des Gens TP73 in Mausen fihrte zwar zu immunregulatorischen,
neurologischen und pheromonischen Stérungen, aber nicht zur spontanen Tumorentstehung.
An dieser Stelle unterscheiden sich p73 und p53 hinsichtlich der Bedeutsamkeit bei der
Tumorigenese [244]. Dennoch kdnnte inaktiviertes p73 synergistisch prokanzerogen wirken.
So kann p73 durch das mutierte Tumorprotein p53 im Rahmen dessen gain of function
inaktiviert werden [256, 257], was die Chemoresistenz erhoht [258, 259]. Der
pharmakologische Eingriff in die Interaktion und Aktivierung von p73 stellt hierbei eine
mdgliche therapeutische Strategie dar [259]. Dies kann beispielsweise durch die kurzen
eingreifenden Peptide (short interfering peptide) oder das small molecule RETRA (reactivation
of transcriptional reporter activity) realisiert werden, die daraufhin zu einer Reaktivierung des
p73 flhren. In den Studien konnten bereits antitumorale Effekte praklinisch beobachtet
werden [260, 261].

Daruber hinaus kann die Zugabe von Chemotherapeutika wie Cisplatin, Taxane und
Doxorubicin die Konzentration des p73 in verschiedenen malignen Tumoren erhohen [258,
262]. In einer anderen Arbeit konnte beobachtet werden, dass p73 nicht nur durch Nutlin-3
stabilisiert wurde, sondern es konnte eine Verbesserung der Apoptoseinduktion durch die
Interruption der MDM2/p73-Interaktion beobachtet werden [178]. Aus diesen Griinden stellt
die Aktivierung bzw. die Erhéhung des p73 eine attraktive Therapiestrategie dar. Ebenfalls
konnte die Rolle des p73 als therapeutische Zielstruktur im Mammakarzinom gezeigt werden.
Beispielsweise  Ubernahm p73 in  Adriamycin behandelten p53-defizienten

Mammakarzinomzellen die Funktionen des p53 [263]. Andere Studien zeigen, dass p73 sogar
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ein mdgliches therapeutisches Target beim TNBC darstellen kénnte [264-266]. Wahrend der
Verfassung der vorliegenden Dissertation veréffentlichten Adams et al. eine umfangreiche
Studie Uber eine neuartige MDM2-PROTAC (proteolysis targeting chimera), die p53-
unabhangig eine Apoptose Uber eine Reaktivierung des p73 in verschiedenen TNBC-Zelllinien
induziert. Der Wirkmechanismus dieser PROTAC besteht darin, dass MDM2 mittels der durch
die PROTAC rekrutierten Ligase degradiert wird. Interessanterweise zeigt dieser neue
Wirkstoff hinsichtlich der pharmakologischen Potenz in den TNBC-Zelllinien vergleichbare
ICso-Werte (4,00 — 5,50 yuM) mit denen des VWK603 [233].

Diese Daten weisen darauf hin, dass p73 bei der Anwendung von VWKGE03 ebenfalls eine
wichtige Rolle spielen und VWKG03 eine Apoptose Uber die Reaktivierung des p73 induzieren
konnte (Abb. 22) [2].

Allerdings legen einige Studien fir p73 auch eine prokanzerogene Wirkung dar.
Beispielsweise liel3 sich eine erhdhte Expression des p73 auf der Protein- oder mRNA-Ebene
in verschiedenen Tumoren beobachten [267]. Beim Mammakarzinom lagen widerspruchliche
Ergebnisse vor, ob eine Uberexpression des p73 mit einer geringeren oder hdheren Malignitat
einherging [268, 269]. Die widerspruchlichen Ergebnisse kdnnten damit begrindet sein, dass
in vielen Studien nur die Expression des p73 in seiner Gesamtheit und nicht in seinen
spezifischen Isoformen untersucht wurde [252], was fir eine vollstandige Charakterisierung
der madglichen antionkogenen Rolle von p73 essentiell sein konnte. Im Folgenden wird aus
diesem Grund auf die unterschiedlichen Isoformen des Proteins p73 naher eingegangen. Aus
der p73-Gensequenz lassen sich verschiedene p73-Varianten exprimieren, wobei sich die
zwei Isoformen TAp73 und DNp73 bezlglich ihrer Funktionen gegentberstehen [239, 267].
Der Unterschied zwischen den beiden Isoformen liegt darin, dass die TA-Isoform eine intakte
Transaktivierungsdomane aufweist, wahrend die N-terminal verkurzte DN-Isoform keine
besitzt (Abb. 21) [239, 267, 270]. Zudem entstehen durch alternatives SpleiRen weitere
Varianten innerhalb dieser ,Isoformklassen®, die sich am C-terminalen Ende unterscheiden
und nach dem griechischen Alphabet bezeichnet werden [239].

e Die Isoform TAp73 weist apoptotische Funktionen und Antitumorwirkungen wie p53
auf [242, 263]. Vergleichbar zum Knockout von p53 fihrte ein Knockout der TAp73-
Isoformen neben der Infertilitdt, der neurologischen Entwicklungs- und
Differenzierungsstérung ebenfalls zu spontan gebildeten und karzinogeninduzierten
Tumoren, insbesondere  zu Lungenkarzinomen  [271]. Eine  erhdhte
Apoptosesensitivitat wurde in p53-defizienten Neuroblastomzellen in Kombination von
Nutlin-3a und Doxorubicin durch die Inhibition zwischen TAp73 und MDM2
beobachtet [272]. Eine signifikante Antitumorwirkung in MDA-MB-468-Zellen konnte in
einer Arbeit auch fir einen neuartigen Inhibitor namens LEM2 gezeigt werden, der

spezifisch die Interaktion zwischen MDM2 und TAp73 hemmte und zusatzlich die
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Interaktion zwischen TAp73 und dem mutierten p53 inhibierte. Die ICso lagen etwas
unterhalb des VWK603 zwischen 1 und 3 puM [273]. In anderen Studien konnte ein
Zusammenhang zwischen TAp73, MDM2 und dem MDM2-Homolog MDMX gezeigt
werden. Es konnte dargestellt werden, dass sowohl MDM2 als auch MDMX, ebenfalls
ein Mitglied der MDM-Familie und auch als MDM4, HDM4 oder HDMX bezeichnet
(s. Kap. 1.4.1) [96, 98], die Transkriptionsaktivitat des TAp73 unterdrlickten [274, 275].
Protoporphyrin 1X, ein natlrlicher Metabolit der 6-Aminolavulinsdure sowie Prodrug
und Photosensitizer in der photodynamischen Therapie gegen Krebs, induzierte in
einer Studie Uber eine Reaktivierung des TAp73 durch die Inhibition der beiden
Interaktionen TAp73/MDM2 und TAp73/MDMX eine p53-unabhdngige Apoptose in
p53-defizienten Tumorzellen [274]. Interessanterweise zeigte eine Studie, dass in den
verschiedenen Mammakarzinomzelllinien, unter anderem in MDA-MB-231,
MDA-MB-436 und MDA-MB-468, die Expression der Isoform TAp73 fehlte [276]. In der
Arbeit von Tonsing-Carter et al. konnte jedoch dargelegt werden, dass Nutlin-3a in
Kombination mit Carboplatin die Expression des TAp73 in TNBC erhohte [161]. Die
Aktivierung des TAp73 durch MDM2-Inhibitoren kdnnte somit auch in TNBC-Zellen
relevant sein. Diese Daten weisen darauf hin, dass VWK®603 Uber eine Inhibition der
MDM2/TAp73-Interaktion ebenfalls in p53-mutieten TNBC-Zellen bzw. p53-
defizienten HCT116-Zellen p53-unabhangig die in dieser Arbeit beschriebene
Zellviabilitatsreduktion induzieren konnte [2].

Fir die Isoform DNp73 konnte wiederum in Studien ein onkogenes Potenzial
dargestellt werden, wobei DNp73 die transaktivierenden Proteine wie p53 und TAp73
hemmen kann [270]. In einer Studie wurde eine erhdhte Expression von DNp73 in
Mammakarzinomen nachgewiesen, die mit einer geringeren Tumorzelldifferenzierung
einherging und somit mit einer schlechteren Prognose korrelieren konnte [277].
Tumorzellen mit einem Knockout des DNp73 zeigten sich hingegen sensibler
gegeniber Chemotherapeutika und einer Apoptoseinduktion [278]. Eine Interaktion mit
MDM2 bzw. eine DNp73-spezifische Wirkung eines MDM2-Inhibitors ist in der Literatur

bisher nicht beschrieben.

Zusammenfassend zeigen diese umfangreichen Ergebnisse zu beiden p73-Isoformen TAp73

und DNp73 auf, wie komplex die Interaktionen der Proteine sind und vor welchen

Herausforderungen die Entwicklung neuer Medikamente gegen zielgerichtete Strukturen

dieser Proteine bzw. ihrer Interaktionspartner somit steht. Deshalb ist es wichtig, die

Forschung Uber die Rolle des p73 in der Tumorigenese voranzutreiben und in zukunftigen

Studien die Funktion von p73 bei der Entschlusselung des Mechanismus von MDM2-

spezifischen Inhibitoren wie VWK603 in p53-mutierten Tumoren genauer zu definieren. Die

Abbildung 22 fasst einen mdglichen Wirkmechanismus von VWKG603 in p53-mutierten
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bzw. -defizienten Tumoren Uber p73 graphisch zusammen, wobei hierbei wahrscheinlich der

p73-lsoform TAp73 die entscheidende apoptoseinduzierende Funktion zukommt.

Tumore mit p53-Wildtyp

Tumore mit p53-Mutation oder p53-Deletion

mutp53

_— m >

p53-+

Abb. 22: Mdgliche Wirkmechanismen des neuartigen MDM2-adressierenden Inhibitors VWK603.

Dargestellt sind die Wirkmechanismen des neuartigen MDM2-adressierenden Inhibitors VWK603 in Tumoren mit einem p53-
Wildtyp (p53**), p53-Mutation (mutp53) oder p53-Deletion (p53+). In Tumoren mit einem p53-Wildtyp kdnnte VWKG03 die
Interaktion zwischen MDM2 und p53+* inhibieren, sodass die Apoptose folglich eingeleitet wird. In einigen Arbeiten wurde die
Inhibition zwischen MDM2 und p73 bzw. der Isoform TAp73 durch die Referenzsubstanz Nutlin-3a in Tumoren mit einer p53-
Mutation oder p53-Deletion beobachtet, die eine Apoptose folglich induzierte [161, 178, 272]. Demzufolge wird in dieser Arbeit
angenommen, dass VWK603 ebenfalls die Interaktion zwischen MDM2 und (TA)p73 inhibieren kdnnte [2]. Abbildung mit
PowerPoint erstellt.

4.3.4 Mogliche nicht direkt die Protein-Protein-Interaktionen des MDM2
adressierende Wirkmechanismen von VWK603

In vielen Studien beeinflussen die MDM2-Inhibitoren die MDM2/p53-Interaktion [142]. Es

bestehen jedoch noch weitere Wirkmechanismen, die nicht die Protein-Protein-Interaktionen

des MDM2 adressieren, aber spezifisch den p53-MDM2-Signalweg beeinflussen kdnnten und

fur einzelne MDM2-Inhibitoren beschrieben sind [279].

Im Review von Qin et al. wurden die Substanzen mit einem Einfluss auf den p53-MDM2-
Signalweg =zusatzlich zu den direkt die Protein-Protein-Interaktionen des MDM2
adressierenden  Wirkmechanismen in vier weitere Wirkmechanismen klassifiziert [279]:
1. Inhibition der MDM2-Expression oder Herunterregulation der MDM2-Proteinstabilitat,
2. Inhibition der Expression oder Herunterregulation der Proteinstabilitdt des mutierten p53,
3. Inhibition der E3-Ligase-Aktivitat des MDM2, 4. Reaktivierung der p53-Eigenschaften bei
mutiertem p53. Die letzte Kategorie beschreibt dabei einen neuartigen Therapieansatz, der
gezielt die Transformation des p53-mutierten Proteins zu seiner physiologischen Konformation
bewirkt [279] und von VWKG603 mit spezifischer Bindung an MDM2 wahrscheinlich nicht
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adressiert wird. Diese zukunftsweisende Technologie wird in Kapitel 4.4.4 noch einmal im
Rahmen einer moéglichen synergistischen Anwendung mit VWK603 naher thematisiert.

Zu der ersten und zweiten Kategorie gehdrt beispielsweise Platycodin D [279]. Kong et al.
zeigten, dass dieses Naturprodukt als potenzieller MDM2-Inhibitor mit einer ICso von 7,77 uM
die Zellviabilitat in der Zelllinie MDA-MB-231 reduzierte, indem nicht nur die Expression des
MDM2 und MDMX auf der Proteinebene zurlickging, sondern auch die des mutierten
p53 [214]. Wie die Herabregulation des mutierten p53 induziert wird und ob die Reduktion der
MDM2/MDMX-Expression und Platycodin D/MDM2/MDMX-Interaktion indirekt eine Rolle
spielen, ist dabei noch nicht geklart. Zur dritten Kategorie zahlt beispielsweise die Substanz
Lissoclinidine B, die die MDM2-E3-Ligaseaktivitat inhibiert [279] und bisher nur in

Osteosarkom- und Kolonkarzinomzellen untersucht wurde [280].

Die nachfolgende Tabelle 27 fasst noch einmal die moglichen Mechanismen der
therapeutischen Adressierung des p53-MDM2-Signalwegs zusammen. Diese Theorien Uber
die moglichen unterschiedlichen Mechanismen, wie MDM2-Inhibitoren auch unabhangig von
einer direkten Adressierung der Protein-Protein-Interaktionen des MDM2 den p53-MDM2-
Signalweg beeinflussen kdnnen, zeigen, dass fur VWKG603 wahrscheinlich weitere Versuche

notwendig sind, um die Wirkmechanismen vollstandig zu entschltsseln.

Tabelle 27: Wirkmechanismen der Substanzen mit einem Einfluss auf den p53-MDM2-Signalweg.

Mechanismus Beispiele

1. Inhibition der Expression oder Herunter- Platycodin D, SP-141, YX-02-030,
regulation der Proteinstabilitat des MDM2 Lineariifolianoid A

2. Inhibition der Expression oder Herunter- Platycodin D

regulation der Proteinstabilitat des mutierten
p53
3. Inhibition der E3-Ligase-Aktivitat des MDM2  Lissoclinidine B

4. Reaktivierung der p53-Eigenschaften bei Prima-1, Prima-1"ET (APR-246),
mutiertem p53 RITA
5. Inhibition der p53/MDM2-Interaktion Nutlin-3a, Idasanutlin, RG7112, RITA

Verschiedene Wirkmechanismen von exemplarischen synthetischen und natlrlichen Substanzen, die den p53-MDM2-
Signalweg beeinflussen. Zur Erstellung der Tabelle dienten verschiedene Arbeiten [162-164, 180, 211, 233, 280-284] und die
Ubersichtsarbeit von Qin et al. [279] als Grundlage.
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4.4 VWKG603 als moglicher Wirkstoff in der zukunftigen Krebstherapie

4.4.1 EinfGhrung

Fir VWKG603 konnte in dieser Arbeit in unterschiedlichen TNBC-Zellkulturmodellen eine
signifikante Antitumorwirkung dargestellt werden [2]. Basierend auf diesen Daten soll unter
Berticksichtigung potenzieller Nebenwirkungen und Resistenzentwicklungen sowie maglicher
klinischer Anwendungsformen im Folgenden diskutiert werden, inwieweit nach
entsprechender Weiterentwicklung und praklinischer Validierung ein zukinftiger Einsatz in der

Krebstherapie, insbesondere des TNBC, realistisch erscheint.

4.4.2 Toxizitatsbestimmung von VWKG03 in nicht malignen Zellmodellen und
Abschatzung potenzieller Nebenwirkungen im menschlichen Organismus

Ein wesentlicher Aspekt von Wirkstoffen, der einen Einsatz beim Menschen limitiert, sind die

neben den gewlnschten Wirkungen im menschlichen Organismus hervorgerufenen

Nebenwirkungen. Fur MDM2-Inhibitoren sind hierbei diverse Nebenwirkungen bekannt. Dazu

gehoren Fatigue, gastrointestinale Beschwerden wie Diarrhoen oder Ubelkeit und

hamatologische Veranderungen wie Neutropenie oder Thrombozytopenie [142].

Zur Untersuchung von ersten toxischen Nebenwirkungen durch VWK603 wurde in dieser
Arbeit zunachst die Zelllinie NIH-3T3 herangezogen. Dabei wurde fir VWK603 eine ICso von
4,53 = 1,31 uM erzielt. In der Arbeit von Vassilev et al. wurden fir Nutlin-3a in NIH-3T3-
Fibroblasten eine etwas geringere I1Cso (1,30 pM) ermittelt [162]. An dieser Stelle muss
wiederholt betont werden, dass die ICso-Werte aus diesen Arbeiten aufgrund der
verschiedenen Versuchsdesigns nicht direkt miteinander vergleichbar sind. Dennoch zeigen
diese Daten eine ahnliche Toxizitat von VWK603 und Nutlin-3a in NIH-3T3-Fibroblasten. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass VWK603 im Vergleich zu Nutlin-3a bei héherer Potenz in
TNBC-Zellen weniger Toxizitat in gesunden Zellen aufweist. Dabei lasst sich die auch bei
VWKG603 noch geringer ausfallende ICso in den Fibroblasten gegentber den TNBC-Zellen
vermutlich durch die generelle erhdhte Sensibilitdt auf toxische Substanzen von NIH-3T3-
Fibroblasten zurickfihren [209].

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Zelllinie MCF-10A fir weitere toxische Studien
herangezogen. Dabei wurde flir VWK603 eine hdhere I1Cso von 16,29 £ 4,65 uM erzielt. Die
ICso lag signifikant hoher als die in den TNBC-Zellen, was eine geringere Toxizitat von
VWKG6E03 in nicht malignen Brustepithelzellen darstellt [2]. Fur Nutlin-3a lag ebenfalls ein
signifikanter Potenzunterschied zwischen den gesunden und malignen Zellen vor, der jedoch
geringer ausfiel (s. Kap. 3.5) [1, 2]. Interessanterweise zeigten Tonsing-Carter et al. bei einer

Behandlung mit 15 yM Nutlin-3a sogar eine signifikant starkere Zellviabilitdtsreduktion in den
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MCF-10A-Zellen im Vergleich zu den TNBC-Zellen bis um das 25-Fache. Die Zellviabilitat der
TNBC-Zellen wurde dabei kaum beeinflusst [161].

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass fur Nutlin-3a in gesunden Zellen im Gegensatz zu
den Tumorzellen nach einer Woche eine Reversibilitdt der toxischen Wirkung beschrieben
ist [162]. Ob dies in gesunden Zellen bei VWK603 wie bei Nutlin-3a ebenfalls zutrifft, |asst sich
zu diesem Zeitpunkt nicht beantworten. Aufgrund des wahrscheinlich vergleichbaren
Wirkmechanismus beider MDM2-spezifischen Inhibitoren (vgl. Kap. 4.3) erscheint dieses aber
mdglich und koénnte therapeutisch die toxische Wirkung von VWK603 auf gesunde Zellen

reduzieren.

In Ubereinstimmung mit der Meinung von Tonsing-Carter et al. sollte nicht unerwahnt bleiben,
dass sich die Toxizitatsdaten in vitro nicht unbedingt auf die Toxizitat in vivo Ubertragen lassen
kénnen. Stattdessen geben sie eine Orientierung der Dosiswerte und Hinweis zur moglichen
Entstehung von Gewebeschaden bei hoher Dosis in vivo an. Sie fanden dabei in vivo trotz
Verabreichung hoherer Konzentration von Nutlin-3a (200 mg/kg) keine erhohte Toxizitat zu
dem adjuvanten verabreichten Carboplatin [161]. Zur Ermittlung des vollstandigen
Nebenwirkungsprofils von VWK603 ist es somit notwendig, weitere Toxizitatsversuche in
verschiedenen Zelllinien und schlieBlich in Tierversuchen durchzufihren. Anschliel3end wirde

bei guter Vertraglichkeit die klinische Phase-I-Untersuchung bei TNBC-Patientinnen erfolgen.

Bis heute laufen Studien zur Ermittlung der Wirksamkeit und der Nebenwirkungen von MDM2-
Inhibitoren bei Patienten mit verschiedenen malignen Tumoren [142]. Jedoch wurde bis heute
noch keine Studie mit einem MDM2-Inhibitor fur TNBC-Patientinnen etabliert. Erstmalig im
Jahre 2018 wurde eine Studie mit dem MDM2-Inhibitor Idasanutlin in Kombination mit dem
monoklonalen Antikérper Atezolizumab in metastasierten und nicht resektablen
rezidivierenden hormonrezeptor-positiven Mammakarzinom-Patientinnen  durchgefihrt
(NCT03566485). In der Studie zeigten Patientinnen typische Nebenwirkungen von MDM2-
Inhibitoren. Jedoch konnte keine maximal tolerierte Dosis aufgrund der geringen
Teilnehmeranzahl ermittelt werden [285]. Eine Phase-II-Studie konnte neben dem Verlust der
Studienfinanzierung somit nicht erfolgen [285]. Hier ergibt sich die Frage, ob Idasanutlin eine
antitumorale Wirkung sowohl in den TNBC-Zelllinien als auch bei TNBC-Patientinnen erzielen

konnte.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass VWKG603 in gesunden Brustzellen in vitro zwar
eine toxische Wirkung aufzeigt, die I1Cso der Dosis-Wirkungs-Kurve aber oberhalb der von
TNBC-Zellen liegt und gegenlber Nutlin-3a im Vergleich zur Antitumorwirkung geringer
ausfallt [2]. Da zudem in Mausmodellen durchgeflihrte Studien in gesunden Zellen nach
langerer Applikationsdauer auf eine Reversibilitdt der Toxizitdt von MDM2-Inhibitoren
hinweisen [161], kann die Hypothese gestellt werden, dass VWK603 bei einer spateren

Verwendung in vivo ein positives Wirkungs-Toxizitats-Verhaltnis erreichen kdnnte.
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4.4.3 Resistenzentwicklung von MDM2-Inhibitoren in vivo und mogliche
synergistische Anwendung von VWK603 mit Paclitaxel

Wie in Kapitel 4.3.2 bereits flr in-vitro-Studien an Zelllinien diskutiert, sind fir MDM2-
Inhibitoren Resistenzentwicklungen auch bei der therapeutischen Anwendung beim Menschen
beschrieben [286]. Die Chemoresistenz stellt oft als therapielimitierender Faktor ein klinisches
Problem dar, weshalb verschiedene Chemotherapeutika mit anderen Wirkstoffklassen
kombiniert werden. Die Resistenzentwicklung findet nicht nur bei genotoxischen
Chemotherapeutika statt, sondern sie entsteht durch den langerfristigen monotherapeutischen
Einsatz in vitro (s. Kap. 4.3.2) und moglicherweise auch in vivo von MDM2-Inhibitoren in p53-
Wildtyp-Tumoren [287, 288].

Ob VWKG603 Mutationen bei p53-mutierten Tumorzellen und somit die Resistenzentwicklung
weiter verstarken oder sogar zur Entstehung von sekundaren malignen Tumoren in vivo
beitragen wurde, lasst sich jedoch zum aktuellen Zeitpunkt nicht beantworten. Dennoch muss
betont werden, dass in mehreren Arbeiten die Kombination aus MDM2-Inhibitoren und den
Chemotherapeutika die Apoptosesensitivitat in  p53-mutierten Tumoren nachhaltig
verbesserte [161, 179, 289], sodass VWK603 in Kombinationsanwendungen das Spektrum
der Therapie bei p53-mutierten Tumoren erweitern konnte. Folglich sollte die Auswirkung der
Langzeitbehandlung von VWK603 in Kombination mit Chemotherapeutika auf die TNBC-

Zellen zukinftig evaluiert werden.

Fur synergistisch wirkende Kombinationen von Therapeutika ist es wichtig, ergdnzende und
unterschiedliche Wirkmechanismen gezielt zu adressieren. Aus diesem Grund ware flir den
MDM2-adressierenden Inhibitor VWKG03 das Taxan Paclitaxel ein wichtiger Kandidat in einer
zuklnftigen TNBC-Therapie. Diese These ist darin begriindet, dass Paclitaxel zum einen
umfangreich als Chemotherapeutikum in der TNBC-Therapie erfolgreich eingesetzt wird [6, 8,
17] und zum anderen dessen Wirkung nicht vom p53-Status abhangt [290]. In mehreren
Zelllinien der Kolonkarzinome wurde diese Unabhangigkeit gezeigt [291]. Dies lief® sich auch
in dieser Arbeit durch die vergleichbare Zellviabilitatsreduktion und somit Potenz von Paclitaxel
im Versuch der HCT116-Zellinien mit unterschiedlichem p53-Status bestéatigen
(s. Kap. 3.3) [1, 2]. Auch in anderen Arbeiten mit den HCT116-Zelllinien liel® sich eine p53-
unabhangige Wirkung des Paclitaxels beobachten [226, 292]. Beim Mammakarzinom wurde
in einer Studie gezeigt, dass das therapeutische Ansprechen auf Paclitaxel mit einem defekten
p53 positiv korrelieren koénnte [293]. Interessanterweise zeigten Schaafsma et al. in
verschiedenen TNBC-Zelllinien das Gegenteil. Die Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-436
zeigten eine hohe Resistenz gegenuber Paclitaxel [294]. Da jedoch die Kombination aus
Chemotherapeutika und MDM2-Inhibitoren die Apoptosesensitivitat in MDA-MB-231-Zellen
und in weiteren TNBC-Zelllinien verbessern konnte [161, 179] und die 1Cso von VWK603 und

Paclitaxel hinsichtlich der Potenz im vergleichbaren mikromolaren Bereich lagen [1, 2],
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erscheint ein synergistischer Effekt auf die Zellviabilitdt in TNBC-Zellen bei Zugabe beider
apoptoseinduzierenden Substanzen wahrscheinlich und sollte in auf diese Arbeit

nachfolgenden Zellkulturstudien zunachst in vitro untersucht werden.

Die hier dargestellten in-vitro- und in-vivo-Studien von MDM2-Inhibitoren fiir den effizienten
Einsatz als Krebstherapeutikum legen dar, dass insbesondere im Rahmen einer
Langzeitbehandlung eine Kombinationstherapie mit einem aktuellen Chemotherapeutikum
erfolgsversprechender als eine Monotherapie erscheint. Fir VWKG603 lasst sich demnach
annehmen, dass eine besonders effektive Behandlung zukilinftig ebenfalls in einer

synergistischen Anwendung mit z.B. Paclitaxel etabliert werden kdnnte.

4.4.4 Mogliche synergistische Anwendung in der zuklnftigen Chemotherapie-
unabhangigen Behandlung

Das Ziel moderner zielgerichteter Krebstherapien ist es, tumorspezifische Veranderungen
therapeutisch zu adressieren und chemotherapeutische Behandlungen aufgrund ihres grof3en
unerwunschten Nebenwirkungsspektrums und begrenzter Effizienz zu reduzieren und in
einzelnen Fallen zu ersetzen [295]. So sind fir p53-mutierte Tumore Wirkstoffe wie Prima-1
und sein Nachfolger Prima-1MET (APR-246) entwickelt worden, die gezielt das mutierte
Tumorsuppressorprotein p53 der Tumorzellen in eine Konformation mit Eigenschaften eines
p53-Wildtyps uberfliihren kdnnen (vgl. Kap. 4.3.4) [211, 281]. Hierzu wurden auch Studien in
verschiedenen Mammakarzinomzelllinien durchgefuhrt [143, 211]. Dabei fanden Liang et al.
heraus, dass Prima-1 die Apoptose Uber den mitochondrialen Signalweg in vitro induzierte und
das Tumorwachstum in den mit hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomzellen injizierten
Xenograft-Mausen signifikant reduzierte [143]. Spater untersuchten Synnott et al. die
antitumorale Wirkung in TNBC-Zelllinien. Der Nachfolger Prima-1VET reduzierte dabei in der
Studie konzentrationsabhangig die Zellviabilitat in den p53-mutierten TNBC-Zellen mit einer
ICso zwischen 1,90 yM und 11,90 pM [211]. In der p53-Wildtyp exprimierenden
hormonrezeptor-positiven MCF-7-Zelllinie wurde nur eine verminderte Wirkung der p53-
mutationsspezifischen Wirkstoffe Prima-1 bzw. Prima-1MET beobachtet [143, 211]. Insgesamt
war die ICso der getesteten p53-mutierten Mammakarzinomzelllinien im Vergleich zu der ICso
der Zelllinien mit einem p53-Wildtyp signifikant geringer. Dies deutet auf eine erhdhte
Selektivitdt des Wirkstoffs gegeniber den p53-mutierten Tumorzellen hin [211]. In gesunden
Brustzellen konnte in der Studie von Liang et al. Uberwiegend keine Toxizitdt beobachtet
werden [143]. Eine klinische Studie mit Prima-1MET wurde bereits etabliert, die die Anwendung
bei Patienten mit hamatologischen Malignitdten und Prostatakarzinomen untersuchte
(NCT00900614) [296, 297]. Dabei wurde das Medikament gut vertragen und eine Aktivierung
der proapoptotischen Proteine Bax, PUMA und Noxa beobachtet [296].
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Beim Vergleich zwischen Prima-1/Prima-1MET und VWK603 kann vermutet werden, dass
mechanistisch keine direkten Parallelen bestehen, da VWK603 unabhangig vom p53-Status
wirkt und als MDM2-spezifischer Inhibitor Uber die Bindung an MDM2 fungiert [2]. Eine
synergistische Anwendung beider Wirkstoffklassen ware aufgrund der unterschiedlichen Mode
of Action und sich wahrscheinlich verstarkender Mechanismen demnach gut vorstellbar, was
VWK603 auch fir zukunftsweisende Therapien wie mit Prima-1/Prima-1VET interessant macht.
Diese These wird dadurch gestitzt, dass in vitro MDM2-Inhibitor-resistente Tumorzellen
mittels der synergistischen Gabe eines Wirkstoffs namens RITA (reactivation of p53 and
induction of tumor cell apoptosis) sensibilisiert werden konnten [282], bei dem neben der
Inhibition  der  p53/MDM2-Interaktion  ebenfalls eine  Apoptoseinduktion  durch
Konformationsédnderung des mutierten p53 in p53-mutierten Tumorzellen angenommen
wird [283, 284]. Hierbei zeigte die Kombinationstherapie aus RITA und einem MDM2-Inhibitor
einen gréleren antitumoralen Effekt als die Monotherapie von RITA [282]. Fir weitere bei
TNBC zukunftig mogliche synergistische Therapien von MDM2-Inhibitoren mit nicht
genotoxischen Substanzen wie z.B. Immuntherapeutika, PARP-Inhibitoren oder
Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-(PI3K/AKT-)Inhibitoren liegen bisher in vitro keine Daten vor.
Aufgrund des unterschiedlichen Mode of Action erscheint eine adjuvante Anwendung mit
MDM2-Inhibitoren auch hier mdglich. Diese These muss allerdings erst durch zukUnftige

Studien untersucht werden.

4.4.5 Erweiterung des Wirkstoffprofils von VWK603 Uber duale Adressierung von
MDM2 und MDMX
In der Studie von Yu et al. wurde im Mammakarzinom neben dem MDM2 eine Uberexpression
bzw. Amplifikation des MDM2-Homologs MDMX beobachtet, die somit zur Karzinogenese
beitragen kann [298]. Haupt et al. analysierten eine Datenbank und stellten fest, dass jeweils
ca. ein Drittel der Mammakarzinom-Patientinnen mit Luminal-Typ A und B eine Amplifikation
des MDMX aufwiesen. In TNBC lag in ca. < 30 % der Falle eine Amplifikation des MDMX vor,
wenn man den Basal-Typ und Claudin-Low-Typ zusammenfasste [98]. Eine starkere
Expression von MDMX in den MDA-MB-231- und MDA-MB-468-Zellen als in der
Kontrollzelllinie MCF-10A auf der Proteinebene wurde in der Arbeit von Miranda et al.
festgestellt [299]. Ein Gen-Knockdown stellte MDMX als ein potenzielles Target beim
Mammakarzinom inklusive TNBC dar [299]. Untermauert wurde diese Erkenntnis durch den
Einsatz eines MDMX-Inhibitors in den MDA-MB-231- und MDA-MB-468-Zelllinien [299].
Zudem zeigten Gao et al., dass eine Uberexpression des MDM2 und MDMX in MDA-MB-231-
Zellen die Metastasierung und die zirkulierenden Tumorzellen im Blut férdern kénnte. Ein
Knockdown einer der beiden Gene flhrte zu einer Reduktion von mindestens 78 % der

zirkulierenden Tumorzellen in vivo [300]. Darlber hinaus wurde in einer anderen Studie
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festgestellt, dass TNBC-Patientinnen mit fehlender Expression von MDMX oder MDM2 eine
bessere Prognose hatten [179]. Diese Daten legen nahe, dass beide Proteine MDMX und

MDM2 therapeutisch eine wichtige Rolle beim TNBC einnehmen.

Eine Koexpression von MDM2 und MDMX lie® sich signifikant beim Claudin-Typ
beobachten [98]. Obwohl beide Onkoproteine eine hohe Homologie, insbesondere in der p53-
Bindungsdomane, zueinander aufweisen [96], kdénnen sich beide gegenseitig nicht
ersetzen [301]. Studien zeigten, dass ein isolierter Knockout des MDMX vergleichbar wie ein
Knockout des MDM2 zur embryonalen Letalitat in den Mausen flhrte, die nur durch eine
Deletion des p53 gerettet werden konnten [105, 106, 302, 303]. Dies zeigt, dass MDMX wie
MDM2 ebenfalls ein wichtiger Regulator des p53 darstellt [302, 303]. Zwar kann es die
Transkriptionsaktivitat des p53 hemmen [96], aber im Gegensatz zum MDM2 nicht zum Abbau
durch Ubiquitinierung aufgrund der fehlenden E3-Ligase-Aktivitat selbst férdern [304]. Es
unterstitzt jedoch MDM2 bei dessen Abbaufunktion des p53 durch Bildung eines
heterodimeren Komplexes [301, 305] und die aus der Komplexierung resultierende
Verlangerung der Halbwertszeit des MDM2 [301]. Beide Uben somit zusammen einen
synergistischen regulatorischen Effekt auf p53 aus [301]. Gleiches gilt vermutlich auch fir die
Wirkung auf p73 (vgl. Kap. 4.3.3) [251, 274].

Eine Antitumortherapie ware somit effektiver, wenn Inhibitoren neben MDM2 auch gegen
MDMX gerichtet sind [231, 306]. In einigen Studien banden MDM2-Inhibitoren zwar auch an
MDMX, jedoch inhibierten die meisten bevorzugt MDM2 [61]. Aus diesem Grund werden
MDM2-Inhibitoren flr eine bessere, effektivere Therapie mit den Mitogen-aktivierten
Proteinkinase-Inhibitoren (MAP-Kinase-Inhibitoren) oder Chemotherapeutika kombiniert, die
die Aktivitdt des MDMX herunterregulieren [61]. Die Inhibition der Interaktion zwischen MDMX
und p53 durch Nutlin-3a als Beispiel ist aufgrund der geringeren Affinitat nicht ausreichend
effektiv [231, 306]. Zudem lie® sich eine geringe Reaktivierung des p53 bei Zugabe von
Nutlin-3a am ehesten auf die Uberexpression des MDMX zurlckfiihren [231], die die
Transkriptionsaktivitat des p53 unterdriickt [96]. Dies konnte auch erklaren, warum MCF-7-
Zellen, die MDMX stark Uberexprimieren, trotz einer Nutlin-3a-Konzentration von 10 uM in
einer Studie vermindert auf die antitumorale Wirkung ansprachen [306]. Diese Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass VWK603 ebenfalls vermindert an MDMX binden konnte, da im drug
screening als Vorversuch der Arbeitsgruppe ,Wirkstoffentwicklung® der Kilinik far
Frauenheilkunde und Geburtshilfe am  Universitatsklinikum  Dusseldorf  keine
Apoptoseinduktion durch VWKG603 mit 10 yM in den MCF-7-Zellen, verglichen mit den
MDA-MB-231-Zellen [2], zu beobachten war [unverdéffentlichte Daten der Arbeitsgruppel].

Exemplarisch wurde in einer Studie der Einsatz mit einem neuartigen MDM2-MDMX-Inhibitor
in TNBC untersucht, der vielversprechende Antitumorwirkung zeigte. Er reduzierte in

Kombination mit Doxorubicin effektiver und dosisabhangig die Zellviabilitat in den TNBC-
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Zelllinien im nanomolaren Bereich im Vergleich zu Nutlin-3a. Zudem erhohte er die
Chemosensitivitdt gegenlber Doxorubicin und somit die Apoptosesensitivitat. Weiterhin
reduzierte die Kombinationstherapie das Tumorwachstum und die EMT der implantierten
MDA-MB-231- und MDA-MB-468-Zellen in vivo [179]. Das im Kapitel 1.7.3 bereits erwahnte
geklammerte a-helikale Peptid ALRN-6924 gehdrt ebenfalls zu den dualen Inhibitoren. Dabei
zeigte es als erster dualer Inhibitor in der klinischen Studie vielversprechende Ergebnisse in
einigen p53-Wildtyp-Tumoren. Im Gegensatz zu den klassischen MDM2-Inhibitoren
(s. Kap. 4.4.2) waren die myeloischen suppressiven Nebenwirkungen geringer. Zu den
weiteren  Nebenwirkungen dieses Inhibitors gehdrten Fatigue, gastrointestinale

Nebenwirkungen, Kopfschmerzen und Anamie [171].

Diese Daten unterstreichen das Potenzial der dualen MDM2-MDMX-Inhibitoren als
therapeutischen Ansatz in hochmalignen Tumoren wie dem TNBC und sollten bei einer
zuklnftigen medizinalchemischen Optimierung von VWKG603 bericksichtigt werden. Hierbei
sollte die zusatzliche Bindung an MDMX zunachst untersucht und nachfolgend gegebenenfalls

fur eine effiziente therapeutische Anwendung optimiert werden.

4.5 Limitationen der Untersuchungen und Ausblick

In den in dieser Arbeit durchgefihrten Studien konnte gezeigt werden, dass der neuartige
MDM2-adressierende Inhibitor VWK603 die Zellviabilitdt in TNBC-Zellen signifikant
reduzierte [2]. Im direkten Vergleich zu der Referenzsubstanz Nutlin-3a konnte dabei
festgestellt werden, dass VWKG603 hinsichtlich der pharmakologischen Potenz Nutlin-3a
Ubertrifft. Als wahrscheinlich grundlegender Mechanismus konnte die Induktion einer
Apoptose in den Tumorzellen dargestellt werden [2]. FUr eine weiterfihrende Validierung der
Apoptoseinduktion kdnnen Methoden wie die Durchflusszytometrie zur quantitativen und
qualitativen Bestimmung der toten Zellen und zur Zellzyklusanalyse, Assays Uber die
Caspaseaktivitat 3, 7 und 9 und die Bestimmung der Expression von cleaved PARP und
Cytochrom ¢ herangezogen werden (vgl. Arbeiten von [161, 210, 215, 222]).

Es ist in der Literatur beschrieben, dass p53-Wildtyp-Tumore im Vergleich zu p53-mutierten
Tumoren eine hdhere Sensitivitat gegeniber MDM2-Inhibitoren aufweisen [61, 162-164]. Es
konnte jedoch in einigen Arbeiten gezeigt werden, dass MDM2-adressierende Inhibitoren, wie
hier fir VWK603 gezeigt [2], auch p53-unabhangig eine Apoptose induzieren kénnen [161,
178-180] und die ICso-Werte mit den Werten fir einige MDM2-Inhibitoren in p53-Wiltdyp-
Tumoren vergleichbar waren [162, 163, 180, 212, 213]. Da einzelne Arbeiten fur Nutlin-3a eine
p53-unabhangige Apoptoseinduktion Uber p73 zeigen konnten [161, 178, 222], soll dies als
maoglicher Wirkmechanismus auch zukunftig bei VWKG603 validiert werden. Dabei ist Uber eine

Zielprotein-Validierung mittels CETSA (cellular thermal shift assay) die Charakterisierung der
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Interaktion zwischen MDM2 und den potenziellen Interaktionspartnern inklusive p73 geplant.
Darlber hinaus kénnte die Expression der Zielgene des p73 sowohl auf der mRNA-Ebene
anhand einer qRT-PCR als auch auf der Proteinebene mittels einer Western-Blot-Analyse
Uberprift und auf diese Weise eine Wirkung von VWK603 auf p73 weiter bestatigt werden.
Dabei ware bei einer Adressierung der Interaktion zwischen MDM2 und p73 durch VWK603
eine verstarkte Expression weiterer proapoptotischer Zielgene und -proteine neben Bax wie
z.B. Noxa und PUMA in den Versuchen zu erwarten (vgl. Arbeiten von [178, 222, 266, 273,
274]). Zur Kontrolle kénnte vor VWK603-Behandlung Uber Transfektion der Zelllinien mit einer
spezifischen siRNA (small interfering RNA) die p73-Genexpression herabreguliert werden,
wodurch nach VWK603-Behandlung die Expressionsveranderung der p73-regulierten Gene
gegenuber den p73 nicht reduzierten exprimierenden Zellen eingeschrankt werden sollte und
hieriiber weiter die VWK603/p73-Interaktion belegt werden kdnnte.

Diese hier diskutierten Methoden ergédnzen die bisherige Charakterisierung des Wirkstoffs
VWKG603 und vervollstandigen die Analyse des p53-unabhangigen zellviabilitdtsreduzierenden

Mechanismus.

Aufgrund der allgemeinen Resistenzentwicklung werden oft Kombinationen aus
Chemotherapeutika mit anderen Wirkstoffen eingesetzt. Beim TNBC kommen therapeutisch
gemal der Leitlinie Taxane und Anthrazykline zur Anwendung [6] und seit Neustem erganzt
der PD-1-Inhibitor Pembrolizumab die bisherige Therapie [17]. In verschiedenen
Zellkulturstudien wurden potenzielle Substanzen mit Chemotherapeutika in Zelllinien
kombiniert, um die Dosis der Chemotherapeutika zu reduzieren und eine hohere
Apoptosesensitivitat zu erreichen. Beispielsweise konnten in der Arbeit von Tonsing-Carter et
al. eine erhdhte Apoptosesensitivitat in TNBC-Zelllinien durch die Kombination von Nutlin-3a
und Carboplatin erreicht werden [161]. Der MDM2-MDMX-Inhibitor von Fan et al. [179] und
der potenzielle naturliche MDM2-Inhibitor Platycodin D [307] zeigten einen synergistischen
antitumoralen Effekt in Kombination mit Doxorubicin. Zur Bestimmung eines therapeutischen
Fensters und Untersuchung des synergistischen adjuvanten Effekts durch VWKG603 sollte in
Zukunft untersucht werden, ob VWKG603 in nicht toxischen Konzentrationen beispielsweise
effizient mit Paclitaxel oder Doxorubicin oder auch mit PD-1-Inhibitoren kombiniert werden
kann.

Neben potenziellen synergistischen Wirkungen zu anderen Wirkstoffklassen sollte untersucht
werden, ob VWK603 neben MDM2 auch MDMX adressiert bzw. VWK603 hinsichtlich einer
zusatzlichen Adressierung von MDMX optimiert werden kann, da in TNBC eine erhdhte
Expression von MDMX vorliegen kann[98]. Analog zu der oben beschriebenen
synergistischen Behandlung mit Chemotherapeutika ware auch eine Kombination mit einem
MDMX-Inhibitor alternativ denkbar. Im Rahmen einer personalisierten Behandlung sollte

hierbei MDMX als Biomarker beim Mammakarzinom in Betracht gezogen werden, um bei
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primarer MDM2-Adressierung von VWKGE03 eine bessere zielgerichtete Therapie etablieren zu

koénnen.

Eine zytotoxische Wirkung in den nicht malignen Zellen durch VWK603 konnte in dieser Arbeit
festgestellt und als mogliche Nebenwirkungen interpretiert werden. Hierbei zeigte VWKG03 im
Vergleich zu Nutlin-3a und in Bezug zur Wirkung in TNBC-Zellen eine geringere Toxizitat in
den gesunden Brustepithelzellen [2]. Die Ergebnisse in-vitro-Versuchen lassen sich jedoch
nicht auf die Tiere oder auf den menschlichen Kdrper direkt Gbertragen. Zwischen den in dieser
Arbeit durchgefuhrten Versuchen in vitro und der ersten klinischen Phase-I-Studie mussen
noch weitere umfangreiche Toxizitatsstudien insbesondere in Kleintiermodellen durchgefuhrt
werden. Unabhangig von noch ausstehenden Toxizitatsstudien wurde in dieser Arbeit bereits
der Aspekt der Langzeitbehandlung berlcksichtigt. In vielen Studien werden die Zellen der
Tumormodelle mit neuen potenziellen Wirkstoffen maximal drei bis finf Tage lang inkubiert
(vgl. Arbeiten von [161, 179, 180, 273]). Durch die Erweiterung der Inkubationszeit auf sieben
Tage wurde in dieser Arbeit versucht, eine maoglichst kliniknahe Behandlung darzustellen. Als
nachste Stufe vor den Versuchen in vivo kénnte die Untersuchung der Wirksamkeit in 3D-
Zellkulturmodellen dienen. Der Vorteil der 3D-Zellkulturmodelle besteht darin, dass die Zell-
Zell- und Zell-Extrazellularmatrix-Kontakte bericksichtigt werden kénnen [308]. Somit kbnnen
die natlrliche Morphologie des Brustgewebes und die biologischen Signalprozesse besser
nachgestellt werden [309]. Dadurch erfolgt eine genauere Validierung der Wirkung.
AnschlielRend wirden dann die Versuche in vivo mit Xenograft-Mausen erfolgen, in denen
entweder kommerzielle Zelllinien oder menschliche Tumorzellen injiziert werden [310]. Sollten
die Versuche in vivo eine signifikante Antitumorwirkung durch VWKG603 zeigen, wurde die
klinische Phase-I-Studie am Menschen durchgefiihrt. Alternativ kénnte man die bereits in
klinischen Studien etablierten MDM2-Inhibitoren bei TNBC-Patientinnen testen. Wie fir die
einzelnen in diesem Kapitel genannten Punkte diskutiert, ergeben sich fir VWKG603
zukunftsweisende Ansatze und Plane fir eine erfolgreiche Weiterfihrung des vorliegenden

Forschungsprojektes.

4.6 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde der neuartige MDM2-adressierende Inhibitor VWKG603 als ein moglicher
therapeutischer Ansatz zur Behandlung des TNBC charakterisiert. Bislang sind die MDM2-
Inhibitoren fur ihre Wirkung in malignen Tumoren mit einem p53-Wildtyp bekannt [142]. In
einigen Arbeiten konnte jedoch auch eine Zellviabilitatsreduktion durch den Einsatz der
MDM2-Inhibitoren in malignen Tumoren trotz einer vorliegenden p53-Mutation gezeigt
werden [161, 164, 178, 179, 222].
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Zur Untersuchung der Wirkung in p53-mutierten TNBC wurde in dieser Arbeit der Wirkstoff
VWKG603 in verschiedenen TNBC-Zellkulturmodellen getestet und mit Nutlin-3a verglichen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl Nutlin-3a als auch VWKG603 die Zellviabilitat p53-
unabhangig stark reduzierten. Es wurde eine héhere pharmakologische Potenz des VWK603
im Vergleich zu Nutlin-3a festgestellt [2]. Zur Uberprifung, ob die Zellviabilitatsreduktion auf
eine Apoptoseinduktion zurlckzufihren war, wurde dazu die Genexpression der
apoptoserelevanten Gene Bax und Bcl-2 untersucht. Hier konnte unter VWK603-Behandlung
eine erhéhte Bax/Bcl-2-Ratio bestimmt werden, die auf eine erhdhte Apoptosesensitivitat mit
mitochondrialer Beteiligung hinweist [2]. Um sowohl die Apoptoseinduktion als auch den
Wirkmechanismus vollstandig zu evaluieren, werden zuklnftig weitere Versuche angestrebt.
Trotz des antitumoralen Potenzials konnte eine geringere Toxizitat in den nicht malignen
Brustepithelzellen beobachtet werden [2].

Es ist jedoch bereits bekannt, dass MDM2-Inhibitoren bei Patienten Nebenwirkungen
hervorrufen kénnen [142]. Interessant ist in diesem Zusammenhang die zukUnftige
Evaluierung eines sinnvollen therapeutischen Fensters von MDM2-Inhibitoren beim TNBC. Die
gewonnenen Erkenntnisse aus den in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen und anderen
Arbeiten werfen dabei nun die Frage auf, ob die bereits in klinischen Studien etablierten
MDM2-Inhibitoren auch bei TNBC-Patientinnen mit einer p53-Mutation effektiv wirken kdnnten.
Um diese Frage zu adressieren, sollten zuklnftige Patientenstudien in Betracht gezogen

werden.

Obwohl mittlerweile eine gewisse Anzahl unterschiedlicher MDM2-Inhibitoren erhaltlich ist, ist
es aufgrund des haufig begrenzten pharmakologischen Potenzials [212] und neuer
Resistenzbildungen [61] weiterhin notwendig, neue MDM2-spezifische Inhibitoren zu
identifizieren und zu entwickeln. In diesem Zusammenhang muss in den geplanten in vivo
Effizienz- und Toxizitatsstudien geprift werden, ob VWKG03 aufgrund seiner effizienten
MDM2-Interaktion als neuartiges a-Helix-Mimetikum hier das Spektrum der MDM2-Inhibitoren

sinnvoll erweitern konnte.

Zusammenfassend bilden die gewonnenen Daten die erste Grundlage einer maoglichen
Anwendung von VWKG603 bei der Behandlung des TNBC. Zukunftig sind einerseits sowohl
Versuche hinsichtlich der Wirksamkeit in Kombination mit Chemotherapeutika als auch
Untersuchungen bezlglich der Wirkmechanismen in vitro geplant. Dabei konnen zur
Verbesserung der pharmakologischen Eigenschaften medizinalchemische Optimierungen
durchgefuhrt werden. Weiterfuhrend werden Studien bezuglich der Wirksamkeit und
Nebenwirkungen in vivo angestrebt. Mit diesen geplanten Versuchen und Studien soll
schliellich die mogliche zukunftige Anwendung von VWKG03 bei TNBC-Patientinnen evaluiert
und die Grundlage flr eine mdgliche zukuinftige Einbindung in die personalisierte Therapie des

TNBC geschaffen werden.
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