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Einleitung

1 Einleitung
1.1  Bedeutung der Strahlentherapie

Die Strahlentherapie gilt neben der Chemotherapie als eine der beiden Grundséulen der
modernen Tumorbehandlung (Baskar et al., 2014). Uber 50% aller Tumorpatienten
erhalten eine Strahlentherapie als Komponente ihrer Behandlung (Delaney et al., 2005).
Dabei ist die Anwendung der Therapiemdglichkeiten sehr breit gefachert. Die
Strahlentherapie kann sowohl nach einer operativen Entfernung des Tumors angewandt
werden, um makroskopisch nicht sichtbare Zellverbande zu entfernen (adjuvante
Strahlentherapie), als auch vor einer geplanten operativen Resektion, um die Tumormasse
S0 zu verringern, dass eine Resektion tberhaupt erst ermdéglicht bzw. die postoperative
Uberlebenswahrscheinlichkeit verbessert wird. Die Anwendung der Strahlentherapie ist
dabei jedoch nicht nur kurativ, sondern haufig auch palliativ, um Patienten mit aggressiv
wachsenden Tumoren zumindest eine gewisse Symptomlinderung und damit auch eine
verbesserte Lebensqualitat zu ermdglichen (Durante and Loeffler, 2010; Guadagnolo et
al., 2013). Die Nutzung der Strahlentherapie basiert auf dem Prinzip, dass Krebszellen,
verglichen mit gesunden Zellen, eine deutlich erhdhte Proliferation zeigen und damit auch
deutlich anfalliger fur Schéden in ihrer DNA sind (Bernier et al., 2004). Wenn ein Tumor
im Rahmen einer Strahlentherapie behandelt wird, wird das Erbgut der Zellen in Form
der Desoxynukleotidsaure (DNA) geschéadigt und es kommt zu einer Arretierung des
Zellzyklus sowie, bei einer ineffizienten Reparatur der induzierten Schaden, zum Zelltod
(Baskar et al., 2008; Elledge, 1996). Die Schaden auf3ern sich dabei in Einzel- (SSB) und
Doppelstrangbriichen (DSB), die entweder direkt, durch eine lonisierung des Phosphat-
Rickgrats der DNA, entstehen (Mariotti et al,. 2013), oder durch eine indirekte
Schédigung, welche bis zu 60% des strahleninduzierten Schadens ausmacht (Barcellos-
Hoff et al., 2005). Bei der indirekten Schadigung werden Wassermolekile in den
bestrahlten Zellen ionisiert und so in Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) umgewandelt
(Yamamori et al., 2012). Diese ROS versetzen das umliegende Gewebe als freie Radikale
in oxidativen Stress, was wiederum zu DNA-Schéden in Form von SSB und DSB fiihrt
(Lieber, 2010).
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1.2 Problematik der Strahlenresistenz

Die Strahlenresistenz, welche fiir einige Tumorarten charakteristisch ist, gestaltet sich
dadurch problematisch und erschwert eine erfolgreiche Therapie. Hierbei kann man grob
zwischen zwei Arten der Resistenzbildung unterscheiden: Die erworbenen und die
genetisch bedingten Resistenzen. Herrscht in einem Tumor Sauerstoffmangel, Hypoxie
genannt, konnen sich die Krebszellen diesem anpassen, um ihr eigenes Uberleben zu
verbessern (Horsman et al., 2012). Es zeigte sich, dass die Tumorhypoxie sehr heterogen
verteilt sein kann, mit Regionen mit einer Sauerstoffverfliigbarkeit von <5% (leichte
Hypoxie) bis <0,5% (schwere Hypoxie) oder sogar <0,01% O2 (Anoxie). Die
Tumorhypoxie ist hinsichtlich ihrer Dauer (kurz- bis langfristig) und ihres zeitlichen
Ablaufs (voriibergehend, chronisch oder intermittierend) hochdynamisch und schwankt
auch regional, was vor allem auf die Instabilitdt und chaotische Organisation der
Tumorvaskularisation zurlickzufuhren ist (Lee et al., 2014; Ljungkvist et al., 2007;
Matsamuto et al., 2010; Vaupel and Harrison, 2004). Eine Anpassung an eine Hypoxie
und Reoxigenierung fuhrt innerhalb der Zellen zu einer gesteigerten Kapazitat des
antioxidativen Systems, reduziert somit das Level der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
und fiihrt zu einer reduzierten ROS-vermittelten Zellschadigung (Matschke et al., 2016;
Nakashima et al., 2017; Rouschop et al., 2013). Diese erworbene Féahigkeit der besseren
Kontrolle von ROS fiihrt bei einer Radiotherapie jedoch auch zu einer erhéhten Resistenz
gegenuber den eingesetzten Strahlen, da diese unter anderem auch tber die Induktion der
ROS Level Schaden an den Krebszellen verursachen (Brown and Wilson, 2004). Die
zytotoxische Wirksamkeit der Strahlentherapie hangt nicht nur von der Fahigkeit ab, mit
DNA-Schaden umzugehen, sondern auch von der richtigen Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und damit auch direkt von der lokalen Verfligbarkeit von
molekularem Sauerstoff (O2) im Tumorgewebe wéhrend der Behandlung. Folglich
verleiht eine Senkung des O2-Spiegels, bis hin zur Tumorhypoxie, durch unzureichendes
02-Angebot, erhohter O2-Bedarf oder beides eine direkte Resistenz, indem der oxidative
Stress und die therapieinduzierte Zellabtétung verringert werden (Bristow et al., 2008).
So ist es nicht Uberraschend, dass die Fahigkeit von Krebszellen, mit oxidativem Stress
umzugehen, eine weitere Determinante der Strahlenempfindlichkeit von Krebszellen ist
und dass eine Hochregulierung des zelluldren antioxidativen Abwehrsystems wéhrend

der malignen Progression zu einer erhéhten Strahlenresistenz beitragen kann (Matschke
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et al., 2019; Nakashima et al., 2017; Rouschop et al., 2013). Ein solch erzeugter
Selektionsdruck innerhalb der Zellen kann jedoch nicht nur tber Strahlen, sondern auch
Uber eine Chemotherapie erzeugt werden. Es wurde bereits gezeigt, dass eine
Umprogrammierung des Metabolismus innerhalb der Tumorzellen eben diesen hilft, in
den veranderten bioenergetischen Bedingungen zu Gberleben, welche zum Beispiel durch
schwankende Sauerstoff-Konzentrationen erzeugt werden (Matschke et al., 2016).
Unserer Arbeitsgruppe hat eine veranderte Nutzung von Glutamin Uber die Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase (GOT1) far die Produktion von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), welches seinerseits fur die Reduktion
von Glutathion und damit unmittelbar fiir die Regeneration des Antioxidanten Systems
verwendet wird, herausgestellt. Diese Vorarbeiten stehen im Einklang mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Matschke et al., 2016; Nakashima et al., 2017;
Rouschop et al., 2013). Das ist vor allem dahingehend interessant, da eine Uberexpression
oder aktivierte Mutation der GOT1 hé&ufig in Tumorarten gefunden werden, die
strahlenresistent sind, wie das Brust-, Pankreas- und Nicht-kleinzellige-Lungenkarzinom
(Matschke et al., 2016; Chakrabarti, 2015). Alternativ zu den durch Selektionsdruck
entstandenen Resistenzen gibt es auch solche, die durch genetische Verénderungen
hervorgerufen werden. So kann ein genetischer Defekt in den Zellen, deren DNA-
Reparatur verbessern oder auch verschlechtern, aber auch Resistenzen gegen ROS
deutlich erhéhen. So zeigte Chakrabarti (2015) ebenfalls, dass es eine Assoziation
zwischen KRAS Mutationen und der Expression von MEL1 und GOT in NSCLC-
Krebszellen gibt. Eine durch die Mutation ausgeldste Erhohung der ME1- und GOT-
Expression zeigte bei der Betrachtung der Uberlebenskurven der Patienten nach
Strahlenbehandlung einen signifikanten Abfall im Vergleich zu der Gruppe ohne eine
erhdhte Expression (Chakrabarti, 2015).

1.3  Der SLC25A1 Citratcarrier
Eine weitere enge Verknupfung zwischen den adaptiven Veranderungen des
Tumormetabolismus und der Produktion von ROS findet sich bei dem mitochondrialen
Citratcarrier SLC25A1. Dieser Transporter wird von dem gleichnamigen Gen SLC25A1
codiert und befindet sich auf dem Chromosom 22 im Bereich 22g11.2 (lacobazzi et al.,
1997). Der in der inneren mitochondrialen Membran gelegene Transporter dient vor allem

dem elektronenneutralen Austausch von Citrat aus der mitochondrialen Matrix gegen
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Malat aus dem Cytosol (Nicholls, 2010). Auf das Oxalacetat wird nun mittels Citrat-
Synthase eine Acetylgruppe eines Acetyl-CoA ubertragen, wéhrend das CoA abgespalten
wird. So wird aus Malat wieder Citrat, dass das Mitochondrium tber den Citratecarrier
verléasst (Abb. 1). Der Citratexport aus dem Mitochondrium ins Cytosol wird durch den
Citratcarrier SLC25A1 ermdglicht und zeigt somit eine Verbindung zum
Energiemetabolismus, der mitochondrialen Redox Homoostase als auch der Biosynthese
verschiedener Metabolite (Catalina-Rodriguez et al., 2012; Hlouschek et al., 2018; Majd
et al., 2018). Intramitochondriales Citrat sowie das durch den Transporter ins
Mitochondrium aufgenommene Malat werden im Rahmen des Citratzyklus oxidiert und
zur Energiegewinnung in Form von Adenosintriphosphat (ATP) weiterverwendet (Sun et
al., 2010; Calatalina-Rodriguiez et al., 2012). Das cytosolische Citrat wiederum inhibiert
die Glykolyse uber allosterische Inhibition der Phosphofructokinase-1 (PFK1) oder wird
in Acetyl coenzyme A (Acetyl-CoA) umgewandelt (Newsholme et al., 1977; Srere,
1959). Acetyl-CoA wird fir die Synthese von Ubiquitinen, Fettsduren und des
Steroidgerists benétigt (Grunler et al., 1994; Watson and Lowenstein, 1970). Eine
Inhibition des SLC25A1 beeinflusst mehrere zellulare Vorgange wie z.B. die
Membranfunktion und Membranbildung und sogar die Hormonhomostase. Inshesondere
unterstitzt SLC25A1 zusammen mit der mitochondrtialen Isocitrat Dehydrogenase 2
(IDH2) und zusammen mit der cytosolischen IDH1 die Redoxhomdstase und die damit
verbundene Produktion von NADPH, welches zur Reduktion vom oxidiertem Glutathion
und somit zur Reduktion von ROS beitrdgt (Jiang et al., 2016; Hlouschek et al., 2018).
Die Bedeutung von SLC25A1 zeigt sich auch in anderen medizinischen Bereichen. So
haben bereits Prasun et al. (2014) einen Zusammenhang zwischen einer SLC25A1
Defizienz und verschiedenen Krankheitsbildern wie z.B. der epileptischen
Enzephalopathie oder respiratorischer Insuffizienz herausstellen. Wie wichtig SLC25A1
ist, zeigt sich auch in den massiven Veranderungen, die eine Defizienz in diesem Gen fur
den Metabolismus bedeutet. In SLC25A1 defizienten Zellen kommt es zu tiefgreifenden

Umstrukturierungen im  zentralen Kohlenstoffstoffwechsel, einschlieBlich  der
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Unterdriickung der Pyruvatdehydrogenase und der Induktion einer glukoseabhangigen
Anaplerose durch die Pyruvatcarboxylase (Jiang et al., 2017).

Oxalacetat
Intermembranraum Acetyl-Coa

+ADP + Pi

NADH
CoA + ATP

NAD+
Citrate L-Malat Pyruvat H+

NADP+  NADPH +

co2 Innere

Mitochondrien-
membran

Citrate L-Malat  yap+ Pyruvat H+
NADH
2
Matrix CoA ATP+CO2
Acetyl-Coa ADP + Pi

Oxalacetat

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Citrat-Metabolismus im Mitochondrium und Cytosol und
Austausch uber den Citrat Transporter SLC25A1. Das Citrat wird im Antiport gegen Malat aus der Matrix ins
Cytosol gebracht. Dort wird es Uiber Oxalacetat unter Erzeugung von NAD+ zu Malat reduziert. Das Malat kann dann
entweder wieder iber den Citrat-Carrier in die mitochondriale Matrix gelangen oder wird zu Pyruvat oxidiert. Auch
Pyruvat kann die Membran mittels Pyruvat/H+ Sympoter (iberwinden, wo es tber die Pyruvat-Carboxylase erneut in
Oxalacetat umgewandelt wird.

Eine erhohte Expression des SLC25A1 Gens wurde bereits in Tumorzellen gefunden und
als Folge einer Anpassung an oxidativen und respirativen Stress vermutet (Catalina-
Rodriguez et al., 2012). Ebenfalls wurde von einem vorherigen Promotionsstudenten in
meiner Arbeitsgruppe aber auch von anderen gezeigt, dass eine Inhibition des SLC25A1
Transportproteins mit einer erhéhten Strahlensensitivierung in Lungenkrebszellen
einhergeht (Fernandez et al., 2018; Hlouschek et al.,, 2018). Durch die direkte
Auswirkung von SLC25A1 auf den Tumormetabolismus und die Redox-Homdostase
stellt SLC25A1 ein mogliches Ziel fur eine tumorspezifische Therapie dar. Erste positive
Ergebnisse flr einen Tumor-hemmenden Effekt, sowie keine bislang nachweisbaren
toxischen Auswirkungen auf SLC25A1 exprimierendes Normalgewebe, untermauen
diese These (Catalina-Rodriguez et al., 2012; Hlouschek et al., 2018). Die groRe
Bedeutung von SLC25A1 zeigt sich aber auch klinisch, wenn man Patienten mit Nicht-

kleinzelligem Bronchialkarzinom und hohen Expressionen des Citrattransporters denen
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mit einer geringen Expression gegenuberstellt (Hlouschek et al., 2018). Dabei wird
deutlich, dass eine hohe Expression von SLC25A1 signifikant mit einem deutlich
geringeren Uberleben der Patienten korreliert (Hlouschek et al., 2018). Dies wird noch
einmal deutlicher, wenn man die gleiche Untersuchung mit Patienten durchfiihrt, welche
eine Operation durchfthren lieRen, bei denen der Tumor bis ins gesunde Gewebe hinein
entfernt werden konnte, eine sogenannte RO-Resektion (Abb. 2) (Hlouschek et al., 2018).
Zusammenfassend stellt SLC25A1 liber den Export von Citrat aus der Matrix ins Cytosol
eine wichtige Verbindung der beiden Energiestoffwechselwege (oxydative
Phosphorylierung und Glykolyse) sowie der antioxidativen Kapazitat der Zelle dar.
Sowohl der Energiemetabolismus als auch die antioxidative Kapazitét gelten als wichtige
Determinanten der Strahlenantwort. Zusatzliche Uberexpression des SLC25A1
Transporters in Tumorzellen machen den Citratcarrier zu einem attraktiven Zielmolekdl

fur eine Radiosensitivierung.

>
w

~N
°

== Low Expression of SLC25A1
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Abbildung 2 Patienteniiberleben in Abhéngigkeit der Expression von SLC25A1.
(A) Gesamtuberleben der Patienten mit Lungenkarzinom, (B) Relative Expression von SLC25A1 in gesundem bzw.

Tumorgewebe, (C) Gesamtiiberleben nach RO-Resektion des Tumorgewebes (Hlouschek et al., 2018).
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14  DNA-Reparatur

Wie bereits oben erwéhnt, induziert die Strahlentherapie die fir die Zelle toxischen DNA-
Doppelstrangbriiche (DSB) (Mladenov et al., 2011; Schipler and lliakis, 2013). Die
menschlichen Zellen benutzen primdr zwei verschiedene Wege fur die Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen, wenn diese z.B. durch Strahlung entstanden sind. Dabei
handelt es sich zum einen um die fehleranfallige Nicht-homologe Endverkniipfung
(NHEJ) und die fehlerfreie Homologe Rekombination (HRR) (Abb. 3). Urspriinge fur
DNA-Schéaden sind dabei jedoch vielseitig und kénnen auch chemisch oder durch Fehler
in der DNA Replikation entstehen (Mahaney et al., 2009).

Tumorzelle

Dobbelstrangbruch I
(DSB) . |
Non-homologe Homologe Rekombination
Endverkniipfung (HRR)
(NHEJ)

I
I
Einfache

@ Verbindung

der Enden
.= ]
.= ]

Widerherrstellung
durch Template

e

Abbildung 3 Schematische Darstellung von den zwei Hauptwegen der DNA-Reparatur in einer Tumorzelle
nach Bestrahlung (IR).
Durch die Bestrahlung entstehen Doppelstrangbriiche in der DNA der Tumorzellen. Diese werden dann primdr durch

die Nicht-homologe Endverkniipfung oder die Homologe Rekombination repariert.

Insgesamt haben sowohl die Reparatur mittels NHEJ als auch die Reparatur durch die
HRR Vor- als auch Nachteile. So ist die NHEJ vor allem schnell und kann zu jedem
Zeitpunkt des Zellzyklus eingesetzt werden (Lieber, 2008). Da hier kein komplementarer

DNA Strang als Template genutzt wird und die losen Enden lediglich direkt verbunden
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werden, ist diese Art der Reparatur jedoch sehr anféllig fur kleinere Insertionen,
Deletionen oder sogar Translokationen (Varga and Aplan, 2005). Die NHEJ beginnt
schon wenige Sekunden nach Entstehung des Doppelstrangbruchs. Das Heterodimer
Ku70/Ku80, welches in hoher Konzentration im Zellkern vorliegt, bindet mit hoher
Affinitat an die offenen Enden der DNA.

A , DSB Inducing Agent

DsSB

7 By

Ku70/80 Ku70/80

:g@:

/f\

]

DNA-PKcs XRCC4 Ligase IV XLF APLF

Abbildung 4 Verknipfung durch NHEJ.

(A) Entstehung des DSB, (B) Anlagerung des Ku70/80 Heterodimers, (C) Anlagerung der verschiedenen Faktoren, (D)
Verknupfung der freien Enden mithilfe der vorher entstandenen Kompexes. Modifiziert nach (Davis and Chen, 2013).

Dieser KU:DNA-Komplex dient als Bindungsstelle fur weitere Faktoren wie z.B.
Serin/Threonin-Proteinkinase DNA-PKcs, XRCC4 und DNA-Ligase IV (s. Abb. 4)
(Lieber, 2008; Davis and Chen, 2013). Ligase IV stellt dabei eine ATP-anhéngige DNA-
Ligase dar. Diese wird benétigt, um die kovalente Bindung zwischen den DNA-Enden
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mittels einer Phosphodiesterbindung zu katalysieren (Timson et al., 2000). XRCC4 zeigt
uber eine Wechselwirkung mit der Ligase IV jedoch auch eine rekrutierende Funktion fur
den DSB (Wu et al., 2009). Darlber hinaus rekrutiert der KU:DNA-Komplex die
Polymerasen pu und A, welche ebenfalls flr die Verarbeitung der DNA-Enden benétigt
werden (Ma et al., 2004). Gerade die Fahigkeit zur Template-unabhéngigen Synthese,
welche die Polymerase p mit sich bringt, ist von grofler Bedeutung fir die NHEJ
(Dominguez et al., 2000). Dabei hangt sowohl die Zusammensetzung als auch die
Reihenfolge der Komponenten stark von der Art des DSB ab und kann dadurch variieren
(Davis and Chen, 2013; Mari et al., 2018). Im vorletzten Schritt werden nun noch
Hydroxyl- und Phosphatgruppen modifiziert, welche die Verbindung sonst blockieren
wirden und einige Nukleotide entfernt. Die daftr zur Verfligung stehenden Exo- und
Endonukleasen werden durch einen Komplex aus Artemis und DNA-PKcs phosphoryliert
und somit aktiviert (Bernstein et al., 2005). Im letzten Schritt kdnnen nun mithilfe des
XLF:XRCC4:Ligase IV-Komplexes die offenen Enden verkniipft und damit die NHEJ
abgeschlossen werden. Dabei bt die Ligase IV die eigentliche Ligase-Aktivitat aus,
wahrend XLF und XRCC4 mehr strukturelle Funktionen ausfiihren (Ahnesorg et al.,
2006; Critchlow et al., 1997). XLF und XRCC4 formen Uber stabile Homodimere, als
Zwischenschritt, superhelikale Filamente, welche die DNA-Enden in die richtige Position
flr die Ligation bringen (Ahnesorg et al., 2006; Andres et al., 2012).

Im Gegensatz zur NHEJ kann die HRR nur wahrend der spaten S- oder der G2-Phase
benutzt werden. Dieser Umstand besteht, da diese Reparaturmethode das Schwester-
Chromatid als Template benétigt und nur waéhrend dieser Phasen eine ausreichende
raumliche Nahe zwischen beiden Chromatiden besteht (Sonoda et al., 2006). Dabei
erkennt der Mrel1-Rad50-Nbsl (MRN)-Komplex den Doppelstrangbruch, bindet daran
und initiiert so den Weg fiir die HRR (Paull and Gellert, 1999). Anschlie3end fuhrt Mrell
zusammen mit der Endonuklease CtlP die erste Resektion der DNA-Enden am
Doppelstrangbruch durch (Cannavo and Cejka, 2014; Mimitou and Symington, 2009).
Grundsatzlich kann man die HRR in drei Phasen unterteilen (Heyer et al., 2010). Die erste
Phase ist die Pre-Synapsis. Diese Phase dient der Herstellung eines 3'-Uberhangs. Dafiir
wird zum einen der aus vier Nukleasen bestehende MRN-Komplex benétigt, zum anderen
ein Komplex aus zwei Helikasen, welcher die beiden Gabeln des Doppelstrangs offenhalt.
Das Protein RPA dient unterdessen der Stabilisierung der DNA (Chen and Wold, 2014;
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Hass et al., 2012), um die Ausbildung von Sekundarstrukturen an den nun einzeln
liegenden Strangen zur verhindern. Da RPA jedoch auch die Bindung von Rad51
inhibiert, werden Mediatorproteine, wie z.B. BRCA 2, benétigt, welche es Rad51
erlauben, auch dort zu binden, wo RPA gebunden ist (Heyer et al., 2010) und dieses
anschlieRend zu ersetzen (Jensen et al., 2010; Ma et al., 2017). Anschliel3end beginnt die
zweite Phase mit der sogenannten Synapsis. In dieser sucht Rad51 gezielt nach der
passenden Sequenz zum zuvor erstellten 3'-Uberhang und interagiert mit Rad54, um den
sogenannten Displacement-loop zu bilden (Petukhova et al., 1998; Raschle et al., 2004).
Diese Vorbereitung fur die DNA-Synthese ben6tigt das Rad54-Motorprotein sowohl fir
die Stabilisierung als auch fiir den Ubergang von DNA-Stranginvasion in DNA-Synthese
(Heyer et al., 2010; Raschle et al., 2004). In der abschliefenden Post-Synapsis, der dritten
Phase, kann die Reparatur nun entweder tber die Doppelstrangbruch-Reparatur (DSBR)
oder die Synthese-abhangige Strang-Verknipfung (SDSA) beendet werden, welche
jedoch beide Polymerase & bendtigen (s. Abb. 5) (Maloisel et al., 2008; Sung and Klein,
2006).

Vor allem Klinisch sind diese beiden Reparaturmechanismen von grof3em Interesse. So
wurden z.B. in Mammakarzinomen bei fast drei Viertel der untersuchten Proben eine
Mutation im BRCA1 und BRCA 2 Gen gefunden (Knijnenburg et al., 2018). Durch diese
Mutation wird ein wichtiger Tumorsuppressor nicht mehr korrekt kodiert, welcher
gemeinsam mit dem BRCA 2- und RAD51-Genen eine wichtige Rolle bei der HRR-
vermittelten DNA-Reparatur spielt. Die entsprechenden Tumorzellen sind daher durch
eine Defizienz in der HRR charakterisiert, die auch als ,,BRCA-ness“ oder ,,HR-ness*

bezeichnet wird.
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der HRR.

(A) Beschédigter DNA Doppelstrang (blau) und Schwester Strang (rot), (B) Vorbereitung der Enden wéhrend der Pre-
Synapsis, (C) Induzierung des D-loops durch Rad51, (D) Synthese der neuen DNA komplementdr zum
Schwesternstrang, (E) Auflésung der Loops und Trennung beider Strange, (F) Verbindung der neu synthetisierten DNA
mit den Enden der zuvor beschadigten DNA. Modifiziert nach Freeman et al., 2008.
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Dies flihrt zum einen dazu, dass Schéden durch Bestrahlung oder auch durch falsch
abgelaufene Mitosen nicht mehr durch die HRR repariert werden, sondern die Zelle auf

die NHEJ zuruckgreifen muss und so die Gefahr fiir eine Entartung deutlich ansteigt.

Zum anderen bietet diese genetische Mutation der HRR-vermittelten DNA-Reparatur
jedoch auch einen therapeutischen Angriffspunkt. So kann man diese Form der
genetischen Mutation, die fir die HRR-vermittelten DNA-Reparatur wichtiger Gene, bei
Tumorerkrankungen zum Beispiel mit Inhibitoren des Endverknupfungs (EJ)-DNA-
Reparaturweges, z.B. PARP- oder DNA-PK-Inhibitoren, verbinden. Der Effekt von
PARP-Inhibitoren wurde bereits mit der Induktion einer Stérung bei der
Basenexzisionsreperatur beschrieben, welche z.B. nach einem DNA-Einzelstrangbruch
bendtigt wird (Caldecott et al., 1996). Interessanterweise erhohen solche
krebszellspezifischen Veranderungen in einem DSB-Kernreparaturprotein die
Anfalligkeit der Zellen fur Medikamente, die in die entsprechenden alternativen DSB-
Reparaturwege eingreifen und dieser Effekt kann noch verstarkt werden, wenn solche
Medikamente mit DNA-Schaden induzierenden Behandlungen, wie z.B. Strahlentherapie
oder genotoxischer Chemotherapie, kombiniert werden (Pilié et al., 2018; Lord &
Ashworth, 2018; Turner et al., 2004). Das zugrundeliegende Konzept der synthetischen
Letalitdt war fur Tumoren mit Funktionsverlustmutationen in den HR-Genen BRCA1
oder BRCAZ2 entwickelt worden (Lord & Ashworth, 2018; Turner et al., 2004). BRCA-
mutante Tumoren weisen Defekte in der HR-Reparatur auf (,,BRCAness" oder ,,HRness")
und dies ist synthetisch tédlich durch die Hemmung von Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP)-abhdngigen DNA-Reparaturwegen, wie z.B. der Nicht-homologen
Endverknlpfung, unter Verwendung von PARP-Inhibitoren (Pilié et al., 2018; Lord &
Ashworth, 2018; Turner et al., 2004). Krebszellen kdnnen jedoch auch Resistenzen gegen
Behandlungen mit DNA-Reparatur-Inhibitoren entwickeln, was die Notwendigkeit
neuartiger therapeutischer Ansatze zur Verhinderung oder Uberwindung von Resistenzen
und die Notwendigkeit der Identifizierung und Validierung robuster Biomarker, die das
Ansprechen oder die Resistenz auf Inhibitoren der DNA-Schadensantwort und DNA-
Reparatur vorhersagen, unterstreicht (Knijnenberg et al., 2018; Pilié et al., 2018).
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2 Fragestellung der Arbeit
Vorherige Studien zeigen verschiedene Effekte auf Tumorzellen wie Nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome, wenn man bei diesen Zellen den SLC25A1 Transporter inhibiert.
Dabei zeigte sich eine Erhdhung des zytotoxischen Effektes auf die Krebszellen, wenn
einer Strahlentherapie eine Vorbehandlung mit dem 1,2,3-Benzotriazol (BTA) Wirkstoff
vorausgeht. Diese Effekte duf3erten sich in Form von erhdhten ROS Leveln, einer
Ansammlung des Onkometabolites D2-Hydroxyglutarat (D2HG), welches auch durch
eine gain-of-function Mutation der IDH1/2 entsteht (Dang et al., 2009), sowie einem
reduzierten Zellliberleben in Kombination mit Strahlentherapie (Hlouschek et al., 2018).
D2HG ist ein kompetitiver Inhibitor der a-ketoglutarat abhdngigen Dioxygenase, von
welcher wiederum einige wichtige Reparaturfaktoren fiir Doppelstrangbriiche abhéngig
sind (Xu et al., 2011; Young et al., 2013; Xiang et al., 2020). Eine Erhéhung des D2HG
Levels tragt so zu einer reduzierten Fahigkeit der Zelle bei, DNA-Doppelstrangbriiche
(DSBs) mithilfe der homologen Rekombination (HR)-vermittelten DNA-Reparatur zu
reparieren (Sulkowski et al., 2017; Sulkowski et al., 2020). Diesen Arbeiten folgend ist
es Ziel dieses Projektes, die molekularen Mechanismen der SLC25A1-regulierten
Inhibition der HRR-vermittelten DNA-Reparatur sowie deren Einfluss auf das
Tumorzelluberleben nach kombinierter Behandlung mit herkdmmlichen DNA-
Reparaturinhibitoren und Strahlentherapie zu erforschen. Dafiur sollen grundlegende
Experimente  wiederholt ~ werden, um  den  Zusammenhang  zwischen
Strahlensensitivierung und SLC25A1-Inhibierung zu bestatigen. Dafir werden sowohl
der deutlich spezifischere Citrat-Transport-Protein Inhibitor 2 (CTPi2) als auch eine
genetische Runterregulation des Citrat-Transporters (SLC25A1) mithilfe der siRNA
verwendet. Auch soll die Ubertragbarkeit dieses Konzeptes auf andere Tumorentititen
getestet werden, indem zusatzlich zu den Lungenadenokarzinom-Zelllinien-Modellen
(NCI-H460-Zellen) drei weitere Zelllinien, darunter ein weiteres Nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom (A549), als auch zwei Glioblastom-Zelllinien (U87MG, T98G)
verwendet werden. Die Kurzzeit-Effekte der Inhibierung von SLC25A1 auf die
Zellfunktionen (ROS-, Apoptose- und Zelltod-Level) sowie die Langzeit-Effekte auf das
Zellliberleben (Koloniebildungsverhalten) werden quantifiziert. Die Effekte der
SLC25A1-Inhibition auf die Reparaturkinetik wvon strahleninduzierten DNA-
Doppelstrangbriichen (Quantifizierung der yH2AX- foci), als auch die Effekte auf die
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HRR-vermittelte DNA-Reparatur (Quantifizierung der RAD51-foci) werden zusatzlich
quantifiziert. Da nach einem DSB das Histon H2AX sehr schnell von ATM oder DNA-
PK zu yH2AX phosphoryliert wird, ist dies ein zuverlassiger Marker fur kurzlich erfolgte
DSB (Markova et al, 2007). Die vermuteten, der SLC25A1-inhibition
zugrundeliegenden Mechanismen auf die HRR-vermittelte DNA-Reparatur sollen
auflerdem mithilfe der isogenen Mouse Embryonen Fibroblasten mit defekter, in NHEJ-
vermittelter (homologe Ligase IV knockout (-/-)) oder HRR-vermittelter (homologer
Rad54 knockout (-/-)) DNA-Reparatur untersucht werden. Wenn sich ein spezifischer
Effekt der SLC25A1-Hemmung auf der Ebene der HRR-vermittelten DNA-Reparatur
bestatigt, wird zusatzlich untersucht, ob die SLC25A1-vermittelte Inhibition der HRR-
vermittelten DNA-Reparatur  (den  sogenannten BRCAness-Phénotyp) eine
Sensibilisierung von Krebszellen gegeniber den Poly-ADP-Ribose-Polymerasen
(PARP)-Inhibitoren zeigt. PARP-Inhibitoren werden sogar bereits klinisch genutzt, da sie
signifikante Verbesserungen in der Behandlung von Karzinomen zeigen, die auf
Grundlage einer BRCA Mutation entstanden sind wie z.B. das Ovarialkarzinom (Liu et
al., 2019). Ahnlich wie die PARP-Inhibitoren sorgen auch DNAPK-Inhibitoren fiir eine
Storung der DNA-Reparatur durch die Endverknlpfung (EJ)-vermittelte DNA-Reparatur
und sind dadurch auch fur dieses Projekt von Interesse. Zuletzt wird der Effekt von CTPi2
auf die strahleninduzierten DNA-Schaden und Zelluberleben nach Behandlung mit
unterschiedlichen Strahlenarten (Photonen vs. Protonen Strahlentherapie) untersucht. Die
Protonentherapie bietet physikalisch die Besonderheit des Bragg-Peaks, wobei der
Energieverlust im Gewebe mit der Weglange kontinuierlich bis zum Bragg-Peak ansteigt
und dann steil auf nahezu Null abnimmt, was als Mdglichkeit flr eine bessere Schonung
des umliegenden Gewebes angesehen wird (Durante & Loeffler, 2009; Tommasino &
Durante, 2015). Diese physikalischen Gegebenheiten der Protonentherapie sorgen zurzeit
fir zunehmende Bedeutung der Protonentherapie besonders bei kindlichen Tumoren.
Aufgrund der komplexeren Form von Schéaden, die durch eine Protonentherapie in der
DNA hervorgerufen werden, ist die Reparatur von solchen DNA-Schéden verstérkt auf
den HRR-vermittelten DNA-Reparaturweg angewiesen (Grosse et al., 2014). Somit
konnte eine Kombinationstherapie der Protonenbestrahlung mit CTPi2-Behandlung eine
innovative Strategie darstellen, um die Tumorzellen gegeniiber der zytotoxischen

Wirkung von Protonenbestrahlung zu sensitivieren.
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en

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Buffer

Acrylamid-/bisacrylamid (Gel 30)

Ammoniumperoxidsulfat 10% (APS)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenol Blau
[-Mercaptoethanol
Coomassie Brilliant Blue
Dihydroethidium (DHE)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigséaure

Ethanol 100%

Fluoreszenz Mounting Medium
Formaldehyde 37%
Glutaraldehyd (1%)

Glycerol

Glycin

Hoechst 33342

Isopropanol

Kristallviolett

Methanol

Milchpulver

Natriumcitrat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agilent, Santa Clara, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

MERCK, Darmstadt, Deutschland
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Normales Ziegenserum (NGS)
PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd (PFA)

Phosphat gepufferte Losung (PBS)
Propidiumiodid (PI)

Roti-Block

Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton X-100

Tween 20

3.1.2 Zellkultur
CASYton

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetales Kalbsserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin (P/S)

Phosphat gepufferte Losung (PBS)
RPMI11640

Trypsin (0,05% EDTA)

3.1.3 Gerate
3D Gyro-Rocker SSL3

Analysewaage ABS120-4N

AxioObserver.Z1 Fluoreszenz Mikroskop

Gibco, Gaithersburg, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
MERCK, Darmstadt, Deutschland
Gibco Life Technologies

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
MERCK, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Omni Life Science, Bremen,
Deutschland

Gibco, Gaithersburg, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Gaithersburg, USA
Gibco, Gaithersburg, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Stuart Equipment, Staffordshire, UK
Kern, Balingen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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(mit Apotome)
Biologischer Bestrahler X-RAD 320
Blot imaging system Fusion Solo

Blotting chamber Trans-Blot

CASY Cell Counter & Analyzer

Colony Counter GelCount
Elektrophorese-Stromversorgung
ELISA Reader

Flow Cytometer FACS Calibur

Inkubator C200

Laminar flow bench

Microplate Reader Synergy HT

Mikroskop DM IRB

Microtiter Shaker MTS 2/4

Multikanal Pipette

Pipetten (10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL, 1000 pL)

Pipettierhilfe

Proteus Plus mit einem 230 MeV Cyclotron

Precision X-Ray, North Branford,
Vilber, Eberhardzell, Deutschland
BIO-RAD Laboratories, Hercules,
USA

Omni Life Science, Bremen,
Deutschland

Oxford Optronix, Oxford, UK
VWR, Darmstadt, Deutschland
Synergy HT Bio-Tek

BD Bioscience, Franklin Lakes,
USA

Labotect, Gottingen, Deutschland
BDK, Sonnenbihl-Genkingen,
Deutschland

BioTek, Winooski, USA

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Germany
Gilson, Middleton, USA
Hirschmann, Eberstadt, Germany

IBA International, Louvain-La-

Neuve, Belgium
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Thermomixer comfort
Vortex Mixer Vortex-Genie 2
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge CR 4.22

Zentrifuge Z216M

3.1.4 Ld4sungen

3.1.4.1 FACS
DHE-Lésung

Nicoletti-Ldsung

Pl-Exclusion-Lésung
FACS Flow
FACS Clean

FACS Rinse

3.1.4.2 Koloniebildungsassay

3,7% Formaldehyd

70% Ethanol

Coomassie Brilliant Blue-Farbelsung (0,05%)

3.1.4.3 Western Blot
Viermal SDS sample buffer

Eppendorf, Hamburg, Germany
Scientific Industries, Bohemia, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany
Jouan SA, Saint-herblain,
Frankreich

Hermle, Wehingen, Germany

5 UM in PBS

0,1 % Natriumcitrat

0,1 % TritonX 100

50 pg/ml Propidiumiodid
5 ug/ml Pl'in PBS

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

20% Methanol
7,5% Essigsaure

0,05% Coomassie Blue

40% Glycerol

240 mM Tris-HCI (pH 6.8)
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Gelelektrophorese 12% Laufgel

Gelelektrophorese 5% Stapelgel

Tris-buffered saline (TBS) (10x)

8% SDS
0.04% Bromphenol Blue
10% B-mercaptoethanol

in H20

6 mL Acrylamidldsung

3.8 mL 1.5M Tris-HCI  (pH 8.8)
0.15 mL SDS (10%)

0.15 mL APS (10%)

0.006 mL TEMED

4.9 mL H20

0.83 mL Acrylamidlésung
0.63 mL 1M Tris-HCI (pH 6.8)
0.05 mL SDS (10%)

0.05 mL APS (10%)

0.005 MLTEMED

3.4 mL H20

500 mM Tris
1,5 M NaCl
HCl bis pH 7.3

in H20
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Tris-Glycine (TG) Buffer (10x)

3.1.5 Kits
D2HG Assay Kit

DC Protein Assay Kit

ECL Prime Reagent
ECL Select Reagent

3.1.6 Wirkstoffe
2-((4-chloro-3-nitrophenyl) sulfonamido)

benzoic acid (CTPi2)
PJ34 hydrochloride (PARP)
DNA-PK Inhibitor (NU7441)

3.1.7 Verbrauchsmaterialien
1.5 mL Mikrozentrifugenrdhrchen

2 mL Mikrozentrifugenréhrchen

CASYcups

CELLSTAR Seroglogical Pipette
(5 mL, 10 mL, 25 ml)

FACS Ro6hrchen

250 mM Tris
2 M Glycin

in H20

Biovision, Zirich, Schweiz
BIO-RAD Laboratories, Hercules,
USA

Amersham, Little Chalfont, UK

Amersham, Little Chalfont, UK

Enamine Ltd, Kyiv, Ukraine
abcam, Cambridge, UK

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Omni Life Science, Bremen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Osterreich

Greiner Bio-One, Kremsmunster,

Osterreich
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Falcon Rohrchen (15 mL, 50 mL)

Objekttrager

Pipettenspitzen (10 puL, 100 pL/200 pL, 1000 pL)

Polyvinylidene fluoride (PVDF) Membran

Zellkulturflaschen (T25/T75/T175)

6-well tissue culture plate
12-well tissue culture plate
96-well cell culture plate

3.1.8 Antikorper
3.1.8.1 Priméare Antikorper

Ziel Hersteller

DNA Ligase IV Cell Signaling
PTEN Cell Signaling
SLC25A1 Cell Signaling
B-Actin Sigma-Aldrich

YH2AX (Alexa Fluor 647)

Anti-RAD51

BD Pharmingen

Merck KGaA

3.1.8.2 Sekundére Antikorper

Ziel Hersteller
Anti-Maus (HRP) Cell Signalling
Anti-Kaninchen (HRP) Cell Signalling

Greiner Bio-One, Kremsminster,
Osterreich

Engelbrecht, Ederminde,
Deutschland

STARLAB, Hamburg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Osterreich

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Spezies Verdunnung
Kaninchen  1:1000
Kaninchen  1:1000
Kaninchen  1:1000

Maus 1:20000
Maus 1:50

Kaninchen 1:100

Spezies Verdinnung
Ziege 1:20000
Ziege 1:20000
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3.1.9 Zelllinien
Name

A549
Us7TMG
MEF ctrl

MEF Ligase IV

MEF Rad54"

M059J
MO59K
NCI-H460
T98G

3.1.10 Software

Adobe Photoshop CS3

Axio Vision LE64

Cytometrische Analysesoftware FlowJo

Gel Count

ImageJ

Imaris - Microscopy Image Analysis Software

GraphPad Prism 5.0

Kurzbeschreibung

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC)
Glioblastom

Mause Embryonen Fibroblasten

MEF Zellen mit homologer Defizienz in dem
Ligase IV Gen

MEF Zellen mit homologer Defizienz in dem
Rad54 Gen

DNA-PK defiziente Glioblastomzellen
Glioblastom

NSCLC

Glioblastom

Adobe Systems
Carl Zeiss

FloJo Enterprise
Oxford Optronix
Wayne Rasbhand
Oxford Instruments

GraphPad Software
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3.2  Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung von Zellen
Die Aussaat, Kultivierung und ein GroRteil der Vorbehandlungen der verschiedenen
Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen an geeigneten Arbeitsplatzen
vorgenommen. Dabei erhielt jede Zelllinie das optimale Medium (Tab. 1). Benutztes
Material wurde entweder vor und nach der Benutzung autoklaviert oder es handelte sich
um Einwegmaterialien, welche nach der Benutzung verworfen wurden. Dem
Zellwachstum angemessen wurden die Zellen regelmaRig gesplittet und das Medium
erneuert, um flr die Versuchsvorhaben optimale Bedingungen in Hinsicht auf Zellzahl

und Zelldichte zu erhalten.

Tabelle 1 Fir die Zelllinien verwendete Medien.

Zelllinien Erhaltenes Medium

DMEM + 10% FCS + 1,5%
A549

Pen/Strep
NCI-H460 RPMI1640 + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
T98G RPMI1640 + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
U87MG DMEM + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
MEF ctrl DMEM + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
MEF Rad54™" DMEM + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
MEF Lig IV”" DMEM + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
MO59K DMEM + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
MO059J DMEM + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep
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3.2.1.2 Splitten und Medium-Wechsel

Um die Zelldichte und die Zellzahl im optimalen Bereich zu erhalten, bendtigen die
Zellen regelméRig neues Medium. Daflir wurde das Medium aus Flaschen, in denen die
Zellen am Boden adhérierten, mit einer sterilen Pipette abgesaugt und die Zellen
anschlieBend mit PBS einmal gewaschen. Auch das PBS wurde anschlieBend wieder
abgesaugt. Entsprechend der Flaschengrofie, in diesem Fall T75, wurde neues Medium
hinzugegeben. Sobald die Flaschen eine optimale Zelldichte Uberschritten oder mehr
Zellen benétigte wurden, haben wir diese gesplittet. Daflir wurde ebenfalls das Medium
abgesaugt und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Anschlie’end wurden die Zellen
fur kurze Zeit mit Trypsin inkubiert, um diese vom Flaschenboden abzultsen. Die
Reaktion wurde mit Medium gestoppt und je nach Bedarf im Verhéltnis 1:10 oder 1:20
in neue Flaschen tberfuhrt. Dort erhielten sie wiederum neues Medium entsprechend dem
Verhaltnis. Die Zellen wurden unter Standardzellkulturbedingungen (37 °C, 21 % 02, 5
% CO2) inkubiert.

3.2.1.3 Konservierung von Zellen
Um Zellen fur spéatere Nutzung zu konservieren, wurden diese in einem Stickstofftank
eingefroren. Daflr haben wir die Zellen zuerst wie bereits beschrieben mit Trypsin
vorbehandelt, um diese von dem Zellboden abzuldsen. Und die Reaktion durch Zugabe
von Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde anschlieRend fur 4 min bei 1500 rpm
pelletiert und dieses Pellet wiederum in RPMI bzw. DMEM + 10% FCS + 10% DMSO
resuspendiert. Diese Suspension wurde in Kryogefal3e tiberfiihrt und zuerst tiber Nacht in
einem Isopropanol-Einfriergefa bei -80 °C gelagert, um langsam abzukihlen und
Zellschaden zu vermeiden. Erst am folgenden Tag froren wir diese in fliissigem Stickstoff

ein.

3.2.1.4 Auftauen von Zellen
Um die zuvor konservierten Zellen wieder aufzutauen, haben wir diese zunéchst in einem
37°C Wasserbad erwéarmt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in DMEM/RPMI +
20% FCS + 1,5% Pen/Strep aufgenommen und in Flaschen uUberfuhrt. Ein
Mediumwechsel auf DMEM/RPMI + 10% FCS + 1,5% Pen/Strep erfolgte nach 24

Stunden.
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3.2.1.5 Behandlung von Zellen
3.2.1.5.1 Zellzdhlung

Um die Vergleichbarkeit der Versuche zu gewahrleisten, benétigten wir stets gleiche
Zellzahlen. Um diese zu ermitteln, stand uns der CASY Cell Counter zur Verfligung. Um
diesen zu benutzen, wurde wiederum eine Zellsuspension aus den kultivierten Flaschen,
durch Trypsinisieren und vorherigem Waschen mit PBS, erzeugt. Von dieser Suspension
wurde eine 1:200 Verdunnung mit CASYton in extra dafiir vorgesehenen CASY cups
erzeugt. Diese wurde so im CASY Cell Counter platziert, dass eine feine Kapillare in die
Suspension reichte, durch welche das Gerdat tber einen Unterdruck Flissigkeit einsaugt.
In dieser Kapillare wird der Widerstand gemessen, welcher durch die Zellkette erzeugt
wird. Dieser korreliert direkt mit der Anzahl von Zellen mit intakter Zellmembran (vitale
Zellen). Durch die Anzahl der Zellen in der 1:200er Verdinnung konnte so die Menge an
Suspension errechnet werden, die fir die Plattierung bendtigt wurde.

3.2.1.5.2 Wirkstoffbehandlung
Je nach Experiment erfolgte eine VVorbehandlung der Zellen zwischen zwei und 24
Stunden vor Bestrahlung. Die dabei benutzen Wirkstoffe waren die in Tabelle 2

dargestellten:

Tabelle 2 Verwendete Wirkstoffe fir die Vorbehandlung der Zellen

) ) Eingesetzte Wirkmechanismus
Wirkstoffname Losungsmittel ) ) )
Konzentration | (Einsatzgebiet)
CTPi2 DMSO 200pM Hemmung von SLC25A1

PARP Inhibitor
(PJ34) von | DMSO 4uM
Calbiochem

Hemmung des PARP
Komplexes (NHEJ)

DNA-PK Inhibitor
(NU7441) von | DMSO 2,5uM
Tocris

Hemmung der DNA-
Proteinkinase (NHEJ)
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Nach der Behandlung wurden die Zellen wieder bis zum jeweiligen Versuch inkubiert.
Als Kontrolle dienten unbehandelte oder mit dem Lodsungsmittel des Wirkstoffes

behandelte Zellen der gleichen Passage.

3.2.1.5.3 Bestrahlung der Zellen
Fur die Bestrahlung mit Photonen benutzen wir bei Raumtemperatur eine X-RAD 320
Rontgen-Anlage bei 320 kV, 12.5 mA und einem 1,65 mm Aluminiumfilter. Der Abstand
zu den Zellen betrug 50cm. Die Gesamtdosis von 0-10Gy war abhangig vom jeweiligen

Experiment und wurde mit einer Rate von 3,7 Gy/Min erzeugt.

Fur die Protonenbestrahlung benutzten wir das Proteus Plus mit einem 230 MeV
Cyclotron von IBA International. Das bestrahlte Feld deckt eine GroRe von 240x400mm?
ab, wobei die Zellen sich innerhalb des Isofeldes befinden. Der Bragg peak befindet sich
bei 105,5 MeV. Der Strahl verlauft durch einen 74mm dicken Range Shifter, sowie 2ml
Medium bei 12- und 6-well Platten und 100ul bei 96-well Platten. Fir die Planung des
Bestrahlungsfeldes wurde das klinische Planungssystem benutzt. Zudem fand eine
Kalibrierung des Strahls mittels 2F array detector MatriXX PT von der Firma IBA

International statt, welcher sich auf derselben Hohe wie die Zellen befand.
Nach der Bestrahlung wurden die Zellen wieder bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.

3.2.2 Quantifizierung der Zellviabilitat
Das Kiristallviolett-Assay dient der Quantifizierung der Zellviabilitat, indem die Menge

an Zellkern-DNA vitaler, adharenter Zellen gemessen wird.

Dafur wurden die Zellen in 96-well Platten plattiert. Die Anzahl der Zellen betrug 7500
Zellen/well. Nach 24 Stunden Inkubation haben wir diese Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen des CTPi2 Inhibitors behandelt (0 uM bis 250 uM) und nach weiteren
zwei Stunden Inkubation mit 0 bzw. 2Gy Photonen bestrahlt. Nach 24, 48 und 72 Stunden
fand dann die Kristallviolettfarbung statt. Zur Verwerfung der toten Zellen bzw. der
Zellen, die nicht adhdriert sind, wurde das Medium verworfen und die 96-well Platten
vorsichtig mit PBS gewaschen. Anschlielend erfolgte die Fixierung der Zellen mithilfe
von Glutaraldehyd (1% in PBS) fir 15min. Die LOsung wurde abgenommen und
stattdessen die Kristallviolettfarbung fir 25min auf die Zellen gegeben. Nach Abnahme

des Farbstoffes sind die Zellen erneut vorsichtig gewaschen worden, nun mit destilliertem
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Wasser, und die Zellen dann mithilfe von Triton X-100 (0,2% in PBS) fir eine halbe
Stunde auf einem Schttler permeabilisiert. Dies sorgte fir die Freisetzung des
Farbstoffes aus den vitalen Zellen. Mit einer Wellenldange von 540nm konnte dann die
Extinktion mit einem ELISA Reader bestimmt werden. Die dabei gemessene Absorption

ist dabei direkt proportional zu der Anzahl der vitalen Zellen.

3.2.3 Durchflusszytometrie

Die Duchflusszytometrie ermdglicht es, bis zu 1.000 Zellen pro Sekunde in Hinsicht auf
Grole, Fluoreszenz und Granularitdt zu analysieren. Dabei werden Zellen nach der
hierfir erforderlichen Vorbereitung durch einen Uberdruck durch eine Messkapillare
gesaugt. Dabei entsteht ein Strom aus aneinandergereihten Zellen, welcher an einem
Laserstrahl vorbeigeleitet wird und diesen auf fiir verschiedene Eigenschaften spezifische
Weise ablenkt. Das dabei gestreute Licht wird hinterher durch Photodetektoren erfasst.
Die Streuung unterscheidet man dabei in ein Vorwartsstreulicht (FSC) und ein
Seitwartsstreulicht (SSC), wobei ersteres fiir die Messung der relativen ZellgréRe, und
das zweite fur die Zellgranularitdt genutzt werden kann. Aus den verschiedenen
Wellenlédngen wiederum lassen sich die Fluoreszenzintensitaten ableiten. Die Analyse
dieser Intensitat erfolgt durch die Absorption und erneute Emission des vom Laser
ausgesandten Lichts durch das Fluorochrom. Dieses Emissionslicht wird nun zu
optischen Detektoren geleitet. Die Anzahl der detektierten Fluorchrom-Molekdle ist
dabei proportional zum emittierten Fluoreszenzlicht und wird in einem Diagramm oder
Histogramm dargestellt. Dabei kann man in einem Histogramm hinterher auch eine
Héaufigkeitsverteilung der Fluoreszenzsignale sehen. In einem Diagramm dagegen
werden FSC und SSC dargestellt (Matschke et al., 2015).

Bevor die Zellen mittels FACS Gerét gemessen und analysiert werden, gilt es jedoch, sie
vorzubereiten. Dafiir werden 300.000 Zellen fiir jede Probe in einer 6cm Petrischale
plattiert und anschlieBend flir 24 Stunden inkubiert. Die Zellen werden nun entsprechend
des Versuchs vorbehandelt bzw. nicht vorbehandelt und zwar zwei Stunden vor der
geplanten Bestrahlung. Diese erfolgt wieder mittels Photonenstrahl mit den Dosen O oder
10 Gy. Bei der Bestrahlung mit Protonen wurde die Dosis auf 6 Gy reduziert, um die mit
Protonenbestrahlung einhergehende Abklingzeit des Materials, das durch die Bestrahlung
aktiviert wird, im vertretbaren Bereich zu halten. Danach werden die Zellen wiederum

fir 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. Fir die Farbung der Zellen wird zunéchst das
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Medium aus den Platten abgenommen und in FACS Rohrchen tberfiihrt. Die Platten
werden nun einmal mit PBS gewaschen und das PBS ebenfalls in die R6hrchen gegeben.
Danach werden die Zellen mit Trypsin behandelt und fir drei bis finf Minuten bei 37°C
inkubiert, um sie von den Platten zu lI6sen. Durch Resuspendieren mit dem zuvor
abgenommenen Medium wird die Reaktion des Trypsins gestoppt und auch die restlichen
Zellen geldst. Nun wird die gesamte Suspension auf die FACS Roéhrchen aufgeteilt,
entsprechend der geplanten Farbungen. In unserem Fall wurde jede Probe auf drei
Réhrchen aufgeteilt, um anschlielend eine der drei Farbungen fur funktionelle
Messungen durchzufuhren. Die Roéhrchen werden fiir sechs Minuten bei 1500 rpm
zentrifugiert, um ein Zellpellet zu erhalten. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen

und das Pellet mit 200 ul der vorbereiteten Farbungen resuspendiert und gevortext.

3.2.3.1 Bestimmung ROS-positiver Zellen (DHE Farbung)
Die Farbung der Zellpellets mit Dihydroehtidium dient der Bestimmung der Level von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Wird DHE durch ROS oxidiert, entsteht Ethidium,
welches in die DNA interkaliert. Durch diese Interkalation verschiebt sich der zuvor blaue
Fluroszenzstrahler in den griinen bis roten Wellenldngenbereich (Zhao et al., 2003). Ist
DHE jedoch nicht oxidiert, kann es nicht in die Zellen eindringen und auch nicht in die
DNA interkalieren. Es eignet sich somit sehr gut als Redoxindikator fiir die Messung von
oxidativen Vorgangen in lebenden Zellen. Die Inkubationszeit dieser Farbung betrégt 30

Minuten im Dunkeln bei 37°C im Inkubator.

3.2.3.2 Bestimmung apoptotischer Zellen (sub G1 Fraktion)
Mithilfe der Nicoletti Farbung (Schaefer et al., 1991) ist es mdglich, eine
Zellzyklusanalyse durchzufuhren, bei der der Anteil der apoptotischen Zellen bestimmt
wird. Durch das Hinzugeben von Triton X-100 zum hypotonen Puffer werden nicht nur
die Zellmembranen von apoptotischen Zellen, sondern auch die Membranen gesunder
Zellen permeabilisiert, damit der Farbstoff Propidiumiodid (PI) aufgenommen werden
kann. Dies dient dazu, dass der Zellzyklus von allen Zellen sichtbar gemacht werden
kann. Der Anteil der apoptotischen Zellen wird im Diagramm durch die sogenannte Sub-
G1 sichtbar. Diese entsteht durch die Fragmentierung der DNA in diesen geschadigten
Zellen durch enzymatische Verdauung. Die Inkubationszeit der Nicoletti Farbung betrégt

30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur.
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3.2.3.3 Bestimmung toter Zellen
Auch die Lebend-Tot Farbung durch Propidium-lodid (P1) Exklusion macht sich die
unterschiedlichen Zustédnde der Zellmembran von lebenden und toten Zellen zunutze. Pl
kann eine intakte Zellmembran nicht Gberwinden und so nicht in die Zellen eindringen.
Das ist jedoch bei toten Zellen durch die nicht mehr funktionierende Membran maoglich.
Durch die Interkalierung von PI in die DNA nimmt die Fluoreszenz zu und kann mittels
FACS Gerét gemessen werden. Die Inkubationszeit der ExPI Farbung betrdgt 30 Minuten

im Dunkeln bei Raumtemperatur.

3.2.4 Fluoreszenzmikroskopie
Ahnlich wie auch das Durchflusszytometrie-Gerat macht sich das AxioObserver.Z1
Fluoreszenz Mikroskop die Tatsache zunutze, dass die Anregung von gewissen
Fluoreszenz-Farbstoffen mit Licht einer gewissen Wellenldnge mit der Emission von
Licht einer anderen Wellenldnge einhergeht. So ist es moglich, spezifische Strukturen der
Zellen anzuférben und sie dann hochauflésend sichtbar zu machen. Das eingebaute
Apotome in unserem Mikroskop ermdglicht es auRerdem, die Menge an Streulicht zu
verringern, indem es eine kinstliche Schnittebene in das aufzunehmende Bild einbaut.
Diese Schnittebene entsteht durch eine Gitterstruktur innerhalb des Apotomes, wodurch
ein Teil der Fluroszenz-Anregung unterdriickt wird und das Programm so die Ebene des
aufzunehmenden Bildes errechnen kann. Dies fuihrt zu einer besseren Darstellbarkeit von
Zellen, vor allem, wenn diese sehr eng aneinander oder sogar tbereinanderliegen. Die
Erstellung der Bilder sowie die Berechnung der Ebenen, die durch das Apotome erzeugt

werden, erfolgt durch die Axio Vision Software.

3.2.4.1 Vorbereitung der Zellen fur die Fluoreszenzfarbung
Die Zellen werden 24 Stunden vor Beginn der Behandlung mit einer Dichte von 50.000
Zellen pro Well in 12-well Platten plattiert. In diese Wells wurden vorher 12mm runde
Deckglaser platziert. Diese dienen dazu, die Zellen hinterher aus dem Well entfernen zu
kdnnen, ohne deren Struktur zu verletzen. Nach 24 Stunden Inkubation werden die Zellen
entsprechend Versuchsaufbau mit BTA, CTPi2, PARP (PJ34) oder DNA-PK (NU7441)
Inhibitoren oder aber einer entsprechenden Kombination der Wirkstoffe behandelt. Nach
zwei weiteren Stunden Inkubation erfolgte die Bestrahlung der Platten mit O oder 5 Gy.
Um die Bildung der zu untersuchenden yH2AX-foci zu spezifischen Zeitpunkten zu
messen, haben wir die Zellen nach 0, 5, 2, 4, 6 und 24 Stunden mit einer Fixier-
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/Permeabilisierlosung bestehend aus Paraformaldehyd (4%), Triton X-100 (0,2%) und
PBS (1x) behandelt. In dieser Losung erfolgte die Inkubation der Zellen fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur, bevor die Lésung wieder abgesaugt und die Zellen 3-mal mit PBS
gewaschen wurden. AnschlieRend wurden die Zellen noch mit einer 2%igen NGS Ldsung
in PBS fiir 30 Minuten geblockt. Nach dem Blocken aller Zeitpunkte war es moglich, die
Zellen entsprechend zu féarben.

3.24.1.1 Firbung der Zellen fiir yYH2AX-foci
Zum Nachweis der DNA Schéaden fiihrten wir die yYH2AX-foci Farbung durch. Der
Antikorper wurde 1:50 in der bereits zuvor hergestellten Blockldsung verdunnt. Dabei
waren pro Coverslip 30ul eingeplant. Es wurden nun Parafilm-Streifen auf eine
Arbeitsplatte gelegt und entsprechend der Anzahl der Proben 30ul Tropfen auf diese
Streifen verteilt. Es folgte das Herausnehmen der Coverslips aus den Wells, bevor sie mit
den Zellen nach unten auf die Tropfen gelegt wurden. In dieser Losung haben wir die
Zellen fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Sdmtliche Arbeiten wurden im
Dunkeln durchgefihrt, um einer verfrihten Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes
entgegen zu wirken. Nach der Inkubation wurden die Zellen wieder zuriick in die Wells
gebracht und zweimal mit PBS gewaschen. Das PBS ist anschlieBend wieder
abgenommen worden, bevor eine Hoechst-L6ésung (1:1000 in PBS) hinzugegeben wurde.
Diese dient der Anfarbung der Zellkerne durch Interkalation in die DNA. Auch diese
Losung musste 30 Minuten im Dunkeln inkubieren. Vor dem Eindeckeln auf die
Objekttrager mit dem Fluoreszenz Mounting Medium wurden die Zellen erneut vorsichtig
mit PBS gewaschen. Nachdem die Objekttrager fertig waren, haben wir sie flr
mindestens 24 Stunden bei 4°C getrocknet und anschliefend auch bei diesen

Bedingungen bis zum Mikroskopieren gelagert.

3.24.1.2 Farbung der Zellen fur Rad51-foci und kombinierte Farbung mit
vYH2AX

Zum Nachweis der DNA Schéden fiihrten wir die yH2AX-foci Farbung durch. Ebenfalls

nach dem Blocken beginnt die Rad51-foci Farbung. Zunachst wurden die Zellen mit dem

Primérantikorper Rad51 in einer 1:100 Verdinnung behandelt. Das Vorgehen war

identisch wie bei den yH2AX-foci auf Parafilm Streifen, wobei ca. 30ul pro Coverslips

Anwendung fanden. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Vor dem Hinzugeben des

Sekundarantikorpers in einer 1:400 Verdunnung wurden die Zellen wieder dreimal mit
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PBS gewaschen. Beide Antikorper wurden in einer Blocklésung verdinnt. Der
Sekundarantikorper inkubierte fir 35 Minuten. Auch nach diesem Schritt wurde viermal
mit PBS gewaschen. An dieser Stelle bietet sich die Mdglichkeit, wie bereits mit der
Hoechst Féarbung fortzufahren, oder man farbt die Zellen noch mit dem yH2AX-
Antikorper, sodass man zwei verschiedene Farbungen in einer Probe erhélt. Diese lassen
sich dann mithilfe der Axio Vision Software auch in einer Probe nacheinander auswerten.
Nach der Farbung mit dem Hoechst Farbstoff wurden die Deckgléser ebenfalls mit dem
Fluoreszenz Mounting Medium eingedeckelt und bei 4°C fiir 24 Stunden getrocknet und

danach bei 4°C gelagert bis zum Mikroskopieren.

3.2.5 Messung der D2-Hydroxyglutarate Bildung
Zur Messung der D2HG Level kam das Kolorimetrische Kit der Firma Biovision zur
Anwendung. Die Zellen wurden in T175 Flaschen kultiviert, um von jeder Zelllinie die
benotigte Zellzahl (1x1077 Zellen) flr den Assay zu erhalten. Die Vorbehandlung mit
den jeweiligen Wirkstoffen erfolgte sechs Stunden vor Beginn des Protokolls. Zuerst
wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit
100ul eisgekuhltem D2HG Buffer resuspendiert und fiir zehn Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurde die Probe erneut bei 10.000 rpm fir funf Minuten bei einer Temperatur
von 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun in neue Eppendorf GefaRe tiberfiihrt.
Plattiert wurde der Versuch in 96-well Platten. Fir jede zu untersuchende Zelllinie
wurden sechs Wells bendtigt, so dass man drei unbehandelte Wells (ctrl) und drei mit
Behandlung (z.B. CTPi2) hatte. Zusétzlich zu den vorbereiteten Proben bendtigte man
den Reaction Mix sowie den Background Control Mix, welche man fir jeden Versuch

neu aus den einzelnen Bestandteilen des Kits herstellt (Tab. 3).

Tabelle 3 Die verschieden zusammengesetzten Kit-Bestandteile fur die jeweiligen Wells

Well Zusammensetzung

46ul D2HG Assay Buffer
Reaction Mix 2ul D2HG Enzyme

2ul D2HG Substrate Mix

Background Control Mix 48ul D2HG Assay Buffer
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2l D2HG Substrate Mix

2ul Zellsuspension
Standard 48ul D2HG Assay Buffer

50 pl Reaction Mix

2ul Zellsuspension

43ul D2HG Assay Buffer
Spiked (Internal Standard)
50 pl Reaction Mix

5ul 2mM D2HG standard

30ul Assay Buffer
External Standard 50ul Reaction Mix

20ul 1mM D2HG standard

50ul Assay Buffer
Reagent Background
50ul Background control Mix

Nach Zusammenpipettieren der verschiedenen Wells wurde die Platte fiir 15 Sekunden
auf einen Schittler gestellt und anschlieRend fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach
konnte man die Platten mithilfe des ELISA Readers bei 450 nm auslesen. Um die D2HG
Konzentrationen aus den gemessenen Werten zu errechnen, benutzte man die in

Abbildung 6 gezeigte Formel.

ODsample (corrected)
0D —0D -
spiked sample sample (corrected)

D2HG L=
cone Sample volume added into reaction well

Abbildung 6 Formel zur Berechnung der D2HG Konzentrationen in den Proben.

37



Material und Methoden

3.2.6 Bestimmung des Langzeitiberlebens mittels Koloniebildungsassay
(CFA)

Um das Langzeituberleben der Zellen unter verschiedenen Bedingungen, wie z.B. keine
Behandlung, Bestrahlung, pharmakologische Behandlung oder Kombinationstherapie, zu
vergleichen, benutzten wir den Koloniebildungsassay. Bei diesem Assay werden
verschiedene Zellzahlen pro Well ausgesét. Auflerdem ist es mdglich, verschiedene
Platten mit unterschiedlichen Strahlendosen zu bestrahlen. Aus den daraus resultierenden
Werten lassen sich Uberlebensfraktionen der einzelnen Behandlungsintensititen
berechnen und so die Effektivitat der jeweiligen Behandlung veranschaulichen. Fir die
Plattierung der Zellen gibt es einen direkten und einen indirekten Weg. Da wir in unseren
Versuchen nur direktes Plattieren angewandt haben, wird das indirekte Plattieren nur der

Vollstandigkeit halber angesprochen.

3.2.6.1 Direktes Plattieren
Die Zellen wurden in unterschiedlicher Zellzahl in 6 Well Platten plattiert. Dabei
enthielten 3 Wells immer die gleiche Zellzahl sowie die gleiche Behandlung. Die bei uns
gewahlten Zellzahlen waren 200, 400, 800, 1600 und 3200 Zellen/Well. Nach Plattierung
wurden die Zellen fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Darauf folgte fur die Zellen
entweder eine Behandlung mit dem jeweiligen Wirkstoff oder keine Behandlung
(Kontrollgruppe). Bei samtlichen Platten wurde jedoch unabhangig von der Behandlung
ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Nach zwei weiteren Stunden Inkubation wurden die
Platten mit verschiedener Gray (Gy) Zahl (0, 2, 5, und 8) bestrahlt. Um die mit Protonen
einhergehende hohe Abklingzeit der Platten in einem umsetzbaren Bereich zu halten,
wurde bei diesem Aufbau die Strahlendosis auf 0, 2, 4 und 6 Gy reduziert. Danach schloss
sich eine Inkubation der Zellen fiir acht bis zehn Tage an, um die Bildung von Kolonien
zu ermoglichen. Dabei wurden die Platten regelméfiiig makroskopisch untersucht, um
ausreichend grolRe Kolonien zu erhalten, die Platten durften jedoch auch keine Zellrasen
bilden, da dies eine Zahlung massiv erschwert. Zur Farbung wurde bei allen Platten der
Uberstand verworfen und die Zellen fiir zehn Minuten mit Formaldehyde (3,7%) fixiert.
Nach weiteren zehn Minuten in Ethanol (70%) wurden die Zellen vorsichtig mit
destilliertem Wasser gewaschen und anschliefend in Coomassie Farbeldsung fiir 60
Minuten gefarbt. Es erfolgte ein erneuter Waschgang mit destilliertem Wasser, bevor die

Zellen bei Raumtemperatur getrocknet wurden. Die Auswertung der Kolonien wurde in
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zwei Schritten durchgefiihrt. Im Ersten wurde jede Platte eingescannt. Dies geschah mit
dem Colony Counter GelCount von Oxford Optronix. Diese Bilder wurden dann mithilfe
der GelCount Software gescannt, welche die gebildeten Kolonien erkennt und sie
automatisch zahlt. Aus diesen Zahlen lieR sich dann die Uberlebensfraktion nach

jeweiliger Behandlung errechnen und mittels GraphPad Prism 5 auch optisch darstellen.
3.2.6.2 Indirektes Plattieren

Das indirekte Plattieren unterscheidet sich dahingehend vom direkten, dass die Zellen
noch in der Flasche behandelt und zwei Stunden spater bestrahlt werden, bevor sie
anschlieBend, 24 Stunden spéter, in die 6-Well Platten plattiert werden. Dabei wird der
Wirkstoff nach 24 Stunden beim Plattieren entfernt und die Zellen, wie unter 3.2.6.1

beschrieben, fur acht bis zehn Tage inkubiert.

3.2.7 Western Blot Analyse
Beim Western Blot tibertragt man die zuvor mit Elektrophorese aufgeteilten Proteine auf
eine Tragermembran. Auf dieser kdnnen dann mittels AntikOrper verschiedene Proteine
nachgewiesen werden. Dies war bei uns dahingehend von Interesse, um die Expression
von SLC25A1 nach Behandlung zu untersuchen und um die benutzten Knock-Out Zellen

auch als solche zu verifizieren.

Die Zellen wurden in 6-Well Platten mit 300.000 Zellen/Well plattiert und fiir 24 Stunden
inkubiert. Je nach Behandlung haben wir die Zellen nur zwei Stunden vor Bestrahlung
mit Wirkstoff behandelt (z.B. siRNA) oder direkt bestrahlt mit einer Dosis von 0 oder 5
Gy. Die Zellen wurden 24 Stunden und 48 Stunden nach Bestrahlung gesammelt. Es
folgte eine Zentrifugation der so gesammelten Zellen bei 4.000 rpm fiur finf Minuten.
AnschlieBend wurde das Medium verworfen und das Pellet in flissigem Stickstoff

eingefroren. Bei -20°C konnte dieses Pellet bis zur Benutzung gelagert werden.

Fur die Proteinisolation wurde das Pellet aufgetaut und mit 80ul RIPA Buffer flr 30
Minuten auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation bei 4°C, 13.000 rpm Uber 15 Minuten
wurde erneut ein Uberstand erzeugt. Dieser enthielt nun die Proteine und wurde in ein
neues 1.5ml Mikrozentrifugierréhrchen Uberfihrt. Um die Proteinkonzentration der
Lysate zu bestimmen, wurde das DC Protein Assay Kit benutzt. Dies war nétig, um eine

gleiche Menge an Proteinen zu gewahrleisten, welche fir die Elektrophorese auf das Gel
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geladen wird. Die Durchfuhrung erfolgte wie in der Anleitung des Herstellers
beschrieben. Entsprechend der Konzentrationen wurden die Lysate nun mit RIPA Buffer
und Ladepuffer (viermal) vermengt. Zur Denaturierung wurden die Lysate anschlieRend
bei 95°C aufgekocht. Fur die Auftrennung der nun fertigen Proben wurden diese auf die
bereits vorbereiteten und in die Elektrophoresekammer eingespannten Gele (5%
Stapelgel und 12% Laufgel) aufgetragen. Die Gele liefen bei einem Strom von 30 Volt
iiber Nacht. Zur Ubertragung des Gels auf eine PVDF Membran wurden Gel und
Membran fur 90 Minuten bei 4°C und 1,5 Ampere erneut in ein elektrisches Feld
eingespannt. Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde die Membran mit Ponceau
S gefarbt. Zum Blocken benutzten wir 1xRotiBlock, welches fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubierte. Anschlieend wurde der in RotiBlock-TBS (1xRotiBlock in
1x TBS 1:3) oder in Bovinem Serum Albumin (BSA) verdiinnte Antikorper tiber Nacht
bei 4°C zugegeben. Die Membran wurde dann dreimal mit 1x TBS mit 0,1% Tween
(TBS-T) gewaschen, bevor der Sekundarantikdrper in TBS-T oder Magermilch verdiinnt
bei Raumtemperatur fur eine Stunde inkubierte. Es folgten drei weitere Waschgange mit
TBS-T.

Die Bilder wurden mithilfe des Fusion Solo erzeugt, nachdem die Membranen mit 500pl

ECL Select oder ECL Prime versetzt wurden.

3.2.8 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wurde mithilfe von GraphPad Prism 5 durchgefiihrt, die
Berechnungen von verschiedenen Formeln mit Microsoft Excel 2016. Die Experimente
wurden dreimal wiederholt. Unter Annahme einer Normalverteilung wurden statistische
Signifikanzen berechnet. Daflir nutzten wir entweder den ungepaarten Students t-test oder
den Two Way ANOVA (Varianzanalyse, Mittelwert-Vergleichstest) mit einem post-hoc
Test nach Bonferroni. Das Konfidenzintervall betrug 95 %. Das Signifikanzniveau wurde
mit o= 0,05 (5 %) festgelegt. Das heif3t, dass der Unterschied zwischen zwei Datensitzen
signifikant ist, wenn der p-Wert kleiner oder gleich 0,05 ist. Die Markierung der
Signifikanzen erfolgte in den Abbildungen mittels Sternen (*). Dabei steht *p<0,05 fir

signifikant, **p<0,01 fir hoch signifikant und ***p<0,001 flr extrem signifikant.
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4 Ergebnisse
4.1  Verifizierung der BTA-induzierten Effekte auf der Ebene von SLC25A1

Vorherige Arbeiten zeigten bereits, dass eine pharmakologische Inhibierung des
SLC25A1 Transporters zu einer Sensibilisierung der Krebszellen fir die zytotoxischen
Wirkungen der Strahlentherapie fiihrt (Hlouschek et al., 2018).

Das Ziel der nun vorliegenden Arbeit war es zum einen zu untersuchen, ob mit einem
alternativen, spezifischen Wirkstoff (CTPI2), als auch durch eine genetische
Herunterregulation der SLC25A1 Expression mittels siRNA-Technologie die zuvor
gesehenen Effekte wiederholt oder sogar verstérkt werden konnen. Des Weiteren sollten
die zugrundeliegenden Mechanismen der durch SLC25A1 Inhibition induzierten
Verlangsamung der DNA-Reparatur weiter untersucht werden, welche moglicherweise
zu der erhohten Strahlensensibilisierung nach SLC25A1 Inhibition beitragen konnten.
Ein weiterer Teil der Arbeit untersuchte die Ubertragung des Konzeptes auf vier
Zelllinien, die neben zwei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom Zelllinien auch zwei

Glioblastom Zelllinien beinhalteten.

4.1.1 Effekt der CTPi2 Inhibition auf die Zellvitalitat und Zellproliferation
Um die Auswirkungen der CTPi2 Inhibition auf die Zellviabilitat/Proliferation der
behandelten Zellen zu untersuchen, fuhrten wir eine Kristallviolettfarbung durch. Diesem
Versuch liegt das Prinzip zugrunde, dass der Farbstoff an DNA und Proteine bindet. Die
toten und nicht anhaftenden Zellen werden anschlieend weggewaschen, so dass bei der
Messung nur die lebenden, angehafteten Zellen erfasst werden. So fuhrt eine héhere
Anzahl vitaler Zellen zu héheren gemessenen Werten als eine Vergleichsgruppe mit
vielen abgestorbenen Zellen. Insgesamt zeigte sich, dass ein Effekt der CTPi2-
Behandlung innerhalb der ersten 24 Stunden mit Ausnahme der NCI-H460 Zelllinie eine
geringere Auswirkung auf die Zahl der lebenden Zellen hatte. Nach 48 und 72 Stunden
hingegen zeigt sich in allen vier Zelllinien ein deutlicher Abfall der gemessenen
Absorptionen und somit ein deutlicher Abfall der Zahl der lebenden Zellen bei
zunehmenden Konzentrationen von CTPi2. Anhand der Effekte auf die Zahl der lebenden
Zellen nach Behandlung mit steigenden CTPI2-Konzentrationen wurde eine
Konzentration von 200uM fur die funktionellen Assays in Kombination mit Bestrahlung

ausgewahlt. Diese Konzentration zeigte bei den Zellen eine geringe
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(Lungenadenokarzinom Zelllinien A549 und NCI-H460) bis starke (Glioblastom-
Zelllinien T98G und U87MG) Reduzierung der Zellviabilitat.

Die Auswertung sowie die Darstellung der so gewonnenen Daten wurden mithilfe von
Graph Pad Prism 5 erstellt und sind in Abbildung 7 dargestelit.

24 Stunden nach Behandlung 48 Stunden nach Behandlung
204 -+ A549 = -+ A549
0.8 -+ UBTMG -+ UBTMG
€ -~ NCI-H460 E‘-"’ - NCI-H460
c 0.6 -= T98G o = T98G
o o
< 3 1.0
8 0.4 [a]
o o
0.2-‘._.\\‘__‘ °
0'0 L L 1) L] 1 o.o T LS LS Ll
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
cinuM cinpM

72 Stunden nach Behandlung

# -+ A549
-+ USTMG

2 - NCI-H460
£ = T98G
o
<
a
O 1

o L ) T L T ]

0 50 100 150 200 250

cinuM

Abbildung 7 Auswirkungen auf die Zellviabilitat der Zellen nach Inhibition des SLC25A1 Transporter mit
CTPi2

Die Zelllinien A549, NCI-H460, T98G und U87MG wurden mit CTPi2 Konzentrationen zwischen OuM und 200uM
behandelt. Nach zwei Stunden Inkubationszeit wurden sie zusétzlich mit 2 Gy Photonen bestrahlt und entsprechend
ihrer geplanten Inkubationszeit weitere 24 Stunden (A), 48 Stunden (B) oder 72 Stunden (C) inkubiert. Anschliefend
wurde eine Kristallviolettfarbung durchgefiihrt und die Absorption bei 540 nm gemessen. Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte (+SEM) aus drei unabhangigen Experimenten (N=3).

4.1.2 CTPi2 induzierte Effekte auf den Zelltod, ROS-Bildung und Apoptose
Um zu untersuchen, ob dieser spezifische CTP Inhibitor &hnliche Effekte zeigt wie zuvor

der BTA Inhibitor, fiihrten wir zundchst eine Durchflusszytometrie durch. Hierbei
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wurden insgesamt vier Gruppen von Bedingungen verglichen: ohne jede Behandlung
(ctrl), Monotherapie mit CTPi2 (CTPi2, 200nM), Monotherapie mit Photonenstrahlung
(XRT) und eine Kombinationsbehandlung mit Inhibitor und Strahlentherapie (CTPi2 +
XRT). Bei der zuletzt genannten Gruppe wurde zwei Stunden vor der Bestrahlung der
Wirkstoff CTPi2 zu den Zellen hinzugefiigt.

Bereits hier konnten wir zeigen, dass eine Vorbehandlung der Zellen zwei Stunden vor
der geplanten Bestrahlung dazu fuhrt, dass sich sowohl die ROS Induktion (Abb. 8 A),
die Apoptose Fraktion (Abb. 8 B), als auch der induzierte Zelltod (Abb. 8 C) in nahezu
allen Zelllinien 48 Stunden nach Behandlung signifikant erhdhen. Besonders die
Kombinationsbehandlung von CTPI2 (200uM) und Bestrahlung (10Gy) fuhrte zu einer
Sensitivierung der untersuchten Zelllinien gegenlber den toxischen Kurzzeiteffekten
einer Bestrahlung. Dies zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen,
aber auch im Vergleich zu den beiden monotherapeutisch (CTPI2, 200uM) behandelten
Gruppen.
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Abbildung 8 Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) -Induktion, Apoptose-Induktion und Zelltod 48

Stunden nach verschiedenen Vorbehandlungen
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Die beiden Nicht-kleinzelligen Lungenkrebs Zelllinien A549 und NCI-H460 sowie die beiden Glioblastom Zelllinien
U87MG und T98G wurden zundchst in vier verschiedenen Gruppen kultiviert. Zwei Stunden vor der geplanten
Bestrahlung wurden dann zwei Gruppen mit CTPi2 behandelt. Eine dieser Gruppen sowie eine der nicht vorbehandelten
Gruppen wurden anschlieend mit 10 Gy Photonen (X-Rays) bestrahlt. Anschliefend wurden alle vier Gruppen fir
weitere 48 Stunden kultiviert. Zur durchflusszytometrischen Auswertung wurden die Zellen anschliefend mit DHE
(A), der sogenannten Nicoletti -Farbung (B) beziehungsweise ExPI (C) geférbt und untersucht. Dabei zeigten mit
Ausnahme der A549 Reihe in (B) nach Kombinationstherapie alle Zelllinien einen signifikanten Anstieg der ROS-
Level, der Apoptose-Induktion und des Zelltodes 48 Stunden nach Kombinationshehandlung. Die Daten représentieren
die Mittelwerte (+SEM) aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: Two-Way ANOVA mit
anschlieRendem Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001

4.1.3 Behandlung mit CTPi2 induzierte eine Akkumulation von D2HG
Ebenfalls fanden Hlouschek et al. (2018) nach der Inhibition von SLC25A1 mittels BTA
erhohte Konzentrationen des Onkometaboliten D2-Hydroxyglutarat. Die Akkumulation
des Onkometaboliten in Zellen mit onkogenen IDH1/2 Mutationen wurde, wie bereits in
2 beschrieben, mit einer Verzdgerung der DNA-Reparatur in Verbindung gebracht
(Sulkowski et al., 2017). Es sollte also nun getestet werden, ob auch bei einer Inhibierung
mit einem spezifischen Inhibitor von SLC25A1 mittels CTPi2 ein Anstieg der D2HG
Werte zu beobachten ist. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.

D2HG
.. . A549
. USTMG
"™ g NCI-H460
m T98G

Normalisierte D-2-HG Konzentrationen

Abbildung 9 D2HG Level-Induktion nach SLC25A1 Inhibition mittels CTPi2 oder BTA
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Untersuchung der Entwicklung der gemessenen D2HG Level nach einer Behandlung mit CTPi2 bzw. mit BTA flr
sechs Stunden. Dafiir wurden die Zellen gem&R Protokoll kultiviert und vorbereitet (vgl. 3.2.5). Fiir eine direkte
Vergleichbarkeit erstellten wir dafiir drei Gruppen. Eine Kontrollgruppe ohne Behandlung, eine mit BTA behandelte
und eine dritte mit CTPi2 behandelte Gruppe und betrachteten diese nach sechs Stunden. Sowohl die CTPI2- als auch
die BTA-Behandlung filhrte zu einer deutlichen Induktion der D2HG Level im Vergleich zu der Kontrollgruppe (ctrl).
Je nach Zelllinie fuhrt die Inhibition mit CTPi2 zu signifikant hdheren Werten im Vergleich zu einer BTA Behandlung,
lediglich die NCI-H460 erscheinen weniger sensitiv fiir das CTPi2 Verfahren. Die Ergebnisse wurden dabei auf die
Ergebnisse der Kontrollgruppen normalisiert. Die Daten reprdsentieren drei unabhéngige Experimente mit jeder
Zelllinie (N=3). Statistische Signifikanz: Two-Way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, *
p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.

Nach einem ersten Durchlauf flgten wir aulRerdem eine vierte Gruppe hinzu, welche 24
Stunden vor Untersuchung mit siRNA behandelt wurde und so schon auf genetischer
Ebene den SLC25A1 Transporter ausschaltete. Wie sich zeigte, fihrte die Nutzung von
CTPi2 zu einer signifikant hoheren Wirkung im Vergleich zu einer BTA Behandlung.
Dabei zeigten sich die Zellreihen A549, U87MG und T98G als sehr sensitiv, die NCI-
H460 als weniger sensitiv auf das CTPi2. Auch zeigte sich auf genetischer Ebene der
direkte Zusammenhang zwischen SLC25A1 Inhibierung und der Induktion von D2HG.
Die Daten (Abb. 10) zeigen dabei eine deutliche Steigerung der D2HG Konzentrationen
in der Gruppe, welche mit siRNA behandelt wurde, im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(ctrl). Insgesamt zeigt sich, dass eine genetische Inhibition mittels sSiRNA noch einmal zu
einem deutlichen Anstieg der D2HG Konzentrationen fuhrt im Vergleich zu einer

pharmakologischen Inhibition mittels CTPi2.
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Abbildung 10 Entwicklung der D2HG Konzentrationen nach SLC25A1 Inhibition mittels CTPi2 oder siRNA.

Untersuchung der Zelllinien A549, U87MG, NCI-H460 und T98G auf die Entwicklung der D2HG Werte nach einer
Vorbehandlung mit CTPi2 sechs Stunden vor der Messung bzw. mit siRNA 24 Stunden vor der Messung. Die
Ergebnisse wurden dabei auf die Ergebnisse der Kontrollgruppen normalisiert. Die Daten représentieren drei
unabhéngige Experimente mit jeder Zelllinie (n=3). Statistische Signifikanz: Two-Way ANOVA mit anschliefendem
Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.

4.1.4 Auswirkungen der SLC25A1 Inhibition auf die DNA-Reparatur
Zur Untersuchung der Auswirkung der SLC25A1 Inhibition auf die DNA-Reparatur
untersuchten wir die Effekte auf die Kinetik der Phosphorylierung von H2A.X foci
(yYH2AX-foci). Die Phosphorylierung vom Histon H2AX ist schon innerhalb kirzester
Zeit nach einer erfolgten DNA-Schadigung nachweisbar. AuBerdem Kkorreliert die
Konzentration an yH2AX-foci stark mit der Kinetik der DNA-Reparatur, sodass man
ebenfalls Aussagen Uber die Dauer und damit die Effektivitat der Reparatur treffen kann.
Die Zellen wurden hierbei zunéchst in zwei Gruppen aufgeteilt. Beide Gruppen erhielten
eine Vorbehandlung mit CTPi2, jedoch wurde nur eine nach zwei Stunden mit Photonen
in einer Dosis von 5 Gy bestrahlt. Um einen zeitlichen Verlauf der Kinetik der DNA-
Reparatur zu erkennen, wurden die Zellen nach mehreren Zeitpunkten fixiert und nach
anschlieBender Farbung mit einem, direkt an ein fluoreszierendes Molekiil gekoppelten,
fluoreszierenden Antikorper gegen das phosphorylierte Histon yH2AX angeférbt. VVon

jeder Bedingung und jedem Zeitpunkt wurden mindestens 50 Zellen mikroskopiert und
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fotografiert. Diese Bilder konnten anschlieRend mittels Imaris Software ausgewertet und
durch Graph Pad Prism 5 als zeitlicher Verlauf in Graph veranschaulicht werden (siehe
Abb. 11 und 12). Auch hierbei nutzten wir anschlieBend erneut siRNA, um das
Experiment auf genetischer Ebene zu wiederholen. Der VVorgang hierbei war nahezu
identisch mit dem vorherigen, jedoch erhohte sich auch hier die Vorbehandlungszeit von
zwei Stunden auf 24 Stunden, um einen Effekt der siRNA sehen zu kénnen. Wie in
Abbildung 13 zu sehen ist, fuhrte auch die reine Herunterregulation von SLC25A1 mit
siRNA ohne weitere Therapie besonders in den U87MG, NCI-H460 als auch in der T98G
Zelllinien zu einer Akkumulation der yH2AX-foci, gerade zu Beginn, also nach 30
Minuten, und somit zu einer verlangsamten Kinetik der DNA-Reparatur. Diese
Akkumulation fallt dann im weiteren zeitlichen Verlauf unterschiedlich schnell ab, nach
24 Stunden zeigen sich dann vermehrt residuale Schaden. Deutlich starker ist der yH2AX-
foci Anstieg jedoch nach Bestrahlung und noch einmal héher nach Kombinationstherapie
aus siRNA und Bestrahlung.
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Abbildung 11 Effekt einer Vorbehandlung mittels CTPi2 vor der Strahlenbehandlung auf die Kinetik der
yH2AX-foci
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Untersuchung der Kinetik der yH2AX-foci in den Zellen mit Vorbehandlung mit CTPi2 und ohne CTPi2 vor der
Strahlenbehandlung (XRT) bei A549 (A), US7MG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D). Es wurden bei jeder Zelllinie
zwei Stunden vor Bestrahlung 200uM CTPi2 hinzugefiigt. Die untersuchten Zeitpunkte waren 0,5, 2, 4, 6 und 24
Stunden nach Bestrahlung. Es zeigten sich anschliefend in allen untersuchten Zelllinien eine konstant héhere Anzahl
der foci mit Ausnahme der U87MG (B), bei welcher 0.5 Stunden nach der Bestrahlung noch die alleinige Bestrahlung
héhere Werte lieferte. Jedoch blieben die vorbehandelten Werte danach langer im erhdhten Bereich. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte (:SEM) aus drei unabhangigen Experimenten (N=3).
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Abbildung 12 Effekt einer Vorbehandlung mittels CTPi2 vor der Strahlenbehandlung auf die yH2AX-foci zum
Zeitpunkt t=6h

Untersuchung der Kinetik der yH2AX-foci in den Zellen mit Vorbehandlung mit CTPi2 und ohne CTPi2 vor der
Strahlenbehandlung (XRT) bei A549 (A), U87MG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) sechs Stunden nach Bestrahlung.
Die Daten reprasentieren die Mittelwerte (:SEM) aus drei unabhangigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz:
Muittels nicht-parametrischem ungepaartem t-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.
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Abbildung 13 Eine genetische Herabregulation der SLC25A1-Expression mittels sSiRNA vor Strahlentherapie
zeigt einen langeren und héheren Anstieg an yH2AX-foci

Untersuchung des Verlaufs der Akkumulation der yH2AX-foci in den Zellen mit VVorbehandlung mit siRNA und ohne
SiRNA vor der Bestrahlung (XRT) bzw. nur siRNA Vorbehandlung ohne Strahlenbehandlung bei A549 (A), US7TMG
(B), NCI-H460 (C) und T98G (D). Es wurden bei jeder Zelllinien 24 Stunden vor Bestrahlung 200uM siRNA
hinzugefigt. Die untersuchten Zeitpunkte waren 0, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach Bestrahlung. Es zeigten sich
anschlielend in allen untersuchten Zelllinien eine konstant hthere Anzahl der foci, mit Ausnahme der U87MG (B), bei
welcher direkt nach der Bestrahlung bei einer halben Stunde noch die Monotherapie héhere Werte lieferte. Die
vorbehandelten Werte blieben jedoch danach l&nger im erhdhten Bereich. Die Daten représentieren die Mittelwerte
(xSEM) aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3).

Beide Experimente zeigten uns, dass sowohl die pharmakologische als auch die
genetische Inhibition des SLC25A1 Transporters zu einem deutlichen Anstieg der
yH2AX-foci, als auch zu einem l&ngeren Anhalten der Anzahl IR-induzierter yH2AX-

foci flhrte verglichen mit der alleinigen Bestrahlung.
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4.2 Uberprufen der bisherigen Erkenntnisse in genetisch veranderten
Zelllinien
Die bis hierher erhaltenen Ergebnisse zeigten deutlich, dass eine VVorbehandlung mit
SLC25A1 Inhibitoren zu einem deutlichen Anstieg von residualen yH2AX-foci besonders
vier bis sechs Stunden nach Bestrahlung fihrt. Die Akkumulation der residualen yH2AX-
foci korreliert dabei hoch mit dem Anstieg der 2HG-Level nach der pharmakologischen
oder genetischen Inhibition von SLC25A1 (siehe Abb. 10). Des Weiteren sollten diese
Beobachtungen in isogenen Zelllinien mit spezifischen Defekten in ihren DNA-
Reparaturwegen weiter erforscht und bestatigt werden. Daflr wurden die sogenannten
Maus-Embryonen-Fibroblasten, kurz MEF-Zelllinien, mit einem Defekt in der
Homologen Rekombination (MEF Rad54 -/-, homologer genetischer Knockout im Rad54
Gen), mit einem Defekt in der Nicht-homologen Endverknupfung (MEF Lig 1V -/-) und
eine MEF ctrl Zelllinie als Kontrollgruppe ohne genetische Veranderung in den DNA-

Reparaturwegen genutzt.

4.2.1 Einfluss der SLC25A1 Inhibition mit CTPI2 auf die D2HG Produktion
in isogenen MEF Zelllinien mit Defekten in Haupt-DNA-
Reparaturwegen

Zunédchst wurden zur Bestatigung der Hypothese die D2HG Level nach einer
pharmakologischen Inhibition von SLC25A1 mit CTPI2 in den isogenen MEF Zelllinien
untersucht. Dazu wurden die Zelllinien erneut mit CTPi2 in einer Konzentration von
200uM fur sechs Stunden behandelt.
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Abbildung 14 Entwicklung der D2HG Konzentrationen nach SLC25A1 Inhibition in den MEF Zelllinien

Untersuchung der Entwicklung des D2HG Werte nach einer Vorbehandlung mit CTPi2 sechs Stunden vor der Messung.
Die Daten zeigen dabei grofle Unterschiede in den Werten abhéngig davon, ob kein Gendefekt vorliegt (blau), ein
Defekt in der HRR vorliegt (rot) oder ob ein Defekt in der NHEJ vorliegt (griin). Die Ergebnisse wurden dabei auf die
Ergebnisse der Kontrollgruppen normalisiert. Die Daten reprasentieren drei unabh&ngige Experimente mit jeder
Zelllinie (n=3). Statistische Signifikanz: Two---Way ANOV A mit anschlieBendem Bonferroni post---test. Ns p > 0,05,
*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.

Die Untersuchung der isogenen MEF Zelllinien mit genetischen DNA-Reparaturdefekten
zeigte, dass die Inhibierung des SLC25A1 in Rad 54-defizienten MEF-Zelllinie nahezu
keinen Anstieg der D2HG Werte verursacht. Hingegen war ein deutlicher Anstieg der
gemessenen D2HG Werte bei der Kontrollgruppe und der Ligase 1VV-defizienten Zelllinie

Zu beobachten.

4.2.2 Effekte einer CTPi2 Behandlung auf die ROS-Produktion, den Zelltod
und die Apoptosefraktion bei gentechnisch veranderten MEF-Zelllinien
Anschliefend wurden die Auswirkungen einer CTPi2-Behandlung auf die ROS-,
Apoptose-Induktion sowie die Zelltod-Level in isogenen MEF Zelllinien mit
gentechnischen defekten in den Haupt-DNA-Reparatursignalwegen untersucht. Daflr
wurden die MEF-Zelllinien in vier Gruppen (Unbehandelt (ctrl), CTPI2 (200uM),
Bestrahlt (XRT, 10Gy), XRT+CTPi2) unterteilt und kultiviert. Zwei Stunden vor der
geplanten Bestrahlung wurden die Zellen entsprechend ihrer Gruppe mit CTPi2 behandelt

und anschlieRend je nach Gruppe zusétzlich bestrahlt oder ausschliel3lich bestrahlt.
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Abbildung 15 Anstieg der ROS-, Apoptose- und Zelltod-Level 48 Stunden nach verschiedenen

Vorbehandlungen

Die drei Zelllinien MEF ctrl, MEF Rad 54 -/- und MEF Lig IV -/- wurden zun&chst in vier verschiedenen Gruppen
kultiviert. Zwei Stunden vor der geplanten Bestrahlung wurden dann zwei Gruppen mit CTPi2 behandelt. Eine dieser
Gruppen sowie eine der nicht vorbehandelten Gruppen wurden anschlieBend mit 10 Gy Photonen bestrahlt.
Anschlielend wurden alle vier Gruppen fiir weitere 48 Stunden Kkultiviert. Zur durchflusszytometrischen Auswertung
wurden die Zellen anschlieend mit DHE (A), Nicoletti (B) beziehungsweise ExPI (C) gefarbt und untersucht. Dabei
zeigten alle Zelllinien einen signifikanten Anstieg der ROS-Level, der Apoptose-Induktion und des Zelltodes 48
Stunden nach Kombinationsbehandlung, mittels CTPi2 und XRT, verglichen mit einer jeweiligen Monotherapie mit
CTPi2 oder XRT alleine. Die Daten représentieren die Mittelwerte (+SEM) aus drei unabhéngigen Experimenten
(N=3). Statistische Signifikanz: Two-Way ANOVA mit anschliefendem Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05,
** ) < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.

Die Kombinationsbehandlung (XRT+CTPI2) der Kontroll- (ctrl) und der Ligase IV-
defizienten Zellen fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der gemessenen ROS- und
Zelltod-Level 48 Stunden nach Behandlung gegentiber den Rad54-defizienten Zellen.
Dieser Anstieg war nicht in den Rad 54-defizienten MEF-Zelllinie zu beobachten und
deckt sich mit den erhaltenen D2HG Ergebnissen (Abb. 14 und 15). Interessanterweise
flihrte die Kombinationsbehandlung zu einem signifikanten Anstieg der Apoptose-Level

in allen MEF Zelllinien unabhangig vom DNA-Reparatur defekt.
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4.2.3 Auswirkungen der SLC25A1 Inhibition auf die Zellviabilitat von
genetisch veranderten Zellen
AnschlieBend wurde auch der Einfluss der pharmakologischen SLC25A1-Inhibition auf
die Zahl der lebenden Zellen bei den genetisch veranderten MEF Zelllinien untersucht.
Daftir wurden diese entsprechend ihrer Gruppe mit verschiedenen CTPi2
Konzentrationen behandelt. In Abbildung 16 sind die Ergebnisse zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Behandlung (24, 48, 72 Stunden) dargestelit.
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Abbildung 16 Auswirkungen der Inhibition des SLC25A1 Transporter mit CTPi2 auf die Zellviabilitat der
MEF Zellen

Die drei Zelllinien MEF ctrl, MEF Rad 54 -/- und MEF Lig IV -/- wurden mit CTPi2 Konzentrationen zwischen OuM
und 200uM behandelt und entsprechend ihrer Einteilung weitere 24 Stunden (A), 48 Stunden (B) oder 72 Stunden (C)
inkubiert. Anschlieend wurde eine Kristallviolettfarbung durchgefiihrt und die Absorption bei 540 nm gemessen. Die
Daten représentieren die Mittelwerte (+SEM) aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3).

In allen drei MEF-Zelllinien zeigte sich eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Zahl
der lebenden Zellen mit Ausnahme der MEF ctrl Gruppe nach 24 Stunden. Vor allem
nach 48 und 72 Stunden zeigte sich jedoch die generalisierte Abnahme der gemessenen

KV Adsorption ohne groRRe Unterschiede zwischen den verschiedenen MEF Zellen. Eine
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Konzentration von CTPI2 zwischen 100-200uM fihrte zu einer konstanten Reduktion
der Zellviabilitat/Proliferation 48 und 72 Stunden nach Behandlung.

4.2.4 Verringerung des Langzeitiberlebens der Zellen nach vorheriger
SLC25A1 Inhibition

Schliel3lich wurde auch der quantitative und langfristige Einfluss der CTPi2-Behandlung
auf die isogenen MEF-Zelllinien mit genetischen Defekten der DNA-Reparatur mittels
Koloniebildungsassays untersucht. Ziel dieser Experimente war die Analyse der
Fahigkeit der Zellen, Gber eine bestimmte Zeitdauer hinweg Kolonien zu bilden. Dabei
verglichen wir zwei Gruppen von jeder Zelllinie (Bestrahlt (XRT), Bestrahlt und mit
CTPi2 behandelt(XRT+CTPI2)), von denen zwar beide bestrahlt, jedoch nur eine mit
CTPi2 vorbehandelt wurde. AuRerdem wurde die Uberlebensfraktion (englisch: Survival
fraction, kurz SF) der Zellen Gber ansteigende Strahlenwerte von 0 (nicht bestrahlt) bis 8
Gy berechnet und gegen die Strahlung in Gy aufgetragen (Abb. 17).

Diese Ergebnisse demonstrieren erneut, dass die Inhibierung von SLC25A1 einen
strahlensensitivierenden Effekt auf die in Homologer Rekombination (HRR)-profizienten
MEF Zelllinien (ctrl, Lig IV -/-) aufweist (Abb. 17 A und B). Dahingegen zeigte die
Kombinationsbehandlung von CTPI2 und Bestrahlung keinen Radiosensitivierenden
Effekt in der HRR-defizienten MEF Zelllinie (Rad54 -/-, Abb. 17 C). Somit bestatigen
die mithilfe der isogenen MEF-Zelllinien mit Defekten in DNA Reparaturwegen
erhaltenen Ergebnisse die aufgestellte Hypothese, dass SLC25A1-Inhibition in Zellen mit
Akkumulation von D2HG die Homologe Rekombination negativ beeinflusst und somit
eine Maglichkeit zur Radiosensitivierung von Tumorzellen ohne Defekte in der HRR-
DNA-Reparaturweg bietet. Dies zeigt sich auch, da die Rad54-defizienten Zellen nicht
radiosensitiviert werden konnten. Hier kann nicht ausgeschlossen werden, dass dies daran

liegt, dass in diesen Zellen keine 2HG Akkumulation beobachtet werden konnte.
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Abbildung 17 Langzeitiiberleben von gentechnisch veranderten Zellen nach CTPi2 und Strahlenbehandlung

Gentechnisch veranderte Zellen und Kontrollzellen wurden bestrahlt und mit oder ohne CTPi2 vorbehandelt, fir die
Standard-Koloniebildungs-Experimente ausgeséat, acht bis zehn Tage inkubiert, mit Coomassie-Lésung blau geféarbt
und mittels Software (Gel Count) ausgewertet. Danach wurde die Anzahl der gebildeten Kolonien identischer
Bestrahlung verglichen und die daraus errechnete Uberlebensfraktion (SF) gegen die Strahlendosis aufgetragen. Es
zeigte sich eine deutlich verringerte SF durch CTPi2 Behandlung in den MEF ctrl (A) und den MEF Lig IV -/- (B)
Zelllinien, hingegen kein signifikanter Effekt von CTPi2 in den MEF Rad 54 -/- (C) Zellen. Die Daten représentieren
die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: Two-Way ANOVA mit
anschliefendem Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.

4.2.5 Einfluss der Behandlung von gentechnisch veranderten MEF Zellen mit
spezifischen Inhibitoren des EJ-Signalweges auf die DNA-Reparatur
Zur weiteren Bestatigung der bisherigen Ergebnisse wurde die Kinetik der yH2AX-foci

in den isogenen MEF-Zelllinien mit DNA-Reparaturdefekten in Kombination mit
Inhibitoren des EJ-Signalweges (PJ34 (PARPi), NU7441 (DNAPKIi)) und CTPI2-
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Behandlung untersucht. Die verwendeten Inhibitoren des EJ-Signalweges (PARP
Inhibitor (PJ34, 4 uM), DNA-PK Inhibitor (NU7441, 2,5 pM)) inhibieren an
unterschiedlichen Stellen den EJ-Signalweg und werden zum Teil bereits klinisch
genutzt, z.B. in der Behandlung von Mammakarzinomen. Dabei lag diesem Experiment
folgende Uberlegung zugrunde: Erstens sollte in einer Zelllinie mit einem Defekt einer
der beiden Hauptreparaturwege, also HRR oder NHEJ, ein Inhibitor des jeweils anderen
Reparaturweges einen Effekt auf die Anzahl der Residualen yH2AX-foci zeigen, da
dadurch beide DNA-Reparaturwege ausgeschaltet werden. Zweitens sollte sich, wenn
eine Zelllinie mit einem Defekt einer der beiden Hauptreparaturwege hingegen mit einem
Inhibitor gegen den bereits ausgeschalteten DNA-Reparaturweg behandelt wird, kein
Effekt auf die Anzahl der residualen yH2AX-foci zeigen. Die Ergebnisse unserer

Versuche sind in Abbildung 18 graphisch dargestellt.
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Abbildung 18 Effekt der Kombination verschiedener DNA Reparatur Inhibitoren auf die yH2AX Kinetik bei

gentechnisch verénderten Zellen

Untersuchung der Kinetik der yH2AX-foci in den Zelllinien MEF ctrl, MEF Lig IV -/- und MEF Rad51 -/- mit
verschiedener VVorbehandlung. Dabei wurden die Wirkstoffe PARPi, DNA-PKi und CTPi2 zum Teil kombiniert und
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die Zellen anschliefend bestrahlt (XRT). Die untersuchten Zeitpunkte waren 0,5, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach
Bestrahlung. Der Index (D) gilt dabei sowohl fur die MEF Lig IV -/- (A), MEF Rad 54 -/- (B) als auch fir die MEF
ctrl (C). Samtliche Zellen wurden mit 5 Gy bestrahlt und entsprechend ihrer Gruppe nur mit DNA-PK Inhibitoren
(griin), nur mit PARP Inhibitoren (blau, Kreis) oder in Kombination mit CTPi2 (graues und blaues Dreck) behandelt.
Es zeigen sich deutliche Unterschiede der yH2AX Kinetik in den MEF Zelllinien abhdngig davon, welcher Wirkstoff
bzw. welche Wirkstoff-Kombination als Vorbehandlung hinzugegeben wurde. Die Daten représentieren die

Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten (N=3).

Auch dieses Experiment starkte unsere Annahme, dass sich die Inhibierung von
SLC25A1 durch den Anstieg der D2HG Level auf den HRR-DNA Reparaturweg
auswirkt. So zeigte sich in den MEF Lig IV -/- Zellen kaum ein Effekt auf die Anzahl der
residualen yH2AX-foci nach Applikation der EJ Inhibitoren (PJ34, NU7441) alleine,
sondern erst bei der zusatzlichen Kombination mit CTPi2. Wahrenddessen konnte eine
zusétzliche Applikation vom CTPI2 in Kombination zu den EJ Inhibitoren (PJ34,
NU7441) in den MEF Rad 54 -/- Zellen keinen signifikanten Anstieg der residualen
yH2AX-foci bewirken. Spannenderweise erhdhte die Kombinationsbehandlung von
CTPI2 mit EJ Inhibitoren die Anzahl der residualen yH2AX-foci in der MEF-
Kontrollzelllinie. Diese Beobachtung bestérkte die Vermutung, dass es mdglich sein
kdnnte, durch die Kombination von EJ-Inhibitoren (DNA-PKi und PARPIi) und CTPi2
jeweils zwei wichtige DNA-Reparatursignalwege zu inhibieren, um so eine synthetische
Letalitat zu schaffen.

4.3  Die Erzeugung einer synthetischen Letalitat

Die grundsétzlichen Uberlegungen, ob es bei einer Kombination von Wirkstoffen, die die
Homologe Rekombination bzw. die Nicht-homologe Endverknipfung inhibieren, dazu
flhren, dass wir eine synthetische Letalitdt erzeugen, wurden bereits unter 1.4
beschrieben.  Diese Vermutung wurde in dieser Arbeit sowohl mithilfe des
Koloniebildungsassay als auch mithilfe des yH2AX-Assay lberprift. Im nachfolgenden
Abschnitt wird neben dem ersten Hit, der Strahlung, und dem zweiten Hit, der Inhibition
von SLC25AL1 durch eine Behandlung mit CTPi2 und Erzeugung einer metabolisch-
induzierten HRR-defizienz, nun ein dritter Hit durch eine Inhibition von klassischem oder
alternativem EJ durch DNA-PKi oder PARPI appliziert (Abb. 19).
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Abbildung 19 Schematische Darstellung der Erzeugung einer synthetischen Letalitat mittels 3 Hits

Der durch Strahlung induzierte Doppelstrangbruch in der DNA der Zielzelle stellt den
ersten Hit dar. Die Zelle hat nun zwei Hauptmoglichkeiten der DNA-Reparatur:
Homologe Rekombination (HRR) oder die Nicht-homologe Endverkntpfung (NHEJ).
Letztes kann man bereits klinisch mit PARPI (alternatives Endjoining) oder aber mit
DNA-PKIi (klassisches Endjoining) unterdriicken. Da die Nutzung von CTPi2 bisher die
Vermutung zulésst, dass tber D2HG die HRR inhibiert wird, unterdriickt dieser Wirkstoff
oder alternativ SiRNA gegen SLC25A1 als genetische Mdoglichkeit die Reparatur
strahleninduzierter DANN Doppelstrangbriche tber den HRR Reparatur (HRR)Weg.

4.3.1 Auswirkungen einer kombinierten Therapie von durch SLC25A1-
Inhibition erzeugten HRR-Defizienz und der Applikation von EJ-
Inhibitoren auf die Kinetik der yH2AX-foci in Tumorzellmodellen der
NSCLC (A549, NCI-H460) und GBM (T98G und U87MG)

Wie bereits unter zuvor beschrieben wurde der Effekt der Behandlung mit CTPi2 auf die
Anzahl der strahleninduzierten yH2AX-foci in den Zelllinien des NSCLC (A549 und
NCI-H460) als auch in Glioblastom-Zelllinien (U87MG und T98G) getestet. Man
erkennt, dass die Kombinationsbehandlung (CTPI2+PJ34 oder CTPI2+ NU7441) zu
einer deutlichen Steigerung der yH2AX-foci fuhrt, im Vergleich zu einer singularen
Behandlung mit CTPi2. AuRerdem wird eine Abhéangigkeit der Wirkung von der
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Zellentitat sichtbar. So reagieren A549 (A) und NCI-H460 (C) als NSCLC sehr gut auf
DNA-PKI, jedoch kaum auf PARPI. In den Glioblastom Zelllinien U87MG (B) und T98G
(D) war der Effekt von PARPi und DNA-PKi dagegen nahezu identisch (Abb. 20).
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Abbildung 20 Effekt einer Kombinationsvorbehandlung mittels CTPi2 bzw. kombiniert mit PARPi oder DNA-
PKi auf die Kinetik der yH2AX-foci nach Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Gy

Untersucht wurden die Zelllinien A549 (A), U87MG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) nach Bestrahlung (XRT) mit

5 Gy. Wir teilten jede Zelllinie in vier Gruppen ein, von denen eine Gruppe nur bestrahlt wurde, eine Gruppe zusétzlich

mit CTPi2 vor der Bestrahlung vorbehandelt wurde und in der dritten bzw. vierten Gruppe zusétzlich zur Strahlung
und CTPi2 ein PARP (PJ34, 4uM) oder DNA-PK (NU7441, 2,5uM) Inhibitor zugefiigt wurden. Auch hierbei wurden

die Zellen zwei Stunden vor der Bestrahlung mit den jeweiligen Wirkstoffen oder Wirkstoffkombinationen behandelt

und entsprechend der geplanten Zeitpunkte nach 0,5, 2, 4, 6 und 24 Stunden fixiert. Die Werte wurden auf die Anzahl

der yH2AX-foci 30 Minuten nach Bestrahlung normalisiert. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte aus drei

unabhéngigen Experimenten (N=3).

59



Ergebnisse

A549

=

e

=]
]
1
*

e
(=23
1

e
N
1

Normalisierte Anzahl der yH2AX foci
zum Zeitpunkt t=6h
o o
? 2

NCI-H460
3 xx
<
1.5+ ns i
8
+3
5 (X ns ns
- £1.04
H
&%
< N 0.5
SE
33
g 0.0
o &
& Ch {
L ¥
/30 '»"o
< QD
o’\

UB7TMG
’B TREE
=
§ 2.0' ko=
iz k3 -3

E 1.54 e
S%
® 2 1.0
=5
< N %
QL
5 E 0.5
2 R
E 0.0-

2 4 < A
2 & & & F
N Al gv
< P QY‘
q )
& Qv
&
D T98G

Normalisierte Anzahl der yH2AX foci
zum Zeitpunkt t=6h

Abbildung 21 Effekt einer Kombinationsvorbehandlung mittels CTPi2 bzw. kombiniert mit PARPi oder dem
DNA-PK Inhibitor NU7441 auf die Anzahl der residualen yH2AX-foci nach Bestrahlung mit einer Dosis von 5

Gy zum Zeitpunkt t=6h

Darstellung der normalisierten Anzahl der YH2AX foci in Zelllinien A549 (A), U87MG (B), NCI-H460 (C) und
T98G (D) sechs Stunden nach Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Gy alleine oder in Kombination mit PARP oder
DNA-PK Inhibitoren. Dabei unterscheiden sich die VVorbehandlungen: Keine VVorbehandlung (XRT), Vorbehandlung
mit CTPi2 (CTPi2+XRT), Vorbehandlung mit PARP Inhibitor (PJ34) und CTPi2 (CTPi2+PARPi+XRT) und
Vorbehandlung mit dem DNA-PK Inhibitor (NU7441) und CTPi2 (CTPi2+DNA-PKi+XRT). Die Daten

reprasentieren die Mittelwerte (+SEM) aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: One-
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Way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0.0001

In einem néchsten Schritt wurden die Effekte der Kombinationsbehandlungen auf die
Kinetik der Zu- bzw. Abnahme von yH2AX foci analysiert (siehe Abb. 21). Es ist deutlich
zu erkennen, dass sich in jeder der vier untersuchten Zelllinien die Kinetik der yH2AX-
foci verdndert und die Anzahl der residualen yH2AX-foci nach einer
Kombinationsbehandlung (CTPI2+EJ-inhibitor) auch im Vergleich zu den zuvor
durchgefuhrten Versuchen mit der alleinigen Behandlung mit CTPi2 erhoht wird. Da eine
Steigerung der Anzahl der residualen yH2AX-foci bei gleichzeitiger Benutzung von EJ-
inhibitoren (PARPi oder DNA-PKi) erreicht wird, unterstutzt dieses Experiment
weiterhin die Hypothese, dass CTPi2 einen Effekt auf die Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen mittels HRR hat und somit eine Art “HRR-Defizienz* induziert.

4.3.2 Auswirkungen von kombinierter Inhibition von SLC25A1 und PARP
bzw. DNA-PK auf das Uberleben der Zellen

Um den Effekt einer kombinierten Behandlung auf das Uberleben der Zellen zu
untersuchen, fihrten wir erneut ein Koloniebildungsassays durch. Dieses Mal wurden die
Zelllinien in sechs Gruppen (1. Bestrahlung (XRT), 2. XRT+CTPi2, 3. XRT+PARPI, 4.
XRT+DNA-PKi, 5. XRT+CTPi2+PARPI, 6. XRT+CTPi2+DNA-PKIi.), in Abhéngigkeit
von den verwendeten Behandlungen, eingeteilt. Bestrahlt wurde jede der Gruppen. Die
Ergebnisse der berechneten Uberlebensfraktionen (SF) in Abhangigkeit von der
Strahlendosis sind in Abbildung 22 und 23 dargestellt.
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Abbildung 22 Uberleben von vier Zelllinien nach Kombinationsbehandlung von CTPI2 mit PJ34 oder NU7441

Die Zelllinien A549 (A), US7TMG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) wurden direkt plattiert und mit verschiedenen
Kombinationen aus CTPi2, PARPi und DNA-PKi vorbehandelt und zwei Stunden spéter bestrahlt. Acht bis zehn Tage
lang wurden diese anschlieBend inkubiert, mit Coomassie-L6sung blau gefarbt und mittels Software (Gel Count)

ausgewertet. Danach wurde die Anzahl der gebildeten Kolonien identischer Bestrahlung verglichen und die daraus

errechnete Uberlebensfraktion (Survival fraction) gegen die Strahlendosis aufgetragen. Es zeigte sich eine signifikant

verringerte SF in den Gruppen, welche kombiniert behandelt wurden im Vergleich zu einer nur aus einem Wirkstoff

bestehenden Therapie. Es zeigte sich auch hier wieder eine unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellen gegentber den

Inhibitoren der EJ-Signalwege. Die Daten repréasentieren die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3).
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Abbildung 23 Uberlebensfraktion von vier Zelllinien nach Kombinationsbehandlung von CTPI2 mit PJ34
oder NU7441, dargestellt fiir die Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Gy

Die Zelllinien A549 (A), US7MG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) wurden direkt plattiert und mit verschiedenen
Kombinationen aus CTPi2, PARPi (PJ34) und DNA-PKi (NU7441) vorbehandelt und zwei Stunden spater bestrahlt.
Acht bis zehn Tage lang wurden diese anschlielend inkubiert, mit Coomassie-Ldsung blau gefarbt und mittels Software
(Gel Count) ausgewertet. Danach wurde die Anzahl der gebildeten Kolonien mit einer Bestrahlung von 5 Gy verglichen
und die daraus errechnete Uberlebensfraktion (Survival fraction) gegen die Strahlendosis aufgetragen. Es zeigte sich
eine signifikant verringerte SF in den Gruppen, welche kombiniert behandelt wurden im Vergleich zu einer nur aus
einem Wirkstoff bestehenden Therapie. Es zeigte sich auch hier wieder eine unterschiedliche Empfindlichkeit der
Zellen gegeniiber den Inhibitoren der EJ-Signalwege. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte (+SEM) aus drei
unabhéngigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: One-Way ANOVA mit anschlieRendem Bonferroni post-
test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.
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Die  durchschnittliche  Reduzierung  der  Uberlebensfraktion  (SF)  nach
Kombinationstherapie von XRT, CTPi2 und DNA-PKi (NU7441) betrug 90,4%
verglichen mit einer Monotherapie der Zellen mit CTPi2 vor der Bestrahlung. Diese
Ergebnisse zusammen mit denen der vorherigen Experimente liefern uns nicht nur
weitere Hinweise dafur, dass es sich bei der Wirkweise von CTPi2 um eine Inhibition der
Homologen Rekombination handelt, sondern auch, dass eine Kombination von SLC25A1
inhibierenden Wirkstoffen mit Endverkniipfung-Inhibitoren eine synthetische Letalitét
und somit eine Sensitivierung gegenuber der zytotoxischen Wirkung einer
Strahlentherapie erzeugen kann. Interessant ist aber auch weiterhin, dass es deutlich
abhangig von der Tumorentitdt zu sein scheint, auf die Inhibition welcher der

Endverknlpfung-Signalwege die Zelle in Kombination mit CTPI2 sensibler reagiert.

4.4  Inhibition von SLC25A1 zur Sensibilisierung gegentber der
Bestrahlung mit Protonen
Die bisher erzeugten Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass SLC25A1 Inhibition Gber
eine Erhohung der 2HG-Level zu einer negativen Beeinflussung der HRR-DNA-
Reparatur fuhrt und somit die Tumorzelllinien sensitiver gegentber Inhibitoren der EJ-
Signalwege macht. Diese Hypothese lasst sich auch in Verbindung mit der
Protonenbestrahlung testen. Wie bereits unter 2 beschrieben wird vermutet, dass
Protonen-Bestrahlung eine komplexere Form von DNA-Schaden (Doppelstrangbriichen)
in den Zellen auslost als eine Therapie mit Photonen (X-Rays), und daher wahrscheinlich
eine hohere Abhéangigkeit von einer Reparatur mithilfe der Homologen Rekombination
aufweisen (Grosse et al., 2014; Szymonowicz et al. 2020). Somit stellt sich die Frage, ob
die Inhibition von SLC25A1 mittels CTPi2, die zur Verminderung der HRR-vermittelten
DNA-Reparatur flihrt, nach der Bestrahlung mit Protonen zu einem Anstieg der yH2AX-
foci und zu einer verstarkten Sensitivierung gegenuber Protonenbestrahlung fiihrt. Um
dies zu untersuchen, flhrten wir erneut einige bereits zuvor genutzte Experimente durch,
indem wir die Effekte der Protonenbestrahlung in Kombination mit SLC25A1-Inhibition
mittels CTPi2 auf das Kurz- und Langzeituberleben der Zellen sowie deren

Reparaturkinetik von DSBs untersucht haben.
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4.4.1 Auswirkungen auf das Langzeittiberleben der Zellen bei Nutzung eines

Protonenstrahls und einer Vorbehandlung mit CTPi2
Um eine Vergleichbarkeit der Effekte von Photonen gegeniiber Protonen-Bestrahlung zu
erreichen, wiederholten wir das Koloniebildungsassay mit den zuvor beschriebenen
NSCLC- (A549, NCI-H460) und Glioblastom-Zelllinien (T98G, U87MG). Dafir teilten
wir diese in jeweils zwei Gruppen auf, von denen beide bestrahlt, jedoch nur eine Gruppe
zwei Stunden vor geplanter Bestrahlung mit CTPi2 behandelt wurde. Da eine
Protonenstrahlung eine ungleich hohere Aktivierung der Umgebung im Vergleich zur
konventionellen Photonentherapie bewirkt, wurde die Strahlendosis auf 2, 4 und 6 Gy
reduziert, da bei einer noch hoheren Dosis es nicht mdglich gewesen waére, in spateren
Experimenten die 0,5 und zwei Stunden Zeitpunkte rechtzeitig aufzuarbeiten und zu
analysieren. Es wurde erneut die Uberlebensfraktion der noch vorhandenen Kolonien
(Survival fraction, SF) gegen die Strahlendosis in Gy aufgetragen. Die Daten sind in
Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24 Langzeituiberleben von vier verschiedenen Tumor-Zelllinien in Abhéangigkeit der

Vorbehandlung mit CTPi2 und anschlieBender Protonenbestrahlung

Zu sehen sind die Zelllinien A549 (A), US7MG (B), NCI-H460 (C) und T98G(D), welche direkt plattiert wurden und
in jeweils einer Gruppierung mit CTPi2 Vorbehandlung und ohne. Die jeweils behandelten Zellen wurden mit CTPi2
vorbehandelt und zwei Stunden spéter mit 0-6 Gy Bragg-peak Protonen bestrahlt. Acht bis zehn Tage lang wurden

diese anschlieend inkubiert, mit Coomassie-Ldsung blau gefarbt und mittels Software (Gel Count) ausgewertet.
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Danach wurde die Anzahl der gebildeten Kolonien identischer Bestrahlung verglichen und die daraus errechnete
Uberlebensfraktion (SF) gegen die Strahlendosis (2, 4 und 6 Gy) aufgetragen. Es zeigte sich in allen Zelllinien eine
signifikante Reduzierung der Uberlebensfraktion, wenn die Zelllinien mit CTPi2 vorbehandelt wurden im Vergleich
zu einer einfachen Behandlung mit Protonen. Die Daten repréasentieren die Mittelwerte aus drei unabhédngigen
Experimenten (N=3).

Die Inhibition von SLC25A1 mittels CTPI2 in Kombination mit der Protonentherapie
zeigt eine deutliche Reduzierung der Uberlebensfraktion gegeniiber der Behandlung mit
Photonen und somit eine Sensitivierung gegenuber der Bestrahlung mit Protonen. Vor
allem ist zu erkennen, dass es zumindest in den von uns betrachteten Entitaten, NSCLC
und Glioblastom Zellen, keine groRen Unterschiede in der Sensitivitdt gegentber der
Kombinationsbehandlung von CTPI2 und Protonenbestrahlung gab. Die verwendeten
Zelllinien zeigten bereits bei einer Protonendosis von 4 Gy eine Reduktion der
Uberlebensfraktion.

Um einen besseren Vergleich zwischen der Bestrahlung mit Photonen oder Protonen auf
die Zelllinien zu zeigen, wurden exemplarisch die Uberlebensfraktionen der NCI-H460
und A549 Zelllinien aus dem vorherigen Koloniebildungsassay (Abb. 22) nach der
Bestrahlung mit Photonen mit denen nach der Bestrahlung mit Protonen verglichen.

Dieser Vergleich ist in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25 Vergleich der Radiosensitivitat von mit CTPI12 und Protonen vs. Photonen behandelten

Zelllinien

Die Darstellung der Uberlebensfraktionen (SF) der mit Photonen (5 Gy) oder Protonen (4 Gy), mit oder ohne
Behandlung mit CTPI2, bestrahlten Zelllinien A549 (A) und NCI-H460 (B). Die Bestrahlung mit 4 Gy bzw. 5 Gy wird

gesondert als Balkendiagramm dargestellt (C). Dabei reprasentieren die schwarzen Linien die SF nach der Bestrahlung

mit Photonen und die rotbraunen Linien die SF nach Protonenbestrahlung. Dabei wurde von beiden Strahlenformen

jeweils die Gruppe mit reiner Bestrahlung und die mit vorheriger CTPi2 Behandlung aus Abbildung 22 Gbernommen.

Aufgetragen wurde die Strahlendosis (A+B) bzw. die Strahlendosis inklusive Vorbehandlung (C) gegen die SF. Beide

Zelllinien zeigen eine signifikant verringerte SF nach einer Kombinationsbehandlung mit CTPi2 und Bestrahlung mit

Protonen verglichen mit Photonen. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte (+SEM) aus drei unabhangigen

Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: One-Way ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni post-test. Ns p >

0,05, *p <0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0.0001.
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Interessant ist, dass Unterschiede der Sensitivitdt in den Zelllinien gegeniber der
verwendeten Strahlungsform zu beobachten waren. So war die SF bei den A549
insgesamt bereits deutlich geringer nach der alleinigen Bestrahlung mit Protonen im
Vergleich zur Photonenbestrahlung. Die Inhibition von SLC25A1 flihrte bei beiden
Strahlenarten zu einer Radiosensitivierung. Allerdings war die Sensitivierung bei der
Protonenbestrahlung deutlicher ausgeprégt als bei der Photonenbestrahlung, obwohl eine
geringere Protonendosis (4 Gy) verwendet wurde (Photonendosis 5 Gy). Bei der NCI-
H460 Zelllinie hingegen zeigten die Bestrahlung mit Photonen und Protonen ahnliche
Effekte auf das klonogene Zelltiberleben. Auch in diesen Zellen wurde die SF durch die
Kombinationsbehandlung mit CTPi2 deutlicher nach Protonenbestrahlung reduziert, als

nach einer Bestrahlung mit Photonen.

4.4.2 Auswirkungen der Kombination von CTPi2 mit Protonentherapie auf
die DNA-Reparatur
Auch die Kinetik der DNA-Reparatur wurde nach Bestrahlung mit Protonen mit und ohne
Behandlung mit CTPI2 mittels der Detektion von yH2AX-foci untersucht, um
Unterschiede zwischen Photonen- und Protonentherapie nach CTPi2 Behandlung
festzustellen. Der Versuchsaufbau und Ablauf war dabei genau wie bereits zuvor
beschrieben (siehe 4.1.4). Es erfolgte eine Aufteilung der vier verwendeten Zelllinien in
zwei Gruppen, von denen eine nur bestrahlt und die zweite zwei Stunden vor Bestrahlung
mit CTPi2 behandelt wurde. AulRerdem gab es eine Kontrollgruppe, welche nur mit
CTPi2 behandelt wurde. Zu den Zeitpunkten 0,5, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach Bestrahlung
wurden die Zellen fixiert und anschlieRend gefarbt, mikroskopiert und mit der Imaris-
Software ausgewertet. Die entstandenen Daten sind in den Abbildungen 26 und 27 zu
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finden.
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Abbildung 26 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit CTPi2 auf die Reparatur
der DNA-Schaden

Untersuchung der Kinetik der yH2AX-foci in den Zellen mit VVorbehandlung mit CTPi2 und ohne CTPi2 vor einer
Strahlenbehandlung mittels Protonen (5 Gy) bei den Zelllinien A549 (A), US7MG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D).
Es wurden bei jeder Zelllinie zwei Stunden vor Bestrahlung 200uM CTPi2 hinzugefiigt. Die untersuchten Zeitpunkte
waren 0, 5, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach Bestrahlung, dabei wurde die Anzahl der yH2AX-foci mittels

Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Dabei erkennt man einen geringen Effekt von CTPi2 alleine, einen deutlichen

Effekt nach Bestrahlung mit Protonen und den in allen vier Zelllinien starksten Effekt bei der Kombinationstherapie

mit CTPi2 und Protonen auf die Anzahl der yH2AX-foci. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei

unabhéngigen Experimenten (N=3).
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Abbildung 27 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit CTPi2 auf die Reparatur
der DNA-Schéaden und die Auswirkungen auf die YH2AX-foci zum Zeitpunkt t=6 Stunden

Die Zelllinien A549 (A), UB7TMG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) wurden entweder mit 200uM CTPi2
vorbehandelt und belassen oder 2 Stunden spéter mit einer Protonenbestrahlung von 5 Gy behandelt oder ohne
vorherige CTPi2 Behandlung mit Protonen behandelt. Anschlieend wurde zu den Zeitpunkten 0, 5, 2, 4, 6 und 24
Stunden nach Bestrahlung, die yYH2AX-foci mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Hier zu sehen ist der
Vergleich der 3 Gruppen zum Zeitpunkt 6 Stunden nach der Bestrahlung. Die Daten représentieren die Mittelwerte
aus drei unabhéngigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: One-Way ANOVA mit anschlieBendem
Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0.0001.

Es zeigte sich erneut, dass CTPi2 den Effekt einer Strahlentherapie mit Protonen steigert.
Dabei lag die Anzahl der yYH2AX-foci in den getesteten Zelllinien unter der Anzahl, die

nach Photonentherapie gemessen wurde (siehe Abb. 11).
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AnschlieBend wurde die HRR-vermittelte DNA-Reparatur mittels Rad51-foci gemessen.
Dieses Experiment sollte den Effekt von CTPI2 auf die HRR-vermittelte DNA-Reparatur
bekraftigen.

Die Farbung mit RAD51-Antikérper wurde zeitgleich mit der yH2AX-Farbung
durchgefihrt. Die Durchfihrung ist unter 3.2.4.1.2 beschrieben. Ebenfalls wurden diese
Zellen in drei Gruppen aufgeteilt und entsprechend nur mit CTPi2, nur mit Protonenstrahl
oder kombiniert mit Protonen und CTPi2 behandelt. Die Zeitpunkte liegen ebenfalls
wieder bei 0, 5, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach Bestrahlung mit 5 Gy. Zu beachten ist
auflerdem die veranderte Kinetik von Rad51-foci im Vergleich zu der der yH2AX-foci.
Der Anstieg erfolgt langsamer und spéter, wodurch Héhepunkte erst im Bereich von vier
bis sechs Stunden nach Bestrahlung und nicht direkt nach 30 Minuten zu sehen sind. Dies
erklart sich uber die Spezifitat der Rad51-foci fir die HRR. Da die HRR-vermittelte
DNA-Reparatur erst in der S-Phase des Zellzyklus der Zelle stattfinden kann, und
dadurch genauer aber auch langsamer ist, beginnt sie erst nachdem die Zellen die S-Phase

erreicht haben. In Abbildung 28 und 29 sind nun die Daten des Versuchs prasentiert.
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Abbildung 28 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit CTPi2 auf die Rad51

Kinetik in verschiedenen Tumorzelllinien
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Die Zelllinien A549 (A), US7MG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) wurden entweder mittels CTPi2 vorbehandelt und
2 Stunden spater mit 5 Gy Protonen bestrahlt oder belassen, oder sie wurden ohne vorherige Vorbehandlung bestrahlt.
Zu den Zeitpunkten 0, 5, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach Protonen-Bestrahlung wurden die Zellen fixiert und anschlieend
mit dem Rad 51 Antikorper gefarbt. Anschlieend wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht und gegen
die dabei gemessene Anzahl an Rad51-foci aufgetragen. Man sieht einen signifikanten Anstieg der Rad51-foci durch
Kombinationstherapie mit CTPi2 und Protonen-Bestrahlung im Vergleich zur einfachen Bestrahlung. Deutlich zu
erkennen ist jedoch auch in (B) und (C), dass CTPi2 selbst ohne Bestrahlung einen Einfluss auf die Rad51 Kinetik hat.

Die Daten représentieren die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Experimenten (N=3).
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Abbildung 29 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit CTPi2 auf die Rad51

Kinetik in verschiedenen Tumorzelllinien zum Zeitpunkt t=6 Stunden

Die Zelllinien A549 (A), UB7TMG (B), NCI-H460 (C) und T98G (D) wurden zu dem Zeitpunkt sechs Stunden nach

Protonen-Bestrahlung untersucht und gegen die dabei gemessene Anzahl an Rad51-foci aufgetragen. Die Daten

72



Ergebnisse

représentieren die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten (N=3). Statistische Signifikanz: One-Way
ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni post-test. Ns p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0.0001.

Die Ergebnisse des Versuchs unterstiitzen noch einmal unsere Hypothese, dass durch
SLC25A1-Inhibiton eine Stérung der Homologen Rekombination hervorruft, und dass
hierfir wahrscheinlich Effekte verantwortlich sind, die durch D2HG ausgel6st werden.
Diese Hypothese wurde in dieser Arbeit durch unterschiedliche Untersuchungen unter
Verwendung der Tumorzellen A549, U87MG, NCI-H460 und T98G, als auch
gentechnisch veranderter MEF Zellen bestétigt. Auch die Nutzung unterschiedlicher
Ansatze zur Inhibition von SLC25A1, ob pharmakologisch oder genetisch, bestatigte die
Induktion von D2HG und eine damit einhergehende Beeinflussung der DNA-Reparatur
auf dem Niveau von SLC25A1. Aufgrund dieser Daten scheint sich die weitere
Untersuchung von SLC25AL1 als unterstiitzende Behandlung bei Strahlungstherapien als

wichtig und wertvoll fur potenzielle spatere Patienten zu gestalten.
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5 Diskussion
Die Krebsbehandlung besteht heute aus multimodalen Therapiemodellen, die
ineinandergreifen, um den Patienten die optimale Behandlung zukommen zu lassen.
Dabei stehen nach wie vor chirurgische wie auch strahlentherapeutische Ansatze im
Vordergrund. Je wichtiger dabei die Behandlung mit Strahlung wird, desto gréfier werden
jedoch auch die Probleme, welche sich aus der Heterogenitdt des Tumors und des
Mikromilieus ergeben. Diese konnen zu einer direkten Resistenz der Tumorzellen
gegenuber der Bestrahlung fihren, z.B. durch genetische Aktivierung von DNA-
Reparatur oder onkogenbedingten Veranderungen im Tumormetabolismus, und so die
Gesamtbehandlung enorm erschweren (Hlouschek et al., 2018). Aullerdem hat ein
verénderter Tumormetabolismus h&ufig einen direkten Einfluss auf den Verlauf der
Erkrankung und die Aggressivitat der Tumorzellen, da solche Verédnderungen sich oft in
Form einer schnelleren Proliferation und verbessertem Uberleben der Krebszellen aukern
(Hanahan & Weinberg, 2011). Des Weiteren koénnen sowohl die Behandlung von
Tumorzellen als auch ein ungunstiges Tumormikromilieu zur Adaptation der
Tumorzellen und dadurch erworbene Resistenzen fihren (Matschke et al., 2016;
Matschke et al., 2016; Hlouschek et al., 2018; Hlouschek et al., 2018). Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen der SLC25A1-regulierten
Inhibition der HRR-vermittelten DNA-Reparatur sowie deren Einfluss auf das
Tumorzelluberleben nach kombinierter Behandlung mit herkdmmlichen DNA-

Reparaturinhibitoren und Strahlentherapie zu erforschen.

Ich konnte im Laufe dieser Arbeit zeigen, dass eine pharmakologische oder genetische
Inhibition des Citrat Transporters SLC25A1 in Kombination mit einer Bestrahlung
sowohl das Kurz- als auch das Langzeitiuberleben verschiedener Tumorzelllinien
reduziert und somit den Effekt der Strahlentherapie verstéarkt. Es zeigte sich auch, dass
der durch SLC25A1-Inhibition ausgeloste Anstieg der D2HG-Level eine Stérung der
HRR-vermittelten DNA-Reparatur hervorruft und somit die Tumorzelllinien sensitiv
gegenuber Inhibitoren der EJ-vermittelten DNA-Reparatur macht. In einem innovativen
Ansatz gelang es dartiber hinaus, die mittels Inhibition von SLC25A1 induzierte HRR-
Defizienz in Kombination zu nutzen, um Tumorzellen gezielt gegeniber einer
Protonenbestrahlung zu sensitivieren, und dadurch den Effekt der Protonentherapie zu

verbessern.
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5.1  Sensibilisierung der Tumorzelllinien fUr die Bestrahlung durch
Inhibition von SLC25A1

Bereits in vorherigen Studien wurde gezeigt, dass eine Inhibition des mitochondrialen
Transporters SLC25A1 mit einer Erhéhung der Strahlensensibilitét in Nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom-Zellen, den NCI-H460, einhergeht (Fernandez et al., 2018; Hlouschek
et al., 2018). Des Weiteren wurden die Transportfunktionen des SLC25A1 mit Energie-
Metabolismus, der Redox Homd@ostase und der DNA-Reparatur in Verbindung gebracht
(Catalina-Rodriguez et al., 2012; Hlouschek et al., 2018; Sulkowski et al., 2017). Zu
Beginn der vorliegenden Arbeit sollten diese Befunde auf ihre Eignung zur Modulation
der zytotoxischen Effekte einer Strahlentherapie in einem breiteren Panel an Zelllinien
getestet werden. Dazu wurde ein effektiver pharmakologischer Inhibitor des Citrat
Transporters, CTPi2, genutzt, und dessen Wirkung auf der Ebene von SLC25A1 mithilfe
von SiRNA in mehreren NSCLC- und GBM-Zelllinien bestatigt. Die Ergebnisse der
Kurzzeit-Assays bestatigten eine zytotoxische Wirkung von CTPI2 in Kombination mit
Bestrahlung durch die Reduktion der Zellviabilitat, dem Anstieg der ROS-Produktion
sowie von Apoptose- und Zelltod-Leveln. Diese Effekte waren zum Teil bereits bei einer
jeweils alleinigen Therapie mit CTPi2 oder Strahlung vorhanden, jedoch signifikant
niedriger ausgepragt als bei einer Kombinationsbehandlung von CTPI2 und Bestrahlung.
Die Ergebnisse bestatigen auch noch einmal die dokumentierte Bedeutung des SLC25A1
flr die Redox Homdoostase (Hlouschek et al., 2018). Allerdings waren die beobachteten
Effekte nach der Inhibition von SLC25A1 nicht nur auf die gestérte Redox-Homdostase
zurlckzufuhren. SLC25A1-Inhibition flihrte zum Anstieg von D2-Hydroxyglutarat
(D2HG). Dabei ist D2HG als ein Onkometabolit beschrieben worden (Hlouschek et al.,
2018; Xiang et al., 2020).

Es wurde bereits gezeigt, dass die Anhaufung der 2HG-Enantiomere L2HG oder D2HG
unter bestimmten Bedingungen entweder als pathologische Metaboliten in hypoxischen
Krebszellen, die durch Lactatdehydrogenase (LDH) oder Malatdehydrogenase (MDH)
(Intlekofer et al., 2015; Oldham et al., 2015; Intlekofer et al., 2017) entstehen, oder als
sogenannte “Onkometaboliten” infolge von Gain-of-Function-Mutationen in den Genen
auftreten koénnen, welche fir die Isocitratdehydrogenase 1 oder 2 (IDH1 oder IDH2)
kodieren (Dang et al., 2009; Losman, J.-A., & Kaelin, W. G., 2013). Hohe zellul&re 2HG-

Spiegel wurden jedoch mit bosartiger Progression und Strahlensensitivitat assoziiert
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(Molenaar et al., 2018; Sulkowski et al., 2017), vermutlich durch Hemmung von aKG-
abhéngigen Dioxigenasen (Losman et al., 2013; Gagné et al., 2017; Rose et al., 2011;
Xiang et al., 2020).

Interessanterweise wirken die oben beschriebenen Onkometaboliten 2HG, Succinat und
Fumarat als kompetitive Inhibitoren der aKG-abhéngigen Dioxygenasen (aKGDD)
(Kolukula et al., 2014). Die Familie der aKGDDs verwendet Sauerstoff (O2) und aKG
als Co-Faktoren, wie in Abbildung 30 schematisch dargestellt, um eine Reihe von
Oxidationsreaktionen durchzufiihren, z. B. die Modifikation von Chromatin oder
Regulation der Proteinstabilitat (de Vissar & Kumar, 2011). Die Akkumulation von
Oncometaboliten wirkt sich auf die DNA-Reparatur durch Hemmung der o-KG-
abhangigen Histon-Lysin-Demethylase (KDM) und Translokations-DNA-Demethylasen
(TET) aus und fuhrt so zu einer DNA/Histon-Hypermethylierung (Bajo et al., 2018;
Young et al., 2013; Sulkowski et al., 2018; Xiao et al., 2012). Da DNA-Schéaden und die
DNA-Schadensantwort innerhalb der Chromatin-Umgebung stattfinden, beeinflussen
post-translationale Modifikationen des Chromatins (z.B. Methylierung von Histon-Lysin)
die wichtigsten DNA-Reparaturwege und koénnten sogar an der DNA-Reparaturwahl
beteiligt sein (Gong et al., 2019; Wei et al. 2018; Agarwal et al. 2016). So konnte die
metabolische Regulation von aKG-abh&ngigen Dioxygenasen im Zusammenhang mit der
epigenetischen Modulation der DNA-Reparatur neue spannende Ansatze fur die

Radiosensibilisierung bieten (Xiang et al., 2020).
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Succinat
D-2HG Fumarat

aKG + O2 R-H

CO2 +

Succinat RoEH

Abbildung 30 Schematische Darstellung der Inhibitoren der aKetoglutarat-abhéngigen dioxygenase
(aKGDDs)

2HG, Succinat und Fumarat sind Inhibitoren der KGDD. Dabei nutzt die aKGDD Sauerstoff (Oz) und aKG fur eine
Reihe von Oxidationsreaktionen, um Succinat, CO2 und hydroxylierte Zielmolekile dazuzugewinnen. Modifiziert
nach (Xiang et al., 2020).

Krebszellen mit mutierter IDH und begleitender 2HG-Akkumulation erhohten die
Empfindlichkeit gegenuber DNA-schadigenden Behandlungen, z.B. IR- oder
Alkylierungsmitteln (Dang et al., 2009; Wang et al., 2015). Beispielsweise flhrte die
Akkumulation von 2HG zu einem Defekt in der HRR, der die jeweiligen Zellen anféllig
fur PARP-Inhibitoren machte, was an BRCAL/2-Mangel-Tumoren erinnert.
Interessanterweise konnten andere Forscher diesen Effekt mit der Hemmung von aKG-
abhangigen Dioxygenasen der Lysindemethylase-Familie, KDM4A und KDM4B und
damit der epigenetischen Regulation von DSB Reparatur verkniipfen (Sulkowski et al.,
2017; Gagne et al., 2017). Vorherige Studien verkniipften die Funktion von KDMs mit
der Regulation von HRR und Radioresistenz von Lungenkrebspatienten (Bayo et al.,
2018; Young et al., 2013; Kuo et al., 2018). Allerdings hemmte die 2HG-Akkumulation
auch ALKBH-DNA-Reparaturenzyme, was zu einer erhéhten Empfindlichkeit
gegenuiber Alkylierungsmitteln fuhrte (Young et al., 2013; Wang et al., 2015). Die
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molekularen Mechanismen hinter der 2HG-Akkumulation und der Radiosensibilitat sind
jedoch Gegenstand aktueller Untersuchungen. Allerdings lassen die Arbeiten der
vorliegenden Promotionsschrift den Schluss zu, dass der genetische Hintergrund einer
Zelle auch die metabolische Umprogrammierung der Zelle bestimmen kann.
Beispielsweise konnte die Identifikation von durch somatische Mutationen angetriebenen
metabolischen Subtypen die Entwicklung prazisionsmedizinischer Ansatze in der
klinischen Strahlentherapie erlauben (Matschke et al., 2021).

Forschungen haben bereits einen Effekt der D2HG Level auf die Homologe
Rekombination und damit auf einen der wichtigsten Wege der DNA-Reparatur gezeigt
(Sulkowski et al., 2017; Xu et al., 2011; Young et al., 2013). In dieser Arbeit konnte die
Akkumulation von 2HG nach einer pharmakologischen Inhibition mit einem small
molecule Inhibitor, dem CTPI2, als auch auf der Ebene von SLC25A1 durch die
genetische Herunterregulation der SLC25A1-Expression mit SIRNA gezeigt werden.

Die Ergebnisse waren vergleichbar und im Falle von siRNA sogar effizienter flr die
Induktion der 2HG-Akkumulation im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen SCL25A1-
Inhibitor BTA (Hlouschek et al., 2018). Das lasst den Schluss zu, dass effizientere
Inhibitoren von SLC25A1 entwickelt werden sollten, damit die maximale 2HG-
Akkumlation erreicht werden kann, um die HRR-vermittelte DNA-Reparatur zu

hemmen.

Diese Annahme wurde weiter untersucht, in dem mittels Fluoreszenzfarbung die
Entwicklung der yH2AX-foci in den behandelten Zellen mit denen einer nicht
vorbehandelten Kontrollgruppe verglichen wurde. Genetische als auch pharmakologische
Inhibition des SLC25A1 Transporters zeigte dabei den Anstieg der foci, welche auch nach
24 Stunden im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung noch messbar waren. Dies bedeutet,
dass die DNA-Reparatur nicht nur in den ersten wichtigen Minuten gestort wird, sondern

sich die Zelle auch nach einem Tag noch nicht von der SLC25A1 Inhibition erholt hat.

Um zu untersuchen, ob die durch SLC25A1 induzierte Effekte auch das
Langzeitliberleben der Zellen beeinflusst, wurden Koloniebildungsassays durchgefinhrt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestatigte die aufgestellte Hypothese, dass die
SLC25A1-Inhibition zu einer Akkumulation von D2HG fihrt, und dass dies mit einer

Hemmung der Reparatur mittels Homologer Rekombination einhergeht. Diese Effekte
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konnten unter Bedingungen, die eine Reparatur strahleninduzierter DNA Schéden mittels
HRR erfordern, die Mdglichkeit zur Radiosensitivierung, auch im Rahmen einer

Protonentherapie von Tumorzellen, bieten.

Um diese Mechanismen weiter zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit zuséatzlich MEF
Zellen mit Defekten in wichtigen DNA Reparaturenzymen untersucht. Die Ergebnisse
dieser Analysen zeigten, dass CTPi2 keinen Effekt bei die HRR-defekten Zellen (RAD54
1, jedoch deutliche Unterschiede bei den NHEJ defekten Zellen (Lig4™) erzeugt.

Um zu (berprifen, ob der durch CTPi2 erzeugte Defekt in der Reparatur
strahleninduzierter Doppelstrangbriiche mittels HRR zur Etablierung einer synthetischen
Letalitat mit Inhibitoren komplementarer DNA Reparaturwege ermdglicht, wurden als
nachsten Schritt die Effekte einer Kombination aus CTPi2 mit Inhibitoren der DNA-
Reparaturenzyme PARP beziehungsweise DNA-PK Inhibitoren gepriift.

Diese ersten Experimente lieferten bereits wichtige Ergebnisse, welche zum einen die
Effekte von CTPi2 als SLC25A1 Inhibitor bestétigte, zum anderen die Effekte der
Inhibition des Citrat Transporters auf die DNA-Reparatur und das Langzeitiiberleben
nach Bestrahlung verdeutlichte. Durch diese an Tumorzellen, und gentechnisch
verénderten MEFs erzielten Ergebnisse, ergab sich die Frage, ob sich die Tumorzellen
durch weitere Unterbindung der DNA-Reparatur, mittels PARP- oder DNA-PK-
Inhibition, noch weiter in der Effektivitat der DNA-Reparatur stéren lassen und zu testen,

ob sich das Langzeitiiberleben noch weiter reduzieren lasst.

In diesem Zusammenhang zeigte eine verdffentlichte Studie einige mechanistische
Aspekte des Zusammenhangs zwischen 2HG- Akkumulation und DSB-Reparatur: Die
Autoren wiesen nach, dass 2HG die KDM4B vermittelte Histon-3-Lysin-9-Tri-
methylierung (H3K9me3) in der Nahe von DNA-Brichen verandert (Sulkowski et al.,
2020). Dabei fiihrte die 2HG vermittelte KDM4B-Hemmung zu einem Anstieg von
H3K9me3 an den Loci um die DNA-Briiche herum. Die Veranderung der Histonmarker
storte die korrekte Wiederholung von TIP60 und ATM, wodurch die Endresektion
reduziert und die nachgelagerte DNA-Reparatur beeintrachtigt wurde (Sulkowski et al.,
2020). Diese Studie unterstreicht die zentrale Rolle der 2HG vermittelten Suppression der
HRR und liefert eine stichhaltige Erklarung fir den Zusammenhang zwischen
Onkometaboliten, DNA-Schadensantwort und DSB-Reparatur (Sulkowski et al., 2020).
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Es waére fur zukunftige Arbeiten interessant zu untersuchen, ob diese Veranderungen auch

nach CTPi2 Behandlung auftreten.

5.2  Therapeutische Madglichkeiten zur Strahlensensitivierung Gber die
metabolische Induktion einer HRR-Defizienz

Betrachtet man die Inhibition von SLC25A1 mittels CTPi2 nun als Inhibitor der
Homologen Rekombination, so hatte man einen der beiden wichtigsten
Reparaturmechanismen der Zelle, nach Schadigung der DNA durch zum Beispiel
Strahlung, ausgeschaltet. Es bliebe noch die Nicht-homologe Endverkniipfung. Wie
zuvor beschrieben gibt es bereits Wirkstoffe, welche (ber eine Storung der
Basenexzisionsreperatur, welche z.B. nach einem DNA-Einzelstrangbruch benétigt wird
(Caldecott et al., 1996), die Nicht-homologe Endverknipfung blockieren. Dazu gehdren
z.B. die PARPI oder die DNA-PKi.

Die Experimente dieser Arbeit bestétigten zunéchst, dass man die Auflésung der yH2AX-
foci noch weiter verschlechtern kann, wenn man zusétzlich zu CTPi2 noch einen PARP-
Inhibitor oder einen DNA-PK-Inhibitor zur Vorbehandlung hinzufugt. AulRerdem war es
mdoglich, mittels Koloniebildungsassay zu bestatigen, dass diese Effekte auch das
Langzeittberleben der Zellen verschlechtern. Beide Experimente zeigten eine deutliche
Sensibilisierung gegenuber der anschlieBenden Strahlenbehandlung, verglichen mit
Strahlenbehandlung allein. Jedoch zeigte sich auch erneut die grofRe Vielfalt der
verschiedenen Tumorzelllinien. Zwar war eine multimodale Therapie aus Strahlung,
CTPi2 und DNA-PK Inhibitoren in nahezu allen Experimenten am effektivsten,
betrachtet man jedoch verschiedene Kombinationen der anteiligen Ansétze, ergeben sich
signifikante Unterschiede. So waren zum Beispiel in den Nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom-Zelllinien die PARP-Inhibitoren den DNA-PK-Inhibitoren klar
unterlegen. Eine Kombination aus Strahlung, CTPi2 und PARPI erreichte nicht den
gleichen Effekt wie eine Therapie nur mit Strahlung und DNA-PK-Inhibitoren. Dieses
Bild zeigte sich sowohl im Langzeittberleben als auch in den yH2AX Versuchen. Anders
bei den Glioblastom Zelllinien: Dort erreichen die Versuchsgruppen mit PARP-
Inhibitoren vor allem in Bereich der yH2AX-Kinetik haufig &hnliche Werte wie die DNA-
PKi behandelten Gruppen.
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Es l&sst sich also abschliefend sagen, dass es in den Versuchen der vorliegenden Arbeit
maoglich war, eine synthetische Letalitat mittels Kombination aus HRR-Inhibitoren in
Form von CTPi2 und NHEJ-Inhibitoren in Form von PARPi und DNA-PKIi zu erzeugen.
Die Effektivitat hangt jedoch ganz entscheidend von der Wahl des Wirkstoffes ab und
muss auf3erdem auf die Art der Tumorzellen abgestimmt sein. Eine optimale Behandlung
des Patienten setzt also molekulares Wissen zu den vorhandenen Tumorzellen voraus,
z.B. deren genetischen Hintergrund und die metabolische Umprogrammierung, sowie
hinreichende Daten bezuglich der Effektivitat der verschiedenen Wirkstoffe und deren
Kombinationen, die in spezifischen molekularen Subtypen von Tumorzellen eingesetzt

werden kdnnen.

5.3  Verstarkte Strahlensensitivitat nach Bestrahlung mit Protonen
Wie zu Beginn beschrieben wurde zuséatzlich untersucht, ob CTPi2 eine verstarkte
Sensitivierung gegenlber einer Bestrahlung mit Protonenstrahlen im Vergleich zu
Photonebestrahlung erlaubt. Die zugrundeliegende Hypothese besagt, dass eine

Bestrahlung mit Protonen zu DNA-Schéden fiihrt, die vermehrt die HRR bendtigt.

Die Versuche zur Kombination von CTPi2 und Protonenstrahl lieferten verschiedene
interessante Ergebnisse. So war es im Koloniebildungsassay sehr deutlich zu sehen, dass
die Nutzung eines Protonenstrahls im Vergleich zum konventionellen Photonenstrahl das
Langzeittiberleben der Zellen noch einmal reduzierte (siehe Abb. 25). Teilweise war es
sogar moglich, mit einfacher Kombination von CTPi2 und Protonenstrahlen die gleichen
Werte wie bei einer Kombination von Photonen mit CTPi2 und PARP bzw. DNA-PK-

Inhibitoren zu erreichen.

Durch zusatzliche Analyse der Reparatur von Rad51 foci konnte ich noch einmal
untermauern, dass es sich bei den beobachteten Effekten um Stérungen in der Homologen
Rekombination handelte, da Rad51 in der HRR fir die Induzierung des D-loops bendtigt
wird (siehe 1.4).

Anders stellten sich die Ergebnisse jedoch bei der Analyse der yH2AX-Foci dar: Zwar
war es auch hier mdglich, mit CTPi2 Vorbehandlung eine Verénderung der yH2AX-
Kinetik im Vergleich zu einer einfachen Strahlentherapie mittels Protonen zu erreichen,

jedoch konnten insgesamt, im Vergleich zu den Experimenten mit Photonenbestrahlung
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(Abb. 11), nur ein deutlich geringerer Anstieg der yH2AX foci als in den Vorversuchen
mit Photonenstrahl beobachtet werden (Abb. 26). Dabei war nicht nur der erste Anstieg
der foci nach 30 Minuten geringer ausgeprégt, sondern auch die Dauer des Anstieges nach
24 Stunden erreichte nicht die gleichen Werte wie nach einer Photonenbestrahlung. Es
stellt sich also die Frage, wieso vor allem das Langzeitliberleben der mit Protonen
behandelten Zellen starker beeinflusst wurde, wéhrend die Kinetik der DNA-Reparatur-

Marker nur leichte Veradnderungen zeigte.

Es erscheint also auf den ersten Blick so, dass sich die Kombination SLC25A1-Inhibition
mit Protonentherapie in Hinblick auf das Outcome, in unserem Fall das
Langzeittberleben als Marker fiir das Absterben der Tumorzellen, durchaus fir
weiterflihrende Untersuchungen anbietet. Dies wirde zu bisherigen Studienergebnissen
passen, welche bereits Unterschiede in der Induktion und Verarbeitung von DSB zeigten,
abhéngig davon ob Protonen- oder Photonenstrahlen benutzt wurden (Oeck et al., 2018).
Gerade in Hinsicht auf die Inhibition der Homologen Rekombinationsreparatur durch
SLC25A1 zeigten bereits In-vitro-Studien, dass der HRR-Reparaturweg fir die Reparatur
der DSBs nach einer Bestrahlung mit Protonen wichtiger ist als nach einer Bestrahlung

durch Photonen (Szymonowicz et al., 2020; Grosse et al., 2014; Fontana et al., 2015).

Aus den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen leiten sich neue Fragestellungen
ab: Insbesondere sollte die Frage nach dem Einfluss des genetischen Hintergrunds der
Zellen weiter untersucht werden. Dass die Auswirkungen der Inhibition anhangig von der
verwendeten Zelllinie zum Teil erhebliche Unterschiede aufweisen, konnte zum Beispiel
in den D2HG-Versuchen beobachtet werden. Die bisher erzielten Ergebnisse zeigen, dass
durch gezielte Eingriffe in den Metabolismus der Zellen, ein DNA-Reparatur-Defekt
erwirkt werden kann. Umgekehrt konnte ein DNA-Reparatur-Defekt auch einen
veranderten Metabolismus in den Zellen zur Folge haben. Der genetische Hintergrund
jeder Zelle wiirde sich dann wiederum in der Effektivitat einer Behandlung mit SLC25A1
Inhibitoren widerspiegeln. Ein besseres Verstandnis und die Erforschung des
Zusammenhangs zwischen metabolischen Phanotypen, der Radioresistenz und der
metabolischen Anpassungsreaktionen von Krebszellen, die einer Strahlentherapie
unterzogen werden, bieten zuklnftige Wege zur biologischen Individualisierung und
Optimierung der Strahlentherapie (Matschke et al., 2021).
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Auch waére ein wichtiger nachster Schritt die Nutzung von gesunden Zellen und wie sich
die Behandlung auf diese auswirkt, um so die Grundlage fir Versuche am Tier zu
schaffen.

Zusammenfassend l&sst sich feststellten, dass die Inhibition von SLC25A1 in
Kombination mit Strahlung zu signifikant besseren Ergebnissen in nahezu jedem von uns
durchgefuhrten Experiment fihrt und somit die Nutzung dieses Transporters neue

Madglichkeiten im Bereich der Krebstherapie als auch der Tumorforschung bietet.
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6 Zusammenfassungen

6.1  Deutsche Zusammenfassung
Die Strahlentherapie leistet einen weitreichenden Beitrag zur Krebsbehandlung, allein
und in kombinierten Behandlungsstrategien. Die intrinsische und
mikroumgebungsbedingte Strahlenresistenz von soliden Tumoren bleibt jedoch ein

wesentliches Hindernis flr eine erfolgreiche Strahlentherapie.

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl die small interfering ribonucleic acid (SIRNA)
Technologie als auch ein verbesserter niedermolekularer Inhibitor des solute carrier
family 25 member 1 (SLC25A1) allein oder in Kombination mit Bestrahlung verwendet
und die Auswirkungen der genetischen oder pharmakologischen SLC25A1-Hemmung
allein oder in Kombination mit Bestrahlung auf die Zellfunktion, Radiosensibilitat und
deoxyribonucleic acid (DNA)-Reparaturkinetik in Tumorzellen bestimmt. Der Nachweis
von Hauptexperimenten wurde in isogenen mouse embryo fibroblast (MEF)-Zelllinien
mit Defekten in homologen Rekombinations- (HRR) oder nicht-homologen
Endverbindungswegen (NHEJ) durchgefiihrt. Das Potenzial dieser Behandlungen zur
Erh6hung der zytotoxischen Wirkung einer Strahlentherapie in Kombination mit klinisch
relevanten Inhibitoren der DNA-Reparatur (Inhibitoren der Poly(ADP-ribose) —
Polymerase (PARP) oder der Kkatalytischen Untereinheit der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK)) wurde getestet. Dariber hinaus wurde der Effekt der
SLC25A1-Hemmung auf die DNA-Reparatur und das Uberleben von Tumorzellen auf

Protonen im Vergleich zur Photonenstrahlung getestet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die genetische und
pharmakologische Hemmung von SLC25A1 die Lebensféhigkeit verschiedener
Tumorzellen verringerte, reactive oxygen species (ROS)-Bildung induzierte und
Apoptose- und Zelltodwerte erhéhte, sowie das Langzeittiberleben verringert. Dies ging
mit einer Erhdhung der D-2-Hydroxyglutarat (D2HG)-Werte und einer Beeintrachtigung
der Aufldsung von H2A histone family member X (H2AX)-foci einher. Es gelang, durch
Kombination der SLC25Al1-Hemmung mit NJEH-Hemmstoffen die Kinetik der
Reparatur strahleninduzierter DNA Schaden weiter zu verschlechtern. Aufllerdem
sensibilisierte die Hemmung von SLC25A1 Lungen- und Glioblastomzelllinien starker
fur die zytotoxische Wirkung von Protonen im Vergleich zur Photonenstrahlung.
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6.2  Englische Zusammenfassung
Introduction: Radiation therapy makes a far-reaching contribution to cancer treatment,
alone and in combination treatment strategies. However, the intrinsic and
microenvironmental radiation resistance of solid tumours remains a major obstacle to

successful radiation therapy.

Methods: In the present work, both the small interfering ribonucleic acid (SIRNA)
technology and an improved low molecular weight inhibitor of solute carrier family 25
member 1 (SLC25A1) alone or in combination with irradiation were used to determine
the effects of genetic or pharmacological SLC25A1 inhibition alone or in combination
with irradiation on cell function, radiosensitivity and deoxyribonucleic acid (DNA) repair
kinetics in tumor cells. The detection of main experiments was performed in isogenic
mouse embryo fibroblast (MEF) cell lines with defects in homologous recombination
(HRR) or non-homologous terminal pathways (NHEJ). The potential of these treatments
to increase the cytotoxic effect of radiotherapy in combination with clinically relevant
inhibitors of DNA repair (inhibitors of poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) or the
catalytic subunit of DNA-dependent protein kinase (DNA-PK)) has been tested. In
addition, the effect of SLC25A1 inhibition on DNA repair and survival of tumor cells on

protons compared to photon radiation was tested.

Results: The results of the present study show that the genetic and pharmacological
inhibition of SLC25A1 decreased the viability of various tumor cells, induced reactive
oxygen species (ROS) formation, increased apoptosis and cell death, and decreased long-
term survival. This was associated with an increase in D-2-hydroxyglutarate (D2HG)
levels and impaired resolution of H2A histone family member X (H2AX)-foci.
Interestingly, by combining SLC25A1 inhibition with PARP or DNA-PK inhibitors, the
kinetics of radiation-induced DNA damage repair were further deteriorated. In addition,
the inhibition of SLC25A1 lung and glioblastoma cell lines made them more sensitive to
the cytotoxic effect of protons compared to photon radiation.
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7.2 Abkilrzungsverzeichnis

aKG
aKGDDs

Acetyl-CoA
APS
ATM
ATP
BER
BRCA2
BSA
Bzw.
CTPi2
D2HG
ddH.O
DHE
D-loop
DMEM
DMSO

DNA

a-Ketoglutarat,
a-Ketoglutarat-abhéngige Dioxygenase

Acetyl-Coenzym A
Ammoniumpersulfat

Ataxie Telangiectasie Mutation
Adenosintriphosphat
Basenexzisionsreperatur

Breast Cancer Gene 2

Bovines Serumalbumin
Beziehungsweise

Citrate transport protein inhibitor 2
D2-Hydroxyglutarat

Doppelt destilliertes Wasser
Dihydroethidium

Displacement loop

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethyl sulfoxid

Desoyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic acid)
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DNA-PK(cs)

DSB
DSBR

EDTA

FACS

FCS
Gy

H

HRP
HRR
IDH1/2
IF

IR

KV

MEF

Min

MRN-Komplex

NGS

Nm

DNA abhéngige Protein Kinase (Katalytische
Untereinheit)

Doppelstrangbruch
Doppelstrangbruch Reperatur

Ethlendiamintetraessigsdure
(Ethylenediaminetetraacetic acid)

Durchflusszytometer (Fluorescence-activated
cell sorting)

Fetales Kalbsserum (Fetal calf serum)
Gray

Stunden (hours)

Horseradish peroxidase

Homologe Rekombinations Reperatur
Isocitrate dehydrogenase %2
Immunofluorescenz

Strahlung (lonizing radiation)
Kristallviolett

Maus Embryonen Fibroblasten (Mouse

embryonic fibroblasts)

Minuten (minutes)
Mrell-Rad50-Nbsl-Komplex

Normales Ziegen Serum (Normal goat serum)

Nanometer
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Ns

NHEJ

oD
P/S
PARP
PARPI

PBS

PFA
PI
PTEN

PVDF

ROS

RPA
Rpm

RT

SDS

SDSA

Nicht signifikant

Nicht-homologe Endverknlpfung (Non-
homologous endjoining)

Optische Dichte (Optical density)
Penicillin/Streptomycin

Poly ADP-Ribose Polymerase
PARP Inhibitor

Phosphatgepufferte Salzlésung (Phosphate-
Buffered Saline)

Paraformaldehyd

Propidium lodid

Phosphatase and tensin homolog
Polyvinylidene fluoride
Zielmolekdl

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive oxygen

species)

Replication protein A

Runden pro Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

siehe

Sodium dodecyl sulfate

Synthesis-dependent strand annealing
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SEM

SF

SIRNA

SLC25A1
SSB
SSC
SSDNA
Tab.
TBS

TE
TEMED
TG

u.a.

U.N.
vgl.
XLF
XRCC4
XRT
z.B.

oKG

Standardfehler des Mittelwerts (Standard error
of the mean)

Uberlebensfraktion (Survival fraction)

kleine eingreifende Ribonukleinsdure (small
interfering Ribonucleinacid)

solute carrier family 25 member 1
Einzelstrangbruch (Single strand break)
Seitwartsstreulicht (side scatter)
Einzelstrang DNA (Single-stranded DNA)
Tabelle

Tris-buffered saline

Trypsin-EDTA
Tetramethylethylenediamine

Tris-Glycine

unter anderem

uber Nacht

vergleiche

XRCC4-like factor

X-Ray Repair Cross-Complementing Protein 4
Strahlentherapie (X-Ray Therapy)

zum Beispiel

a-ketoglutarat

102



Verzeichnisse

7.3  Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Fur die Zelllinien verwendete Medien. ..........cccooeviiiiiniinienienece e 28
Tabelle 2 Verwendete Wirkstoffe fiir die Vorbehandlung der Zellen..................... 30

Tabelle 3 Die verschieden zusammengesetzten Kit-Bestandteile flr die jeweiligen

103



Verzeichnisse

7.4 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Citratzyklus mit eingezeichnetem

SLC25A1 TranSPOITEL. ..uviiiiiie ittt ettt e e sbr e be e e bne s 10
Abbildung 2 Patiententberleben in Abhangigkeit der Expression von SLC25A1. 11
Abbildung 3 Schematische Darstellung der beiden Hauptwege der DNA-Reparatur

in einer Tumorzelle nach Bestrahlung (IR). .....cooviiiiiiiii e 12
Abbildung 4 Verknipfung durch NHEJ. ..o 13
Abbildung 5 Schematische Darstellung der HRR. ... 16

Abbildung 6 Formel zur Berechnung der D2HG Konzentrationen in den Proben.

Abbildung 7 Auswirkungen auf die Zellviabilitat der Zellen nach Inhibition des
SLC25AL Transporter Mit CTPIZ ....c.cccoiiiiieece e 42
Abbildung 8 Anstieg von ROS-Induktion, Apoptose-Induktion und Zelltod 48

Stunden nach verschiedenen Vorbehandlungen...........c.ccooiiiiiiiiniinee 43
Abbildung 9 D2HG Level-Induktion nach SLC25A1 Inhibition mittels CTPi2 oder
B T A bR bbb b bR et 44
Abbildung 10 Entwicklung der D2HG Konzentrationen nach SLC25A1 Inhibition
MIttels CTPI2 0der SIRNA. ... s 46
Abbildung 11 Effekt einer Vorbehandlung mittels CTPi2 vor der
Strahlenbehandlung auf die Kinetik der YH2AX-fOCI.......cc.ocoovviiiiiiiiiiecie 47
Abbildung 12 Effekt einer Vorbehandlung mittels CTPi2 vor der
Strahlenbehandlung auf die Kinetik der yH2AX-foci zum Zeitpunkt t=6h ........... 48

Abbildung 13 Eine genetische Herabregulation der SLC25A1-Expression mittels

siRNA vor Strahlentherapie zeigt einen langeren und héheren Anstieg an YH2AX-

(0o RSSO USROS 49
Abbildung 14 Entwicklung der D2HG Konzentrationen nach SLC25A1 Inhibition
IN deN MEF ZEITINIEN ..o 51
Abbildung 15 Anstieg der ROS-, Apoptose- und Zelltod-Level 48 Stunden nach
verschiedenen Vorbehandlungen ... 52
Abbildung 16 Auswirkungen der Inhibition des SLC25A1 Transporter mit CTPi2
auf die Zellviabilitat der MEF Zellen ..........ccoov i 53

104



Verzeichnisse

Abbildung 17 Langzeitiberleben von gentechnisch veranderten Zellen nach CTPi2

und Strahlenbenandlung..........ccoovoiii s 55
Abbildung 18 Effekt der Kombination verschiedener DNA Reparatur Inhibitoren
auf die yH2AX Kinetik bei gentechnisch veranderten Zellen ............cccccceeveeninnee. 56

Abbildung 19 Schematische Darstellung der Erzeugung einer synthetischen
LetalitAt MIttelS 3 HITS.....ooiiiie e e 58
Abbildung 20 Effekt einer Kombinationsvorbehandlung mittels CTPi2 bzw.
kombiniert mit PARPi oder DNA-PK:i auf die Kinetik der IH2AX-foci nach
Bestrahlung mit einer DOSIS VON S5GY .......ccccoiiiiiiiiiieie e 59
Abbildung 21 Effekt einer Kombinationsvorbehandlung mittels CTPi2 bzw.
kombiniert mit PARPi oder dem DNA-PK Inhibitor NU7441 auf die Anzahl der

residualen yH2AX-foci nach Bestrahlung mit einer Dosis von 5Gy zum Zeitpunkt

1] o SRRSO 60
Abbildung 22 Langzeitiberleben von vier Zelllinien nach
Kombinationsbehandlung von CTPI2 mit PJ34 oder NU7441 ..........cccooeeveeivenene. 62

Abbildung 23 Uberlebensfraktion von vier Zelllinien nach
Kombinationsbehandlung von CTPI2 mit PJ34 oder NU7441, dargestellt fur die
Bestrahlung mit einer DOSIS VON S5GY .......ccccviiiiiiiiiieie s 63
Abbildung 24 Langzeitiberleben von vier verschiedenen Tumor-Zelllinien in
Abhangigkeit der Vorbehandlung mit CTPi2 und anschlieRender
Protonenbestranlung.............coiiiiiiiii e 65
Abbildung 25 Vergleich der Radiosensitivitat von mit CTPI2 und Protonen vs.
Photonen behandelten ZellliNien...........cooveiir e 67

Abbildung 26 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit

CTPIi2 auf die Reparatur der DNA-SChaden ...........cccoooivieiiiiccee e 69
Abbildung 27 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit
CTPi2 auf die Reparatur der DNA-Schaden zum Zeitpunkt t=6 Stunden............. 70

Abbildung 28 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit
CTPi2 auf die Rad51 Kinetik in verschiedenen Tumorzelllinien..............cccooeeeeni. 71
Abbildung 29 Effekte der Strahlentherapie mit Protonen nach Vorbehandlung mit
CTPi2 auf die Rad51 Kinetik in verschiedenen Tumorzelllinien zum Zeitpunkt t=6
STUNEN ..ottt b et b et e et e e st sbeebesneesbeanne s 72

105



Verzeichnisse

Abbildung 30 Schematische Darstellung, der Inhibitoren der aKetoglutarat-
abhangigen dioxygenase (AKGDDS) ........cccciiiiiiiieieiee e 77

106



Lebenslauf

8 Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht

enthalten.

107



Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht

enthalten.

108



