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1) Einleitung
1.1. Klinischer Hintergrund

a) Definition Neuroendokrine Neoplasien

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) stellen eine heterogene Gruppe von Tumoren
dar, die dem diffusen endokrinen System entstammen und funktionelle sowie
morphologische Merkmale endokrinen Gewebes aufweisen [2]. Sie exprimieren
biochemische Marker wie Chromogranin A (CgA) [3] und Synaptophysin [4], welche
immunhistochemisch zum Nachweis einer NEN angefarbt werden kénnen.

Erstmalig beschrieben wurden NEN 1907 von Siegfried Oberndorfer [5]. Er pragte
den Begriff des Karzinoids, dem vorwiegend historische Bedeutung zukommt [6].
NEN kdénnen in allen Organsystemen des Korpers vorkommen [7-9], am haufigsten
betroffen sind hierbei das gastroenteropankreatische mit 67,5 %, gefolgt von dem

bronchopulmonalen System mit 25,3 % aller NEN [10].

b) Epidemiologie

NEN stellen etwa 0,49 % aller maligner Tumorerkrankungen in den USA dar und
sind somit eine seltene Erkrankung [10]. Je nach Priméarlokalisation kann die
organspezifische Inzidenz stark von der Gesamtinzidenz abweichen. Fur
gastroenteropankreatische NEN lag die Gesamtinzidenz bei 3,65/100.000 in den
Jahren 2003 bis 2007 in den USA [11]. Die Daten stammen aus dem Surveillance,
Epidemiology and End Results Program (SEER) des National Cancer Institutes.

In den letzten 30 Jahren konnte eine starke Zunahme von NEN in den USA
beobachtet werden [12-14], ahnliche Daten wurden in Europa erhoben [15]. Der
Grund fur die Inzidenzzunahme  scheint durch die  verbesserten
Diagnostikmoglichkeiten nicht ausreichend erklart, andere Erklarungsansatze fehlen
jedoch bislang [14].

NEN koénnen sporadisch oder im Rahmen eines hereditdren Syndroms auftreten
[16], assoziierte Syndrome sind hierbei das multiple endokrine Neoplasie Typ 1
(MEN 1)- Syndrom [17-19], das von Hippel-Lindau (VHL)-Syndrom, die
Neurofibromatose (NF) Typ 1 von Recklinghausen und die Tuberdse Sklerose
(TSC) [20, 21], sowie das multiple endokrine Neoplasie Typ 4 (MEN 4)-Syndrom
[22].
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c) Klassifikation

Das aktuelle Grading der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) fiur NEN des
Pankreas aus dem Jahr 2017 [23] und fir NEN des Intestinaltrakts aus dem Jahr
2019 [24] unterscheidet jeweils zwischen hoch differenzierten Neuroendokrinen
Tumoren (NET) und gering differenzierten Neuroendokrinen Karzinomen (NEC),
zusammengefasst unter dem Begriff der Neuroendokrinen Neoplasien (NEN) [25].
Jede neuroendokrine Neoplasie hat ein malignes Potential [24, 25].

Die histologische Graduierung in G1, G2 und G3 geschient anhand des
Proliferationsgrades. Der Proliferationsgrad wird hierbei durch den Ki-67 (MIB-1)-
Proliferationsindex bestimmt; alternativ/ergdnzend durch die Anzahl der sich in
Mitose befindenden Tumorzellen [25].

Eine Ubersicht tber das Grading von NEN gemal WHO 2017/2019 gibt Tabelle 1.

NEN | Grad | Ki-67- Differenzierungsgrad | Bezeichnung
Index
G1 <3% hoch NET
G2 3% -20 % | hoch NET
hoch NET

G3 >20 % gering NEC
MINEN
(Mixed neuroendocrine-non-
neuroendocrine Neoplasia)

Tabelle 1: Einteilung der NEN in die Stadien G1— G3 laut WHO 2017/2019

Es wurde von der Union Internationale contre le Cancer (UICC) ein Staging fir NEN
des gastrointestinalen-pankreatischen Systems vorgeschlagen [26] — aktuell gultig

ist die 8. Auflage der UICC aus dem Jahre 2017 [27]. Die Einteilung orientiert sich
hierbei an der TNM-Klassifikation der Tumorentititen der jeweiligen Organe.
Berucksichtigt werden u.a. die GroRe des Tumors, die Tiefeninfiltration und der

Metastasierungsgrad.
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d) Klinik

NEN lassen sich in funktionelle und nicht-funktionelle Neoplasien einteilen [25].
Funktionelle Tumore verursachen entsprechend den Hormonen, die sie sezernieren,
charakteristische Symptome/klinisch Syndrome. Die Hypersekretionssyndrome von
NEN im Gastrointestinalbereich werden entsprechend ihrer Lokalisation benannt -
einen Uberblick tGber Symptome und Tumortyp gibt Tabelle 2 auf der nachsten
Seite.

Nicht-funktionelle NEN weisen unspezifische Symptome wie Bauchschmerzen oder

Darmobstruktion auf und stellen oft einen Zufallsbefund dar [28, 29].
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Tumor Syndrom- | Leitsymptom Hormon Primar-
name lokalisation
Karzinoid Karzinoid e Flush-Attacken | Serotonin, | Jejunum/
-Syndrom e wissrige Kallikrein, lleum,
Diarrhoe Bradykinin Bronchialsystem,
e Hedinger- Pankreas, sonstiger
Syndrom Gastrointestinaltrakt
e asthmatische
Beschwerden
o Teleangiektasien
Insulinom Hypoglykamie Insulin Pankreas
VIPom Verner- Wassrige Durchfalle Vasoaktives | Pankreas
Morrison- intestinales
Syndrom Peptid (VIP)
Glukagonom Diabetes- e Diabetes Glukagon Pankreas
Dermatose mellitus
-Syndrom e nekrolytisches
Erythema
migrans
(Exanthem)
Gastrinom Zollinger- e Rezidivierende | Gastrin Pankreas,
Ellison- peptische Duodenum
Syndrom Ulzera
e Diarrhoe
Somatostatinom e Gallensteine Somatostatin | Pankreas,
e Diabetes Duodenum
mellitus

Tabelle 2: Neuroendokrine Syndrome. Funktionelle NET werden dem

Hormon,

das sie sezernieren,

entsprechend benannt.

Die Symptome

ergeben sich ebenfalls aus der Hypersekretion des jeweiligen Hormons [28,

30, 31].
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e) Therapie

Chirurgische oder endoskopische Resektion

Die chirurgische oder endoskopische Resektion ist der bisher einzige kurative
Therapieansatz von NEN. Vorwiegend bei nicht-metastasierten Tumoren ist die
Indikation zur chirurgischen Therapie gegeben, aber auch in der palliativen Situation
stellt die Entfernung von Tumorgewebe eine wichtige Therapieoption zur
Vermeidung von Komplikationen sowie zur Symptomlinderung dar [32, 33]. Das
chirurgische Vorgehen variiert entsprechend der Tumorlokalisation und der
Tumorausbreitung sowie der Metastasierung. Die entsprechenden Leitlinien wurden

von der European Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) herausgegeben und

sind auf der Webseite https://www.enets.org/current_guidelines.html einsehbar.
Hierbei kommen neben chirurgisch-operativen Verfahren je nach Tumorlokalisation

und -gréRe auch endoskopische Resektionsverfahren und lokal-ablative Verfahren

wie die Radiofrequenzablation oder die Brachytherapie zum Einsatz [32, 34-37].

Medikamentbse Therapie

Die konservative medikamentdse Therapie stellt einen palliativen Therapieansatz
dar und hat sowohl die Symptomlinderung der Hypersekretionssyndrome,
insbesondere des Karzinoidsyndroms mit Diarrhoe und Flush als auch die
Wachstumskontrolle des Tumors zum Ziel [38].

Hierflrr sind die Somatostatinanaloga Octreotid LAR (Sandostatin® LAR®, Octreotid
Depot) und Lanreotid Autogel (Somatuline Autogel) in neuroendokrinen

gastroenteropankreatischen Tumoren zur Symptomkontrolle unabhangig vom Ki-67
und zur Wachstumskontrolle bei einem Ki-67 < 10 % etabliert [39]. Sie hemmen
Uber die Bindung an die bei NEN exprimierten Somatostatinrezeptoren (SSR) [40,
41] die Tumorproliferation [42-45] sowie die Hormonsekretion [46, 47].

Somatostatin ist ein Peptidhormon, das hemmende Wirkung sowohl auf die
endokrine als auch die exokrine Sekretion von Zellen hat [48-50]. Die SSTR-
Expression in G1/G2 gastroenteropankreatischer Tumoren ist in der Mehrzahl der
Falle vorhanden [51].

Bei fehlender SSTR-Expression der Zellen oder unzureichender Symptomkontrolle
unter alleiniger Somatostatinanaloga-Gabe kann in Einzelfallen auf Interferon-a
zurtckgegriffen werden [33, 45] oder zusatzlich zur Somatostatinanaloga-Therapie
bei Karzinoidsyndrom auf den oralen Tryptophan-Hydroxylase-Inhibitor Teloristat

[52], der die Serotoninproduktion verringert.
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Bei hochproliferativen NEC ist der Einsatz einer primaren Chemotherapie indiziert,
die Standardtherapie ist hierbei eine Kombination aus Cisplatin und Etoposid [39,
53].

Eine weitere Indikation zur primaren Chemotherapie ist bei pankreatischen NET mit
raschem Progress bzw. Ki-67 > 10 % und/oder hoher initialer Tumorlast gegeben,
hierbei kommen Streptozocin/5-Fluorouracil (5-FU) oder Capecitabin/Temozolomid

als Therapieprotokolle zum Einsatz [54, 55].

Eine weitere Therapieoption sind die zwei molekular zielgerichteten Substanzen
Everolimus und Sunitinib, wobei Everolimus flr pankreatische, gastrointestinale und
bronchopulmonale NET zugelassen ist [33, 56-58], Sunitinib hingegen nur fur
pankreatische NET [59].

Sunitinib ist ein Multityrosinkinase-Inhibitor, dessen Hauptwirkmechanismus die
verminderte Angiogenese durch Bindung an den Vascular Endothelial Growth
Factor-Rezeptor (VEGFR) sowie den Platelet Derived Growth Factor-Rezeptor und
der darauffolgenden Hemmung nachgeschalteter Signalwege ist [60-62].

Everolimus ist ein mTOR-Inhibitor, der durch Inhibierung von mechanistic target of
rapamycin (mTOR) das Zellwachstum vermindert [63]. Die detaillierte Beschreibung
des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Akt/mechanistic target of rapamycin complex 1

(mTORC1)-Signalweges folgt in dem ebenso benannten Kapitel.

Die Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie (PRRT) wird bei inoperablen oder
metastasierten NET eingesetzt [28, 64]. Hierbei erfolgt eine spezifische
Ligandenbindung von mit Radiopeptid markierten Somatostatinanaloga an SSR-
positive Tumorzellen, sodass eine selektive Bestrahlung des Tumorgewebes mit f3-
Strahlern moglich ist. Zum Einsatz kommen vorzugsweise ""Lu-DOTATATE- [65,

66] und heutzutage nur noch selten %°Y-DOTATOC- [64, 67] markierte

Somatostatinanaloga.

f) Prognose
Die Prognose von NEN kann je nach Stadium und Primarlokalisation sehr stark
variieren [68]
Die Uberlebensrate hangt entscheidend von der Proliferationsrate (Ki-67-Index),
dem TNM-Stadium und der TumorgréRe ab [69]. Aufgrund ihres meist langsamen

Wachstumsverhaltens werden NEN oft erst bei bereits erfolgter Metastasierung
entdeckt.
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1.2 Molekulare Grundlagen

a) Definition Glykogensynthase-Kinase 3

Die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) wurde erstmalig 1980 von Cohen in
Zusammenhang mit dem Glykogenstoffwechsel beschrieben [70]. Dort
phosphoryliert und inhibiert sie die Glykogensynthase, woher sich auch ihr Name
ableitet [70].

Die GSKa3 ist eine Serin/Threonin-Kinase, die ubiquitar in den Zellen vorkommt mit
besonders hoher Konzentration im Gehirn [71].

Beim Menschen sind die zwei Isoformen GSK3a und GSK3p bekannt, welche hohe
strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen [72]. lhre Kinasedoméanen sind zu 98 %
identisch [71], die grofiten Unterschiede weisen ihre N-Termini auf, welche
verantwortlich sind fir die verschiedenen Molekulargewichte von 47 kD der GSK3p
und 51 kD der GSK3a [72]. Trotz ihrer hohen strukturellen Ahnlichkeit werden die

zwei Isoformen von zwei unterschiedlichen Genen auf verschiedenen

Chromosomen kodiert [73].

b) Regulierung der Glykogensynthase-Kinase 3

Die GSK3 ist eine konstitutiv aktive Kinase mit zwei Phosphorylierungsstellen:
Serin 9 und Tyrosin 216 bei der GSK3p, Serin 21 und Tyrosin 279 bei der GSK3a
[74-77].

Durch Phosphorylierung des Serins wird die GSK3 inaktiviert [75, 77], dies kann
durch Autophosphorylierung [78] oder durch andere Kinasen reguliert geschehen.
Direkt gehemmt wird die GSK3 hierbei durch die p70 ribosomal protein S6 kinase-1
(p70S6K) [75, 77, 79], Akt [80], die Proteinkinase C [81, 82], die Proteinkinase A
[83, 84] und die p90 ribosomal s6 kinase (p90Rsk) [77, 79, 85]. Indirekt wird die
GSK3 u.a. von dem epidermal growth factor [86, 87], dem Insulin-like growth factor
1 [86], Insulin [85, 88-90], Hitzeschock [91, 92] oder oxidativem Stress [91]
gehemmt.

Durch Phosphorylierung ihres Tyrosins wird die GSK3 hingegen aktiviert [74, 93,
94]. Dies geschieht ebenfalls durch Autophosphorylierung [94] oder durch andere
Tyrosinkinasen [95]. Die aktive GSK3 wiederum phosphoryliert besonders leicht

vorphosphorylierte Substrate [96-99].
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c) Funktion der Glykogensynthase-Kinase 3

Auf Zellebene steuert die GSK3 Funktionen wie Zellproliferation [100], Motilitat [101]
und Apoptose [102, 103], hierbei ist vor allem die Rolle der GSK3p erforscht.
GSK3p-Knock-Out-Mause  sterben bereits im  Embryonalstadium  an
Leberdegeneration [104], was zum einen die Bedeutung der GSKS3 in Bezug auf die
Zellfunktion unterstreicht, zum anderen aber auch zeigt, dass die GSK3a einen
Ausfall der GSK3p nicht vollstandig kompensieren kann.

Funktionell spielt die GSK3 aber nicht nur fir die physiologischen Ablaufe in der

Zelle eine wichtige Rolle, sondern auch bei der Entstehung von Krankheiten wie
Diabetes mellitus Typ 1l [105, 106], bipolaren Stérungen [107], Alzheimer [108, 109]
sowie bei der Entstehung mancher Krebsentitaten [110]. So wird die GSK3 bei
Leukadmie [111-114], Pankreasadenokarzinomen [115-118], Kolonkarzinomen [119,
120] und Prostatakarzinomen [121] als onkogen beschrieben. Auch bei der
Entstehung von NET wird eine Beteiligung der GSK3 vermutet [122-126]. Die
genaue Rolle der GSK3 hierbei sowie die spezifischen Funktionen der GSK3a und

der GSK3p sind jedoch noch nicht ausreichend verstanden.

d) Intrazellulare vorgeschaltete Signalwege (Upstream-Signaling) der
Glykogensynthase-Kinase 3

Die Funktion der GSK3 wird durch ein enges Netz von Signaltransduktionswegen
reguliert, zwei der wichtigsten sind hierbei die unmittelbar der GSK3 vorgeschalteten
Signalwege PI3K/Akt/mTORC1 und rapidly accelerated fibrosarcoma-1 (Raf-1)/
MAPK/ERK kinase (MEK)/extracellular signal-regulated kinases (ERK). Sie sind
intrazellulare, stark konservierte Signalwege zur Steuerung der Zellaktivitdt und
regulieren elementare Vorgdnge wie das Zelliberleben, das Zellwachstum, die
Zellproliferation und die Motilitat [127, 128].

Eine Fehl-/Uberregulierung innerhalb des PI3K/Akt/mTORC1-Weges kann die
Karzinogenese durch unkontrolliertes Zellwachstum, ungehemmte Zellteilung sowie
Angiogenese beglnstigen [62, 129, 130]. Eine Uberaktivitat des PI3K/Akt/mTORC1-
Signalweges konnte bei Krebsentitdten wie beispielsweise dem Mammakarzinom
[131-133], dem Glioblastom [134], dem Endometriumkarzinom [135, 136], dem
Melanom [137, 138] sowie bei NET [139, 140] gefunden werden.
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Auch die Uberregulierung des Raf-1/MEK/ERK-Weges ist in Zusammenhang mit der
Entstehung von Krebsarten wie dem Kolon- [141] oder Nierenzellkarzinom [142]

beschrieben worden [143].

PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg

Am Anfang des PI3K/Akt/mTORC1-Signalweges stehen zellmembranstéandige
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren [144] und Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) wie
der Insulin-like Growth Factor 1-Rezeptor (IGF1R) [145-147], die von extrazellularen
Wachstumsfaktoren [148], Hormonen [149] oder Guanosintriphosphat-bindenden
Proteinen aktiviert werden kénnen. Zur Weiterleitung des Signals in das Innere der
Zelle wird zunachst die ebenfalls membranstandige PI3K aktiviert, welche das
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat (PIP2) zu PIP3 aktiviert/phosphoryliert [129].
PIP3 wiederum rekrutiert die zytosolische Serin/Threonin-Kinase Akt an die
Zellmembran [150], wo diese von der Phosphoinositol-abhangigen Kinase-1 sowie
einer anderen Kinase aktiviert/phosphoryliert wird [151, 152].

Akt, auch unter dem Namen Proteinkinase B bekannt, ist das Schlisselenzym des
PIBK/Akt/mTORC1-Signalweges und eines der wichtigsten Regulatorproteine der
GSK3. Zum einen kann Akt die GSK3 durch direkte Phosphorylierung ihrer

Serine 21/9 hemmen [80], zum anderen kann Akt die GSK3 auch indirekt Uber eine

Aktivierung von mTORC1 hemmen [153].

MTOR

MTOR ist ebenso wie Akt eine intrazellulare Proteinkinase und wichtiges
Regulatorenzym flir Zellfunktionen wie Wachstum, Metabolismus und Zellzyklus
[154, 155]. MTOR liegt in zwei Komplexen vor: mechanistic target of rapamycin
complex 1 (mTORC1) und mechanistic target of rapamycin complex 2 (mTORC2)
[156]. MTORC1 kann durch Akt [157, 158], Wachstumsfaktoren [159], Nahrstoffe
[160] und die GSK3 [161, 162] indirekt aktiviert werden.

Die wichtigsten Effektorproteine von mTORC1 sind p70S6K und das eukaryotic
translation initiation factor (elF) 4E-binding protein 1 (4E-BP1) [163]. P70S6K wird
hierbei von mTORC1 aktiviert [75, 154], 4E-BP1 hingegen gehemmt [154, 164].
4E-BP1 ist ein Translationsrepressorprotein, das den Translationsfaktor elF4E
bindet und auf diese Weise inaktiviert [165, 166] . Somit fihrt eine Hemmung von
4E-BP1 durch eine mTORC1-Aktivierung zu Zellproliferation- und wachstum [167,
168].
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P70S6K spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Regulierung von Zellproliferation-
und wachstum [169]. Sie kann nicht nur von mTORC1, sondern auch von der GSK3
aktiviert werden [170], wohingegen p70S6K die GSK3 durch direkte
Phosphorylierung hemmt (s. ,Regulierung®). So kommt es durch eine mTORC1-
Aktivierung Uber eine aktivierte p70S6K zu einer GSK3-Hemmung, aber auch eine

aktive GSK3 limitiert ihre Aktivitat p70S6K-vermittelt selbst [153].

Hemmung des PI3K/Akt/mTORC1-Signalweges

Die Hemmung des PI3K/Akt/mTORC1-Signalweges wird vor allem uUber die
Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 durch das phosphatase and tensin homolog
(PTEN) vermittelt [171, 172]. Eine Mutation von PTEN ist hierbei mit der Entstehung
von Krebs assoziiert [173, 174].

Aber auch p70S6K kann den PI3K/Akt/mTORC1-Weg Uber eine Hemmung von
insulin receptor substrate-1 vermittelt inhibieren [147, 175, 176]. Somit wirken die
GSK3 und mTORC1 durch ihre Aktivierung von p70S6K inhibierend auf Akt.

Zudem wird Uber die GSK3 eine negative Riickkopplung auf die Aktivierung des
PI3K/AK/mTORC1-Weges vermittelt, indem die Hemmung der PTEN durch die
GSKa3 [177] bei aktiviertem PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg aufgehoben ist.

Raf-1/MEK/ERK-Signalweg

Der Raf-1/MEK/ERK-Signalweg wird ebenso wie der PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg
durch Bindung von Wachstumsfaktoren wie dem epidermal growth factor [178, 179]
oder dem vascular endothelial growth factor [180, 181] an die extrazellularen Anteile
membranstandiger RTKs aktiviert [182]. Die RTKs phosphorylieren das G-Protein
Ras [183], was zu einer Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Raf-1 fuhrt [184].

Raf-1 aktiviert nun MEK [185], welche wiederum ERK phosphoryliert/aktiviert [186].
ERK wiederum aktiviert nun eines ihrer etwa 160 Zielsubstrate von

Transkriptionsfaktoren, Proteinkinasen und Phosphatasen [187].

Die zwei Signalwege PI3K/Akt/mTORC und Raf-1/MEK/ERK regulieren sich auf
vielfaltige Weise gegenseitig, einen guten Uberblick geben Mendoza et al. (2011) in
dem Paper ,The Ras-ERK and PISK-mTOR pathways: cross-talk and
compensation” [188].

Details zur genauen Signaltransduktion der im Vorherigen beschriebenen Wege

sind Abbildung 1 zu entnehmen.
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Abbildung 1: schematische Darstellung des PISK/Akt/mTORC- und
Raf-1/MEK/ERK-Weges adaptiert aus [127, 129, 147, 150, 154, 174, 183,
189-193]. Der PI3K/Akt/mTORC- und Raf-1/MEK/ERK-Weg werden durch
RTKs aktiviert, dies fiihrt zu einer Hemmung der GSK3 und einer Aktivierung
von mTORC1 durch Akt [145-147,157, 158, 182]. MTORC1 aktiviert
wiederum die Kinase p70S6K und hemmt das Translationsrepressorprotein
4E-BP1 [75, 154, 163, 164]. Uber eine negative Riickkopplung wird der
PI3K/Akt/mTORC-Weg PTEN-vermittelt durch die GSK3 gehemmt [171,

172, 177].
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B-catenin

Abbildung 2: schematische Darstellung der Effektorproteine von der GSK3
adaptiert aus [76, 95, 194-196]. Die GSK3 hemmt u.a. p27<¢", p21°°" und
Cyclin D1 und aktiviert u.a. NF-xB, p70S6K und mittelbar mTORC1 [104,
116, 161, 162, 170, 198, 199, 202, 206, 218, 219].

e) Effektorproteine
Die GSK3 hat ca. 100 Effektorproteine [197]. Die fir diese Forschungsarbeit

wichtigsten Effektorproteine sind nachfolgend beschrieben und zur Ubersicht in
Abbildung 2 dargestellt.

Zellzyklus und Apoptose

Die GSK3 hemmt Cyclin D1 [198, 199], welches gemeinsam mit den Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDK) 4 und 6 als Zellzykluspromotor der G1-Phase agiert
[200]. CDKs bilden gemeinsam mit Cyclinen einen Komplex, der das Fortschreiten
einer Zelle im Zellzyklus fordert [201].

Die GSK3 hemmt p21°*'[202], eine Kinase, die alle CDKs hemmen kann [203, 204]
und somit das Fortschreiten einer Zelle im Zellzyklus verhindert und
tumorsuppressiv wirkt [205].

Die GSK3 hemmt p27*' [206], ebenfalls ein CDK-Inhibitor, welcher (iber CDK 2
[207] und 4 [208] seine Zellzyklus-hemmende Wirkung vermittelt.

Die GSK3 aktiviert Bcl-2-associated X protein (Bax) [209], ein proapoptotisch

wirkendes Protein, das Teil der B-cell lymphoma (Bcl)-Familie ist [210]. Andere
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Mitglieder dieser Familie sind u.a. Bcl-2, Bam und Bcl-XL — sie alle haben Einfluss
auf die Apoptose [210].

Die GSK3 interagiert Gber mehrere Mechanismen mit p53, einem der wichtigsten
proapoptotischen und somit tumorsuppressiven Proteine des Korpers. Diese
Interaktionen werden unter dem Punkt ,Apoptose” ndher beschrieben.

Die GSK3 aktiviert mouse double minute 2 homolog (Mdm2) [211], den wichtigsten
Gegenspieler von p53. Mdm2 kann p53 zum einen flr den proteasomalen Abbau
ubiquitinieren [212, 213], zum anderen seine transkriptionale Aktivitdt hemmen

[214].

Transkriptionsfaktoren

Die GSK3 hemmt das Onkoprotein c-Myc [215], das von dem Gen MYC kodiert wird
und Transkriptionsfaktor diverser onkogener Proteine ist [216, 217].

Die GSK3 wirkt direkt und indirekt aktivierend auf den Transkriptionsfaktor nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) (s. auch Abbildung 4)
[104, 116, 218, 219].

NF-xB verstarkt die Transkription von u.a. Cyclin D1 [220] oder dem antiapoptotisch
wirkenden Protein Bcl-2 [221, 222] und wird mit der Angiogenese bei Tumoren
sowie einer Metastasierung in Verbindung gebracht [223-226]. Zudem scheint NF-
kB essenziell in der Embryogenese zu sein, denn die in ,Funktion erwahnten
GSK3p-Knock-out-Mause sterben aufgrund der fehlenden Aktivierung von NF-«B in

utero [104].

Andere Kinasen

Die Regulierung der folgenden Kinasen durch die GSK3 und ihre Bedeutung wurden
bereits in den vorherigen Kapiteln erldutert, sie sind zur Ubersicht noch einmal
aufgefuhrt.

Die GSK3 hemmt PTEN [227].

Die GSK3 aktiviert p70S6K [170], p70S6K hemmt hingegen die GSK3 [79].

Die GSK3 hemmt den tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) [161]. TSC2 wiederum
hemmt mittelbar Uber die Inaktivierung von Rheb mTORC1 [162], weshalb eine
Hemmung von TSC2 durch die GSK3 eine Aktivierung von mTORC1 bedeutet.
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Proteine

Die GSK3 hemmt elF2B [89, 90].

Die GSK3 bindet Axin, Casein kinase 1 (CK1) [228] sowie anaphase promoting
complex (APC) [229], bildet einen Komplex mit ihnen und hemmt B-Catenin [230].
B-Catenin ist ein Co-Aktivator von Transkriptionsfaktoren, dessen Deregulierung an
der Entstehung diverser Krankheiten von Krebs bis pulmonaler Fibrose beteiligt ist
[231]. Genauer wird der Mechanismus der Regulierung in dem Unterpunkt

.kanonischer Wnt-Signalweg“ besprochen.

f) Intrazellulare nachgeschaltete Signalwege

Kanonischer Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signaltransduktionsweg spielt eine wichtige Rolle in der Embryogenese
[232] und seine Deregulierung kann die Karzinogenese einiger Krebsarten wie dem
Kolonkarzinom entscheidend begunstigen [233-235].

Whnt ist ein Signalprotein, welches an den Transmembranrezeptor Frizzled (Fz) aus
der Frizzled-Familie [236] sowie das low-density lipoprotein receptor-related protein
5 und 6 [237, 238] an der Oberflache von Zellen bindet [239]. Daraufhin wird das
intrazelluléare Protein Dishevelled (Dsh) aktiviert [240], welches wiederum den
Proteinkomplex bestehend aus aktiver GSK3a/p3, Tumorsuppressor-Protein APC,
CK1 und Axin-1 [228, 241, 242] [229, 230, 243, 244] hemmt [245]. Der aktive
Proteinkomplex phosphoryliert p-Catenin und ubiqutiniert es somit fir dessen
proteolytischen Abbau [228, 246], weshalb eine Hemmung des Proteinkomplexes zu
einer B-Catenin-Akkumulation in der Zelle fuhrt. Eine aktive GSK3 fuhrt folglich zu
einem Abbau von B-Catenin in der Zelle.

B-Catenin wandert aus dem Zytosol in den Zellkern und bindet dort als Co-Aktivator
an die Transkriptionsfaktoren T-cell factor/Lymphoid enhancer factor-1 [247, 248]
und aktiviert die spezifischen Zielgene [249] von u.a. Cyclin D1 [250, 251] oder Myc
[252, 253].

Eine schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signalweges ist in Abbildung

3 dargestellt.

NOTCH
NOTCH ist ein Transmembran-Rezeptor, der Teil eines stark konservierten

Signaltransduktionsweges ist und eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung,
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Apoptose, Zellproliferation und -differenzierung spielt [253, 254]. In Zusammenhang
mit der Karzinogenese einer Zelle kann NOTCH je nach Zelltyp onkogen oder

tumorsuppressiv wirken [255, 256], auf die Rolle von NOTCH bei NET wird in der
Diskussion genauer eingegangen.

Der NOTCH-Signalweg kann ausschliel3lich uber Zell-Zell-Kontakt ausgeldst
werden, beim Saugetier sind die vier NOTCH-Rezeptoren NOTCH 1 — 4 [257] [258]
[259] [260] bekannt. Sie bestehen aus einer Transmembrandomane (TM) und einer
grolen  Extrazellulardomédne (NECD), welche nach Bindung eines
membranstandigen Liganden einer anderen Zelle voneinander dissoziieren [261].
Es sind die finf Liganden Delta-like 1 [261], 3 [262], 4 [263] und Jagged 1 [264], 2
[265] bekannt.

Nach Spaltung der Transmembrandoméane von der NECD wird der intrazellulare Teil
der Transmembrandomane (NICD) proteolytisch durch p-Sekretase katalysiert
abgespalten [266]. NICD wandert daraufhin in den Nukleus, bindet an den DNA-
bindenden Proteinkomplex C-promoter-binding-factor/Supressor-of-Hairless/Lag-1-
Transkriptionsfaktor [267, 268] und aktiviert dort die Gene hairy and enhancer of
split-1 (Hes-1) [269, 270] und c-Myc [271, 272], ebenso wie die Transkription von
Cyclin D1 [273], Survivin [274] und p21°F" [275, 276].

Hes-1 kodiert flir den Transkriptionsfaktor HES-1 [277], der die Transkription von
u.a. achaete-scute homolog 1 (ASCL1) [278], p21°F! [279] und p27P! [280] im
Nukleus hemmt. ASCL1 ist wiederum ein Transkriptionsfaktor, dessen Vorkommen
eng mit der Expression von CgA assoziiert ist [281, 282].

Survivin ist ein antiapoptotisch wirkendes Protein, das fast ausschliellich von
Tumorzellen produziert wird und zum Uberleben der Krebszellen beitragt [283, 284]

Ungebunden ist NOTCH1 instabil und wird schnell durch Autophagie abgebaut [285]
oder durch Phosphorylierung zum proteasomalen Abbau ubiquitiniert [286-288].

Die GSK3p schutzt die NICD durch direkte Phosphorylierung vor dem Abbau in
Proteasomen und stabilisiert es somit [104, 289], einen Uberblick Giber den NOTCH-
Signalweg und der Rolle der GSK3 in ihm gibt Abbildung 4. Ob der
Phosphorylierung durch die GSK3p eine verminderte oder verstarkte NICD-Aktivitat

folgt, scheint vom Zelltyp abhangig zu sein.
Die Signalwege Wnt, NOTCH1 und NF-kB regulieren sich auf vielfaltige Weise
gegenseitig und die Rolle der GSK3 in ihnen scheint zellspezifisch variieren zu

kénnen [290-296].
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Auch gibt es Interaktionen zwischen dem PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg und NF-«xB
[297, 298] [292], wobei diese Interaktionen ebenfalls vom Zelltyp und der
Mikroumgebung abhangig zu sein scheinen [299-301].

B WNT-Rezeptor - WNT-Rezeptor

RP5/6

intranuklear
Transkription:
Cyclin D1, c-Myc

Proteolyse

Abbildung 3: schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Weges
adaptiert aus [100, 241, 248, 302]. Die Aktivierung von Wnt verhindert Dsh-
vermittelt die Aktivierung des Proteinkomplexes GSK3/CK1/APC/Axin-1
[236-245]. In aktivem Zustand ubiquitiniert dieser Komplex p-Catenin und
ftihrt somit zu dessen proteolytischem Abbau [228, 246].
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Abbildung 4: schematische Darstellung des NOTCH-Signalweges adaptiert
aus [291, 294, 303, 304]. Nach Aktivierung des NOTCH-Rezeptors spaltet
sich dessen Intrazelluldardomédne NICD ab, wandert in den Nukleus und
bewirkt dort die Transkription von u.a. Hes-1, Survivin oder Cyclin D1 und
die Aktivierung von NF-kB [267-270, 273, 274, 290-296]. Die GSK3p schiitzt
die NICD durch direkte Phosphorylierung vor dem proteolytischen Abbau
auflerhalb des Nukleus [104, 289].

g) Glykogensynthase-Kinase 3 und Apoptose

Es wird zwischen zwei Wegen der Apoptose unterschieden: dem mitochondrialen
(intrinsischen) und dem extrinsischen Weg. Im Folgenden wird nur der fur die
vorliegende Forschungsarbeit relevante intrinsische Weg besprochen, siehe auch
Abbildung 5.

MITOCHONDRIUM

Caspase 9

Caspase 3

APOPTOSE
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Abbildung 5: schematische Darstellung des intrinsischen Apoptoseweges

sowie die Rolle der GSK3 adaptiert aus [102, 196, 202, 209, 211, 305-307].
P53 hemmt das antiapoptotische Protein Bcl-2 und aktiviert das
proapoptotische Protein Bax [308-310]. Bax transloziert nach seiner
Aktivierung in die Mitochondrien und bewirkt dort die Freisetzung von
Cytochrom c¢ aus der Mitochondrienmembran, woraufhin die Caspasen 9
und 3 aktiviert werden und die Zelle in Apoptose geht [310-313]. Die GSK3p
verstarkt die Aktivitdt von p53 und dessen Transport zu den Mitochondrien,
zudem aktiviert die GSK3f Bax [209, 306, 322-326].

Um die Apoptose einer Zelle Uber den intrinsischen Weg auszulésen, hemmt p53
zunachst das antiapoptotische Protein Bcl-2 [308] und aktiviert gleichzeitig das
proapoptotische Protein Bax [309, 310]. Nach der Translokation von Bax aus dem
Zytosol in die Mitochondrien [311] induziert dieses die Cytochrom c-Freisetzung aus
der Mitochondrienmembran in das Zytosol [312], woraufhin es zu einer Aktivierung
der Caspase 9 kommt [313]. Dies bewirkt die Aktivierung der Caspase 3 [313] und
die Zelle geht in Apoptose [310].

P53 kann aber auch direkt an der dufleren Mitochondrienmembran durch Bildung
eines Komplexes mit Bcl-XL und Bcl-2 die Freisetzung von Cytochrom c ins
Zytoplasma induzieren [314-316].

P53 ist eines der wichtigsten tumorsuppressiven Proteine des Koérpers und in ca.
50 % aller menschlichen Tumoren mutiert [317, 318]. P53 st ein
Transkriptionsfaktor, der zum einen die Transkription von Zielgenen von p21¢!
[205], Mdm2 oder Bax aktiviert [319], aber auch in der Lage ist eine
transkriptionsunabhéngige Apoptose uber den mitochondrialen Apoptoseweg
auszuldsen [315, 320, 321].

Die Aktivierung von p53 fuhrt jedoch nicht zwangslaufig zu einer Apoptose der Zelle,
sie kann auch nur einen Zellzyklusarrest bewirken. Die genauen Mechanismen der

p53-Aktivierung sind noch nicht vollstandig verstanden.

Die GSK3 hat tber mehrere Wege Einfluss auf p53 und die Apoptose einer Zelle.
Auf der einen Seite wirkt sie proapoptotisch
1) Die GSK3p verstarkt die (transkriptionale) Aktivitat von p53 im Nukleus [306,
322-325].
2) die GSK3p aktiviert Bax und verstarkt dessen Transport in die Mitochondrien

[209].
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3) Die GSKa3 verstarkt den Transport von p53 zu den Mitochondrien [326].

4) Die GSK3 inhibiert antiapoptotische Transkriptionsfaktoren wie heat shock
factor-1[92, 327].

5) Die GSK3 aktiviert Transkriptionsfaktoren wie NF-xB (s. ,Effektorproteine®)
[104].

Auf der anderen Seite kann sie auch antiapoptotisch wirken

1) Die GSK3 kann Mdm2 durch Phosphorylierung aktivieren, was zu einer
Hemmung von p53 durch Mdm2 fuhrt [211].

2) Die GSK3 hemmt wie bereits in ,PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg® erwahnt
Uber einen negativen Ruickkopplungsmechanismus den zellproliferativ
wirkenden PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg [196].

3) Die GSK3 hemmt B-Catenin Uber den Wnt-Signalweg (s. ,kanonischer Wnt-
Signalweg®) [229].

4) Die GSK3 hemmt elF2B (s. ,Effektorproteine®) [89, 328].

2) Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Fir NEN im fortgeschrittenen inoperablen Stadium gibt es keinen Kkurativen
Therapieansatz und auch die palliativen Therapieansatze sind begrenzt, weshalb
die Notwendigkeit fiir neue Behandlungsstrategien besteht [38, 329, 330].

In meinem Projekt untersuche ich den Effekt des spezifischen GSKS3-Inhibitors
AR-A014418 auf die humanen NET-Tumorzelllinien BON1, QGP1, H727 und GOT1
in Bezug auf Zellproliferation, Apoptose, Zellzyklus, Migration, intrazellulare
Signalwege und ausgewahlte Effektorproteine der GSK3. BON1 und QGP1 sind
hierbei pankreatische NET-Zellen, H727 ist eine bronchopulmonale Zelllinie und
GOT1 ist eine Mitteldarmkarzinoidzelllinie [1].

In den neuroendokrinen Tumorzelllinien von Neuroblastomen [125, 331] und
medullaren Schilddrisenkarzinomen [124] ebenso wie in anderen Tumorentitaten
[117, 120, 332-335] zeigte sich bereits das tumorsuppressive Potenzial einer GSK3-
Hemmung.

Besonderes Augenmerk wird auf den Signalweg PI3K/Akt/mTORC1 gelegt, da
dieser in Zusammenhang mit der Tumorgenese von NET gebracht wird und eng mit
der GSKB3-Regulierung verknlpft ist. Auch werden die Effekte einer GSK3-
Hemmung auf den relevanten Signalweg Raf-1/MEK/ERK untersucht.

Durch Bestimmung der GSK3-Effektorproteine wie p-Catenin, Cyclin D1, p21°*', Akt
oder p53 soll versucht werden, den genaueren Mechanismus einer onkogenen
Wirkung der GSK3 auf NET zu verstehen [1].
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Des Weiteren werden Kombinationsbehandlungen mit den in der NET-Therapie
bereits angewandten Substanzen Everolimus und 5-FU auf mdgliche synergistische
Effekte untersucht [1].

Auch der Effekt einer Kombination von AR-A014418 mit dem Statin Lovastatin, das
zur Hemmung von Epidermal Growth Factor-Rezeptor (EGFR), Akt und ERK [336-
338] fihren kann, wird gepruft [1].

Zudem wird eine Bestrahlung der Zellen nach Behandlung mit AR-A014418
durchgeflihrt, da ein Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit einer Bestrahlung
und GSK3 beschrieben wurde [115, 339, 340] und mogliche Konsequenzen fir

zukunftige Therapien untersucht werden sollen [1].
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3) Material und Methoden
3.1) Material

Chemikalien und Reagenzien

Artikel Artikelnummer | Hersteller Herstellerstandort
Minchen,
5>-FU S1209 Selleckchem Deutschland
6-Aminohexansaure (6-Aminocaproic A7824
acid) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Accutase® Solution A6964 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
Albumin Solution 35 % in
phosphatgepufferter Salzldsung A7979 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
(PBS)
Ammoniumpersulfat A-4915 Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
. Biochrom
Amphotericin B A2612 GmbH Berlin, Deutschland
Apo-ONE® Homogeneous Caspase- Promeaa
3/-7 Assay (Caspase Substrate und | G778A 9a Madison, WI, USA
Corporation
Homogeneous Caspase-3/-7 Buffer)
Apo-Transferrin human T1147 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
AR-A014418 A3230 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
. Bio-Rad .
Blpttlng Grade Blocker Non-Fat Dry 170-6404 Laboratories Mudnchen,
Milk Deutschland
GmbH
Darmstadt,
Bromphenolblau 8122 Merck KGaA Deutschland
CellTiter-Blue® Cell Viability G8081 Promega WI, USA
Corporation
. New England |Frankfurt a. M.,
Color Protein Standard, Broad Range | P7712S Biolabs GmbH | Deutschland
DL-Dithiothreitol (DDT) D9779 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
. ibco®|Life
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 9 ;
Medium)/F12-Medium (1:1) 11320-074 ;\I’/IechnologlesT Carlsbad, CA, USA
DMSO (Dimethylsulfoxid) D2650 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
Dulbeccos PBS D8537 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
AppliChem Darmstadt,
o o,
Ethanol 70 %/80 % A0565 GmbH Deutschland
Everolimus S1120 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
Fetales Kalberserum (FKS) S0115 g‘r‘:]‘l’ohljom Berlin, Deutschland
Darmstadt
o) ]
Glycerol 85 % 104.094 Merck KGaA Deutschland
. AppliChem Darmstadt,
Glycin 1.313.401.211 GmbH Deutschland
HALT™ Protease and Phosphatase Thermo Fisher
Inhibitor Cocktail (100x) 1861282 Scientific Waltham, MA, USA
Insuman® Rapid 40 |.E./ml 4F061A Sanofi-Aventis | Paris, Frankreich
Lovastatin M2147 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
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Mammalian-Protein Extraction

Thermo Fisher

Reagent (M-PER™ Lysispuffer) 78501 Scientific Waltham, MA, USA
Carl Roth Karlsruhe
Methanol Rotisolv® HPLC P717.1 GmbH & Co. Deutschla’nd
KG
AppliChem Darmstadt,
o
Methylenblau 0,3 % A4084 GmbH Deutschland
Natriumazid (NaN3) 106.688 Merck KGaA | parmstadh |
Natriumchlorid (NaCl) 106.404 Merck KGaA | parmsiadh |
gibco®/Life Karlsruhe
Penicillin-Streptomycin 15140-122 TechnologiesT Deutschla’n q
M
C Fluka Holding
Propidiumiodid 81845 AG St. Gallen, Schweiz
Carl Roth Karlsruhe
Roti®-Quant Universal Kit 0120.2 GmbH & Co. Deutschla’nd
KG
Rotiphorese® 10x SDS- Carl Roth Karlsruhe
Polyacrylamidgelelektrophorese 3060.2 GmbH & Co. Deutschla’n d
(PAGE) KG
: Carl Roth
(0]
Rotlphor.ese® Gel 30 (30 % 3029.1 GmbH & Co. Karlsruhe,
Acrylamid) KG Deutschland
RPMI 1640-Medium R8758 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
. Bio-Rad Minchen,
SDS (Natriumdodecylsulfat) 161-0302 Laboratories Deutschland
GmbH
SuperSignal® ELISA femto Stable . .
Peroxide Solution and femto Luminol/ 1856194; Th.erm.o_ Fisher Waltham, MA, USA
) 1856193 Scientific
Enhancer Solution
N Carl Roth Karlsruhe,
TEMED (Tetramethylethylendiamin) |2367.3 GmbH & Co. Deutschland
KG
Tris(hydroxymethyl)aminomethan . Al .
(Tris) Trizma® hydrochloride T5941 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA
Trypan Blue stain 0,4% T10282 invitrogen TM Carlsbad, CA, USA
Trypsin/ Biochrom
Ethylendiamintetraessigsaure L2153 GmbH Berlin, Deutschland
(EDTA) Solution (10x)
Tween® 20 P1379 Sigma-Aldrich | St. Louis, MO, USA

Tabelle 3: Auflistung aller verwendeter Chemikalien und Reagenzien
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Verbrauchsmaterialien und Laborzubehor

Artikel Nummer Hersteller Herstellersitz

combitips advanced® 0,5 ml; |0030089.421;

Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
25 ml 0030089.472

Countess™ Cell Counting

C10283 invitrogen™ Karlsruhe, Deutschland
Chamber Slides

Thermo Fisher
Kryorohrchen 368632 Waltham, MA, USA
Scientific

Pipettenspitzen TipOne® 10ul; | S1120-8310;
S1120-8810; |starlab GmbH | Ahrensburg, Deutschland

200 pl; 1000 i S1126-7810
0030127714;
Serological Pipet 5 ml; 10 ml;
05 mi 0030127722; | Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
m
0030127730
Zellschaber 25 cm, Klinge
831.830 Sarstedt AG Nimbrecht, Deutschland
17 mm
. Falcon®
Zentrifugenréhrchen 15 ml; 352096;
Corning Tamaulipas, Mexiko
50 ml 352070 )
Science

Tabelle 4: Auflistung aller verwendeter Verbrauchsmaterialien und
Laborzubehér
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Geriéte

Geratetyp

Hersteller

Herstellerstandort

Brutschrank

CO2-Auto Zero

Heraeus GmbH

Hanau, Deutschland

Chemolumineszenz-

ECL ChemoCam

Intas Science

. Imaging Gottingen, Deutschland
Aufnahmegerat Imager
Instruments GmbH
. BD Biosciences .
Durchflusszytometer BD Accuri C6 Heidelberg, Deutschland

(Becton-Dickinson)

Elektrophoresekammer

Protean® Il xi Cell

BIO-RAD

Laboratories GmbH

Munchen, Deutschland

o _ _ Oberkochen,
Kamera Zellmigration | AxioCam MRm Carl Zeiss AG
Deutschland
Mikroskop Oberkochen,
Axiovert 135 TV | Carl Zeiss AG
Zellmigration Deutschland
Mikrozentrifuge Amicon
MC-13 MA, USA
Millipore Bioseparations Inc.
Orbital Shaker 0S-20 Biosan Ltd. Riga, Lettland
Photometer Sunrise TM Tecan Group Ltd. Mannerdorf, Schweiz
Roéntgenbestrahler RS-225 xStrahl Camberley, UK

Semi-Dry-Elektroblotter

Perfect Blue™ VWR Peqlab Darmstadt, Deutschland
Sedec™
NeolLab Migge .
Shaker DRS-12 Heidelberg, Deutschland
GmbH
Sterilwerkbank LaminAir Heraeus GmbH Hanau, Deutschland
Warmeblock BTD Grant Instruments | Cambridge, UK
Warmeschrank U 25 memmert Schwabach, Deutschland
Countess™
Zellzahler automated cell invitrogen™ Karlsruhe, Deutschland
counter
_ _ Andreas Hettich _
Zentrifuge Universal 320 R Tuttlingen, Deutschland

GmbH & Co KG

Tabelle 5: Auflistung aller verwendeter Geréte
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Primére Antikérper

Nummer | Hersteller Herstellerstandort
Anti-4EBP1 #9644 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-Akt #2920 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-Bcl-2 610539 | Transduction Laboratories New Jersey, USA
Anti-Chk1 #2360 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-Cyclin D1 #2926 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-Cyclin D3 #2936 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-EGFR #4267 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-Erk 1/2 #06-182 | Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
Anti-GSK3a/B #5676 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-IGF1-R #3027 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-LC3A #4599 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-p27Kip1 #3686 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-p4EBP1 (Ser65) #9451 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-p53 sc-126 ﬁ]inta Cruz Biotechnologie Heidelberg, Deutschland
Anti-p70S6K #2708 | Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-pAkt (Ser 473) |#4060 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-pChk1 (Ser345) (#2348 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-pEGFR : .
(Tyr1068) #3777 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-pERK 1/2

#4370 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
(Thr202/Tyr204)
Anti-pGSK3a/B : .
(Ser21/9) #9331 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-pp70S6K Cell Signaling Technolo

PP #9205 g J & Danvers, MA, USA

(Thr389)
Anti-pS6 (Ser204/4) |#5364 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
pCip1 610233 | BD Transduction Laboratories | Franklin Lakes, NJ, USA
Anti-S6 #2217 | Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA
Anti-B-Actin (A5441 | 45441 | Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Sigma)
Anti-B-Catenin #8480 Cell Signaling Technology Danvers, MA, USA

Tabelle 6: Auflistung aller verwendeter primérer Antikbrper [1]

Sekundére Antikbrper

Hersteller

Meerrettich Peroxidase

#707

konjugierter Zweitantikérper |4

Cell Signaling Technology

Danvers, MA, USA
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— Kaninchen

Meerrettich Peroxidase
#707

konjugierter Zweitantikdrper 5 Cell Signaling Technology | Danvers, MA, USA

— Maus

Tabelle 7: Auflistung aller verwendeter sekundérer Antikbrper [1]
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3.2) Methoden

Zellkultur

Die humanen neuroendokrinen Zellen des Pankreas BON1 [341] wurden uns
freundlicherweise von Prof. R. Géke (Marburg, Deutschland) tberlassen.

Die humanen pankreatischen Inselzellen QGP1 [342] wurden von der Japanese
Collection of Research Bioresources Cell Bank (JCRB Cell Bank) bezogen.

Die humanen bronchopulmonalen neuroendokrinen Zellen NCI-H727 (H727) [343]
wurden von ATCC (Manassas, VA, USA) kauflich erworben.

Die humanen Mitteldarmkarzinoidzellen GOT1 [344] wurden uns freundlicherweise
von Prof. O. Nilsson (Sahlgrenska University Hospital Géteborg, Schweden) zur
Verfligung gestellt.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden vom Leibniz Institut Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig,

Deutschland) mit Hilfe von Mikrosatelliten untersucht und authentifiziert [1].

Alle vier Zelllinien wurden in 175 cm? Zellkulturflaschen (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) und einer Luftfeuchtigkeit von
95 % in dem Begasungsbrutschrank CO2-AutoZero (Heraeus GmbH, Hanau,
Deutschland) kultiviert. Im Folgenden wurden alle Inkubationen, wenn nicht anders
erwahnt, bei 37 °C in diesem Begasungsbrutschrank unter genannten Bedingungen
durchgeflhrt.

Far BON1- und QGP1-Zellen wurde das Medium DMEM/F12-Medium (1:1) (gibco®/
Life TechnologiesTM, Carlsbad, CA, USA) verwendet, welches mit 10 % FKS
(Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland), 1 % Penicillin/Streptomycin (Gibco®/Life
TechnologiesTM, Carlsbad, CA, USA) und 0,4 % Amphotericin B (Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland) versetzt wurde [1].

Fir H727-Zellen wurde das Medium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) verwendet, welches ebenfalls mit 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin
(Gibco BRL) und 0,4% Amphotericin B (Biochrom KG) versetzt wurde [1].

Fir die GOT1-Zellen wurde das Medium RPMI 1640 verwendet, welches ebenfalls
mit 10 % FKS, 1 % Penicillin / Streptomycin und 0,4 % Amphotericin B versetzt
wurde, zusatzlich wurden hier noch 0,135 |.E./ml Insulin Insuman® Rapid 40 |.E./ml
(Sanofi-Aventis, Paris, Frankreich) und 5 mg/ml Apo-Transferrin human (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) hinzugeflgt [1].
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Im Nachfolgenden ist unter Medium immer das der Zelllinie entsprechende und mit
Kalberserum, Antibiotika und Antimykotikum, bzw. zusatzlichem Insulin und

ApoTransferrin, versetzte Medium gemeint.

Alle Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter der Sterilwerkbank LaminAir

(Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland) getatigt, um Kontaminationen zu vermeiden.

Splitten

BON1-, QGP1- und H727-Zellen

Die Zellen wurden zwei Mal in der Woche gesplittet, wenn die Flaschen zu 90 % -
100 % voll waren. Die Splittingverhaltnisse wurden an die unterschiedlichen
Wachstumsgeschwindigkeiten der Zellen angepasst. BON1-Zellen wurden in einem
Verhéltnis von bis zu 1:10, QGP1-Zellen in einem Verhaltnis von bis zu 1:3 und

H727-Zellen in einem Verhaltnis von bis zu 1:4 gesplittet.

Nach Absaugen des verbrauchten Mediums in den Flaschen wurden die Zellen mit
6 ml PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gewaschen, um den Trypsinblocker
FKS wegzuspulen. Nach Absaugen des PBS wurde den Flaschen je 3 ml 1x
Trypsin/EDTA Solution ((10x) (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland), mit PBS auf
1x Solution verdinnt) zugesetzt und 3 min — 5 min im Brutschrank inkubiert, so dass
die Zellen sich von dem Flaschenboden lésten. Nach Resuspendierung mit ca. 6 ml
Medium zur Inaktivierung des Trypsins wurden die Zellen in 50 mi
Zentrifugenréhrchen (Falcon® Corning Science, Tamaulipas, Mexiko) tberfihrt und
10 min bei 1.250 U/min und

25 °C in der Zentrifuge Universal 320 R (Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen, Deutschland) zentrifugiert.

Das Medium-Trypsin-Gemisch wurde abgesaugt und das sich am Boden abgesetzte
Pellet wurde mit 10 ml — 12 ml Medium grindlich resuspendiert. Je nach
gewinschtem  Splittingverhaltnis wurde die entsprechende Menge an
Zellsuspension in die 175 cm?-Flaschen zurlickgegeben und mit Medium auf 20 ml
Gesamtvolumen aufgeflllt. Das restliche Zellgemisch wurde zum Aussden der
Versuche verwendet.

Die Flaschen wurden nach maximal flinfmaligem Splitten ausgetauscht, alle

Zelllinien wurden héchstens bis Passage 35 verwendet.

GOT1-Zellen
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GOT1-Zellen stellten aufgrund ihrer sehr langsamen Wachstumsgeschwindigkeit
eine Ausnahme dar, sie konnten nur alle 4 — 6 Wochen in einem Verhaltnis von 1:2
gesplittet werden.

Beim Splitten wurde anstelle von Trypsin Accutase® Solution (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) verwendet und anschlief3end fur 60 min im Brutschrank inkubiert.
Bei Erhalt der GOT1-Zellen waren diese bereits Passage 60, weshalb wir GOT1-

Zellen bis Passage 95 verwendeten.

Einfrieren

Alle vier Zelllinien wurden in einem Einfriermedium bestehend aus 90 % FKS und
10 % DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suspendiert. Das DMSO
verhinderte hierbei die Schadigung der Zellen durch die Kalte. Je 1 ml des
Einfriermedium-Zellen-Gemisches wurde in ein Kryoréhrchen (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) gegeben und zunachst bei -80 °C im Kihlsystem
HFC 486 basic Ultrafreezer (Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland) gelagert und

anschlielend in einen Stickstofftank Uberfihrt.

Auftauen

Zum Auftauen wurden die Zellen in etwa 30 ml Medium in 100 mm x 20 mm
-Zellkulturplatten (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) so schnell wie mdéglich
resuspendiert, um die Zellschadigung, die durch DMSO in flissigem Zustand
verursacht wird, zu minimieren. Die Platten wurden im Brutschrank bei 37 °C
kultiviert bis sie 90 % — 100 % zugewachsen waren und dann in 175 cm?-

Zellkulturflaschen gesplittet.

Inhibitoren

Der GSK3-Inhibitor AR-A014418, Lovastatin und Everolimus wurden von Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) erworben, 5-FU wurde Uber Selleckchem (Minchen,
Deutschland) bezogen [1].

AR-A014418 und Everolimus wurden in purem DMSO in einem 20 mM Stock geldst,
Lovastatin und 5-FU wurden in purem DMSO in einem 10 mM Stock gel6st.

Alle in DMSO geldsten Substanzen wurden bei -20 °C im Kuhlsystem GNP2713

Comfort (Liebherr International AG, Bulle, Schweiz) aufbewahrt.

AR-A014418
AR-A014418 ist ein Adenosintriphosphat (ATP)-kompetitiver, spezifischer GSK3-

Inhibitor [345]. ATP-spezifische Inhibitoren besetzen die ATP-Bindungsstelle von
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GSK3, wobei AR-A014418 die zwei Isoformen GSK3a und GSK3B mit gleicher
Potenz hemmt [345, 346]. AR-A014418 wurde bereits an diversen Tumorzelllinien
[117, 125, 332, 347] sowie bei Mausen in vivo mit 30 ymol/kg intraperitoneal bzw.
0,1 — 1 mg/kg intraperitoneal [348-350] getestet [1].

Dosisfindung

Die in der Arbeit untersuchten Konzentrationen von AR-A014418 wurden durch
Vorversuche mit einem Wirkbereich von AR-A014418 > 5 yM bestimmt [1]. Die
gefundenen Wirkbereiche entsprechen denen anderer Arbeitsgruppen in u.a.
Glioblastomzellen [351], Endometriumkarzinomzellen und humanen
Pankreaskarzinomzellen [117, 352].

Lovastatin wurde mit therapeutisch relevanter Konzentration von 10 uyM getestet
entsprechend bereits veroffentlichter Ergebnisse [1][336, 338].

Everolimus wurde mit einer Konzentration von 10 nM getestet entsprechend bereits
veroffentlichter Ergebnisse [1][338, 353].

5-FU wurde mit einer Konzentration von 5 puM getestet entsprechend kurzlich

veroffentlichter Ergebnisse [1][354, 355].

Zellproliferationsassay

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Zellzdhlers Countess™ automated cell counter
(invitrogen™, Karlsruhe, Deutschland) bestimmt. Hierbei wurden die Zellen geman
Herstellerangaben mit Trypan Blue stain 0,4 % (invitrogen™, Karlsruhe,
Deutschland) angefarbt, so dass der Zellzahler vitale von toten Zellen unterscheiden
konnte [1]. Die Zellzahl wurde bei allen in dieser Arbeit im Folgenden
beschriebenen Experimenten auf diese Weise ausgezahlt.

Alle Zelllinien wurden auf 96-Well Zellkulturplatten (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) ausgesat. Es wurden 1.500 BON1-Zellen/Well, 2.000
QGP1-Zellen/Well, 2000 H727-Zellen/Well und 30.000 GOT1-Zellen/Well in 100 pl
Medium/Well ausgesat. Die unterschiedlichen Zellzahlen bericksichtigten die
Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelllinie [1].

Die Zellen wurden nach dem Aussaen 24 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. In
dieser Zeit konnten die Zellen anwachsen und sich vermehren.

Nach Ablauf der 24 h wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit
AR-A014418 alleine oder AR-A014418 in Kombination mit Lovastatin, Everolimus

oder 5-FU stimuliert. Die Vorverdiinnungen der Substanzen wurden mit 0,2 % FKS/
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PBS hergestellt, diese wurden dann in Medium auf die Endkonzentrationen
verdunnt [1].

AR-A014418 alleine wurde mit Konzentrationen von 5 uM bis 100 uM getestet [1].

In Kombination mit 10 uM Lovastatin wurde AR-A014418 mit Konzentrationen von
2,5 uM bis 20 uM getestet [1].

In Kombination mit 5 yM 5-FU wurde AR-A014418 ebenfalls mit Konzentrationen
von 2,5 uM bis 20 pM getestet [1].

Mit 10 nM Everolimus wurde AR-A014418 mit Konzentrationen von 0,625 uM bis 20
MM kombiniert [1].

Das Zelliberleben wurde bei Behandlung mit AR-A014418 alleine und bei allen
Kombinationsbehandlungen nach 72 h und 144 h Inkubation gemessen.

Es wurde immer eine DMSO-Kontrolle der hochsten Konzentration, eine Kontrolle
mit Medium sowie ein Leerwert nur mit Medium ausgeséat. Jedes Experiment wurde
mindestens drei Mal wiederholt.

Nach 72 h bzw. 144 h wurden 20 pl CellTiter-Blue® des Cell Viability Assays
(Promega, Madison, WI, USA) gemal Herstellerangaben in jedes Well pipettiert und
4 h inkubiert. Die metabolische Zellaktivitdt wurde anhand der Fluoreszenz bei 525
nm Extinktion und 580 — 640 nm Emission mit dem Photometer GloMax® Multi

Detection System (Promega, Madison, WI, USA) bestimmt [1].

Western Blot

Es wurden Western Blot-Analysen zur Bestimmung der Substanzwirkung auf
Proteinebene durchfihrt.

Es wurden entsprechend ihrer Zellwachstumsgeschwindigkeit 300.000 BON1-Zellen
bzw. 400.000 QGP1- oder H727-Zellen in jedes Well auf 6-Well-Zellkulturplatten in
4 ml Medium ausgesat und Uber Nacht zum Anwachsen der Zellen bei 37 °C
inkubiert. Im Falle der GOT1-Zellen wurden 500.000 Zellen pro Well auf 6-Well-
Zellkulturplatten ausgesat und ca. 2 Wochen bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h bzw. 2
Wochen wurde das Medium gewechselt und mit AR-A014418 in Konzentrationen
von 5 uM bis 20 uM alleine fir 2 h oder 48 h oder zunachst fir 72 h mit 10 yM
Lovastatin und dann fiir 2 h zusatzlich mit AR-A014418 in Konzentrationen von 10
MM, 15 uM oder 20 pM versetzt. Die Vorverdiinnungen der Substanzen wurden mit
0,2 % FKS/PBS hergestellt. Es wurden jedes Mal eine DMSO-Kontrolle und bei den
Kombinationsbehandlungen Kontrollen der Konzentrationen der Einzelsubstanzen
ausgesat und jedes Experiment mindestens drei Mal wiederholt [1].

Nach Inkubation mit den Substanzen wurde das Medium abgesaugt, die Platten

zweimalig mit etwa 2 ml PBS auf Eis gewaschen und anschlieBend mit 200 pl
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Lysispuffer versetzt (s. Tabelle 8). Die Platten wurden bei -40 °C bis zu ihrer
Aufbereitung eingefroren. Die Zusammensetzung aller auch im Folgenden
erwahnten Puffer kann Tabelle 8 enthommen werden.

Proteinbestimmung

Das aufgetaute Zelllysat wurde in 1,5 ml-Reaktionsgefale (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) Uberfuhrt und bei 13.000 Umdrehungen (U)/min far 10 min
in der Mikrozentrifuge Millipore MC-13 zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue
1,5 ml-Reaktionsgefalle Uberfuhrt und die Proteinbestimmung mit der Roti®-Quant
universal colorimetric protein concentration analysis (Roti®-Quant Universal Kit, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die Extinktionen wurden mit Hilfe des Photometers Sunrise™ (Tecan
Group Ltd., Mannerdorf, Schweiz) bei 492 nm gemessen, hierbei wurde die
Standardkurve mit M-PER™ Lysispuffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) seriell verdinnt.

Im Anschluss wurde die Proteinkonzentration durch entsprechende Zugabe von M-
PER™ Lysispuffer auf eine Zielkonzentration von 30 ug — 50 ug/50 pl eingestellt [1].
Nach Zugabe von mit 20 mg/ml DDT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
versetztem SDS-Probenpuffer (s. Tabelle 8) im Verhaltnis 1:4 wurden die Proben
zur Proteindenaturierung bei 95 °C fur 5 min in dem Warmeblock BTD (Grant

Instruments, Cambridge, UK) erhitzt [1].
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Puffer Zusammensetzung

Lysispuffer M-PER™ + HALT™ = 1000:10

SDS-Probenpuffer 10 ml Gelpuffer + 2 g SDS + 40 ml
85 % Glycerin + 0,05 %
Bromphenolblau und auf 100 ml mit

destilliertem Wasser (dest) auffillen

Tris-buffered saline (TBS)-Pufferlésung | 0,05 M Tris-Hydrochlorid (HCI) +
0,15 M NaCl + 0,01 % NaN3 auf
1000 ml auffillen pH 8

Blocking Solution 0,05 M Tris-HCI + 0,15 M NaCl +

0,01 % NaN3 + 20 g N-
Methylformamid (= 2 %) + auf 1000 ml
auffillen pH 8

TBS with Tween20 (TBS-T)- 0,05 M Tris-HCI + 0,15 M NaCl +

Waschlésung 0,01 % NaN3 + 1 % Tween 20 auf
1000 ml auffillen pH 8

Gelpuffer (4fach SDS) 0,4 g SDS + 18,8 g Tris in 100 ml
mit konzentriertem HCI auf pH 8,8
einstellen

Elektrodenpuffer (Rotiphorese 10x SDS- | 6,06 g Tris + 28,8 g Glycin + 2 g SDS

PAGE) in 1000 ml

Semi-Dry-Anodenpuffer 36,3 g Tris + 200 ml 20 % (v / v)
Methanol + dest auf 1000 ml auffillen

Semi-Dry-Kathodenpuffer 21,6 g 6-Aminohexansaure + 0,1 g

0,01 % SDS (g/v) + 200 ml 20 % (v/v)

Methanol + dest auf 1000 ml auffillen

2,5 ml Gelpuffer + 1 g SDS +

85 % Glycerin + Bromphenolblau

Tabelle 8: Zusammensetzung aller im Western Blot benutzten Puffer

Gelelektrophorese und Western Blot

Jeweils 50 pl der Proben wurden auf ein Gradientengel (8 % — 20 %) aufgetragen,
die genaue Zusammensetzung des Gels kann Tabelle 9 entnommen werden.
Zusatzlich zu den Proben wurde der gefarbte Molekulargewichtsstandard Color
Protein Standard, Broad Range (New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland) aufgetragen.

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE-Gelelektrophorese fir 2 h bei 100 mA nach
Grolke aufgetrennt, die Elektrophoresekammer Protean®Il xi Cell (BIO-RAD
Laboratories GmbH, Goéttingen, Deutschland) war hierbei mit Elektrodenpuffer (s.

Tabelle 8) gefillt. Die aufgetrennten Proteine wurden daraufhin mit Hilfe des
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Semi-Dry-Elektroblotters Sedec™ (VWR Peglab, Darmstadt, Deutschland) fir 1 h
bei 1 mA auf die Polyvinylidenfluorid-Membran Immobilon®-P (Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland) transferiert und somit fixiert. Zur Verbesserung der
Stromleitfahigkeit wurde die Membran zwischen jeweils ein in Anodenpuffer (s.
Tabelle 8) und ein in Kathodenpuffer (s. Tabelle 8) getranktes Gel Blotting Paper GB
005 (Whatman™, Buckinghamshire, UK) gelegt [1].

Sammelgel Gradientengel

4,0 % 8 % 20 %
Acrylamid 30 % 2,9 ml 8,6 mi 21,6 ml
Gelpuffer 5,4 ml 8,1 ml 8,1 ml
Dest/60 % Glycerin 13,4 ml (dest) 15,7 ml (dest) 2,7 ml (G)
Temed 25 i Je Gel 15 ul Je Gel 15 ul
Ammoniumpersulfat 50 % Je Gel 15 pl Je Gel 15 pl

Tabelle 9: Gelrezept fiir zwei 1,5 mm-SDS-Gele

Primére Antikbrper

Die Membran wurde mehrmals in TBS-T-Waschlésung (s. Tabelle 8) gewaschen
und anschlieend 30 min mit der Blocking Solution (s. Tabelle 8) behandelt.

Auf die so vorbereitete Membran wurden nun die primaren Antikorper (s. Tabelle 6)
hinzugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Shaker DRS-12
(NeoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland) inkubiert [1].

Sekundére Antikbrper

Die Uberschussigen primaren Antikérper wurden mit TBS-T-Waschlésung (Tabelle
8) von der Membran entfernt und es wurde je nach primaren Antikbrpern der
sekundare Antikdrper Goat-Anti-Rabbit-HRP (1:25.000, Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) oder der sekundare Antikérper Goat-Anti-Mouse-HRP
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(1:25.000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) hinzugegeben (s. Tabelle
7). Die so behandelten Membranen wurden flr 2 h bei Raumtemperatur auf dem
Shaker DRS-12 inkubiert [1].

Im nachsten Schritt wurden die Gberschiissigen sekundaren Antikoérper mit Hilfe von

TBS-T-Waschlésung (Tabelle 8) weggewaschen.

Imaging

Die grindlich gewaschenen Membranen wurden mit dem Chemolumineszenz-
Reagenz SuperSignal® ELISA femto Stable Peroxide Solution and femto
Luminol/Enhancer Solution (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) versetzt und fir
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lichtemission der Reaktion zwischen dem
Chemolumineszenz und der an den sekundaren Antikbrper gebundenen
Meerrettich-Peroxidase wurde mit Hilfe des Chemolumineszenz-Aufnahmegerats
ECL ChemoCam Imager (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen,
Deutschland) detektiert.

Zellmigration

Die Auswirkung von AR-A014418 auf die Migrationsfahigkeit der Zellen wurde mit
einem Migrationsassay untersucht. Getestet wurden die Zelllinien BON1, QGP1 und
H727. GOT1-Zellen haben eine Verdopplungsgeschwindigkeit von etwa drei
Wochen und sind somit nicht geeignet fiir ein Zellmigrationsassay [1][344].

Es wurden zunachst die Culture Inserts 2-Well (ibidi GmbH, Miinchen, Deutschland)
mit 500 um breitem Steg in 6-Well-Zellkulturplatten eingeklebt.

Es wurden entsprechend ihrer Wachstumsgeschwindigkeit je 120.000 BON1-Zellen,
bzw. 140.000 QGP1- oder H727-Zellen/Kammer in 70 ul Medium ausgesat.

Die Platten wurden bei 37 °C im Brutschrank fir 24 h inkubiert, um das Anwachsen
der Zellen zu ermoglichen. Nach dem Entfernen der Inserts wurde 1 ml
Medium/Well hinzugegeben und mit AR-A014418 Konzentrationen von 5 yM und 20
MM stimuliert.

Die Vorverdinnungen wurden mit 0,2 % FKS/PBS hergestellt und es wurden
DMSO-Kontrollen der héchsten Konzentration ausgesat.

Es wurden jeweils zweifach Werte genommen und jedes Experiment mindestens
drei Mal wiederholt.

Nach 0 h und 48 h wurden Fotos der Spaltflache mit Hilfe des Mikroskops Axiovert
135 TV (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) und der Kamera AxioCam MRm

(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen.
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Die Vermessung der Spaltflachen erfolgte mit dem Programm Imaged (Version
1.38x, WI, USA) [1].

Bestrahlung und Kolonieformationsassay

Die Zelllinien BON1, QGP1 und H727 wurden nach Behandlung mit AR-A014418
bestrahlt, um mdgliche radiosensibilisierende Effekte auf die Tumorzellen zu
untersuchen [115]. Mit GOT1-Zellen konnte das Experiment aufgrund fehlender
Kolonienbildung, bedingt durch ihre zu lange Verdopplungszeit, nicht durchgefuhrt
werden [1][344].

Zunachst wurden die Zellen, wie unter ,Splitten” (s. Anhang) beschrieben, aus den
Zellkulturflaschen geldst und ausgezahlt. Daraufhin wurden die Zellsuspensionen
(s. Anhang Tabelle 1) in Medium hergestellt und 6-Well-Zellkulturplatten mit 2
ml/Well Medium vorbereitet. In die vorbereiteten Platten wurde die entsprechende
Menge der Zellsuspension hinzugegeben, um 200 — 400.000 BON1- bzw. QGP1-
Zellen/Well und 300 — 400.000 H727-Zellen/Well fur die Behandlung mit AR-
A014418 zu erhalten (s. Anhang Tabelle). Fur die DMSO-Kontrolle wurden 200 —
200.000 Zellen/Well fur alle drei Zelllinien ausgesat (s. Anhang Tabelle 1). In der
Kontrolle wurde eine geringere Zellkonzentration ausgesat, da sich in Vorversuchen
durch das starke Wachstum ohne Inhibitor ein Ablésen der Zellen bei mehr als
200.000 Zellen/Well zeigte.

Die Platten wurden anschlieRend fur 4 h bei 37 °C inkubiert, um das Anwachsen der
Zellen zu ermoglichen. Daraufhin wurde das Medium abgesaugt und mit 2 ml
frischem Medium ersetzt, welchem AR-A014418 oder DMSO in Konzentrationen
von 1 uM bzw. 2 uM zugesetzt wurde. Die Vorverdinnungen wurden in Medium
hergestellt und die stimulierten Platten fir 1 h inkubiert [1].

Nun wurden die Platten mit y-Strahlung von 0 bis 10 Gy in dem Rdntgenbestrahler
RS-225 (200 kV und 10 mM, Thoraeus Filter, 1 Gy in 1 min 5 Sekunden (s); xStrahl,
Camberley, UK) behandelt und anschlief3end fiir 28 Tage bei 37 °C und 5 % CO2
Luftfeuchtigkeit inkubiert [1].

Die gebildeten Zellkolonien wurden nach Absaugen des Mediums mit 80 % Ethanol
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) fixiert und angefarbt. Das Ethanol
wurde zuvor mit 0,3 % Methylenblau (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
versetzt.

Gruppen von 50 Zellen oder mehr wurden als Kolonie definiert und unter
mikroskopisch-visueller Kontrolle ausgezahlt.

Es wurden jeweils sechsfach Werte genommen und jedes Experiment drei Mal

unabhangig voneinander durchgefuhrt [1].
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Durchflusszytometrie

Um die Veranderungen im Zellzyklus durch eine AR-A014418-Behandlung
untersuchen zu koénnen, wurde eine Durchflusszytomerie (FACS-Analyse)
durchgefihrt. Es wurde der Effekt von AR-A014418 alleine auf die Zelllinien BON1,
QGP1, H727 und GOT1 untersucht. Die Kombination von AR-A014418 und
Lovastatin wurde in BON1-, QGP1- und H727-Zellen getestet und in QGP1-Zellen
wurde zudem die Kombination von AR-A014418 mit 5-FU getestet [1].

Zunachst wurden 300.000 Zellen/Well auf 6-Well-Zellkulturplatten (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) ausgesat und bei 37 °C im Brutschrank fir 24 h inkubiert,
um das Anwachsen der Zellen zu erméglichen. Daraufhin wurde das verbrauchte
Medium abgesaugt und mit 1 ml frischem Medium ersetzt. Diesem wurde AR-
A014418 alleine oder AR-A014418 in Kombination mit Lovastatin oder Everolimus
hinzugefugt. Die Vorverdinnungen der Substanzen wurden mit 0,2 % FKS/PBS
hergestellt.

AR-A014418 alleine wurde mit Konzentrationen von 5 pM bis 60 uM getestet. In
Kombination wurden 10 yM Lovastatin mit 20 yM AR-A014418 und 5 uM 5-FU mit
20 yM AR-A014418 getestet. Es wurde immer eine DMSO-Kontrolle der hdchsten
Konzentration ausgefuhrt [1]. FUr jede Probe wurden 20.000 Ereignisse gemessen.
Es wurden jeweils zweifach Werte genommen und jedes Experiment mindestens
drei Mal wiederholt [1].

Die Durchflusszytometrie wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers BD Accuri C6
(BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) und dem Protokoll ,Analysis of
apoptosis by propidium iodide staining and flow cytometry” (Riccardi C, Nicoletti I:
Analysis of apoptosis by propidium iodide staining and flow cytometry. Nature
protocols 2006;1:1458-1461) folgend durchgefihrt [1]. Die mit den Substanzen
stimulierten Proben wurden 48 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert und nach 48 h
fur die Durchflusszytometrie aufbereitet. Hierfir wurde zunachst das Medium jeden
Wells in nummerierte 2 ml-Reaktionsgefalie (Sarstedt AG, Numbrecht,
Deutschland) Uberfihrt.

Um den Trypsinblocker FKS zu entfernen, wurden die Wells mit je 500 yl PBS
gewaschen und dieses ebenfalls in die entsprechenden Reaktionsgefalie pipettiert.
Nun wurden 300 pl Trypsin/Well hinzugefligt und die Platten bei 37 °C fir 5 min im
Warmeschrank U25 (Memmert, Schwabach, Deutschland) inkubiert, um die am
Wellboden haftenden Zellen zu I6sen.

Das Trypsin-Zellgemisch wurde mit dem bereits abpipettiertem Medium aus den

jeweiligen Reaktionsgefallen resuspendiert, durchmischt und zurick in die
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ReaktionsgefalRe dberflihrt. Das Trypsin wurde hierdurch geblockt und nun
befanden sich alle Zellen aus den Wells in den jeweiligen Reaktionsgefalen.

Im nachsten Schritt wurde das verbrauchte Medium, das PBS und das Trypsin aus
den Proben entfernt, indem die Reaktionsgefafle mit 2.000 U/min flr 5 min mit der
Mikrozentrifuge Millipore MC-13 (Amicon Bioseparations Inc., MA, USA) zentrifugiert
und anschlieRend der Uberstand abpipettiert wurde. Die gebildeten Zellpellets
wurden mit 1 ml PBS resuspendiert und zum Waschen kurz gevortext. Nach
nochmaligem Zentrifugieren mit 2.000 U/min fir 5 min wurde der Uberstand
abermals abpipettiert. Nach Zugabe von 300 pl Propidiumiodid-Lésung (Fluka
Holding AG, St. Gallen, Schweiz) und kurzem Vortexen zur grindlichen
Durchmischung wurden die Proben lichtgeschltzt bei 4 °C gelagert und innerhalb

von 24 h gemessen [1].

Caspase-Assay

Um die Auswirkungen von AR-A014418 auf die Apoptose der Zellen zu
untersuchen, wurde die Caspase-3 und Caspase-7-Aktivitdt mit Hilfe des Apo-
ONE® Homogeneous Caspase-3/-7 Assays (Promega, Madison, WI, USA)
gemessen. In den Zelllinien BON1, QGP1 und H727 wurde der Effekt von AR-
A014418 alleine und von AR-A014418 in Kombination mit Lovastatin untersucht. In
QGP1-Zellen wurde zudem die Kombination AR-A014418 plus 5-FU getestet, da
diese Kombinationen synergistisch waren [1].

Far alle drei Zelllinien wurden jeweils 10.000 Zellen/Well auf 96-Well-Assay-Platten
(Corning Inc., New York, NY, USA) ausgesat und zum Anwachsen der Zellen fir 24
h bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die
Zellen mit den jeweiligen Substanzen stimuliert [1].

AR-A014418 alleine wurde mit Konzentrationen von 5 pyM, 10 uyM und 20 uM
getestet.

Die Kombinationen wurden mit Konzentrationen von 10 uM Lovastatin plus 20 uM
AR-A014418 und 5 pM 5-FU plus 20 pM AR-A014418 getestet. Die
Vorverdinnungen der Substanzen wurden mit 0,2 % FKS/PBS hergestellt, welche
dann in Medium auf die Endkonzentration verdinnt und in die Wells pipettiert
wurden.

Es wurde immer eine DMSO-Kontrolle der héchsten Konzentration ausgesat.

Es wurden jeweils zweifach Werte genommen und jedes Experiment mindestens
drei Mal wiederholt.

Nach 72 h Inkubation der stimulierten Zellen wurde das Reagenz Apo-ONE®
Caspase Substrate (Promega, Madison, WI, USA) im Verhaltnis 1:100 dem Puffer
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Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/-7 Buffer (Promega, Madison, WI, USA)
entsprechend Herstellerangaben hinzugegeben und je 100 ul dieses
Puffergemisches in die Wells pipettiert und lichtgeschutzt ca. 90 min bis 120 min mit
Hilfe des Orbital Shakers OS-20 (Biosan Ltd., Riga, Lettland) durchmischt.

Die Fluoreszenz wurde bei 490 nm Extinktion und 510 — 570 nm Emission mit Hilfe
des Photometers GloMax® Multi Detection System (Promega, Madison, WI, USA)

gemessen [1].

Statistik

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens drei
voneinander unabhangigen Versuchen in den Abbildungen dargestellt.

Fir die statistische Analyse von Zellproliferation, Durchflusszytometrie, Zellmigration
und Caspase-Assay wurden die Ergebnisse zunachst auf ihre Normalverteilung und
Varianzenhomogenitat mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test bzw. dem Lavene-Test
Uberprift. Bei Zutreffen dieser Voraussetzungen wurde eine einfaktorielle ANOVA
mit Tukey post-hoc Test oder ein zweiseitiger t-Test durchgefuhrt. Lagen keine
Normalverteilung und/oder Varianzenhomogenitat vor, wurde der nicht-
parametrische Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Statistische Signifikanz wurde
fur p < 0,05 angenommen. Es wurde das Programm SPSS (Version 23 fur Mac, IBM
SPSS Statistics (2015), NY, USA) verwendet. Eine statistische Signifikanz von

p < 0,05 wurde mit ,**, von p < 0,01 mit ,** und von p < 0,001 mit ,**** in den
Abbildungen gekennzeichnet. Die statistische Signifikanz wurde in Bezug auf die

jeweilige DMSO-Kontrolle berechnet [1].

Far die Abbildungen der Western Blots wird ein reprasentativer Blot von mindestens
drei unabhangig durchgeflihrten Versuchen gezeigt.
Die Quantifizierungen der Western Blots wurden mit Hilfe einer Densitometrie

durchgefuhrt [1].

Fir die statistische Analyse mdglicher synergistischer oder antagonistischer Effekte
bei kombinierter Gabe von AR-A014418 mit Lovastatin, Everolimus oder 5-FU in
den Zellproliferationsversuchen wurde ein gemischt lineares Modell mit festen und
zufalligen Effekten verwendet [1].

Die Einzelsubstanzgabe von AR-A014418, Lovastation, Everolimus oder 5-FU, die
Inkubationszeit sowie der Interaktionseffekt bei Kombinationsgabe von AR-A014418
mit einer der drei anderen Substanzen wurden hierbei als feste Effekte festgelegt.

Der Versuchseffekt wurde als zufalliger Effekt bertcksichtigt. Statistische Signifikanz
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wurde fir p < 0,05 angenommen. Die Berechnungen wurden mit R Version 3.3.3 fur
Windows (GNU General Public License; R Foundation, Wien, Osterreich)
durchgefuhrt. Ein statistisch signifikanter Synergismus wurde mit ,syn“ in den
Abbildungen gekennzeichnet, ein statistisch signifikanter additiver Effekt mit ,add*

und ein statistisch signifikanter Antagonismus mit ,ant” [1].
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4) Ergebnisse
4.1) Glykogensynthase-Kinase 3-Hemmung

In den vier untersuchten Zelllinien zeigte sich eine GSK3a/B-Expression
unterschiedlicher Auspragung (s. Abbildung 5), so war die GSK3a-Expression in
GOT1-Zellen am starksten, gefolgt von QGP1-Zellen (s. Abbildung 6). Die GSK3f3-
Expression war in BON1-, GOT1- und QGP1-Zellen gleich stark, in H727-Zellen
hingegen am schwachsten ausgepragt (s. Abbildung 6) [1].

BON1 H727 GOT1 QGP1

o, Y-
i .

Protein

Actin

CSK30 | | s i —
|

GSK3p

Abbildung 6: Western Blot der GSK3a/3-Expression [1]. Es zeigte sich eine
unterschiedliche GSK3a/B-Expression in BON1-, H727-, GOT1- und QGP1-
Zellen [1]. Als Ladungskontrolle werden die Proteinfarbung und pB-Actin

gezeigt [1].
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Western blot quantification of GSK3a and GSK3p in % % SD
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(MW = Mittelwert)

Abbildung 7: Quantifizierung der Western Blots von GSK3a/p [1]. Es zeigte
sich eine GSK3a/p-Expression in unterschiedlicher Starke in den
untersuchten Zelllinien. Am starksten war sie in GOT1-Zellen, gefolgt von
QGP1-Zellen, ausgepragt. Am schwachsten war die GSK3a/B-Expression in
BON1- und H727-Zellen zu beobachten [1].

In den Western Blots zeigte sich eine Serinphosphorylierung/GSK3a-Inhibierung
bereits nach 2 h ab AR-A014418-Konzentrationen von 5 uyM in allen vier Zelllinien,
eine GSK3p-Hemmung hingegen erst ab AR-A014418-Konzentrationen von 10 uM
nach 48 h Behandlung in GOT1- und BON1-Zellen und von 20 yM in H727-Zellen
(s. Abbildung 8 und Anhang Abbildungen 1, 3 und 4). In QGP1-Zellen blieb eine
vollstandige GSK3B-Hemmung ganz aus (s. Abbildung 8 und Anhang Abbildung 2)

[1].

20 M AR
15 iMAR BON1 QGP1 H727 GOT1
1OHMA§ﬁn R ————— T e T L [—————
5uM AR
- - o oo $ ~ame-eeo0000
PERISS Rirone - :':':_ - - -
GSK3p 89 - - o
On28i3on - & = B T T T B BN T & OF Il

20p|\é§k|=a3B ——————————— - ————

15 1k AR
10 uM AR

5 uM AR
DMSO-Kontr

Kontrolle

e

20 uM AR
15 UM AR

10 uM AR
5 uM AR
DMSO-Kontrolle

K%rbﬁﬂléung 8: Western Blot der GSK3o/-Hemmung [1]. Eine GSKa-Hemmung
%Zéi%e':isich in allen vier Zelllinien nach 48 h bei allen getesteten AR-A014418-

Komaertrationen. Eine GSK3p-Hemmung zeigte sich nach 48 h in GOT1-Zellen ab
5 uM AR 54
DMSO-Kontrolle

Kontrolle




10 puM, in BON1- und H727-Zellen bei 20 yM, in QGP1-Zellen blieb sie
hingegen ganz aus [1]. Als Ladungskontrolle werden die Proteinfarbung und

B-Actin gezeigt [1].

4.2) Zellproliferation

AR-A014418

Es konnte eine dosis- und zeitabhangige signifikante Reduktion des Zelliiberlebens
in allen vier untersuchten Zelllinien nach Behandlung mit AR-A014418 gezeigt
werden [1].

GOT1-Zellen reagierten hierbei am sensibelsten auf die Behandlung mit einem ICs
von 17,8 uM nach 144 h bzw. von 21,4 yM nach 72 h (s. Tabelle 10 und Anhang
Tabelle 2). Der ICs ist hierbei die mittlere inhibitorische Konzentration bei der eine
halbmaximale Inhibition beobachtet wird und wurde mit Hilfe einer logistischen
Regressionsanalyse von mindestens drei unabhangigen Experimenten bestimmt. In
GOT1-Zellen zeigte sich eine signifikante Reduktion des Zelliberlebens ab
Konzentrationen von AR-A014418 > 5 uM nach beiden untersuchten Zeitwerten (s.
Abbildung 8). Die starkste Hemmung des Zellwachstums wurde bei einer
Konzentration von 100 uM nach 144 h erreicht und lag bei 96 % (s. Tabelle 10) [1].
In BON1-Zellen zeigte sich eine signifikante Reduktion des Zellliiberlebens bei allen
getesteten AR-A014418-Konzentrationen und Zeitwerten (s. Abbildung 9). Der ICs
lag nach 144 h bei 21,7 yM und nach 72 h bei 48 uM, das Zelliiberleben sank um
bis zu 87 % bei 100 uM nach 144 h (s. Tabelle 10 und Anhang Tabelle 2) [1].

In QGP1-Zellen betrug der ICs, 22,9 uM nach 144 h, nach 72 h lag er bei Gber 100
MM und wurde somit durch unsere Experimente nicht bestimmt (s. Tabelle 10 und
Anhang Tabelle 2). Das Zelluberleben sank um bis zu 85 % bei 100 uM AR-
A014418 nach 144 h (s. Abbildung 10). Alle Effekte auf das Zelllberleben zeigten
eine statistische Signifikanz auRer die AR-A014418-Behandlung von 10 uM nach
144 h [1].

H727-Zellen reagierten am unsensibelsten von den vier getesteten Zelllinien auf die
Behandlung mit AR-A014418. Der ICs lag nach 144 h bei 23,5 pM, nach 72 h
betrug er Uber 100 yM und wurde somit durch unsere Experimente nicht bestimmt
(s. Tabelle 10 und Anhang Tabelle 2). Es zeigte sich wie in BON1-Zellen eine
signifikante Reduktion des Zelliberlebens bei allen getesteten Konzentrationen und
Zeitwerten (s. Abbildung 11). Das Zelliberleben sank um bis zu 78 % bei 100 yM
nach 144 h (s. Tabelle 10) [1].

144 h | DMSO | AR | AR AR  [AR |[AR [AR [AR [AR [ICs |
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100 5uM 10puM | 20pM | 30pM | 40pM | 50pM | 75uM | 100 [MM]
MM UM
BON1 | 100% | 75%*** | 67%*** | 54%*** | 32%*** | 27%** | 21%*** | 15%*** | 13%*** | 21,7
QGP1 | 100% | 108%** | 99% 59%*** | 28%*** | 23%** | 23%*** | 18%*** | 15%*** | 22,9
H727 | 100% | 88%*** | 81%*** | 59%*** | 34%*** | 33%** | 31%*** | 25%*** | 22%*** | 23,5
GOT1 | 100% | 99% 82%*** | 41%*** | 12%*** | 4%*** | 3%*** | 8% | 4% | 17,8

120%

100%

80%

60%

40%

20%

(AR-AO = AR-A014418; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Tabelle 10: Zellproliferation nach AR-A014418-Gabe nach 144 h [1].
Gezeigt sind alle Zellproliferationswerte mit Signifikanz-Angaben fur die
Zelllinien BON1, QGP1, H727 und GOT1 nach 144 h Inkubation bei

Konzentrationen von 5 yM — 100 yM AR-A014418 [1].

Zelluberleben GOT1, AR-A014418

0%
KD100 uM AR5uM AR10uM AR20uM AR30uM AR40uM AR50 M AR75uM AR 100 uM

—o—72h 144h

(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)

Abbildung 9: Zelliiberleben nach AR-A014418-Gabe in GOT1-Zellen [1].
Nach 72 h zeigte sich in GOT1-Zellen bei Konzentrationen von AR-A014418
> 5 uM ein statistisch signifikanter Rickgang des Zellwachstums. Bei 10 uM
AR-A014418 fiel es nach 72 h um 12 %, Dbei
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100 yM um 94 %. Nach 144 h fiel das Zellwachstum ebenfalls bei
Konzentrationen von AR-A014418 > 5 uM signifikant. Bei 10 uM ging es um
18 %, bei 100 yM um 96 % zuriick [1].
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Zelluberleben BON1, AR-A014418
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—o—72h 144h

(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)

Abbildung 10: Zelliilberleben nach AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1].
Nach 72 h zeigte sich in BON1-Zellen bei allen getesteten Konzentrationen
von AR-A014418 (5 pM — 100 uM) ein statistisch signifikanter Riickgang des
Zellwachstums. Bei 5 pM AR-A014418 fiel es um 5 %, bei
100 uM um 54 %. Nach 144 h fiel das Zellwachstum ebenfalls bei allen
getesteten Konzentrationen von AR-A014418 signifikant. Bei 5 uM ging es
hierbei um 25 %, bei 100 yM um 87 % zurick [1].
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Zelluberleben QGP1, AR-A014418

120%

108% 108%

103%

100%

80%

60% 53%

40%

20% 28%

23% 23%

8% 15%
0%
KD 100 yM ARS5uM AR10uM AR20puM AR30pM AR40uM ARS0uM AR75uM AR 100 M

== 72h 144h

(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)

Abbildung 11: Zelliiberleben nach AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1].
Nach 72 h zeigte sich in QGP1-Zellen bei allen getesteten Konzentrationen
von AR-A014418 (5 uM — 100 uM) ein statistisch signifikanter Effekt auf das
Zellwachstum. Bei 5 uM  AR-A014418 stieg es zunachst um

9 % an, bei 100 uM fiel es um 47 %. Nach 144 h stieg das Zellwachstum bei

5 UM ebenfalls zunachst um 8 % an, bei 100 uM fiel es um 85 % ab [1].
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Zelliberleben H727, AR-A014418

120%
96%
100% 93%
90%
0 \— e === D
80%
59%
60%
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25%
33%
20%
22%

—8—72h 144h

0%
KD100uyM AR5uM AR10puM AR20uM AR30uM AR40uM AR50uM AR75uM AR 100 uM
(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)

Abbildung 12: Zelliiberleben nach AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1].
Nach 72 h zeigte sich in H727-Zellen bei allen getesteten Konzentrationen
von AR-A014418 (5 uM — 100 uM) ein statistisch signifikanter Rickgang des
Zellwachstums. Bei 5 pM AR-A014418 fiel es um 4 %, bei
100 uM um 15 % ab. Nach 144 h fiel das Zellwachstum ebenfalls bei allen
getesteten Konzentrationen von AR-A014418 signifikant ab. Bei 5 uM fiel es
um 12 %, bei 100 yM um 88 % ab [1].

Aufgrund der bereits durch die Einzelsubstanzgabe guten Wirksamkeit von AR-

A014418 in GOT1-Zellen wurden die Kombinationsbehandlungen nur mit den
weniger sensiblen Zelllinien BON1, QGP1 und H727 durchgefihrt [1].
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AR-A014418 plus Everolimus

Die Kombination mit dem mTORC1-Inhibitor Everolimus zeigte nur einen leichten
synergistischen Effekt in sehr niedrigen Konzentrationsbereichen und einen
additiven Effekt in niedrigen Konzentrationsbereichen in QGP1- und H727-Zellen (s.
Anhang Abbildungen 26, 27). In hdheren Konzentrationsbereichen zeigte sich sogar
ein antagonistischer Effekt in allen drei untersuchten Zelllinien (s. Anhang
Abbildungen 25 - 27). Die genauen Werte des Zelluberlebens fur die
Kombinationsbehandlungen mit AR-A014418 plus Everolimus sind den Tabellen 3 —

5 im Anhang zu entnehmen [1].

Die mTORC1-Effektorproteine S6, p70S6K und 4EBP1 waren erst ab
Konzentrationen von > 10 uyM AR-A014418 nach 48 h deutlich
gehemmt/dephosphoryliert in BON1-, QGP1- und H727-Zellen, mit Ausnahme der
S6, die in QGP1-Zellen bereits bei 5 yM gehemmt war (s. Abbildung 12 und Anhang
Abbildungen 5 - 13) [1].

Interessanterweise konnte in den sensibleren GOT1-Zellen eine frihere Hemmung
der mTORC1-Effektorproteine ab > 5 yM AR-A014418 beobachtet werden (s.
Abbildung 12 und Anhang Abbildungen 14 — 16) [1].
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AbbildungAr3: Western Blot von Regulator- und Zellzyklusproteinen [1].
Eine EMéASicht (iber relevante Proteine, die im Western Blot bei AR-

DMSO-Kontrolle
AO144}98 I%phandlungen von 5 — 20 yM durchgefihrt wurden in den Zelllinien

BON1,20QMGAI;1, H727 und GOT1 [1]. Als Ladungskontrolle wird B-Actin
g

gezeigis[ AR
10 uM AR

AR-A014418 g Wsso LKoor\]/t?gtat/n

Neben einerksrldRRC1-Signalwegshemmung fiilhrte eine Inhibierung der GSK3
durch AR-AOQbd44t8mach einer Kurzzeitbehandlung von 2 h zu einer Aktivierung von
Akt und ERK 18"MBBildung 13). Akt und ERK sind wie in der Einleitung beschrieben
Teil des PI3KZ%K}[Z%RI'ORC1- bzw. Raf1/MEK/ERK-Signalweges und werden ebenso
wie die bergjigoeowdhnten mTORC1-Effektorproteine durch Phosphorylierung

aktiviert (pAkar@iBERK) [1].
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5 uM AR
BvsBirRgAldivierung von Akt und ERK konnte nach einer Kurzzeitbehandlung von 2

K A"&ffen vier untersuchten Zelllinien gezeigt werden [1]. Als Ladungskontrolle wird

é%%iﬁigezeigt [1].

10 UM AR

EitléARkt-Aktivierung wurde in QGP1- und GOT1-Zellen ab Konzentrationen von
SN BON1-Zellen ab 10 pM und in H727-Zellen ab 20 UM AR-A014418
t;(;gtg;i:htet (s. Anhang Abbildungen 17 — 20) [1].

Eine ERK-Aktivierung zeigte sich hingegen nur in den Zelllinien BON1, QGP1 und
GOT1, am starksten ausgepragt bei einer AR-A014418 Konzentration von 10 uM (s.
Anhang Abbildungen 21 — 24) [1].

Um diesen Escape-Mechanismus der Zelle zu hemmen, kombinierten wir AR-
A014418 mit dem HMG-CoA-Reduktasehemmer Lovastatin, der in mehreren
neuroendokrinen Tumorzelllinien eine Akt- und ERK-Inhibierung gezeigt hatte [338].
Die Kombinationsbehandlung zeigte in BON1-Zellen einen signifikanten
synergistischen Effekt in der niedrigsten und hdchsten getesteten Dosis und einen
additiven Effekt in allen andere Dosen, in QGP1-Zellen zeigte sich ein vorwiegend
synergistischer Effekt (s. Abbildungen 14 und 15). Der Effekt war in QGP1-Zellen

jedoch nur gering ausgepragt [1].
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Zelluberleben BON1, AR-A014418 + Lovastatin
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(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 pM; KD = DMSO-Kontrolle;
syn = synergistisch; add = additiv; ,+“ = p < 0,05)

Abbildung 15: Zelliiberleben nach AR-A014418- plus Lovastatin-Gabe in
BON1-Zellen [1]. In BON1-Zellen zeigte sich bei héchster (20 yM AR-
A014418 + 10 pM Lovastatin) und niedrigster Kombinationsgabe (2,5 uM
AR-A014418 + 10 uM Lovastatin) von AR-A014418 plus Lovastatin ein
signifikanter synergistischer Effekt. Bei den restlichen Kombinationsgaben
zeigte sich ein signifikanter additiver Effekt (5 yM — 15 yM AR-A014418 + 10
MM Lovastatin) [1].

64



Zelluberleben QGP1, AR-A014418 + Lovastatin
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(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 pM; KD = DMSO-Kontrolle;
syn = synergistisch; add = additiv; ,+* = p < 0,05)

Abbildung 16: Zelliiberleben nach AR-A014418- plus Lovastatin-Gabe in
QGP1-Zellen [1]. In QGP1-Zellen zeigte sich ein signifikanter synergistischer
Effekt bei Kombinationsgaben von AR-A014418 plus Lovastatin (2,5 uyM —
15 uM AR-A014418 + 10 pM Lovastatin), nur bei der hdchsten
Kombinationskonzentration zeigte sich ein additiver Effekt (20 uM
AR-A014418 + 10 uM Lovastatin) [1].

In H727-Zellen zeigte sich ausschlieRlich ein signifikanter additiver Effekt (s. Anhang
Abbildung 28). Die genauen Werte des Zelliberlebens fur die
Kombinationsbehandlungen von AR-A014418 plus Lovastatin in den drei
untersuchten Zelllinien BON1, QGP1 und H727 sind den Tabellen 6 — 8 im Anhang
zu entnehmen [1].

In den Western Blots konnte gezeigt werden, dass die Kombination von AR-
A014418 mit Lovastatin die durch AR-A014418-Einzelgabe induzierte
kompensatorische Aktivierung von Akt und ERK in BON1-Zellen verhinderte (s.
Abbildung 16) [1].
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Abbildung 17: Western Blot von Akt und ERK nach AR-A014418- plus
Lovastatin-Gabe [1]. In BON1-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Kombination von AR-A014418 mit Lovastatin die kompensatorische
Aktivierung von Akt und ERK nach 2 h verhinderte [1]. Als Ladungskontrolle
wird B-Actin gezeigt [1].

AR-A014418 plus 5-FU

5-Fluoropyrimidin-Derivate =~ wie  5-FU  oder  Capecitabin  werden in
Chemotherapieprotokollen zur Behandlung von pankreatischen und pulmonalen
NETs eingesetzt [356]. Vor diesem Hintergrund wurde 5-FU mit AR-A014418
kombiniert [1].

Es zeigte sich in QGP1-Zellen ein signifikanter synergistischer Effekt bei allen
getesteten Kombinationen nach 144 h und 72 h Behandlung (s. Abbildung 17) [1].

In H727-Zellen zeigte sich bei allen getesteten Kombinationen auf’er 10 yM AR-
A014418 plus 5 uM 5-FU ein signifikanter additiver Effekt (s. Anhang Abbildung 29)
[1].

In BON1-Zellen zeigten sich bei allen getesteten Kombinationsgaben nur geringe,
statistisch signifikante Effekte (s. Anhang Abbildung 30) [1].
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Die genauen Zellproliferationswerte fir alle drei untersuchten Zelllinien fir die
Kombinationsgaben AR-A014418 plus 5-FU sind im Anhang Tabellen 9 — 11 zu

entnehmen.
Zelluberleben QGP1, AR-A014418 + 5-FU
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(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle; 5-FU = 5-FU 5 uM;
syn = synergistisch; ,+“ = p < 0,05)

Abbildung 18: Zelliiberleben nach AR-A014418- plus 5-FU-Gabe in
QGP1-Zellen [1]. In QGP1-Zellen zeigte sich ein signifikanter synergistischer
Effekt bei allen getesteten Kombinationsgaben von AR-A014418 plus 5-FU

(2,5 uM — 20 uM AR-A014418 + 5 uM 5-FU) [1].
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4.3) Zellmigration

Die Migrationsfahigkeit der Zelle war in allen drei getesteten Zelllinien BON1, QGP1
und H727 nach 48 h bei AR-A014418-Konzentrationen von 20 pM statistisch
signifikant verringert (s. Abbildungen 19, 21 und 23). Mit GOT1-Zellen konnte
aufgrund ihrer sehr langen Verdopplungszeit von etwa 3 Wochen der
Zellmigrationsassay nicht durchgeflhrt werden [1][344].

Am starksten war die Zellmigration in BON1-Zellen herabgesetzt, nach 48 h und
einer AR-A014418-Behandlung mit 20 yM waren nur 10 % des Migrationsspaltes
bewachsen, im Vergleich hierzu waren in der DMSO-Kontrolle auf 61 % des Spaltes
Zellen gewachsen (s. Abbildung 18) [1].

In H727-Zellen liel® sich nach 48 h und einer Behandlung mit 20 yM AR-A014418
ebenfalls eine verringerte Migration beobachten, so waren nur 16 % des Spaltes
bewachsen (s. Abbildung 22). Im Vergleich hierzu waren in der Kontrolle 41 % des
Spaltes bewachsen (s. Abbildung 22) [1].

In QGP1-Zellen wurde die Zellmigration am geringsten gehemmt, so waren nach
48 h und einer AR-A014418-Behandlung mit 20 uM nur 8 % der urspringlichen
Flache bewachsen, jedoch waren auch nur 22 % des Spaltes in der DMSO-
Kontrolle bewachsen (s. Abbildung 20) [1].
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Abbildung 19: Zellmigration nach AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1].
Fotoaufnahmen des Spaltes zum Zeitpunkt null und nach einer 48 h
Behandlung mit 5 uM bzw. 20 yM AR-A014418 in BON1-Zellen [1].
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Abbildung 20: Quantifizierung der Zellmigration nach AR-A014418-Gabe in
BON1-Zellen [1]. In BON1-Zellen zeigte sich eine statistisch signifikant
verminderte Zellmigrationsfahigkeit nach einer AR- A014418-Behandlung mit
20 uM nach 48 h [1].
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Abbildung 21: Zellmigration nach AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1].
Fotoaufnahmen des Spaltes zum Zeitpunkt null und nach einer 48 h

Behandlung mit 5 uM bzw. 20 uM AR-A014418 in QGP1-Zellen [1].
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Abbildung 22: Quantifizierung der Zellmigration nach AR-A014418-Gabe in
QGP1-Zellen [1]. In QGP1-Zellen zeigte sich eine statistisch signifikant
verminderte Zellmigrationsfahigkeit nach einer AR- A014418-Behandlung mit
20 uM nach 48 h [1].
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Abbildung 23: Zellmigration nach AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1].
Fotoaufnahmen des Spaltes zum Zeitpunkt null und nach einer 48 h
Behandlung mit 5 yM bzw. 20 yM AR-A014418 in H727-Zellen [1].
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(KD = DMSO-Kontrolle; AR = AR-A014418)

Abbildung 24: Quantifizierung der Zellmigration nach AR-A014418-Gabe in
H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich eine statistisch signifikante
verminderte Zellmigrationsfahigkeit nach einer AR-A014418-Behandlung mit
20 yM nach 48 h [1].

Nach 48 h AR-A014418-Behandlung und ab Konzentrationen von 15 pM war in
BON1-, QGP1- und H727-Zellen eine Abnahme von B-Catenin zu beobachten (s.
Abbildung 24 und Anhang Abbildung 31) [1]
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Abbildung 25 Western Blot von p-Catenin [1]. Der Western Blot zeigte eine

Abnahmes weARB-Catenin in allen drei untersuchten Zelllinien ab einer AR-
A014418RERAR R on von 15 MM [1]. Als Ladungskontrolle wird B-Actin

Kontrolle
gezeigt [1].
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4.4) Bestrahlung
Es konnte nur ein minimaler Effekt der GSK3-Hemmung durch AR-A014418 auf die

Radiosensibilitdt in den von uns untersuchten NET-Zelllinien gezeigt werden. Nach
einer Vorbehandlung mit 2 yM AR-A014418 und einer darauffolgenden y-
Bestrahlung mit 8 Gy zeigte sich in BON1- und QGP1-Zellen eine minimale,
statistisch signifikante Radiosensibilisierung (s. Abbildungen 25 und 26). Da eine
Bestrahlung mit 8 Gy auflerhalb des klinisch anwendbaren Bereiches liegt, kann
dieses Ergebnis als nicht relevant gewertet werden. In QGP1-Zellen zeigte sich
zusatzlich bei 1 und 6 Gy nach einer AR-A014418-Vorbehandlung mit 2 uyM eine
leichte signifikante Radiosensibilisierung (s. Abbildung 26). Da der Effekt bei 6 Gy
jedoch so gering ausfiel, kann auch er als klinisch nicht relevant betrachtet werden.
Nach einer Vorbehandlung mit 1 uM AR-A014418 zeigte sich nur in QGP1-Zellen
bei Bestrahlungsdosen von 2 Gy, 6 Gy und 8 Gy eine minimale signifikante
Radiosensibilisierung, in BON1-Zellen hingegen kein Effekt (s. Anhang Abbildungen
39 und 40). Hier gilt bei 8 Gy ebenso wie nach einer Vorbehandlung mit 2 yM AR-
A014418, dass die Bestrahlungsdosis aufierhalb des klinisch relevanten Bereiches
liegt. Auch fiel der Effekt bei 6 Gy so gering aus, dass er fraglich relevant ist. In
H727-Zellen zeigte sich kein signifikanter Effekt (s. Anhang Abbildungen 41 und 42).
Genaue Werte fir die Bestrahlung von BON1-, QGP1- und H727-Zellen nach AR-
A014418-Vorbehandlungen mit 1 yM oder 2 pyM mit Angabe der statistischen
Signifikanzen kénnen den Tabellen 12 — 14 im Anhang entnommen werden. Hohere
Bestrahlungsdosen konnten aufgrund sich vom Untergrund ablésender Zellen und

somit fehlender Zellkolonienbildung nicht durchgefihrt werden [1].
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Abbildung 26: Bestrahlung nach 2 uM AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen

[1].  In BON1-Zellen zeigte sich ein signifikanter, minimaler

radiosensibilisierender Effekt nach einer Vorbehandlung mit 2 uM AR-
A014418 und einer Strahlendosis von 8 Gy. Nach einer AR-A014418-

Vorbehandlung und einer nachfolgenden Bestrahlung mit 8 Gy fiel die

Zellkolonienbildung um 99,95 %, ohne Vorbehandlung fiel sie um 99,72 %.

Aufgrund der hohen Strahlendosis und des nur minimalen Unterschiedes im

Zelliberleben ist der Effekt als klinisch nicht relevant zu werten [1].
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Abbildung 27: Bestrahlung nach 2 uM AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen
[1]. In QGP1-Zellen zeigte sich ein signifikanter, leicht radiosensibilisierender
Effekt nach einer Vorbehandlung mit 2 pyM AR-A014418 und einer
Strahlendosis von 1, 6 und 8 Gy. Die Effekte bei 6 Gy und 8 Gy sind klinisch
nicht relevant. Nach einer AR-A014418-Vorbehandlung und einer
nachfolgenden Bestrahlung mit 1 Gy fiel die Zellkolonienbildung um 33,1 %,

ohne Vorbehandlung fiel sie nur um 10,68 % [1].
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4.5) Durchflusszytometrie (FACS)

In den Durchflusszytometrie (FACS)-Analysen konnte in allen vier untersuchten
Zelllinien eine statistisch signifikante Zunahme der Sub-G1-Population nach 48 h
gezeigt werden, was eine Zunahme toter Zellen bedeutet. Der Zelltod kann hierbei
durch Nekrose oder durch Apoptose bedingt sein. Am starksten war dieser Effekt in
BON1-, QGP1- und H727-Zellen bei 60 uyM AR-A014418 bzw. in GOT1-Zellen bei
20 uM ausgepragt [1].

Gleichzeitig kam es zu einer statistisch signifikanten Abnahme aller Zelllinien in der
G1-Phase, der Effekt war hierbei in der Starke antiproportional zu der Zunahme in
der Sub-G1-Phase [1].

In H727- und GOT1-Zellen kam es zudem zu einer statistisch signifikanten
Abnahme der Zellpopulationen in der S- und G2/M-Phase nach 48 h (s. Anhang
Tabellen 15 und 16). Der Effekt war in GOT1-Zellen am starksten bei einer 20 yM
AR-A014418-Vorbehandlung ausgepragt, in H727-Zellen war die Abnahme in der S-
Phase am starksten bei 40 uM und in der G2/M-Phase am starksten bei 60 yM zu
beobachten. Insgesamt waren die Effekte jedoch nur gering, alle Werte sind

Abbildungen 27 — 30 zu enthehmen [1].
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(AR = AR-A014418, CD = DMSO-Kontrolle)

Abbildung 28: FACS-Analyse BON1-Zellen nach AR-A014418-Gabe [1]. In BON1-
Zellen zeigte sich ab einer AR-A014418-Konzentration von 20 yM eine statistisch
signifikante Zunahme von Zellen in der SubG1-Phase, antiproportional hierzu fiel die

Fraktion in der G1-Phase [1].
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Abbildung 29: FACS-Analyse H727-Zellen nach AR-A014418-Gabe [1]. In
H727-Zellen zeigte sich ab einer AR-A014418-Konzentration von 20 pM eine
statistisch  signifikante Zunahme von Zellen in der SubG1-Phase,
antiproportional hierzu fiel die Fraktion in der G1-Phase. Zudem kam es zu
einer leichten Abnahme von Zellen in der S- und G2/M-Phase ab einer AR-
A014418-Behandlung mit 40 uM bzw. 60 uM [1].
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Abbildung 30: FACS-Analyse QGP1-Zellen nach AR-A014418-Gabe [1]. In
QGP1-Zellen zeigte sich ab einer AR-A014418-Konzentration von 40 uM
eine statistisch signifikante Zunahme von Zellen in der SubG1-Phase,

antiproportional hierzu fiel die Fraktion in der G1-Phase [1].
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Abbildung 31: FACS-Analyse GOT1-Zellen nach AR-A014418-Gabe [1]. In
GOT1-Zellen zeigte sich ab einer AR-A014418-Konzentration von 20 uM
eine statistisch signifikante Zunahme von Zellen in der SubG1-Phase,
antiproportional hierzu fiel die Fraktion in der G1-Phase. Zudem kam es zu
einer leichten Abnahme von Zellen in der S- und G2/M-Phase ab einer AR-
A014418-Behandlung mit 20 uM [1].

4.6) Caspase-Assay

In den durchgeflihrten Caspase-Assays konnte in QGP1-, H727- und GOT1-Zellen
nach 144 h und 20 uyM AR-A014418-Behandlung eine statistisch signifikante
Zunahme der Caspase 3- und 7-Aktivitdt beobachtet werden, was den Zelltod durch
Apoptose anzeigt (s. Abbildung 32). In H727- und GOT1-Zellen konnte zudem auch
nach 72 h eine statistisch signifikant Apoptose-Induktion beobachtet werden (s.
Abbildung 33) [1].

In BON1-Zellen hingegen fiel die Caspase 3- und 7-Aktivitat nach 72 h und einer
Konzentration von 10 yM AR-A014418 statistisch signifikant ab (s. Abbildung 33).
Es kam in BON1-Zellen gleichzeitig zu einer Erhéhung der light chain 3A (LC3A) II-
Expression als Hinweis auf Autophagie (s. Abbildung 31) [1].
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DMSO-Kontrolle

Kontrolle

Abbildung 32: Western Blot von LC3AIl in BON1-Zellen [1]. Ab einer
Konzentration von 15 pM AR-A014418 kam es zu einer Erhdhung von
LC3AIll in BON1-Zellen nach 48 h [1]. Als Ladungskontrolle wird B-Actin
gezeigt [1].

Interessanterweise konnte auch in QGP1-Zellen zunachst ein statistisch
signifikanter Ruckgang der Caspase 3- und 7-Aktivitdt nach 72 h und einer AR-
A014418-Behandlung mit 20 uM beobachtet werden (s. Abbildung 33). Die genauen
Werte der Caspasen nach einer AR-A014418-Behandlung mit Konzentrationen von
5 UM = 20 pyM nach 72 h und nach 144 h sind der Tabelle 15 und der Tabelle 16 im

Anhang fir alle vier untersuchten Zelllinien zu enthehmen [1].
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Abbildung 33: Caspase-Assay nach 144 h AR-A014418-Inkubation [1]. Es
zeigte sich in QGP1-, H727- und GOT1-Zelle nach 144 h und einer AR-
A014418-Behandlung mit 20 pM ein statistisch signifikanter Anstieg der
Caspasen 3 und 7, was den Zelltod durch Apoptose anzeigt. In H727-Zellen
konnte zudem auch bei einer AR-A014418-Konzentration von 10 yM eine

statistisch signifikante Zunahme der Caspasen 3 und 7 beobachtet werden

[1].
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Abbildung 34: Caspase-Assay nach 72 h AR-A014418-Inkubation [1]. Es
zeigte sich in H727- und GOT1-Zellen nach 72 h und einer AR-A014418-
Behandlung mit 5 pM und 20 pM bzw. 10 uM und 20 uM ein statistisch
signifikanter Anstieg der Caspasen 3 und 7, was den Zelltod durch Apoptose
anzeigt. In BON1- und QGP1-Zellen kam es hingegen zu einer statistisch
signifikanten Abnahme der Caspasen 3 und 7 nach einer Behandlung mit
AR-A014418 von 10 uM und 20 pM bzw. 20 uM [1].
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4.7) Zellzyklusproteine und Rezeptor-Tyrosinkinasen

P53, eines der wichtigsten proapoptotischen Proteine der Zelle, fiel in BON1- und
H727-Zellen nach 48 h und AR-A014418-Konzentrationen ab 10 pM ab

(s. Abbildung 34). In QGP1- und GOT1-Zellen kam es zu keiner Veranderung in der
p53-Expression (s. Abbildung 34).

BON1 QGP1 H727 GOT1
Actin ‘------‘ P-----‘ ‘-----—‘ — e — >
- e
pS3 | | 48h
p27KP! —— —— ————— ——————
p21¢¥! [ ~= - - “' . "'---‘ - ————
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10 uM AR 10 uM AR 10 uM AR 10 uM AR
5uM AR 5 uM AR 5uM AR 5uM AR
DMSO-Kontrolle DMSO-Kontrolle DMSO-Kontrolle DMSO-Kontrolle
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle

Abbildung 35: Western Blot von Proteinen der Apoptose. In BON1- und
H727-Zellen kam es zu einem Abfall von p53, in QGP1- und GOT1-Zellen

konnten keine relevanten Veranderungen beobachtet werden bei keiner der

getesteten AR-A014410-Konzentrationen nach 48 h.

In BON1- und H727-

Zellen kam es zu einem Abfall von p27¥*' in QGP1- und GOT1-Zellen kam

es zu keiner relevanten Veranderung. p21°** fiel in BON1- und QGP1-Zellen

ab, in H727- und GOT1-Zellen stieg es hingegen an. Als Ladungskontrolle

wird B-Actin gezeigt [1].

Die Western Blot-Analysen zeigten des Weiteren einen Abfall des antiapoptotisch

wirkenden Proteins Bcl-2 in H727-Zellen, in BON1-Zellen zeigte sich hingegen eine
Zunahme (s. Abbildung 35 und Anhang Abbildung 32). In QGP1- und GOT1-Zellen

konnten keine relevanten Veranderungen beobachtet werden (s. Abbildung 35 und

Anhang Abbildung 32) [1].
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Abp@,lml;g,g 36: Western Blot von Bcl2. In BON1-Zellen zeigte sich eine

Zurahme von Bcl-2, in H727-Zellen fiel es hingegen ab. In QGP1- und
GOAMS2&ieireigte sich keine Verdnderung bei keiner der getesteten

Kontroll
Konzogmr;tionen in den Western Blots nach 48 h. Als Ladungskontrolle wird

B-A?:‘S%iﬁwMMg’;eizeigt [1].

10 uM AR
Das proapofMdiische Protein p27<F' fiel in BON1-Zellen ab einer AR-A014418-
Konzentratﬁé"rfcx’/l'ﬁﬁ” M ab (s. Abbildung 34). Auch in H727-Zellen kam es bis AR-
ontrolie

A014418-K28%eAnRtrationen von 15 uM zu einem Abfall von p27<*', bei 20 uM konnte
ein unverargdantes Niveau beobachtet werden, in QGP1- und GOT1-Zellen konnten

keine relevéntérR/eranderungen beobachtet werden (s. Abbildung 34).
5uM AR

DMSO-Kontrolle )
Das proaQ(oPtoFische Protein p21°*" fiel in BON1- und QGP1-Zellen ab AR-
ohtrolle

A014418-Konzentrationen von 5 pM ab, in H727- und GOT1-Zellen stieg es

hingegen an, deutlich zu sehen ab einer Konzentration von 15 uM (s. Abbildung 34).

Das Zellzyklusprotein Cyclin D3 wurde in BON1- und QGP1-Zellen nach einer AR-
A014418-Behandlung ab 5 pM und in H727-Zellen ab einer AR-A014418-
Konzentration von 15 uM vermindert exprimiert, in GOT1-Zellen stieg es hingegen

nach 48 h und 20 yM AR-A014418 an (s. Abbildung 12 und Anhang Abbildung 33)
[1].

Cyclin D1 fiel ebenfalls nach 48 h in BON1-, QGP1- und H727-Zellen ab mit
starkster Auspragung bei 20 yM AR-A014418 (s. Abbildung 36). Es zeigte sich

jedoch nur eine geringe Expression in QGP1-Zellen, in GOT1-Zellen wurde bereits

eine fehlende Cyclin D1-Expression beschrieben [357] (s. Abbildung 36).
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20 M ARAbblldung 37: Western Blot von Cyclin D1. Es zeigte sich nach 48 h und
15 um ARGINEr

10 uM ARAR-A014418-Behandlung in BON1-Zellen ab 10 uM, in QGP1-Zellen ab 15

SEMAR M und in H727-Zellen ab 5 uM ein Abfall von Cyclin D1. Als
DMSO-Kontrolle

Kontrolle LAdungskontrolle wird B-Actin gezeigt [1].

Die Checkpoint-Kinase1 (Chk1) wurde in BON1-, QGP1- und H727-Zellen durch
eine AR-A014418-Behandlung aktiviert/phosphoryliert (pChk1) mit dem deutlichsten
Anstieg in H727-Zellen bei 20 yM AR-A014418, in GOT1-Zellen wurde sie nach 48
h hingegen ab 5 uyM AR-A014418 gehemmt (s. Abbildung 12 und Anhang

Abbildungen 34 — 37) [1].

Rezeptor-Tyrosinkinasen
Die Rezeptor-Tyrosinkinase EGFR wurde in allen vier untersuchten Zelllinien nach
48 h und ab 5 yM AR-A014418 gehemmt/dephosphoryliert, am starksten war der

Effekt bei einer Konzentration von 20 uM zu beobachten (s. Abbildung 12 und

Anhang Abbildung 38) [1].

IGF1R, ebenfalls eine Rezeptor-Tyrosinkinase, wurde in BON1- und QGP1-Zellen
nach 48 h ab AR-A014418-Konzentrationen von 5 uM dephosphoryliert/gehemmt, in
H727-Zellen kam es ab einer Konzentration von 10 yM zu einer Hemmung (s.
Abbildung 37). Am starksten war dieser Effekt in BON1-Zellen bei einer
Konzentration von 20 yM zu beobachten, in GOT1-Zellen konnte kein Effekt der AR-
A014418-Behandlung auf IGF1R festgestellt werden (s. Abbildung 37).
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ABpi8hg 38: Western Blot von IGF1R. Nach 48 h lieR sich ab einer AR-A014418-
B?an mit 5 yM in BON1-und QGP1-Zellen und ab einer 10 yM AR-A014418-
BohEimmgiin H727-Zellen eine Hemmung des IGF1R beobachten, in GOT1-Zellen
z@ﬂ@%ine GSK3-Hemmung keinen Effekt. Als Ladungskontrolle wird p-Actin

gezeigt [1].
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5) Diskussion

Antitumorale Effekte von AR-A014418 in Neuroendokrinen Tumorzelllinien

In dieser Forschungsarbeit wurden die Effekte des spezifischen GSK3a/B-Inhibitors
AR-A014418 in humanen NET-Zelllinien evaluiert, um neue Erkenntnisse Uber die
zelluldren Signalwege, die Bedeutung der GSK3 sowie sich hieraus ableitender
neuer therapeutischer Strategien zu gewinnen. Die GSK3 spielt eine nicht
eindeutige Rolle bei der Entstehung von Krebs, sie kann je nach zellularem Kontext
wachstumshemmend oder -férdernd auf verschiedene Tumorzellen wirken [1][110,
194].

In allen vier von uns untersuchten NET-Zelllinien zeigte sich eine statistisch
signifikante dosis- und zeitabhdngige Reduktion der Zellproliferation durch die
GSK3a/p-Hemmung mit eindeutig starkeren Effekten nach einer langeren
Inkubationszeit von 144 h. Die hohen Dosen kénnen hierbei mdglicherweise durch
die langere Inkubationszeit bei gleichbleibendem Effekt reduziert werden [1].

Eine GSK3a/p-Hemmung hat bereits in vitro [117, 118, 122] und in vivo [116, 124,
332] Antitumorpotenzial in NET und anderen Tumorentitaten gezeigt. Die von uns
in vitro ermittelten [Cso-Werte fir AR-A014418 scheinen hoch, andere
Arbeitsgruppen fanden jedoch gleiche Wirkbereiche von AR-A014418 (> 5 uM) fur
eine signifikante Reduktion des Zelliberlebens in vitro [117, 358, 359]. In all
unseren Experimenten zeigten sich in einem Konzentrationsbereich von 5 yM — 20
MM AR-A014418 signifikante Ergebnisse. Es werden aber scheinbar auch hohe
Dosen von GSK3-Inhibitoren vertragen, so wurde in der ersten Phase |-Studie mit
dem potenten GSK3a/B-Inhibitor LY2090314 Patienten bis zu 120 mg/d gegeben
[360]. Ab Dosen von 40 mg/d traten vermehrt Thoraxschmerzen und Stérungen des
Sehens auf [360]

Auch bei Lithium, einem seit Jahrzehnten zugelassenen Medikament zur Therapie
bipolarer Stérungen [361], werden sehr hohe Dosen (450 mg/d bis 1200 mg/d)
(NCT02198859) und Blutplasmakonzentrationen (0,6 mM — 1,2 mM) toleriert [362].
Trotz der Tolerabilitdt von Lithium in sehr hohen und LY2090314 in hohen Dosen
muss die klinische Relevanz von AR-A014418 im Hinblick auf die hohen bendtigten

Dosen noch evaluiert werden [1].

Die GSK3 besitzt zwei Isoformen o und B, hierbei sind die Funktionen der GSK3p
wesentlich besser untersucht. In unseren Zellen zeigte sich eine volle a-Hemmung
bereits nach 2 h und ab 5 pM AR-A014418, eine volle GSK3p-Hemmung hingegen
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erst nach 48 h und 10 yM in GOT1- und BON1-Zellen, in H727-Zellen ab 20 yM und
in QGP1-Zellen blieb die B-Hemmung nach 48 h sogar vollstandig aus [1].

Die Konzentrationen, bei denen die GSK3a und die GSK3B gehemmt waren,
entsprachen etwa unseren |Cs-Konzentrationen, wobei GOT1-Zellen am
sensibelsten auf die GSK3-Hemmung reagierten — gefolgt von BON1-Zellen. Die
vollstandige GSK3p-Hemmung schon bei niedrigeren Dosen in GOT1- und BON1-
Zellen im Vergleich zu den anderen von uns untersuchten Zelllinien kann eine
Teilerklarung fir ihre hohere Sensibilitat gegeniber AR-A014418 sein [1].

Die Hemmung der GSK3p wurde in den Westernblots nach 48 h untersucht, die
ICso-Konzentration fur die Zellproliferation wurde hingegen erst nach 144 h
bestimmt. Dies liegt darin begrindet, dass auf Proteinebene bereits friher die
Anpassungen der Zelle zu sehen sind, welche wiederum Veranderungen auf
Signalwegebene verursachen und sich folglich auf das Zelliberleben auswirken
kdnnen. Insbesondere an Wachstumsfaktorrezeptoren zeigen sich gewdhnlich
bereits nach kurzen Inkubationszeiten eindeutige Reaktionen [1].

Beide GSK3-Isoformen besitzen spezifische Rollen und Funktionen [194] und erst
durch die Hemmung beider konnte ein volles Zellansprechen erreicht werden. Die
Hemmung der Zellproliferation trotz Ausbleiben einer B-Hemmung in QGP1-Zellen
Iasst jedoch vermuten, dass die alleinige Inhibierung der GSK3a auch bereits einen
therapeutischen Effekt im Sinne eines Antitumorpotenzials entfalten kénnte, wenn
auch einen geringeren. In Neuroblastomzellen wurde ebenfalls durch eine alleinige
a-Hemmung mit Konzentrationen bis zu 20 uM AR-A014418 eine verringerte
Zellproliferation beobachtet [125]. Da die GSK3a-Hemmung bereits nach 2 h voll
ausgepragt war, sich eine GSK3p-Hemmung jedoch erst nach 48 h zeigte, kann
moglicherweise eine noch langere Inkubationszeit eine GSK3B-Hemmung bereits
bei niedrigeren Konzentrationen als 10 yM AR-A014418 bewirken [1].

Die genauen Rollen der GSK3a und der GSK3p sowie die genaue Wirkung von
GSKaB-Inhibitoren auf die einzelnen Isoformen in NET und anderen Tumorentitaten
bleiben ein interessantes Forschungsgebiet und sind bis dato nicht ausreichend

verstanden.

Glykogensynthase-Kinase 3 und NOTCH
NOTCH ist ein stark konservierter Signaltransduktionsweg [253], der je nach
Tumorentitat und zellularem Kontext tumorsuppressiv [363] oder onkogen wirken

[256, 364, 365] kann. In gastroenteropankreatischen [366] und bronchopulmonalen
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[367] NET wurde NOTCH1 als Tumorsuppressor vorgeschlagen [368], in rektalen
NET hingegen als Tumorpromotor [369].

In BON1- und H727-Zellen konnte gezeigt werden, dass eine NOTCH1-Verstarkung
mit einer verminderten Zellproliferation einhergeht [123, 366, 367, 370, 371].

Die GSK3 kann NOTCH1 stabilisieren [104, 117, 219, 289, 303].

Ob eine verminderte NOTCH-Aktivitat aufgrund der GSK3-Hemmung zu den hohen
Konzentrationsbereichen von AR-A014418 beigetragen hat und welche Rolle die
GSK3-Isoformen o und  genau haben, muss noch untersucht werden. Auch wie
sich eine mdgliche therapeutische GSK3-Hemmung auf den NOTCH-Signalweg in
NET auswirkt und welche Limitierungen oder Vorteile sich hieraus eventuell
ergeben, ist bisher nicht ausreichend verstanden und wurde in der hier vorgelegten

Arbeit nicht untersucht.

Kombinationsgabe von AR-A014418 plus Everolimus

Es besteht ein Crosstalk zwischen GSK3- und mTOR-Signalwegen in der
Tumorzelle, wie aktuell in einer Ubersichtsarbeit von Evangelisti et al. dargestellt
[372].

Vor diesem Hintergrund erfolgte die Kombinationsgabe von AR-A014418 plus
Everolimus.

In den NET-Tumorzelllinien war eine Hemmung der mTORC1-Effektorproteine S6,
p70S6K und 4EBP1 in BON1-, QGP1- und H727-Zellen ab Konzentrationen von >
10 yM AR-A014418 zu beobachten, weshalb wir den mTORC1-Inhibitor Everolimus
mit

AR-A014418 kombinierten um eine frilhere Hemmung der genannten Targets zu
bewirken. In GOT1-Zellen war eine deutliche Hemmung der mTORC1-
Effektorproteine bereits ab 5 yM AR-A014418 zu beobachten, was zu der héheren
Sensibilitdt von GOT1-Zellen beitragen kénnte [1].

Everolimus verhindert Uber die mTORC1-Hemmung eine Aktivierung von 4EBP1
und p70S6K [353, 373] und ist bereits zur Therapie von pankreatischen [58] sowie
gastrointestinalen und bronchopulmonalen NET [56] zugelassen. In all unseren
Experimenten wurde Everolimus in therapeutisch relevanten Dosen verwendet
[11[374-376].

Bei alleiniger AR-A014418-Gabe zeigte sich in den untersuchten NET-
Tumorzelllinien eine wesentlich schwacher ausgepragte Zellproliferationshemmung

im Vergleich zu der Einzelgabe von Everolimus, der hemmende Effekt von AR-
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A014418 auf mMTORC1 und dessen Effektorproteine scheint also nicht stark genug
zu sein, um die gleiche Wirkung wie Everolimus zu erzielen [1].

Die Kombination der beiden Substanzen Everolimus und AR-A014418 zeigte in den
untersuchten NET-Tumorzelllinien nur einen additiven Effekt bei niedrigen
Konzentrationen und sogar einen antagonistischen Effekt bei hoheren
Konzentrationen in allen drei untersuchten Zelllinien. Eine 4EBP1- und S6-
Hemmung nach AR-A014418-Gabe sowie ein antagonistischer Effekt bei
gleichzeitiger = mTORC1- und GSK3-Hemmung wurde ebenfalls in
Nierenzellkarzinomzellen beobachtet [359]. Die antagonistische Wirkung wurde
durch eine kompetitive Hemmung von p70S6K und 4EBP1 erklart, da sie
gemeinsame Zielsubstrate der GSK3 und von mTORC1 sind [359]. Ein weiterer
Grund fur einen fehlenden additiven Effekt der AR-A014418/Everolimus-
Kombination konnte eine ebenso starke GSK3-Hemung nach alleiniger AR-
A014418-Gabe wie nach AR-A014418/Everolimus-Kombinationstherapie sein
[11[377].

Zudem entfallt durch die p70S6K-Hemmung aufgrund der GSK3- und mTORC1-
Hemmung ein wichtiger negativer Feedback-Mechanismus der Zelle auf den
PI3K/Akt/mTOR1-Weg [170, 194] (s. ,PI3K/Akt/mTORC1-Signalweg“) und es kommt
unter Everolimus- [147, 353, 378] und AR-A014418-Gabe zu einer verstarkten Akt-
Aktivierung. Die Aktivierung des gleichen Escape-Mechanismus kann eine weitere
Erklarung sein, wie die Zelle einen kombinierten hemmenden Effekt kompensieren
kann [1].

Eine verstarkte Akt-Aktivierung durch die GSK3-Hemmung konnte tatsachlich bei
suboptimalen Dosen und kurzer Inkubationszeit bei AR-A014418-Einzelgabe in
allen vier Zelllinien beobachtet werden; in BON1-, QGP1- und GOT1-Zellen kam es
zusatzlich zu einer ERK-Aktivierung. Dieser Mechanismus kann die Erklarung fur
die vorUubergehende Zunahme der Zellproliferation in QGP1-Zellen bei geringen

AR-A014418-Konzentrationen sein [1].

Eine kompensatorische Aktivierung des Akt- und des Raf1/MEK/ERK-Signalweges
als Antwort auf eine mTORC1- oder GSK3-Hemmung wurde bereits in Zelllinien

anderer NET [378, 379] und Tumorentitaten [176, 358, 380] beschrieben.

Kombinationsgabe von AR-A014418 plus Lovastatin

Aus der kompensatorischen Akt- und ERK-Aktivierung der Zelle als Antwort auf die
GSK3-Hemmung ergab sich die Rationale, dies durch kombinierte Gabe von
AR-A014418 und Lovastatin zu verhindern. Lovastatin ist ein HMG-CoA-Reduktase-
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Inhibitor, der Akt und Erk hemmt und bereits in verschiedenen NET-Zelllinien in vitro
und in vivo Antitumorpotenzial gezeigt hat [1][336-338, 381].

Serumspiegel von Lovastatin  werden bis zu 12,3 pM ohne toxische
Nebenwirkungen vom Menschen vertragen, die Gabe von 10 uM Lovastatin in
unseren Experimenten ist somit potenziell eine therapeutisch relevante Dosis [382].

In unseren Versuchen zeigte sich nach Kombinationsgabe von Lovastatin und

AR-A014418 in BON1- und QGP1-Zellen ein synergistischer und in H727-Zellen ein
additiver Effekt. Die durch alleinige AR-A014418-Gabe induzierte Akt- und ERK-
Aktivierung konnte effektiv verhindert werden, was in den Western Blots bestatigt
werden konnte. Der fehlende Synergismus in H727-Zellen kann durch die spatere
kompensatorische Akt-Aktivierung (AR-A014418 > 20 uM) sowie die fehlende
Aktivierung von ERK erklart werden. Die H727-Zellen reagierten hierdurch
moglicherweise weniger vulnerabel auf die zusatzliche Akt- und ERK-Inhibierung als
BON1- und QGP1-Zellen. Der beobachtete synergistische Effekt war in QGP1-
Zellen jedoch nur gering ausgepragt und eine klinische Relevanz ist somit fraglich
[1].

Die Kombination AR-A014418 und Lovastatin scheint aber ein interessanter

Angriffspunkt fur weitere Untersuchungen auch in vivo zu sein [1].

Kombinationsgabe von AR-A014418 plus 5-FU

Um mdgliche chemosensibilisierende Eigenschaften von AR-A014418 in NET zu
untersuchen, kombinierten wir es mit 5-FU [1].

5-Fluoropyromidin-Deivate wie 5-FU oder Capecitabin sind
Standardchemotherapeutika und werden in Kombination mit Streptozotocin oder
Temozolomid zur Behandlung von metastasierten pankreatischen oder
bronchopulmonalen NET eingesetzt [356].

Die Kombination AR-A014418 plus 5-FU =zeigte in QGP1-Zellen einen
synergistischen und in BON1- und H727-Zellen einen additiven Effekt. In
Pankreasadenokarzinomen bzw. Nierenzellkarzinomen konnte fir die Kombination
von AR-A014418 mit den Chemotherapeutika Gemicitabin bzw. Docetaxel ebenfalls
ein synergistischer Effekt in vifro und in vivo gezeigt werden [1][115, 383]. AR-
A014418 besitzt somit vielversprechende chemosensibilisierende Eigenschaften,
die sich in Kombinationstherapien zunutze gemacht werden kdnnten. Interessant ist
dies moglicherweise auch im Hinblick auf die Therapie von gut differenzierten
ilealen NET, welche als relativ chemoresistent gelten [1][384].

Interessanterweise konnten wir in GOT1- und QGP1-Zellen eine GSKS3-

Uberexpression zeigen, die in vorangegangenen Studien mit einer erworbenen
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Chemoresistenz in Verbindung gebracht wurde [383, 385]. Somit kann dies eine
Erklarung fur den in QGP1-Zellen beobachteten Synergismus sein [1].

Die Untersuchung von AR-A014418 in Kombination mit 5-FU — insbesondere in
GOT1-Zellen in Hinblick auf die Chemoresistenz von gut differenzierten ilealen NET
— ist moglicherweise ein vielversprechendes Ziel. Die Ubertragbarkeit der
Beobachtungen in vitro auf das Tumorgewebe von Patienten muss jedoch

selbstverstandlich noch kritisch gepruft werden [1].

Zellmigration

Die GSK3 spielt eine komplexe, kontextabhangige Rolle in der Regulierung von
Migration, Adhasion und Proliferation einer Zelle [95, 101, 233, 386]. Eine lokale
GSK3-Hemmung in der Zelle soll migrationsverstarkend, eine total-zellulare GSK3-
Hemmung hingegen migrationshemmend wirken [387]. In allen drei von uns
untersuchten Zelllinien konnte eine verminderte Zellmigration durch die GSKS3-
Hemmung festgestellt werden, wie dies auch bereits in Pankreaskarzinom- [115],
Glioblastom- [388] und Osophaguskarzinomzellen [389] beschrieben wurde [1].
Uber den kanonischen Wnt-Weg flihrt eine GSK3-Aktivierung zu einer
proteasomalen Degradation von p-Catenin durch Ubiquitinierung [194, 229, 390].
Zudem wird B-Catenin durch die GSK3 uber den NOTCH-Signalweg negativ
reguliert [289, 290, 391]. Somit ware mit einer Erhéhung von B-Catenin als Folge
der GSK3-Hemmung wie bspw. in Hepatozyten [219] beobachtet, zu erwarten. Die
GSK3 kann aber auch zur Stabilisierung von p-Catenin beitragen [194]. Letzterer
Effekt scheint in den von uns untersuchten Zelllinien BON1, QGP1 und H727 zu
Uberwiegen, denn es kam zu einer Reduktion von B-Catenin nach AR-A014418-
Behandlung wie bereits in Neuroblastomzellen beobachtet [125].

Dies kann eine Erklarung fur die verminderte Zellmigration unserer Zellen durch die
GSK3-Hemmung sein, denn eine [B-Catenin-Akkumulation kann die
Migrationsfahigkeit einer Zelle Uber die Wirkung auf migrationsférdernde Faktoren
verstarken [392, 393].

Aktiviertes pB-Catenin kann die Bildung von Metastasen fordern [394, 395], sodass
eine verminderte (-Catenin-Expression moglicherweise auf ein verringertes

Metastasierungspotenzial unserer Zellen durch die GSK3-Hemmung hinweist [1].

Ein weiterer Mechanismus, Uber den die verminderte Zellmigration der untersuchten
NET-Tumorzelllinien moglicherweise erklart werden kann, ist der Abfall von p27X®’
durch die GSK3-Hemmung in BON1- und H727-Zellen. p27¥*' ist ein
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Zellzyklusregulatorprotein der Zelle, das aber auch zellzyklusunabhangige
Funktionen besitzt. So hat es zellmigrationsférdernde Eigenschaften, weshalb ein
Abfall von p27%"" hemmend auf die Zellmigration wirken kann, wie bereits in
Brustkrebszellen gezeigt wurde [396, 397]. Auf der anderen Seite ist ein p27"F'-
Verlust der Zelle in gastroenteropatischen NET mit einer schlechten Prognose
verbunden [398], weshalb die genauen Auswirkungen des p27<F'-Abfalls unter der
GSK3-Hemmung noch kritisch evaluiert werden missen.

In QGP1-Zellen ist der Effekt der Migrationshemmung durch AR-A014418-

Behandlung nur gering ausgepragt, weshalb eine klinische Relevanz fraglich ist.

Bestrahlung

Es wurde bereits eine protektive Wirkung der GSK3-Hemmung auf neuronales
Gewebe gegentiber y-Strahlung beschrieben [399-401], auch kann eine Aktivierung
von Akt zu einer Radioresistenz der Zellen filhren [340]. Auf der anderen Seite
konnte in Pankreaskrebszellen [115] eine Radiosensibilisierung durch eine GSK3-
Hemmung gezeigt werden, weshalb wir in BON1-, QGP1- und H727-Zellen den
Effekt von y-Strahlung auf das Zellwachstum nach einer AR-A014418-Behandlung
untersuchten. GOT1-Zellen konnten aufgrund ihrer langsamen
Wachstumsgeschwindigkeit nicht untersucht werden [1].

In den untersuchten NET-Tumorzelllinien kam es zu keiner Radioresistenzbildung
durch die GSK3-Hemmung [1] oder der ihr folgenden reaktiven Akt-Aktivierung, im
Gegenteil wirkte sich die AR-A014418-Vorbehandlung sogar tendenziell gering
radiosensibilisierend vor allem auf QGP1-Zellen aus [1]. In H727-Zellen zeigte sich
kein statistisch signifikanter Effekt [1].

In der Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1 wurden widersprichliche Ergebnisse durch
eine GSK3-Hemmung auf die Strahlensensibilitdt berichtet, Kitano et al.
beobachteten einen radiosensibilisierenden Effekt [115], wohingegen Watson et al.
einen radioprotektiven Effekt feststellten [402]. Dies zeigt, wie ungewiss die genaue
Rolle der GSK3 in Bezug auf das Zelluberleben bei Bestrahlung ist.

Unsere Ergebnisse lassen aber zumindest vermuten, dass eine GSK3-Hemmung

den Therapieerfolg einer Radiotherapie bei NET nicht einschrankt [1].

Zellzykluskomponenten
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MTORC1 und p70S6K sind wichtige Regulatorproteine des proproliferativen
PI3K/AKt/mTORC1-Weges, deren Regulierung in der Einleitung bereits genauer
erlautert wurde. Eine GSK3-Hemmung fuhrte, wie in den Ergebnissen
.Kombinationsbehandlung AR-A014418 plus Everolimus® beschrieben, zu einer
MTORC1-/p70S6K-Hemmung. Als Konsequenz dieser Hemmung kann es
wiederum zu einer verminderten Expression der Zellzykluskomponenten Cyclin D1
und Cyclin D3 kommen [403]. Die Mechanismen sind hierbei komplex und kénnen
u.a. Uber die verminderte Transkription von NF-xB vermittelt werden [220, 297].
Aber auch die GSK3-Hemmung kann direkt zu einer verminderten Aktivierung von
zellwachstumsfordernden Signalwegen wie NOTCH fuhren [273, 289]. Eine
verringerte Cyclin D1- und D3-Expression zeigte sich bei uns in BON1-, QGP1- und
H727-Zellen in Folge der GSK3-Hemmung. In Pankreaskarzinomzellen [115] und
Neuroblastomzellen [125] wurde ebenfalls eine verringerte Cyclin D1-Expression
durch eine GSK3-Hemmung beobachtet. Zudem kdénnte die in unseren Zellen
beobachtete verringerte B-Catenin-Expression in Folge der GSK3-Hemmung
zusatzlich zu dem Abfall von Cyclin D1 beitragen, denn auch B-Catenin aktiviert die
Transkription von Cyclin D1, wie in der Einleitung unter ,Wnt-Signalweg“ bereits
beschrieben [1][194, 250, 251].

Die Abnahme von Cyclin D1 durch die GSK3-Hemmung ist wahrscheinlich Teil der
antiproliferativen Wirkung von AR-A014418, denn in der Mehrzahl von
pankreatischen NET wurde eine verstarkte Expression von Cyclin D1 beobachtet
[404, 405].

In der sensibelsten Zelllinie GOT1 konnte im Gegensatz zu den drei anderen
untersuchten Zelllinien ein Anstieg von Cyclin D3 bei 20 yM AR-A014418 als
Antwort auf die GSK3-Hemmung beobachtet werden. Cyclin D1 ist in GOT1-Zellen,
wie bereits kirzlich beschrieben, kaum exprimiert [354]. Cyclin D1 und Cyclin D3
werden auch durch die GSK3 direkt reguliert, so versursacht die aktive GSK3p eine
Degradation der beiden Zellzykluskomponenten [196, 305, 406]. Somit ist der
Anstieg von Cyclin D3 in GOT1-Zellen nach AR-A014418-Behandlung
wahrscheinlich direkte Folge der fehlenden Hemmung durch die GSK3p [1].

Ein weiteres Zellzyklusprotein, Chk1, wurde in BON1-, QGP1- und H727-Zellen
durch die AR-A014418-Behandlung aktiviert. Die Aktivierung von Chk1 verhindert
das Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus, gibt der Zelle Gelegenheit ihre DNA-

Integritat wiederherzustellen und verhindert somit die unmittelbare Apoptose [407,

408]. Die Rolle von Chk1 als Tumorpromotor wird vermutet [409] und die
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therapeutische Nutzung einer Chk1-Hemmung in der Antikrebstherapie wurde
bereits vorgeschlagen [410]. Die fehlende Chk1-Aktivierung durch die GSK3-
Hemmung in GOT1-Zellen kann somit zur héheren Sensibilitdt dieser gegeniber
AR-A014418 beitragen.

Die Chk1-Aktivierung in BON1-, QGP1 und H727-Zellen ist hierbei vermutlich keine
direkte Konsequenz der GSK3-Hemmung, sondern viel eher eine indirekte Antwort

der gestressten und sterbenden Zelle auf die AR-A014418-Behandlung [1].

Interessanterweise konnte nur in H727- und GOT1-Zellen ein Anstieg von p21¢r’
unter AR-A014418-Gabe beobachtet werden, was wahrscheinlich direkte
Konsequenz der GSK3-Hemmung ist [202]. Dies kann ein weiterer Grund fir die
hohere Sensibilitdt von GOT1-Zellen gegeniber AR-A014418 sein. Der genaue
Mechanismus hinter der p21°*'-Erniedrigung in BON1- und QGP1-Zellen unter
GSK3-Hemmung muss noch geklart werden.

Die p21“? hemmt CDKs und kontrolliert so das Zellwachstum, eine p21°P-Erhéhung
flhrt hierbei zu einem Stillstand im Zellzyklus [411].

Zellzyklus

Unsere Durchflusszytometrie (FACS)-Analysen zeigten eine starke Erhéhung in der
SubG1-Phase in allen vier untersuchten Zelllinien, was den Tod der Zelle anzeigt.
Mogliche Zelltodmechanismen nach einer AR-A014418-Behandlung werden im
nachsten Abschnitt genauer diskutiert. Die GSK3-Hemmung zeigte insgesamt trotz
Veranderungen in der Expression von Cyclin D1, Cyclin D3 und Chk1 keinen
relevanten Effekt auf den Zellzyklus in den von uns untersuchten Zelllinien. Die
Veranderungen in H727- und GOT1-Zellen in der S- und G2/M-Phase waren nur
gering ausgepragt und in hohen Konzentrationsbereichen von AR-A014418 zu
beobachten, so dass deren Bedeutung vermutlich nur gering ist. In anderen
Tumorzellentitdten wie Zervixkarzinom- [358] oder Neuroblastomzellen [331] konnte

hingegen ein G2/M-Zyklusarrest nach GSK3-Hemmung beobachtet werden [1].

Zelltod

Yoshino et al. untersuchten mdgliche Zelltodmechanismen durch die AR-A014418-
Behandlung genauer und schlugen zwei Wege des Zelltodes vor: die Apoptose und
die ,mitotic catastrophe* [358].

In H727- und GOT1-Zellen wurde eine Apoptoseinduktion durch die AR-A014418-
Behandlung beobachtet, was sich in dem Anstieg der Caspase 3- und 7-Aktivitat

zeigte. [1]
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Eine verstarkte Apoptose durch eine GSK3-Hemmung konnte ebenfalls in
Neuroblastomzellen [125], nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen [412],
Kolonkarzinomzellen [119] und Osteosarkomzellen [413] gezeigt werden.

In BON1-Zellen wirkte sich die GSK3-Hemmung hingegen statistisch signifikant
antiapoptotisch nach 72 h aus, was sich in einem Abfall der Caspase 3- und 7-
Aktivitat zeigte. Auch in Kolonadenokarzinomzellen wurde ein antiapoptotischer
Effekt der GSK3-Hemmung beobachtet, so verringerte eine AR-A014418-
Behandlung den proapoptotischen Effekt von Proadifen [1][414].

Wir untersuchten zusatzlich LC3AIl in BON1-Zellen und fanden eine Erhdhung
dieses Markers, was auf Autophagie hinweist. Somit kdnnen in BON1-Zellen die
Autophagie oder die Nekrose durch die ,mitotic catastrophe® mdgliche
Zelltodmechanismen sein [1].

QGP1-Zellen nahmen in unseren Untersuchungen eine Zwischenposition ein. Die
GSK3-Hemmung wirkte pro- oder antiapoptotisch abhangig von der AR-A014418-
Inkubationsdauer. So kam es nach 72 h zu einem statistisch signifikanten Abfall der
Caspase 3- und 7-Aktivitat, nach 144 h jedoch zu einem Anstieg und somit zur
Apoptose. Es konnte gezeigt werden, dass nur die Hemmung der GSK3p durch
Phosphorylierung an Serin 9 proapoptotisch wirkt [103, 415, 416]. Bei der von uns
mit dem Western Blot untersuchten Inkubationsdauer von 48 h zeigte sich nur eine
a-Hemmung in QGP1-Zellen, mdglicherweise kam es nach langerer Inkubationszeit
von AR-A014418 auch zu einer GSKB-Hemmung mit darauffolgenden Apoptose.
Zusammenfassend gehen also H727- und GOT1-Zellen in Apoptose durch die
GSK3-Hemmung, BON1-Zellen gehen wahrscheinlich in Nekrose durch eine ,mitotic
catastrophe” oder aber in Autophagie. QGP1-Zellen gehen entweder in Apoptose

oder in Nekrose, abhangig von der AR-A014418-Inkubationsdauer [1].

Apoptose

Die GSK3 wirkt je nach zellularem Kontext pro- oder antiapoptotisch [100, 102],
einen Uberblick wie die GSK3 Einfluss auf die Apoptose einer Zelle nehmen kann,
wurde in dem Unterpunkt ,Apoptose“ in der Einleitung gegeben, die genauen
Mechanismen sind hierbei noch nicht ausreichend untersucht.

Yoshino et al. vermuten, dass die Art des Zelltodes von dem p53-Mutationsstatus

der Zelle abhangt [358].
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In H727-Zellen kam es trotz Abfall von p53 zu einer Apoptose in Folge der GSK3-
Hemmung. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass es in H727-Zellen zu einer p53-
unabhangigen Apoptose kam.

Auch Miyake beobachteten in NET-Zellen eine p53-unabhangige Apoptose durch
eine mMTOR-Hemmung [417].

In H727-Zellen konnte zudem ein Abfall des p53-Inhibitors und antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 beobachtet werden. Eine verstarkte Apoptose nach Bcl-2-Abfall durch
eine GSK3-Hemmung wurde ebenfalls in Osteosarkom- [413] und Glioblastomzellen
[351] beobachtet. Jiang und Milner konnten in Rektumkarzinomzellen nachweisen,
dass das alleinige Fehlen von Bcl-2 ausreichte, um eine Apoptose in den Zellen
auszuldésen unabhangig von der p53-Expression [418]. In Pankreaskarzinom- [218],
Nierenzellkarzinom- [383] und chronisch lymphatischen Leukd&mie-B-Zellen [333]
konnte ebenfalls ein Abfall von Bcl-2 mit folgender Apoptose gezeigt werden, wobei
hier der vermutete Mechanismus die verminderte Transkriptionsaktivitat von NF-«xB
durch die GSK3-Hemmung und folgender verminderter Expression von dessen
Zielgen Bcl-2 war [1].

Somit ist ein mdglicher Mechanismus der p53-unabhangigen Apoptoseinduktion in
H727-Zellen der Abfall von Bcl-2, mdglicherweise Gber die Hemmung von NF-«B

vermittelt [1].

In BON1-Zellen kam es zu einem Abfall von p53 nach AR-A014418-Behandlung,
hier jedoch zusammen mit einer Erhéhung von Bcl-2, was in Einklang mit der
Beobachtung der verminderten Apoptose in BON1-Zellen steht [1].

In QGP1-Zellen ebenso wie in GOT1-Zellen kam es weder zu einer Veranderung
des p53-Niveaus noch zu einer Veranderung von Bcl-2, weshalb die genauen
Mechanismen des Zelltodes nach AR-A014418-Behandlung fur diese zwei Zelllinien

unklar bleiben [1].

Einschrénkung der Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse

Es ist an dieser Stelle wichtig zu erwadhnen, dass die Regulierung zwischen der
GSK3 und p53 am besten in gesunden Zellen mit Wildtyp-p53 verstanden sind.
Insofern kdnnen die Interaktionen zwischen der GSK3 und p53 in Zellen mit
mutierter p53 abweichen. In unseren Zellen liegt lediglich in GOT1-Zellen Wildtyp-
p53 vor [355], in BON1- [419], QGP1- [419] und H727- [420] Zellen ist p53 hingegen
meist mutiert [421]. Somit sind die Ergebnisse, die wir aus BON1-, QGP1- und

H727-Zellen bezlglich dem Verhalten von p53 unter GSK3-Hemmung erhalten, nur
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eingeschrankt auf tatsachliche NET (bertragbar. Untersuchungen von NET-
Tumorproben aus Patienten ergaben, dass weder in gut differenzierten
bronchopulmonalen Karzinoiden [422-425] noch in pankreatischen NET [426] oder
gastrointestinalen NET [398, 427] p53 mutiert ist. Somit sind die Ergebnisse, die wir
aus BON1-, QGP1- und H727-Zellen bezuglich dem Verhalten von p53 unter GSK3-
Hemmung erhalten, nur eingeschrankt auf tatsachliche NET Ubertragbar.

Nicht nur in Hinblick auf die p53 muss beachtet werden, dass die von uns
untersuchten Zelllinien BON1, QGP1 und H727 Unterschiede in Mutationsrate und
-muster [419] zu den gut differenzierten NET in Patienten zeigen [421]. Somit
werden die Erkenntnisse, die aus Experimenten mit diesen Zelllinien stammen, nicht
uneingeschrankt auf gut differenzierte NET Ubertragbar sein, kbnnen aber trotzdem
eine erste wertvolle Idee geben und sind der erste unumgangliche Schritt vor

weiterflhrenden in vivo Experimenten und klinischen Studien.

Epidermal Growth Factor-Rezeptor

In allen vier von uns untersuchten Zelllinien wurde durch die Behandlung mit
AR-A014418 der EGFR gehemmt, wobei die GSK3-Hemmung am ehesten keinen
direkten Effekt auf den EGFR hat. Eine GSK3-Hemmung kann Uber die Hemmung
von NF-xB zu einer EGFR-Hemmung filhren [428], denn die GSK3 aktiviert NF-xB
[196, 218, 333] und NF-kB kann wiederum zu einer Aktivierung von EGFR fiihren
[428].

Eine EGFR-Uberexpression filhrt in NET zu einer Aktivierung proproliferativer und
mitotischer Signalwegskaskaden [191, 429], eine EGFR-Hemmung durch Gefitinib
in Patienten mit Mitteldarm-NET zeigte gleichwohl eine — wenn auch nur geringe —
Antitumoraktivitat [430]. Nichtsdestoweniger bleibt EGFR ein rationaler Angriffspunkt
und die EGFR-Hemmung kann zu dem Antitumorpotenzial von AR-A014418
beitragen und ist sicherlich ein interessanter neuer Aspekt der Wirkweise dieser

Substanz [1].

Insulin-like Growth Factor 1-Rezeptor

Eine weitere Rezeptor-Tyrosinkinase, die eine wichtige Rolle bei der Proliferation
der Zelle spielt und Forschungsziel in der Krebstherapie ist, ist IGF1R [431].
IGF1R-Signaling fuhrt ebenso wie EGFR-Signaling zu einer Aktivierung
proproliferativer Signalwege wie PI3K/Akt/mTORC1 [191] und reguliert Uber diesen
Weg auch die GSK3 [95]. Epidemiologische Studien zeigten eine Assoziation
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zwischen erhohten IGF1-Serumspiegeln und dem Risiko ein Malignom in Brust,
Prostata oder Kolon zu entwickeln [431-433].

In NET ist eine verstarkte/abnormale Expression von IGF1R beschrieben [429],
wobei diese von der NET-Entitat abhangig zu sein scheint [434].

Durch die Behandlung unserer Zelllinien mit AR-A014418 zeigte sich eine
Hemmung von IGF1R, die besonders deutlich in BON1-Zellen ausgepragt war. Dies
kann auf die GSK3-Hemmung zurlickzuflihren sein, denn die GSK3 kann forkhead
box O (FOXO)-vermittelt IGF1R aktivieren [435]. Die IGF1R-Hemmung durch eine
Behandlung mit AR-A014418 kann somit Teil der antiproliferativen Wirkung der
Substanz sein.

Es scheint zwar eine Diskrepanz zwischen vielversprechenden praklinischen
Studien und enttduschenden ersten klinischen Phase |- [436] und Il-Studien mit
IGF1R-Inhibitoren zu geben [437], die IGF1R-Hemmung bleibt aber dennoch
weiterhin interessantes Forschungsziel in der NET-Therapie. Mdglicherweise lielRe
sich hier die Wirksamkeit durch die Kombination verschiedener molekular gezielter
Medikamente verbessern, wie bereits in NET- und Phaochromozytomzellen gezeigt
wurde [336, 338].

6) Zusammenfassung

Der spezifische GSK3a/B-Inhibitor AR-A014418 hemmte zeit- und dosisabhangig
die Zellproliferation in den humanen neuroendokrinen Tumorzelllinien BON1, QGP1,
H727 und GOT1 durch Hemmung des mTORC1/p70S6K-Signalweges sowie
Hemmung des EGFR und IGF1R. Die wirksamen Dosen (5 uyM und hoher) in
unseren Zelllinienmodellen sind in Hinblick auf andere therapeutisch bereits
angewandte = GSK3-Inhibitoren = moglicherweise  klinisch  relevant.  Eine
kompensatorische Akt- und ERK-Aktivierung durch AR-A014418 konnte durch die
Kombinationsgabe mit Lovastatin verhindert werden und zeigte in BON1- und
QGP1-Zellen einen synergistischen Effekt. Zudem zeigte AR-A014418 signifikante
chemosensibilisierende Eigenschaften in Kombination mit 5-FU in QGP1-Zellen. Es
konnte zudem ein migrationshemmender Effekt durch eine GSK3-Hemmung in den
drei untersuchten Zelllinien BON1, QGP1 und H727 festgestellt werden [1].

Die GSK3-Hemmung hatte in NET-Zellen keinen relevanten Einfluss auf den
Zellzyklus. In H727- und GOT1-Zellen zeigte die Behandlung mit AR-A014418
proapoptotische, in BON1-Zellen hingegen antiapoptotische Effekte.
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Weiterfuhrende in vivo Experimente und klinische Phase [I/lI-Studien mit
spezifischen GSK3a/B-Inhibitoren in der Therapie von NET scheinen somit

berechtigt und winschenswert [1].
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V) Anhang

Tabellen
Zellen pro Well Zellsuspension Benoétigtes
Volumen
pro Well
200 10.000 Zellen/ml 20 pl
300 10.000 Zellen/ml 30 ul
400 10.000 Zellen/ml 40 pl
600 10.000 Zellen/ml 60 pl
800 10.000 Zellen/ml 80 pl
1.000 10.000 Zellen/ml 100 pl
1.500 10.000 Zellen/ml 150 pl
2.000 10.000 Zellen/ml 200 yl
4.000 100.000 Zellen/ml 40 pl
6.000 100.000 Zellen/ml 60 pl
8.000 100.000 Zellen/ml 80 pl
10.000 100.000 Zellen/ml 100 yl
12.000 100.000 Zellen/ml 120 pl
20.000 100.000 Zellen/ml 200 pl
40.000 1.000.000 Zellen/ml 40 pl
50.000 1.000.000 Zellen/ml 50 pl
60.000 1.000.000 Zellen/ml 60 pl
100.000 1.000.000 Zellen/ml 100 pl
200.000 1.000.000 Zellen/ml 200 pl
400.000 1.000.000 Zellen/ml 400 yl

Anhang Tabelle 1: Zellsuspensionen Bestrahlung. Angaben zur Herstellung der
Zellsuspensionen sowie die bendtigten Volumenangaben pro Well fur die jeweilig

gewunschte Zellzahl bei der Bestrahlung.
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72h KD AR AR AR AR AR AR AR AR100 |IC
5uM 10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 75 uM pM (M
BON1 100% 95%** 91%*** 75%*** 64%*** 58%*** 48%*** 48%*** 46%*** 48
QGP1 | 100% 109%*** | 108%*** 103%* | 85%*** | 71%** | 67%™* | 59%** | 53%*** | >
10
H727 100% 96%* 93%** 90%*** 84%*** 86%** 84%** 84%*** 84%*** >
10
GOT1 100% 99% 88%*** 56%*** 14%*** 8%*** 7%*** 10%*** 6%*** 17
(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)
Anhang Tabelle 2: Zelliiberleben nach 72 h AR-A014418-Inkubation [1].
Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der Uberlebenden Zellen mit
Signifikanzangaben aller vier untersuchten Zelllinien nach 72 h AR-A014418-
Einzelbehandlung [1].
BON | KD E AR |[AR |[AR |[AR |[AR |[AR |[AR |[AR |[AR | AR
( |1 10 (062 [1,25 |25 10 20 |062 [1,25|25 |10 20
A nM | 5pM | uM uM uM uM 5uM | uM M M uM
R +E |+E |+E |+E
= +E
72 h 100 53 109 107 111 103 88 53% | 61 57 62% | 63%
% % % % % % % % %
144 h | 100 62 9% |[99% | 97% | 67% | 53 62% | 64 63 60% | 41%
% % % % % N *
AR-A014418; E = Everolimus 10 nM; KD = DMSO-Kontrolle;
,+“=p<0,05)
Anhang Tabelle 3: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Everolimus-Gabe
in BON1-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in BON1-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 0,625 uM — 20 uM AR-A014418 plus 10 nM
Everolimus [1].
QGP1 | KD E AR AR AR AR | AR | AR AR AR AR AR
10 [0,625 [ 1,25 |25 10 20 |0625 |1,25 |25 10 20
nM M M uM uM M MM + M uM uM uM
E +E +E +E +E
72 h 100% | 70% | 108% | 105% | 102% | 87% | 89% | 69% 73% 67% 66% 66%
144 h | 100% | 72% | 112% | 103% | 102% | 88% | 96% | 68%" 71% 67% 62%" | 77%"
(AR = AR-A014418; E = Everolimus 10 nM; KD = DMSO-Kontrolle;
,<+“=p<0,05)

Anhang Tabelle 4: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Everolimus-Gabe
in QGP1-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in QGP1-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 0,625 uM — 20 uM AR-A014418 plus 10 nM

Everolimus [1].
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H727 | KD E AR AR AR AR | AR | AR AR | AR | AR | AR
10 0,625 | 1,25 25 10 20 0,62 1,25 | 2,5 10 20
nM HuM M MM M uM S5uM | uM M M uM +
+E |+E |+E | E
+E
72 h 100% | 85% | 107% | 102% | 103% | 94% | 90% | 77% | 81% | 81% | 77% | 75%

144 h | 100% | 69% | 104% | 102% | 97% | 84% | 72% | 69%" | 69% | 70% | 64% | 54%"

(AR = AR-A014418; E = Everolimus 10 nM; KD = DMSO-Kontrolle;
~+=p<0,05)

Anhang Tabelle 5: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Everolimus-Gabe
in H727-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
Uberlebenden Zellen in H727-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 0,625 yM — 20 uM AR-A014418 plus 10 nM

Everolimus [1].

BON1 | KD L AR AR | AR [AR | AR | AR AR AR | AR | AR
10 2,5 5 10 15 20 2,5 5 10 15 20
uM M MM MM uM M MM+ | uM uM UM MM +
L +L +L | +L |L

72 h 100% | 111% | 101% | 94% | 95% | 89% | 82% | 102 109% | 98% | 92% | 79%

%
144h | 100% | 94% | 94% | 81% | 67% | 62% | 57% | 83%" | 80% | 64% | 58% | 40%"

(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 uyM; KD = DMSO-Kontrolle;
.2+ =p<0,05)

Anhang Tabelle 6: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Lovastatin-Gabe
in BON1-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in BON1-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 2,5 yM — 20 uM AR-A014418 plus 10 yM

Lovastatin [1].

QGP1 | KD L AR AR AR AR AR | AR AR5 | AR AR AR

10 2,5 5 10 15 20 2,5 UM+ | 10 15 20
UM uM M UM M UM UM L MM+ | uM + | pM
+L L L +L

72 h 100% | 91% | 110% | 111% | 104% | 103% | 98% | 92% | 87% | 82% | 82% | 82%

144 h | 100% | 78% | 100% | 93% | 89% | 93% | 95% | 72%" | 66%" | 66%" | 72%" | 73%

(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 uM; KD = DMSO-Kontrolle;
,+" = p<0,05)

Anhang Tabelle 7: Zelliilberleben nach AR-A014418- und Lovastatin-Gabe
in QGP1-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in QGP1-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 2,5 yM — 20 yM AR-A014418 plus 10 pM

Lovastatin [1].
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H727 | KD L AR AR AR |AR |AR |AR |AR |AR | AR | AR

10 2,5 5 10 15 20 25 |5 10 15 20

+L |+L |[+L |+L |L

M M UM M uM uM uM M UM MM MM +

72 h 100% | 90% | 104% | 102% | 97% | 93% | 89% | 87% | 86% | 84% | 78% | 80%

144h | 100% | 71% | 99% | 98% | 91% | 85% | 68% | 75% | 71% | 67% | 61% | 56%

T

(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 yM; KD = DMSO-Kontrolle;
.+ =p<0,05)

Anhang Tabelle 8: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Lovastatin-Gabe
in H727-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in H727-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 2,5 yM — 20 yM AR-A014418 plus 10 pM

Lovastatin [1].

BON1 | KD 5-FU | AR AR AR | AR | AR | AR AR AR AR AR
5 2,5 5 10 15 20 25 5 10 15 20
uM uM uM M M uM HM+ [ pM+ [ pM+ | pM+ | uM +
5-FU | 5-FU | 5-FU | 5-FU | 5-FU

72 h

100% | 71% 101% | 95% | 95% | 92% | 89% | 61% | 60% 59% 52% 5

4%

144h | 100% | 46% | 96% | 87% | 75% | 70% | 64% | 44% | 43% | 43%" | 39%" | 34%"

(AR = AR-A014418; 5FU = 5FU 5 uM; KD = DMSO-Kontrolle;
,<+“=p<0,05)
Anhang Tabelle 9: Zelliiberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe in
BON1-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in BON1-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 2,5 yM — 20 yM AR-A014418 plus 5 pM 5-
FU [1].
QGP1 | KD 5-FU | AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR
5 2,5 5 10 15 20 2,5 5 10 15 20
M uM uM M uM MM UM+ | pM+ | pM+ | upM+ | pM +
5-FU | 5-FU | 5-FU | 5-FU | 5-FU
72 h 100% | 102% | 108% | 98% 94% 87% 84% 92% 87% 81% 79% 75%
144 h 100% | 83% | 106% | 96% | 93% | 95% | 94% | 76%" | 68% | 65% | 62% | 61%"
(AR = AR-A014418; 5FU = 5FU 5 uM; KD =  DMSO-Kontrolle;
,2+=p<0,05)

Anhang Tabelle 10: Zelliiberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe in
QGP1-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in QGP1-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 2,5 yM — 20 uM AR-A014418 plus 5 pM
5-FU [1].
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H727 | KD 5-FU AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR
5 2,5 5 10 15 20 2,5 5 10 15 20
UM M M uM uM uM MM+ | pM+ | pM+ | pM+ | uM +
5-FU | 5-FU | 5-FU | 5-FU | 5-FU
72 h 100% | 84% 100% 99% 99% 95% 94% 83% 81% 78% 76% 70%
144 h | 100% | 73% 97% 93% 86% 82% 68% 73% 68% 63% 54% 43%

(AR = AR-A014418; 5-FU = 5-FU 5 uM; KD = DMSO-Kontrolle)

Anhang Tabelle 11: Zelliiberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe in
H727-Zellen [1]. Gezeigt sind jeweils der prozentuale Anteil der
uberlebenden Zellen in H727-Zellen nach 72 h und 144 h und den
Kombinationsbehandlungen mit 2,5 pM — 20 uM AR-A014418 plus 5 pM 5-
FU [1].

Dose [Gy] | Control | 1 uM AR[ | 2 uM AR
[%] %] [%]

BON1

0 100,00 100,00 100,00

1 84,76 63,22 78,74

2 49,92 39,17 53,86

4 12,15 12,12 14,07

6 2,67 2,01 2,17

8 0,28 0,11 0,05 *

10 0,01 0,01 0,01

(AR = AR-A014418; Control = DMSO-Kontrolle)

Anhang Tabelle 12: Bestrahlung nach AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen
[1]. Gezeigt sind die Werte fir 1 yM und 2 yM AR-A014418 nach einer
Bestrahlung mit 0 Gy bis 10 Gy in BON1-Zellen. Es zeigte sich lediglich nach
einer Vorbehandlung mit 2 yM AR-A014418 und einer darauffolgenden
Bestrahlungsdosis von 8 Gy ein leichter, signifikanter radiosensibilisierender
Effekt [1].

Dose [Gy] | Control |1 puM AR |2 uM AR
[%] [%] [%]

QGP1

0 100,00 100,00 100,00

1 89,32 70,33 66,89 **

2 64,14 88,69 * 72,20

4 24,80 23,23 17,56

6 5,25 2,18 ** 1,33 ** 129

8 0,24 0,01 * 0,02 **

10 0,00 0,00 0,00




(AR = AR-A014418; Control = DMSO-Kontrolle)

Anhang Tabelle 13: Bestrahlung nach AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen
[1]. Gezeigt sind die Werte fir 1 yM und 2 yM AR-A014418-Vorbehandlung
und nach einer Bestrahlung mit 0 Gy bis 10 Gy in QGP1-Zellen. Es zeigte
sich bei einer AR-A014418-Vorbehandlung mit 1 yM und 2 yM und einer
Bestrahlungsdosis von 6 Gy oder 8 Gy ein leichter, signifikanter
radiosensibilisierender Effekt, ebenso wie bei 1 yM AR-A014418 mit 2 Gy
und 2 yM AR-A014418 mit 1 Gy Bestrahlungsdosis [1].

Dose [Gy] | Control | 1 uM AR | 2 uyM AR
[%] [%] [%]

H727

0 100,00 100,00 100,00

1 71,90 84,39 92,58

2 58,76 63,89 61,67

4 22,81 24,51 21,19

6 3,53 2,56 2,52

8 0,18 0,03 0,04

10 0,02 0,02 0,00

(AR = AR-A014418; Control = DMSO-Kontrolle)
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Anhang Tabelle 14: Bestrahlung nach AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen
[1]. Gezeigt sind die Werte fir 1 yM und 2 yM AR-A014418-Vorbehandlung
nach einer Bestrahlung mit 0 Gy bis 10 Gy in H727-Zellen. Es zeigte sich
weder bei einer AR-A014418-Vorbehandlung mit 1 yM noch mit 2 uM ein

signifikanter Effekt nach Bestrahlung [1].

72 h KD AR 5 uM AR10uM | AR 20 uM
BON1 100% 71% 66%* 53% **
QGP1 100% 104% 100% 63% *
H727 100% 71% ** 109% 331% **
GOT1 100% 108% 124% * 527% **

(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)

Anhang Tabelle 15: Caspase-Aktivitét nach 72 h AR-A014418-Inkubation
[1]. Gezeigt sind die Aktivitdten der Caspasen 3 und 9 mit Angabe der
Signifikanzen in BON1-, QGP1-, H727- und GOT1-Zellen nach 72 h
Inkubationszeit und Konzentrationen von 5 uM, 10 uM und 20 uM

AR-A014418 [1].

144 h KD AR 5 uM AR10uM | AR 20 uM
BON1 100% 37% 19% 35%
QGP1 100,03% 66,43% 66,80% 504,30% *
H727 100,00% 72,97% 238,03% * 337,33% ***
GOT1 100,03% 108,83% 142,13% 258,43% **

(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle)

Anhang Tabelle 16: Caspase-Aktivitdt nach 144 h AR-A014418-Inkubation
[1]. Gezeigt sind die Aktivitdten der Caspasen 3 und 9 mit Angabe der
Signifikanzen in BON1-, QGP1-, H727- und GOT1-Zellen nach 144 h
Inkubationszeit und Konzentrationen von 5 yM, 10 uyM und 20 uM
AR-A014418 [1].
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Anhang Abbildung 1: Quantifizierung der Western Blots von GSK3o/f
nach AR-A014418-Gabe in BONT1-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Phosphorylierung/Hemmung der GSK3a/p in BON1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. a) Es zeigte sich eine volle GSK3a-Hemmung bei
allen getesteten Konzentrationen, b) eine GSK3p-Hemmung hingegen erst

ab 10 yM mit starkster Hemmung bei 20 yM [1].
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Anhang Abbildung 2: Quantifizierung der Western Blots von GSK3o/p
nach AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Phosphorylierung/Hemmung der GSK3a/f in QGP1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. a) Es zeigte sich eine volle GSK3a-Hemmung bei
allen getesteten Konzentrationen, b) eine volle GSK3p-Hemmung konnte bei

keiner Konzentration gezeigt werden [1].
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Anhang Abbildung 3: Quantifizierung der Western Blots von GSK3o/p
nach AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Phosphorylierung/Hemmung der GSK3a/p in H727-Zellen nach 48 h
AR-A014418-Behandlung. a) Es zeigte sich eine volle GSK3a-Hemmung bei
allen getesteten Konzentrationen, b) eine GSK3p-Hemmung hingegen nur
bei 20 yM AR-A014418 [1].
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Anhang Abbildung 4: Quantifizierung der Western Blots von GSK3o/p nach
AR-A014418-Gabe in  GOT1-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Phosphorylierung/Hemmung der GSK3a/pf in GOT1-Zellen nach 48 h
AR-A014418-Behandlung. a) Es zeigte sich eine volle GSK3a-Hemmung bei
allen getesteten Konzentrationen, b) eine GSK3p-Hemmung hingegen erst
ab 10 yM AR-A014418 [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 5: Quantifizierung der Western Blots von S6 nach
AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von S6 in BON1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine sehr deutliche Hemmung ab

einer Konzentration von 20 yM [1].
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Anhang Abbildung 6: Quantifizierung der Western Blots von p70S6K nach
AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von p70S6K in BON1-Zellen nach 48 h AR-A014418-Behandlung.
Es zeigte sich eine deutliche Hemmung ab einer Konzentration von 10 uyM

[1].
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Anhang Abbildung 7: Quantifizierung der Western Blots von 4EBP1 nach
AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von 4EBP1 in BON1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung ab einer

Konzentration von 10 M [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 8: Quantifizierung der Western Blots von S6 nach
AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von S6 in QGP1-Zellen nach 48 h
AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung bereits ab

einer Konzentration von 5 uM [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 9: Quantifizierung der Western Blots von p70S6K nach
AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von p70S6K in  QGP1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung ab einer

Konzentration von 15 pyM [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 10: Quantifizierung der Western Blots von 4EBP1 nach
AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von  4EBP1 in QGP1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung ab einer

Konzentration von 10 M [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 11: Quantifizierung der Western Blots von S6 nach
AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Dephosphorylierung/Hemmung von S6 in H727-Zellen nach 48 h
AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine Hemmung bereits ab einer

Konzentration von 10 uM [1].
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Anhang Abbildung 12: Quantifizierung der Western Blots von p70S6K
nach AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Dephosphorylierung/Hemmung von p70S6K in H727-Zellen nach 48 h
AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine Hemmung ab einer

Konzentration von 10 M [1].
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Anhang Abbildung 13: Quantifizierung der Western Blots von 4EBP1 nach
AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von 4EBP1 in H727-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung ab einer

Konzentration von 10 M [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 14: Quantifizierung der Western Blots von S6 nach
AR-A014418-Gabe in GOT1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von S6 in GOT1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine Hemmung bereits ab einer

Konzentration von 5 uM [1].
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Anhang Abbildung 15: Quantifizierung der Western Blots von p70S6K
nach AR-A014418-Gabe in GOT1-Zellen [1]. Gezeigt ist die
Dephosphorylierung/Hemmung von p70S6K in GOT1-Zellen nach 48 h

AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine Hemmung ab einer

Konzentration von 5 M [1].
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Anhang Abbildung 16: Quantifizierung der Western Blots von 4EBP1 nach
AR-A014418-Gabe in GOT1-Zellen [1]. Gezeigt ist die Dephosphorylierung/
Hemmung von  4EBP1 in GOT1-Zellen nach 48 h
AR-A014418-Behandlung. Es zeigte sich eine deutliche Hemmung ab einer
Konzentration von 10 uM [1].
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Anhang Abbildung 17: Quantifizierung der Western Blots von Akt nach
AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1]. Eine Aktivierung von Akt konnte in
BON1-Zellen nach 2 h ab einer AR-A014418-Konzentration von 10 uM

beobachtet werden [1].
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Anhang Abbildung 18: Quantifizierung der Western Blots von Akt nach
AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1]. Eine Aktivierung von Akt konnte in
QGP1-Zellen nach 2 h ab einer AR-A014418-Konzentration von 5 uM

beobachtet werden [1].
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(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 19: Quantifizierung der Western Blots von Akt nach
AR-A014418-Gabe in H727-Zelle [1]. Eine Aktivierung von Akt konnte in
H727-Zellen nach 2 h nur bei einer AR-A014418-Konzentration von 20 yM

beobachtet werden [1].
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Anhang Abbildung 20: Quantifizierung der Western Blots von Akt nach
AR-A014418-Gabe in GOT1-Zellen [1]. Eine Aktivierung von Akt konnte in
GOT1-Zellen nach 2 h bereits ab einer AR-A014418-Konzentration von 5 uM

beobachtet werden [1].
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Anhang Abbildung 21: Quantifizierung der Western Blots von ERK nach
AR-A014418-Kurzinkubation in BON1-Zellen [1]. Eine Aktivierung von ERK
konnte in BON1-Zellen nach 2 h v.a. bei einer AR-A014418-Konzentration
von 10 uM gezeigt werden [1].
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Anhang Abbildung 22: Quantifizierung der Western Blots von ERK nach
AR-A014418-Kurzinkubation in QGP1-Zellen. Eine Aktivierung von ERK
konnte in QGP1-Zellen nach 2 h v.a. bei den niedrigen AR-A014418-

Konzentrationsbereichen von 5 uM und 10 uM beobachtet werden.
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Anhang Abbildung 23: Quantifizierung der Western Blots von ERK nach
AR-A014418-Kurzinkubation in H727-Zellen [1]. Eine Aktivierung von ERK
konnte in H727-Zellen nach 2 h bei keiner der getesteten AR-A014418-

Konzentrationen beobachtet werden [1].
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Anhang Abbildung 24: Quantifizierung der Western Blots von ERK nach
AR-A014418-Kurzinkubation in GOT1-Zellen [1]. Eine Aktivierung von ERK
konnte in GOT1-Zellen nach 2 h bereits ab einer AR-A014418-Konzentration

von 5 yM beobachtet werden [1].
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Anhang Abbildung 25: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Everolimus-
Gabe in BON1-Zellen [1]. In BON1-Zellen zeigte sich bei hoheren
Kombinationskonzentrationen von AR-A014418 plus Everolimus (10 yM und
20 uyM AR-A014418 plus 10 nM Everolimus) ein statistisch signifikanter
antagonistischer Effekt [1].
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Anhang Abbildung 26: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Everolimus-
Gabe in QGP1-Zellen [1]. In QGP1-Zellen zeigte sich bei der niedrigsten
Kombinationskonzentration von 0,625 uM AR-A014418 plus 10 nM
Everolimus ein statistisch signifikanter synergistischer Effekt, bei mittleren
Kombinationskonzentrationen (1,25 uM und 2,5 yM AR-A014418 plus 10 nM
Everolimus) ein statistisch signifikanter additiver Effekt und bei héheren
Kombinationskonzentrationen ein statistisch signifikanter antagonistischer
Effekt (10 uM und 20 uM AR-A014418 plus 10 nM Everolimus) [1].
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Zelluberleben H727, AR-A014418 + Everolimus
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(AR = AR-A014418; E = Everolimus 10 nM; KD = DMOS-Kontrolle;
syn = synergistisch; add = additiv; ant = antagonistisch; ,+* = p< 0,05)

Anhang Abbildung 27: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Everolimus-
Gabe in H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich bei niedriger
Kombinationskonzentration von 0,625 pM AR-A014418 plus 10 nM
Everolimus ein statistisch signifikanter synergistischer Effekt, bei mittleren
Kombinationskonzentrationen (1,25 yM und 2,5 yM AR-A014418 plus 10 nM
Everolimus) ein statistisch signifikanter additiver Effekt und bei hoher
Kombinationskonzentration (20 yM AR-A014418 plus 10 nM Everolimus) ein

statistisch signifikanter antagonistischer Effekt [1].
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Zelluberleben H727, AR-A014418 + Lovastatin
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Anhang Abbildung 28: Zelliiberleben nach AR-A014418- und Lovastatin-
Gabe in H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich ein statistisch
signifikanter additiver Effekt bei allen Kombinationsgaben von 2,5 yM — 20
MM

AR-A014418 plus 10 uM Lovastatin [1].
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Zelliberleben H727, AR-A014418 + 5-FU
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Anhang Abbildung 29: Zelliiberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe
in H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich ein statistisch signifikanter
additiver Effekt bei allen getesteten Kombinationsgaben von AR-A014418
plus 5-FU (2,5 uM — 20 uM AR-A014418 plus 5 uM 5-FU) aulRer bei 10 pM
AR-A014418 plus 5 yM 5-FU [1].
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Anhang Abbildung 30: Zelliiberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe
in BON1-Zellen [1]. In BON1-Zellen zeigte sich ein statistisch signifikanter
additiver Effekt bei der geringsten Konzentration der Kombinationsgabe von
2,5 pM AR-A014418 plus 5 uM 5-FU, die héheren Kombinationsgaben
zeigten antagonistische Effekte ab 10 yM AR-A014418 plus 5 uM 5-FU. [1]

176



B B-Catenin

120,00 % 93 % 100 % 97 %
100 % 100 % 97 %
 s9%
[ | 0
[ 82%
90,00 %
[ |
57 %
60,00 %
[ |

30,00 %

0,00 %

control DMSO 5uM 10 uM 15 uM 20 uM

177

60 %



b)

110,00 %

82,50 %

55,00 %

27,50 %

0,00 %

control

DMSO

M B-Catenin

5uM

10 uM

178

15 uM

20 uM



B B-Catenin
108 % 85 %

B B-Catenin

120,00 %
130,00 % M7 %

103% 107 %*

97,50 %

65,00 %

30,00 %
32,50 %

0,00 %

control DMSO 5uM 10 uM 15 uM 20 uM 0,00 %
control DMSO 5uM 10 uM 15 uM 20 uM

(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 31: Quantifizierung der Western Blots von p(-Catenin
nach AR-A014418-Gabe [1]. Eine Abnahme von B-Catenin konnte in den
drei untersuchten Zelllinien BON1 (a), QGP1 (b) und H727 (c) nach 48 h und
einer Behandlung ab 15 yM AR-A014418 gezeigt werden, in der Zelllinie
GOT1 (d) zeigte sich hingegen eine leichte Zunahme [1].
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Anhang Abbildung 32: Quantifizierung der Western Blots von Bcl-2 nach
AR-A014418-Gabe [1]. In BON1-Zellen (a) kam es zu einer Zunahme von
Bcl-2 nach einer AR-A014418-Behandlung von 48 h, in H727-Zellen (c) fiel
es hingegen ab einer AR-A014418-Konzentration von 10 uM ab. In QGP1-

(b) und GOT1-Zellen (d) konnte keine Veranderung festgestellt werden [1].
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Anhang Abbildung 33: Quantifizierung der Western Blots von Cyclin D3
nach AR-A014418-Gabe [1]. In BON1- (a) und QGP1- (b)Zellen zeigte sich
ein Abfall von Cyclin D3 ab einer AR-A014418-Konzentration von 5 yM nach
48 h, in H727-Zellen (c) zeigte sich erst ab 15 uM ein Abfall, in GOT1-Zellen
(d) konnte ein leichter Anstieg bei 20 yM AR-A014418 festgestellt werden

[11.
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Anhang Abbildung 34: Quantifizierung der Western Blots von Chk1 nach
AR-A014418-Gabe in BON1-Zellen [1]. In BON1-Zellen zeigte sich nach 48
h ab AR-A014418-Konzentrationen von 5 pyM ein Anstieg der
phosphorylierten/aktivierten Chk1, am deutlichsten ist dieser bei einer

Konzentration von 20 uM zu sehen [1].
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Anhang Abbildung 35: Quantifizierung der Western Blots von Chk1 nach
AR-A014418-Gabe in QGP1-Zellen [1]. In QGP1-Zellen zeigte sich nach 48
h ab AR-A014418-Konzentrationen von 5 pM ein Anstieg der
phosphorylierten/aktivierten Chk1, am deutlichsten ist dieser bei einer

Konzentration von 20 yM zu sehen [1].

185



100,00 %

75,00 %

50,00 %

25,00 %

0,00 %

100 %

control

87 %

DMSO

B Chk1

89 %

5uM

84 %

10uM

67 %**

15 uM

40 %

20 uM

500,00 %

375,00 %

250,00 %

125,00 %

0,00 %

100 %

control

99 %

DMSO

M pChk1 S345

108 %

119 %

(T1111]

10 uM

186

155 %

-

15 uM

325 %

20 uM



(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)

Anhang Abbildung 36: Quantifizierung der Western Blots von Chk1 nach
AR-A014418-Gabe in H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich nach 48 h
ab AR-A014418-Konzentrationen von 5 uyM ein leichter Anstieg der
phosphorylierten/aktivierten Chk1, eine sehr deutliche Zunahme von pChk1

ist bei einer Konzentration von 20 yM zu sehen [1].
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Anhang Abbildung 37: Quantifizierung der Western Blots von Chk1 nach
AR-A014418-Gabe in GOT1-Zellen [1]. In GOT1-Zellen zeigte sich nach 48
h ab AR-A014418-Konzentrationen von 5 uyM ein Abfall der der
phosphorylierten/aktivierten Chk1 [1].
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Anhang Abbildung 38: Quantifizierung der Western Blots von EGFR nach
AR-A014418-Gabe [1]. In BON1- (a), QGP1- (b), H727- (c) und GOT1- (d)
Zellen zeigte sich nach 48 h ab einer AR-A014418-Konzentration von 5 yM
eine Phosphorylierung/Hemmung von EGFR, am starksten war diese bei 20

MM ausgepragt [1].
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Anhang Abbildung 39: Bestrahlung nach 1 uM AR-A014418-Gabe in
QGP1-Zellen [1]. In QGP1-Zellen zeigte sich ein statistisch signifikanter
radiosensibilisierender Effekt bei einer Vorbehandlung mit 1 yM AR-A014418
und einer Strahlendosis von 2 Gy, 6 Gy und 8 Gy. Bei einer
AR-A014418-Vorbehandlung und einer nachfolgenden Bestrahlung mit 8 Gy
fiel die Zellkolonienbildung auf 0,01 %, ohne Vorbehandlung fiel sie auf
0,24 % [1].
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Anhang Abbildung 40: Bestrahlung nach 1 uM AR-A014418-Gabe in
BON1-Zellen [1]. In BON1-Zellen zeigte sich bei keiner Strahlendosis ein
statistisch signifikanter Effekt nach einer Vorbehandlung mit 1 uM

AR-A014418 [1].

195



H727-Zellen

) —e&— Control 1,0uM AR-A014418
0.010-
0001 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10
(uM = uM; Control = DMSO-Kontrolle)
Anhang Abbildung 41: Bestrahlung nach 1 uM AR-A014418-Gabe in
H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich bei keiner Strahlendosis ein
statistisch signifikanter Effekt nach einer Vorbehandlung mit 1 pyM
AR-A014418 [1].
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Anhang Abbildung 42: Bestrahlung nach 2 uM AR-A014418-Gabe in
H727-Zellen [1]. In H727-Zellen zeigte sich bei keiner Strahlendosis ein
statistisch signifikanter Effekt nach einer Vorbehandlung mit 2 yM
AR-A014418 [1].

197



V1) Danksagung

Mein Dank gilt Prof. Dr. med. Christoph J. Auernhammer, Leiter des
Interdisziplinaren Zentrums far Neuroendokrine Tumoren des
GastroEnteroPankreatischen Systems am Klinikum der Universitat Minchen

(GEPNET-KUM), fur die Aufnahme in seine Forschungsgruppe.

Zudem méchte ich mich bei Dr. med. Svenja Nélting fir die Uberlassung des

Themas meiner Arbeit und die Betreuung bedanken.

Besonderer Dank gilt Dr. rer. biol. hum. Tatjana Aristizabal Prada, Julian Maurer
sowie Gerald Spoéttl fir die grindliche Einarbeitung, jederzeitige Hilfe und groRe

Unterstutzung wahrend des experimentellen Teils.

Ebenso mochte ich mich bei meiner Familie und Freunden fir ihre Geduld, offenes

Ohr und Unterstitzung von Herzen bedanken.

198



199



	1) Einleitung
	1.1. Klinischer Hintergrund
	a) Definition Neuroendokrine Neoplasien
	b) Epidemiologie
	c) Klassifikation
	d) Klinik
	e) Therapie
	f) Prognose

	Die Prognose von NEN kann je nach Stadium und Primärlokalisation sehr stark variieren ���[68]�
	1.2 Molekulare Grundlagen
	a) Definition Glykogensynthase-Kinase 3
	b) Regulierung der Glykogensynthase-Kinase 3
	c) Funktion der Glykogensynthase-Kinase 3
	d) Intrazelluläre vorgeschaltete Signalwege (Upstream-Signaling) der Glykogensynthase-Kinase 3
	e) Effektorproteine
	f) Intrazelluläre nachgeschaltete Signalwege
	g) Glykogensynthase-Kinase 3 und Apoptose


	2) Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
	3) Material und Methoden
	3.1) Material
	3.2) Methoden

	4) Ergebnisse
	4.1) Glykogensynthase-Kinase 3-Hemmung

	In den vier untersuchten Zelllinien zeigte sich eine GSK3/-Expression unterschiedlicher Ausprägung (s. Abbildung 5), so war die GSK3-Expression in GOT1-Zellen am stärksten, gefolgt von QGP1-Zellen (s. Abbildung 6). Die GSK3-Expression war in BON1-, GOT1- und QGP1-Zellen gleich stark, in H727-Zellen hingegen am schwächsten ausgeprägt (s. Abbildung 6) 1.
	Abbildung 6: Western Blot der GSK3/-Expression 1. Es zeigte sich eine unterschiedliche GSK3/-Expression in BON1-, H727-, GOT1- und QGP1-Zellen 1. Als Ladungskontrolle werden die Proteinfärbung und -Actin gezeigt �[1]�.
	
	(MW = Mittelwert)
	Abbildung 7: Quantifizierung der Western Blots von GSK3/ 1. Es zeigte sich eine GSK3/-Expression in unterschiedlicher Stärke in den untersuchten Zelllinien. Am stärksten war sie in GOT1-Zellen, gefolgt von QGP1-Zellen, ausgeprägt. Am schwächsten war die GSK3/-Expression in BON1- und H727-Zellen zu beobachten 1.
	4.2) Zellproliferation

	AR-A014418
	AR-A014418 plus Everolimus
	Die Kombination mit dem mTORC1-Inhibitor Everolimus zeigte nur einen leichten synergistischen Effekt in sehr niedrigen Konzentrationsbereichen und einen additiven Effekt in niedrigen Konzentrationsbereichen in QGP1- und H727-Zellen (s. Anhang Abbildungen 26, 27). In höheren Konzentrationsbereichen zeigte sich sogar ein antagonistischer Effekt in allen drei untersuchten Zelllinien (s. Anhang Abbildungen 25 – 27). Die genauen Werte des Zellüberlebens für die Kombinationsbehandlungen mit AR-A014418 plus Everolimus sind den Tabellen 3 – 5 im Anhang zu entnehmen 1.
	Die mTORC1-Effektorproteine S6, p70S6K und 4EBP1 waren erst ab Konzentrationen von  10 µM AR-A014418 nach 48 h deutlich gehemmt/dephosphoryliert in BON1-, QGP1- und H727-Zellen, mit Ausnahme der S6, die in QGP1-Zellen bereits bei 5 µM gehemmt war (s. Abbildung 12 und Anhang Abbildungen 5 – 13) 1.
	Interessanterweise konnte in den sensibleren GOT1-Zellen eine frühere Hemmung der mTORC1-Effektorproteine ab  5 µM AR-A014418 beobachtet werden (s. Abbildung 12 und Anhang Abbildungen 14 – 16) 1.
	Die Kombinationsbehandlung zeigte in BON1-Zellen einen signifikanten synergistischen Effekt in der niedrigsten und höchsten getesteten Dosis und einen additiven Effekt in allen andere Dosen, in QGP1-Zellen zeigte sich ein vorwiegend synergistischer Effekt (s. Abbildungen 14 und 15). Der Effekt war in QGP1-Zellen jedoch nur gering ausgeprägt 1.
	
	(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 µM; KD = DMSO-Kontrolle; syn = synergistisch; add = additiv; „+“ = p < 0,05)
	Abbildung 15: Zellüberleben nach AR-A014418- plus Lovastatin-Gabe in BON1-Zellen 1. In BON1-Zellen zeigte sich bei höchster (20 µM AR-A014418 + 10 µM Lovastatin) und niedrigster Kombinationsgabe (2,5 µM AR-A014418 + 10 µM Lovastatin) von AR-A014418 plus Lovastatin ein signifikanter synergistischer Effekt. Bei den restlichen Kombinationsgaben zeigte sich ein signifikanter additiver Effekt (5 µM – 15 µM AR-A014418 + 10 µM Lovastatin) 1.
	(AR = AR-A014418; L = Lovastatin 10 µM; KD = DMSO-Kontrolle; syn = synergistisch; add = additiv; „+“ = p < 0,05)
	Abbildung 16: Zellüberleben nach AR-A014418- plus Lovastatin-Gabe in QGP1-Zellen 1. In QGP1-Zellen zeigte sich ein signifikanter synergistischer Effekt bei Kombinationsgaben von AR-A014418 plus Lovastatin (2,5 µM – 15 µM AR-A014418 + 10 µM Lovastatin), nur bei der höchsten Kombinationskonzentration zeigte sich ein additiver Effekt (20 µM AR-A014418 + 10 µM Lovastatin) 1.
	In H727-Zellen zeigte sich ausschließlich ein signifikanter additiver Effekt (s. Anhang Abbildung 28). Die genauen Werte des Zellüberlebens für die Kombinationsbehandlungen von AR-A014418 plus Lovastatin in den drei untersuchten Zelllinien BON1, QGP1 und H727 sind den Tabellen 6 ­– 8 im Anhang zu entnehmen 1.
	In den Western Blots konnte gezeigt werden, dass die Kombination von AR-A014418 mit Lovastatin die durch AR-A014418-Einzelgabe induzierte kompensatorische Aktivierung von Akt und ERK in BON1-Zellen verhinderte (s. Abbildung 16) 1.
	Abbildung 17: Western Blot von Akt und ERK nach AR-A014418- plus Lovastatin-Gabe 1. In BON1-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Kombination von AR-A014418 mit Lovastatin die kompensatorische Aktivierung von Akt und ERK nach 2 h verhinderte 1. Als Ladungskontrolle wird -Actin gezeigt �[1]�.
	AR-A014418 plus 5-FU
	5-Fluoropyrimidin-Derivate wie 5-FU oder Capecitabin werden in Chemotherapieprotokollen zur Behandlung von pankreatischen und pulmonalen NETs eingesetzt �[356]�. Vor diesem Hintergrund wurde 5-FU mit AR-A014418 kombiniert 1.
	Es zeigte sich in QGP1-Zellen ein signifikanter synergistischer Effekt bei allen getesteten Kombinationen nach 144 h und 72 h Behandlung (s. Abbildung 17) 1.
	In H727-Zellen zeigte sich bei allen getesteten Kombinationen außer 10 µM AR-A014418 plus 5 µM 5-FU ein signifikanter additiver Effekt (s. Anhang Abbildung 29) 1.
	In BON1-Zellen zeigten sich bei allen getesteten Kombinationsgaben nur geringe, statistisch signifikante Effekte (s. Anhang Abbildung 30) 1.
	Die genauen Zellproliferationswerte für alle drei untersuchten Zelllinien für die Kombinationsgaben AR-A014418 plus 5-FU sind im Anhang Tabellen 9 – 11 zu entnehmen.
	(AR = AR-A014418; KD = DMSO-Kontrolle; 5-FU = 5-FU 5 µM; syn = synergistisch; „+“ = p < 0,05)
	Abbildung 18: Zellüberleben nach AR-A014418- plus 5-FU-Gabe in QGP1-Zellen 1. In QGP1-Zellen zeigte sich ein signifikanter synergistischer Effekt bei allen getesteten Kombinationsgaben von AR-A014418 plus 5-FU (2,5 µM – 20 µM AR-A014418 + 5 µM 5-FU) 1.
	4.3) Zellmigration
	4.4) Bestrahlung
	4.5) Durchflusszytometrie (FACS)
	4.6) Caspase-Assay
	4.7) Zellzyklusproteine und Rezeptor-Tyrosinkinasen

	5) Diskussion
	Zellzykluskomponenten
	Zelltod
	Apoptose
	Epidermal Growth Factor-Rezeptor
	Insulin-like Growth Factor 1-Rezeptor
	6) Zusammenfassung
	IV) Literaturverzeichnis
	V) Anhang
	Anhang Abbildung 28: Zellüberleben nach AR-A014418- und Lovastatin-Gabe in H727-Zellen 1. In H727-Zellen zeigte sich ein statistisch signifikanter additiver Effekt bei allen Kombinationsgaben von 2,5 µM – 20 µM AR-A014418 plus 10 µM Lovastatin 1.
	Anhang Abbildung 29: Zellüberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe in H727-Zellen 1. In H727-Zellen zeigte sich ein statistisch signifikanter additiver Effekt bei allen getesteten Kombinationsgaben von AR-A014418 plus 5-FU (2,5 µM – 20 µM AR-A014418 plus 5 µM 5-FU) außer bei 10 µM AR-A014418 plus 5 µM 5-FU 1.
	(AR = AR-A014418; KD = DMOS-Kontrolle; 5-FU = 5-FU 5 µM; syn = synergistisch; add = additiv; ant = antagonistisch; „+“ = p< 0,05)
	Anhang Abbildung 30: Zellüberleben nach AR-A014418- und 5-FU-Gabe in BON1-Zellen 1. In BON1-Zellen zeigte sich ein statistisch signifikanter additiver Effekt bei der geringsten Konzentration der Kombinationsgabe von 2,5 µM AR-A014418 plus 5 µM 5-FU, die höheren Kombinationsgaben zeigten antagonistische Effekte ab 10 µM AR-A014418 plus 5 µM 5-FU. 1
	c) d)
	(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)
	Anhang Abbildung 31: Quantifizierung der Western Blots von -Catenin nach AR-A014418-Gabe 1. Eine Abnahme von -Catenin konnte in den drei untersuchten Zelllinien BON1 (a), QGP1 (b) und H727 (c) nach 48 h und einer Behandlung ab 15 µM AR-A014418 gezeigt werden, in der Zelllinie GOT1 (d) zeigte sich hingegen eine leichte Zunahme 1.
	a) b)
	c) d)
	(Control = Medium-Kontrolle; DMSO = DMSO-Kontrolle)
	Anhang Abbildung 32: Quantifizierung der Western Blots von Bcl-2 nach AR-A014418-Gabe 1. In BON1-Zellen (a) kam es zu einer Zunahme von Bcl-2 nach einer AR-A014418-Behandlung von 48 h, in H727-Zellen (c) fiel es hingegen ab einer AR-A014418-Konzentration von 10 µM ab. In QGP1- (b) und GOT1-Zellen (d) konnte keine Veränderung festgestellt werden 1.
	
	VI) Danksagung

