Aus der Klinik fur Strahlentherapie
der Universitat zu Lubeck

Direktor: Prof. Dr. Jurgen Dunst

in Kooperation

mit dem Institut fiir Physiologie

der Universitat zu Liibeck

Direktorin: Prof. Dr. Kristina Kusche-Vihrog

»Einfluss der selektiven Inhibition von CRM1 mittels Selinexor

auf den HIF-Signalweg und die Radiosensibilitat von Krebszellen“

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwurde

der Universitat zu Liibeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Moritz von Fallois

aus Preetz

Libeck 2021



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Jurgen Dunst

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Nikolas von Bubnoff
Tag der mundlichen Prufung: 18.1.2022

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 18.1.2022

- Promotionskommission der Sektion Medizin -



Inhaltsverzeichnis

Abbildungs- und TabelleNVerzeiChNiS. .......iiii it e e e e e e e e e aaeeaes I
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ..vvviiiiiiie ettt e e e e e e e et r e e e e e eaeeeeessastssbeeeeaaaseesesannnsnns Il
I 1T 11=T U1 o V=PSRRI 1
1.1 Maligne Neoplasien: Herausforderungen auf vielen Ebenen.........cccccceeiiiviiiiiiiiienenennenn. 1
1.2 Hypoxie und Hypoxie-induzierbare Faktoren..........ccccceeeeeieiceciciiiiiieeee e 3
1.2.1 Sauerstoff UNA HYPOXIE ....uuiiiiiiiieei ettt e e e e e e e et rr e e e e e e e e e e e e eeanenes 3
1.2.2 Hypoxie-induzierbare Faktoren .........cccciviiiiiiii et e e e e 4
1.2.3 Zielgene der Hypoxie-induzierbaren Faktoren ..........cccovvveeeeeeeieiecccciiiiieeeeeee e 6

1.3 Zelluldre Transportmechanismen am Beispiel von EXportin 1.......cccccceeeeeviiiiciiniieeeeeeeeenn, 7
1.3.1 PhysiologiSChe BEAEULUNE.....ccciiiiiieeccciiteeeee ettt e e e e e e e e et arre e e e e e e e e e e e eeannnes 7
1.3.2 Bedeutung von CRM1 in neoplastisch entarteten Zellen.........cccoeeccviiiieeeeeieieeeeccccnns 9
1.3.3 Pharmakologische Inhibitoren von CRIM1 ..........oooiiiiiiiiiiiiiieeee e 9

1.4 Precision medicine am Beispiel des Wirkstoffes Selinexor .........ccccovveeeeeeeieiiieccciiineeennen. 10
1.5 Strahlentherapie — historische Entwicklung und heutige Praxis ........ccccccceeeeiiicciivnnnnnnnn. 12
1.6 Zielsetzung der ATDEIt .....uveee e e e e e 14

2 Material Und MethOOeN ........eiiiiie ettt sa e e s b e e saree e sanes 16
2.1 MAtEITAlIEN ettt ettt s e e e e e e s e e e ab e e e anreeenares 16

2 L L HEISERIET ettt et s sb e e aabe e e saree s 16

B A C 1T = = PP PP PPN 17
2.0.3 ChemiKalIEN c..eeeeeeieeee ettt et s e e saree s 18
2.1.4 Losungen UNd PUTEE oot e e e e e e e e 20
2.1.5 Verbrauchsmateriali@n .......cooueiiiiiiiiiee e 21
20016 KIS ettt ettt ettt ettt ettt et et st e e s bt e s bt e e sabe e e s be e e sabe e e eabe e e sabeeeanreeesareenn 22
2.0.7 ZEIIINIEIN ettt et st sa e st e s et e s bt e e s b e e sabe e e s abeeenabeeesaree s 22
23 N Y 41 o] o 1= PRSPPI 23
2.0.9 SOTEWAIE .ttt ettt et sttt et e st e et e s b e e e s b e e e eabe e e sabe e e nabeeesaree s 23

2.2 MEEROTEN ...t et st et e e s e e e e e et e e e enre e e nanes 24
2.2.1 Kultivierung von SGUZEIZEHEN ......cceii i ittt e e e 24
2.2.2 Anzucht und Herstellung chemisch kompetenter Zellen .......cccccoeeeeveiiiiiiiieeeeeeeennn. 24
2.2.3 TranSfOrmMatioN .....uei ettt e e st sab e e s e e sab e e e enbeeesaree s 25
2.2.4 Plasmidpraparation ... cciiiiiiiieeee e et e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e e et rraaaaaaaaaaaaaan 25

2.2.5 Transfektion von SAUGEIZEIIEN .....cceii i it e e 25



2.2.6 Bestimmung der Zellzahl ..........uveeeeeiiiiieeeee et a e 26

2.2.7 Gewinnung von Zellfraktionen ........ocoi oo 26
2.2.8 Proteinbestimmung und Immunoblotanalyse (Western Blot) ..........cccccvvvieeeeeeeennn. 26
2.2.9 DENSITOMETIIE. . ouiiiiiiiiiiii e e 27
2.2.10 Kernexportinhibition mit SElINEXOr ......cc.vuviiiiiiiie e 27
2.2.11 Quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion..........cccccceeeeiivicciiiiiieeeeeeeeeenn, 28
2.2.12 Zellviabilitatsassay AlamarBIUE™ .........coo oot eeeee e e 28
2.2.13 Bestrahlung von Zellen mit Rontgenbremsstrahlung.......cccccceveeieiiiiciiiiiieeeeeeeeeen, 28
2.2.14 Bestimmung der klonogenen Uberlebensfraktion nach Bestrahlung ..................... 29
2.2.15 StatistiSChe AUSWEITUNG ......uviiiiiieiee e ettt e e e e e e eeercrrree e e e e e e e e e e e seaarsraereeaaaeeeaeas 30

B o = <] oY 1Y YU PUUURRRNE 31
3.1 Alamar-Blue Vitalitats-Assay von Hep3B, MCF-7 und U20S Zelllinien.......cccccceeeeeeeecnnnne 31
3.2 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die intranukledre p53-Konzentration .............ccceeuuune 33
3.3 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die intranukledre HIF-1a.-Konzentration ..................... 34
3.4 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die Expression des HIF-1a Zielgens SLC2A1................. 36

3.5 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die Strahlensensibilitdt von Hep3B und U20S Zellen .. 39

4 DiISKUSSION ...eteitteeetie e ettt et e ettt e ettt e sttt e ettt e s b e e e sttt e s bt e e s abbeeesbbeesbteesnbeesanbeesnbeeennbeeenteeenareens 41
4.1 Der Einfluss der selektiven Kernexport-Inhibition auf die intranukledre Konzentration von
(S 1T T T PP ST U PP PPTPPPR 41
4.2 Der Einfluss der selektiven Kernexport-Inhibition auf den HIF-Signalweg....................... 43
4.3 Der Einfluss der selektiven Kernexport-Inhibition auf die Strahlensensibilitat................ 45
4.4 ResUmMeEe UNd AUSBIICK .....eiiiiiiiee ettt saree e 48
5 ZUSAMMENTASSUNE .. eiiiiiieieeiiieiciitiee et e e e e e e e e eceet b rrreeeeeeaeeesesseabtbraaeeeaaaeasesaaassstsssaseeaaeeesaasasnsenes 51
6 LiteratUrverzeiChnis. ....co i ettt e e s e s e e sare e 53
7 DANKSABUNEG ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e st abbbtaaaeeaaaaeeeeaaatnttaaaaaaeaaaeeeaaannnrnne 64

R OV T a1V 1 (VT o VA =TT 65



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildung 1: Krogh-Zylinder

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Domanenstruktur der HIF-

Proteinfamilie

Abbildung 3: Strukturformel Leptomycin B

Abbildung 4: Strukturformel Selinexor

Abbildung 5: Strahleneffekt auf DNA

Abbildung 6: Alamar-Blue-Assay

Abbildung 7: Immunoblotanalyse der relativen intranuclearen p53 Konzentration

Abbildung 8: Immunoblotanalyse der relativen intranuclearen HIF-1a

Konzentration
Abbildung 9: gRT-PCR

Abbildung 10: Dosiswirkungskurven von DMSO / Selinexor-behandelten Zellen

Tabelle 1:  Losungen und Puffer
Tabelle 2:  Verwendete Primarantikorper

Tabelle 3:  Verwendete Sekundarantikorper



Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

APS
ARNT
ATP
bHLH
CaClz

cDNA

cFID
cm
CAD
CRM1
DMEM
DMSO
DNA
E.coli
EDTA
EGF

et al.

FDA

FKS

Ammoniumperoxodisulfat

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
Adenosintriphosphat

basische Helix-loop-Helix-Domane
Kalziumchlorid

complementary desoxyribonucleic acid, komplementare

Desoxyribonukleinsaure

consensus induced fit docking, Computersimulationsmethode
centimeter, Zentimeter

C-terminale Transaktivierungsdomane

chromosome region maintenance 1

Dulbeccos modified eagle medium

Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor
et alli/ et alliae, und andere

Phenylalanin, Aminosaure

Food and Drug Administration, amerikanische Arzneimittel- und

Lebensmittelbehorde

fotales Kalberserum

Glycin, Aminosaure
Erdbeschleunigung (9,81 m/s2)

Gramm



Abkirzungsverzeichnis

GAP
GEF
GTP/GDP
GLUT-1
Gy

h

HCI

HIF

HOX

H,0

HRE

HRP

IPAS
KCI
KH2PO4

kDa, MDa

LMB

mg
min
mi
mM

mmHg

GTPase aktivierendes Protein

Guanine nucleotide exchange factors, GTP-Austauschfaktor
Guanosintri-/diphosphat

Glucosetransporter 1

Gray

hour, Stunde

Salzsaure

hypoxia inducible factor, Hypoxie-induzierbarer Faktor
Hypoxie

Wasser

hypoxia responding element, Hypoxie-regulierte Einheit
horse radish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
Isoleucin

Inhibitory PAS Domain protein

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kilodalton, Megadalton

Leucin

Leptomycin B

Meter

Methionin

Mol pro Liter

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimol pro Liter

Millimeter Quecksilbersaule
1l



Abkirzungsverzeichnis

mmo
mol
MOPS
N2

NaCl
Na>COs
NaH2PO4
NAD
NES
NLS
NOX
NPC
NSCLC
NUPs
O2
ODDD
PAGE
PAS
PBS
PDK1
PFK1
PE
PHD 1-3
PM
pO2

pVHL

Millimol

Mol

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

Stickstoff

Natriumchlorid

Natriumcarbonat

Natriumhydrogenphosphat

N-terminale Transaktivierungsdomane

nuclear export signal, Kernexportsignal

nuclear localisation signal, Kernlokalisierungssignal
Normoxie

Nuclear pore complex

Non small cell lung cancer, Nicht kleinzelliges Bronchial Karzinom
nuclear proteins

Sauerstoff

oxygen dependant degradation domain
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Per-Arnt-Sim-Domane

phosphate-buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung
Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1
Phosphofruktokinase 1

Plattierungseffizienz

Prolyl-4-Hydroxylase 1, 2 und 3

Precision medicine, Prazisionsmedizin
Sauerstoffpartialdruck

von-Hippel-Lindau Protein



Abkirzungsverzeichnis

gRT-PCR

RanBP 1, 2
RNA

ROS

RPMI
rRNA

s

SDS
SDS-PAGE
SINE
SLC2A1
TEMED
Tris

Vv

Vv

WHO
XPO-1

Mg/ul/pm

pmol

quantitative polymerase chain reaction, quantitative Polymerase-
Kettenreaktion

Ran-bindendes Protein 1 und 2

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies

Roswell Park Memorial Institute, Eigenname, Zellkulturmedium
ribosomale RNA

Sekunde

sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

sodium dodecyl sulfate, Polyacrylamid-Gelelektrophorese
selective inhibitor of nuclear export, Selektiver Kernexportinhibitor
solute carrier family 2 member 1 = fur GLUT-1 kodierendes Gen
Tetramethylethylendiamin

Trishydroxymethylaminoethan

Valin

Volt

World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation
Exportin-1

Mikrogramm/Mikroliter/Mikrometer

Mikromol pro Liter

Mikromol



1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Maligne Neoplasien: Herausforderungen auf vielen Ebenen

Mit 231.318 Todesfallen von insgesamt 939.520 Todesfallen waren bdsartige
Neoplasien im Jahr 2019 in der Bundesrepublik Deutschland weiterhin die
zweithaufigste zum Tode fuhrende Erkrankung nach Leiden des kardiovaskularen
Systems [1]. Weltweit liegen bosartige Neoplasien in  der geschatzten
Todesursachenstatistik der  Weltgesundheitsorganisation  (World  Health
Organization, WHO) auf Platz drei etwa gleichauf mit den durch chronisch
obstruktiven Lungenerkrankungen verursachten Todesfallen [2]. Maligne
Neoplasien stellen somit eine fortbestehende medizinische sowie aufgrund des
damit verbundenen 6konomischen Aufwands volkswirtschaftliche Herausforderung

dar.

Aus medizinischer Sicht eroffnet sich ein weites Feld an Therapieansatzen
beginnend bei der operativen Therapie, Uber die medikamentose Therapie bis hin
zur Strahlentherapie. Daruber hinaus bestehen durch die Fortschritte in der
Molekularbiologie der letzten Jahrzehnte immer mehr Moglichkeiten einer
individualisierten Therapie fur den einzelnen Patienten. Therapeutische Ansatze,
die zum Beispiel aufgrund genetischer Merkmale fur Patient A infrage kommen
konnten, sind unter Umstanden bei Patient B aufgrund anderer Merkmale nicht
erfolgsversprechend. Derart individualisierte Ansatze werden heute im

Forschungsfeld der Precision Medicine (PM) verfolgt [3].

Um diese Therapieansatze verstehen zu konnen, soll im Folgenden zunachst auf
die Grundgemeinsamkeiten aller bosartigen Neoplasien eingegangen werden.
Danach wird die Wirkung des noch neuen Wirkstoffs Selinexor als potentiellen
Vertreter der PM vorgestellt. Am Beispiel des Signalwegs der Hypoxie-
induzierbaren Faktoren (HIF) soll eine Perspektive fur einen therapeutischen Ansatz
auch in Kombination mit der Strahlentherapie aufgezeigt werden.

Hanahan und Weinberg beschrieben als Erste die sechs typischen ,Markenzeichen®

von Krebszellen [4]:

1. ein unbegrenztes Wachstumspotential,
2. Unabhangigkeit,
3. die Fahigkeit zur Angiogenese,
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4. die Verhinderung von Apoptose,

5. ein invasives Wachstum und

6. die Fahigkeit zur Metastasierung.
Daruber hinaus stellten sie fest, dass Krebserkrankungen diese Charakteristika vor
allem aufgrund von angeborenen oder erworbenen genetischen Mutationen oder

Schaden der Desoxyribonukleinsaure (DNA) erlangen [5].

Der DNA-Schaden kann dabei endogen, also beispielsweise im Rahmen einer
Keimbahnmutation, oder exogen durch chemische oder physikalische Noxen wie
zum Beispiel Arzneistoffe oder Strahlung bedingt sein [6]. Um Folgeschaden zu
verhindern und auch die Vererbung in weitere Generationen zu vermeiden, verfigen
Zellen Uber Reparaturmechanismen und haben, sofern diese nicht mehr gentgen,
prinzipiell die Moglichkeit in einen Zellzyklusarrest einzutreten oder bei irreparablem
Schaden die durch Kerr et al. erstbeschriebene Apoptose, also den geregelten
Zelltod, einzuleiten [7]. Hauptregulator fur diese Ablaufe ist das
Tumorsuppressorprotein p53 [8].

Uberdies wird das haufig ungehinderte Wachstum von Neoplasien durch ihre
Fahigkeit zur Angiogenese unterstutzt. Diese wird durch eine zunehmende
Gewebshypoxie des unkontrolliert wachsenden Tumors angestofRen. Wichtige
Transkriptionsfaktoren als Schlussel dafur sind die Hypoxie-induzierbaren Faktoren.

Die Bedeutung von Tumorhypoxie als wichtiger prognostischer Marker und dessen
wichtige Rolle fur die Strahlensensitivitat wurde schon fruh erkannt. Die danische
Head and Neck Cancer Study Group untersuchte von 1979 bis 1985 den Wirkstoff
Misonidazol an Patienten mit Larynx- und Pharynx-Karzinomen in einer
kombinierten Radiochemotherapie (DAHANCA 2 Studie) [9]. In dieser und in einer
weiteren Studie der DAHANCA-Studiengruppe - diesmal mit dem Wirkstoff
Nimorazol - konnte gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen einer niedrigen
Hamoglobin-Konzentration der Patienten und schlechterem Gesamtiberleben
besteht. Dabei konnten beide Wirkstoffe einen Nutzen als sogenannte

Radiosensitizer zeigen [10].
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1.2 Hypoxie und Hypoxie-induzierbare Faktoren
1.2.1 Sauerstoff und Hypoxie

Sauerstoff (O2) macht mit 20,9% nach Stickstoff (N2, 78,1%) den zweitgroten Anteil
der Luft innerhalb der Erdatmosphare aus. Daraus resultiert ein
Sauerstoffpartialdruck (pO;) von 160mmHg auf Meereshohe. Im arteriellen System
des Menschen besteht ein pO, von 75-95mmHg, welcher beim Gesunden fur eine
ausreichende Oxygenierung der Gewebe sorgt. Aufgrund der physiologischen
Sauerstoffbindungskurve nimmt der Sauerstoffgehalt des Hamoglobins im Gewebe
ab. Entlang der Blutkapillare bis in das vendse System, sowie senkrecht und mit
zunehmendem Abstand zur Kapillare kommt es entsprechend dem Krogh-Zylinder-
Modell (Abbildung 1) zu einem Abfall des pO2 sodass je nach Auspragungsgrad

der Kapillarisierung und je nach pO, eine Gewebshypoxie resultieren kann [11].

PO, (mmHg) ?

(4

Abb. 1: Schematische Darstellung der
Sauerstoffbindungskurve am Krogh-
Zylinder-Modell modifiziert nach

Silbernagel et al. [12].

Abstand von der Kapillare

Sauerstoff dient als Oxidationsmittel fur biochemische Prozesse. Entscheidend fur
das pflanzliche und tierische Leben, sowie fiir das Uberleben vieler
Mikroorganismen ist dabei die oxidative Phosphorylierung als chemisches Korrelat
der biologischen Atmung, die sogenannte Atmungskette. Sie dient der Bildung von
Adenosintriphosphat (ATP), welches wiederum als Energietrager fur nachfolgende

biochemische Prozesse notwendig ist [13].

Bei langer anhaltender Hypoxie kommt es zu einem verstarkten Atemantrieb,
welcher aufgrund der gesteigerten Atemfrequenz eine konsekutive Hypokapnie zur

3



1 Einleitung

Folge hat. Es resultiert eine respiratorische Alkalose, welche metabolisch
kompensiert werden kann. Dabei nimmt die Mitochondriendichte im Muskelgewebe
zu und die Kapillarisierung des Muskelgewebes wird erhoht.

Grundlage dafur ist die sauerstoffabhangige Regulierung nachgeschalteter
Prozesse in den einzelnen Zellen durch die Familie der Hypoxie-induzierbaren

Faktoren (HIF), welche im Folgenden eingehender beschrieben wird.

1.2.2 Hypoxie-induzierbare Faktoren

Hypoxie-induzierbare Faktoren dienen sowohl physiologischen wie auch
pathologischen Prozessen mit ihrem nachgeschalteten Signalweg als sensibles
Instrument, um die einzelne Zelle und den Gesamtorganismus an
Sauerstoffmangelsituationen anzupassen. Durch Aktivierung von HIFs kommt es in
der Folge zu einer verbesserten Versorgung der Zelle mit Nahrstoffen, einer
Verstarkung der Angiogenese und einer Forderung der Zellmigration, um so
Anschluss an suffizient versorgte Regionen zu erhalten [14-16].

DarUber hinaus sind viele Tumorzellen aber in der Lage sich Uber den HIF-
Signalweg der Notwendigkeit einer suffizienten Sauerstoffversorgung zu entziehen.
Eine niedrige Sauerstoffkonzentration innerhalb des Tumors ist in vielen Entitaten
wie zum Beispiel beim Mamma-Karzinom oder den bereits erwahnten Tumoren des
Kopf-Hals-Bereichs mit einer schlechteren Prognose fur die Patienten assoziiert [9,
10, 17].

HIFs sind Teil einer Familie basischer Helix-Loop-Helix-Proteine (bHLH) und binden
als Transkriptionsfaktoren an Hypoxie-Responsive-Elemente (Hypoxia responding
elements, HREs) in den Promotor- und Enhancer-Regionen ihrer Zielgene, welche

allesamt die gleiche Kernsequenz 5’-RCGTG-3" aufweisen.

HIFs bestehen aus einer gemeinsamen konstitutiv exprimierten B-Einheit (Aryl
Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator, ARNT, HIF-B), sowie drei
verschiedenen a-Einheiten, aus denen sich afp-Dimere bilden [18]. Dabei konnte
bisher gezeigt werden, dass HIF-1a sowie HIF-2a sowohl gemeinsame als auch fur
den jeweiligen Faktor spezifische Zielgene besitzen. Derweil scheint HIF-3a. sowohl

agonistische als auch antagonistische Effekte zu haben [19].
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N-terminal gelegen befindet sich bei allen HIF-Proteinen die bHLH-Sequenz,
welche fur die Bindung an die HRE-Zielsequenzen verantwortlich ist. Es folgt die fur
die Dimerisierung entscheidende Per-Arnt-Sim (PAS) - Domane. Sie kommt in
samtlichen Lebensformen vor und ist wichtig fur die Bindung weiterer Faktoren.
Weiter C-terminal gelegen ist die sogenannte oxygen dependent degradation
domain (ODDD) - Sequenz. Sie ist zusammen mit der N-terminalen
Transaktivierungsdomane (NAD) wichtig fur die Degradierung. Alle Subtypen der
HIF-a Familie beinhalten eine Kernlokalisations-Sequenz (nuclear localization
signal, NLS), welche aufgrund der Gro3e des Proteins fur den gerichteten Transport
zwischen den zellularen Kompartimenten unerlasslich ist [20]. HIF-1a und HIF-2a

verfugen zusatzlich Uber eine C-terminale Transaktivierungsdomane (CAD).

HIF-3a existiert in einer weiteren Splice-Variante unter dem Namen IPAS (Inhibitory
PAS Domain protein). IPAS interagiert direkt mit HIF-1a und verhindert die
Dimerisierung mit HIF-1p [21]. Daruber hinaus interagiert IPAS scheinbar mit HIF-
18 und bildet einen transkriptionell inaktiven und zur hypoxischen Antwort
antagonistisch wirkenden Komplex [22, 23]. Eine schematische Darstellung der
Proteinstrukturen findet sich in Abbildung 2.

Hydroxylierung Hydroxylierung
durch PHDs durch FIH

p402 P564 N803
HIF-1a bHLH PAS A+B ODDD _NAD NLS CAD

p405 p531 N851
HIF-2«a bHLH PAS A+B OoDDD NAD NLS CAD

p490

HIF-3«a bHLH PAS A+B OoDDD NAD NLS
IPAS bHLH PAS A+B
HIF-1 B bHLH PAS A+B

Abb. 2: Schematische Darstellung der Domanenstruktur der Proteine der HIF-Familie
modifiziert nach Lisy et al.

Reguliert wird die HIF-a Aktivitdt durch eine Enzymfamilie mit Prolylhydroxylase-

Domane (PHD1, PHD2, PHD3), welche die jeweils zwei spezifischen Prolinreste

5
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von HIF-as hydroxylieren konnen. Dabei sind O,, Ascorbat, Eisen(ll) und 2-
Oxoglutarat wichtige Cofaktoren dieser sowohl im Zytosol als auch im Zellkern
stattfindenden Reaktion [24, 25]. Durch das von-Hippel-Lindau-Protein (pVHL)
werden die hydroxylierten Aminosauren ubiquitinyliert und die Proteine so zum
proteasomalen Abbau markiert. Unter Normoxie betragt die zellulare Halbwertszeit
von HIF-1a und HIF-2a weniger als funf bis acht Minuten [26-28]. Unter den drei
bekannten PHD-Isoenzymen scheint PHD2 das entscheidende Enzym in der
Regulation der HIF-1a-Untereinheit im Zellkern zu sein [29]. Die HIF-a-Untereinheit
wird unter Normoxie abgebaut und ist damit fur die Aktivitdt der HIF-Dimere
verantwortlich [30]. Mit abfallendem Sauerstoffpartialdruck kommt es somit zu einer
Stabilisierung der HIF-Dimere, einer Steigerung ihrer Aktivitat und einer
konsekutiven Aktivierung von HREs.

Daruber hinaus ist die HIF-Aktivitat auch von der subzellularen Lokalisation der
einzelnen HIF-Proteine abhangig. In Immunfluoreszenzanalysen konnte gezeigt
werden, dass sich HIFs infolge von Hypoxie im Zellkern anreichern [31]. Taylor et
al. konnten sogar zeigen, dass sich HIF-1a und HIF-2a. im Zellkern zur gleichen Zeit

nach verschiedenen Mustern anreichern [32].

1.2.3 Zielgene der Hypoxie-induzierbaren Faktoren

Von besonderer Bedeutung fur die Tumorgenese sind jene Zielgene, welche eine
Expansion und eine Vaskularisierung des Tumors fordern und somit das Mikromilieu
des Tumors aufrechterhalten. Mehrere Arbeitsgruppen konnten bisher zeigen, dass

die Aktivierung des HIF-Signalwegs zu einer verstarkten Angiogenese fuhrt [33-35].

Dazu bedarf es primér einer suffizienten Versorgung mit Nahrstoffen. Uber den HIF-
Signalweg kommt es zu einer verstarkten Transkription des fur den Glucose-
Transporter GLUT1 kodierenden Gens SLC2A71, wodurch eine erhohte
insulinunabhangige Glucoseaufnahmerate in die Zelle ermoglicht wird [34].
Weiterhin werden durch den HIF-Signalweg die Transkription der fur die Enzyme
Aldolase und Phosphofructokinase 1 (PFK1) kodierenden Gene gesteigert, sodass
ein verstarkter Metabolismus der Glucose ermoglicht wird [36]. Durch die

Inhibierung des Zielgens fur die Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1 (PDK1) hemmen
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HIFs die oxidative Phosphorylierung und die Entstehung toxischer reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) [37].

Nachdem nun einerseits dargelegt wurde, dass HIFs eine wichtige Rolle im
Uberleben und der Expansion von neoplastischen Zellen spielen, konnte wiederum
auch gezeigt werden, dass die experimentell herbeigefuhrte Degradierung von HIF
einen Untergang von Tumorzellen zur Folge hat und zu einem Rulckgang von
transkriptionellen Faktoren wie den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren
(vascular endothelial growth factor, VEGF) und epidermalen Wachstumsfaktoren
(epidermal growth factor, EGF) fuhrt [38].

Diese Eigenschaften machen HIFs zu potentiellen therapeutischen Zielen in der
Behandlung von Krebserkrankungen. Als Ansatzpunkt konnte eine Beeinflussung
der subzellularen Lokalisation von HIF-Proteinen dienen. Dazu soll im Folgenden

naher auf zellulare Transportmechanismen eingegangen werden.

1.3 Zellulare Transportmechanismen am Beispiel von Exportin 1
1.3.1 Physiologische Bedeutung

Eukaryotische Zellen besitzen verschiedene Kompartimente, in denen jeweils
spezifische Prozesse zur Aufrechterhaltung der Funktion der einzelnen Zelle und
des Gesamtorganismus ablaufen. In erster Linie lassen sich dabei der Nucleus, also
der Zellkern, vom Zytoplasma unterscheiden. Der Nucleus ist von einer inneren und
einer aulleren Membran umgeben [39], wodurch verhindert wird, dass sich
Makromoleklle ab einer bestimmten Grof3e zwischen den Kompartimenten frei
bewegen konnen. Als Verbindung zwischen Zellkern und Zytoplasma bestehen
Kernporenkomplexe (Nuclear pore complexes, NPCs), welche einen gerichteten
Transport in und aus dem Zellkern heraus ermoglichen. Sie besitzen eine Masse
von etwa 125MDa und bestehen aus etwa 100 verschiedenen Proteinen, den
sogenannten Nucleoporinen (nuclear proteins, NUPs) [40]. Dabei existieren
Ankerproteine, welche die Poren in der Membran fixieren, Strukturproteine, welche
die eigentliche Pore, ein Korb-artiges Makromolekul, bilden sowie Protein-
Filamente, welche auf der Innen- und Aulenseite des Kerns in den
transmembranaren Transport involviert sind. Sie bestehen aus repetitiven

Sequenzen der Aminosauren Phenylalanin (F) und Glycin (G), werden daher als
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FG-NUPs bezeichnet, und verfugen uber keine Sekundarstruktur [41]. Die FG-
Bereiche bilden hydrophobe Abschnitte im Gesamtproteinkomplex und tragen so
nach aktueller Vorstellung als sogenanntes ,Oily Spaghetti“Modell zur
Barrierefunktion bei [42, 43].

Teilchen und Proteine bis zu einer Grof3e von 40kDa oder bis zu einem Diameter
von 5nm konnen frei durch den NPC wandern, wahrend grof3ere Molekule eines
gerichteten, enzymatisch getriebenen Transports durch I6sliche Rezeptoren
bedurfen [44, 45]. Ein Groliteil dieser Enzyme ist der Familie der 3-Karyopherine
zuzuordnen. Jedes einzelne Karyopherin erkennt bestimmte Gruppen von
Proteinen oder Ribonucleinsaure (ribonucleic acid, RNA). Dazu besitzen diese
Molekule in ihrer Struktur ein Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal,
NLS) oder ein Exportsignal (nuclear export signal, NES). Das NES wurde erstmalig
1995 durch Fischer et al. im humanen Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1)
nachgewiesen [46]. Unter den Kern-Zytoplasma-Transportsignalen konnten bisher
drei Klassen identifiziert werden, welche unterschiedliche Eigenschaften aufweisen.
Dabei existiert unter anderem ein NES, welches Uber einen hohen Anteil der
Aminosauren Leucin (L), Isoleucin (l), Methionin (M), Phenylalanin und Valin (V)
verfugt und sehr hydrophob ist [47]. Es scheint zwischen den verschiedenen
Varianten dieses NES starke Unterschiede in der Aminosauren-Sequenz zu geben,
doch konnte das gemeinsame Motiv HX,3HX>3HXH gezeigt werden, bei dem H
einer der oben genannten hydrophoben Aminosauren und X einer beliebigen
Aminosaure entspricht [48, 49].

Dieses NES wird spezifisch durch das Kernexportprotein Exportin-1 (XPO-1)
erkannt, welches auch als Chromosome maintenance region 1 (CRM1) bezeichnet
wird. Nach aktuellem Kenntnisstand ist CRM1 am Transport von fast 300
verschiedenen Proteinen beteiligt, darunter Transkriptionsfaktoren, ribosomale
Untereinheiten, Signalmolekule, RNAs und weitere Molekule [50].

Die Komplexbildung zwischen dem NES und den Karyopherinen und die
anschlielfende Dissoziation erfordert als aktiver Prozess viel Energie. Diese wird
durch den RanGTP-GDP-Zyklus bereitgestellt. GTPase-aktivierende Proteine
(GAPs) bewirken eine Konformationsanderung des Ran-Proteins, wodurch die
intrinsische Hydrolyse gesteigert wird. Zudem stimulieren die Ran-bindenden
Proteine 1 und 2 (RanBP1, 2) die GTP-Hydrolyse. Anschliefend wird die

8
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Dissoziation von GDP im Tausch gegen GTP durch Guanin-Nucleotid-
Austauschfaktoren (guanine nucleotide exchange factors, GEFs) katalysiert [40,
51].

1.3.2 Bedeutung von CRM1 in neoplastisch entarteten Zellen

Eine erhdhte Expression von Kerntransportern in neoplastisch entartetem Gewebe
ist mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet. So konnte auf Seiten der
Importine gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von Importin-betal zu
einer verstarkten Proliferation und Chemoresistenz in Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen fuhrt [52].

Eine Uberexpression des Kernexportproteins CRM1 konnte unter anderem in
Pankreas-, Magen-, Lungen-, Prostata-, Ovarial- und Zervixkarzinomen

nachgewiesen werden und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert [53-58].

Auch in hamatoonkologischen Entitaten ist eine Veranderung bezuglich der CRM1-
Expression zu beobachten [45, 58-62].

CRM1 kommt dabei neben anderen Kerntransportern eine wichtige Rolle in der
Regulation zellularer Signalkaskaden zu. Depping et al. legten in einer
Ubersichtsarbeit dar, dass der HIF-Signalweg unter anderem durch Kerntransporter
wie zum Beispiel CRM1 reguliert wird [20].

1.3.3 Pharmakologische Inhibitoren von CRM1

Die Zusammenhange zwischen der Funktion von CRM1, gewissermalien als
.1ursteher” zwischen Zellkern und Zytoplasma, und grundlegenden zellularen
Prozessen machen CRM1 zu einem vielversprechenden Ziel fur die Entwicklung
neuer Krebstherapien.

Als erster Inhibitor von CRM1 wurde 1984 Leptomycin B (LMB, Abbildung 3)
identifiziert, welches beim Versuch, ein neues Antibiotikum zu generieren, aus
Streptomyces Bakterien isoliert wurde [63, 64]. LMB alkyliert Uber eine kovalente
Bindung einen Cystein-Rest von CRM1 an Position 528 und blockiert so die Bildung
des CRM1-NES-RanGTP-Komplexes, sodass ein Export verhindert wird [65, 66]. In
In-vitro Studien an HelLa-Zellen konnte eine signifikante Wachstumshemmung unter

9
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Behandlung mit LMB im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden und im Mausmodell
konnten Mause mit vorher induzierter Peritonealkarzinose mittels LMB-Gabe geheilt
werden [67].

Newlands et al. konnten allerdings in einer Phase | Studie keinen positiven
therapeutischen Effekt nachweisen. Es zeigten sich lediglich auf Ebene der
Tumormarker zeitweilige Veranderungen. So kam es bei einer Patientin mit einem
Ovarial-Karzinom zu einem transienten Abfall des Tumormarkers CA.125. Zudem
kam LMB (Handelsname: Elactocin) als Wirkstoff aufgrund toxischer
Nebenwirkungen nicht infrage. Es kam zu Ubelkeit, massivem Erbrechen,
Gewichtsverlust und einer damit einhergehenden
Allgemeinzustandsverschlechterung [68].

Abb. 3: Strukturformel Leptomycin B, C33H4305

In der Folge wurden weitere Inhibitoren teilweise auch als Abkommlinge von LMB
entwickelt, darunter unter anderem Ratjadon, Anguinomycin und KOS2464.
Letzterer Wirkstoff zeigte im Mausmodell signifikante Effekte in verschiedenen
hamatologischen und soliden Tumoren, konnte aber bis heute keine klinische

Bedeutung erlangen [69].

1.4 Precision medicine am Beispiel des Wirkstoffes Selinexor

Nachdem mit CRM1 ein vielversprechendes Therapieziel identifiziert war, bisherige
Inhibitoren aber klinisch keine Bedeutung gewinnen konnten, versuchte man
konsequenterweise, selektive Inhibitoren mit moglichst geringen toxischen Effekten

zu entwickeln.

10
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Mittels des consensus-induced fit docking (cFID) konnte zunachst am Computer
simuliert werden, welche Molekule potentiell mit CRM1 interagieren konnten. Die
Familie der selektiven Kernexportinhibitoren (selectiv inhibitors of nuclear export,
SINE) war entstanden und hatte mit KPT-330 (Internationaler Freiname, INN und
im Folgenden: Selinexor) und KPT-335 (INN: Verdinexor) rasch potente Vertreter.
Selinexor (Strukturformel C17H11FsN7O, Abbildung 4), mit Handelsnamen Xpovio,
ist dabei ein Akronym fur einen ,selective inhibitor of nuclear export®. Wie
Leptomycin B bindet auch Selinexor kovalent an Cystein-Rest 528 von CRM1,
unterscheidet sich aber unter anderem dahingehend, dass die Bindung zwischen

Selinexor und CRM1 langsam reversibel ist [70].

Abb. 4: Strukturformel von Selinexor, C17H11FgN;O

Zwei Phase I-Studien zeigten im Jahre 2016 insgesamt wenig Nebenwirkungen bei
der Einnahme von Selinexor, was mit der reversiblen Bindung an CRM1 erklart
wurde. Zudem zeigten sich bei Patienten mit Knochen- und Weichgewebs-
Sarcomen in 33% der Falle eine Stabilisierung der Tumorerkrankung [71, 72]. In der
Folge konnte in weiteren Tumorentitaten das Potential von Selinexor bestatigt
werden. Sun et al. zeigten sowohl in vitro als auch in vivo positive Effekte im
Mausmodell beim Nicht-kleinzelligen Bronchial-Karzinom (Non-small cell lung
cancer, NSCLC) [73].

Selinexor ist seit Juli 2019 von der US-amerikanischen Food and Drug
Administration (FDA) in Kombination mit dem Kortikosteroid Dexamethason zur

Therapie des refraktaren Multiplen Myeloms bei Erwachsenen zugelassen [74].
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1.5 Strahlentherapie — historische Entwicklung und heutige Praxis

Mit der Auszeichnung von Wilhelm Conrad Rontgen mit dem ersten Nobelpreis fur
Physik im Jahre 1901 fur die Entdeckung der Rontgenstrahlung sechs Jahre zuvor
war auch die Hoffnung verknupft, diese neuen Entdeckung medizinisch einsetzen

zu kbnnen.

Versuche von Rontgen konnten frih zeigen, dass ein im wahrsten Sinne des Wortes
,ourchleuchten® von Menschen bzw. Korperteilen von aulerordentlichem
diagnostischem Wert ist. Es entstanden die ersten konventionellen
Rontgenaufnahmen, deren grundsatzliches Prinzip bis heute weiter genutzt wird.
Ebenso stellte sich aber alsbald heraus, dass die ,neue Art von Strahlen®
Nebenwirkungen wie Haarausfall oder Dermatitiden mit sich brachte [75]

Daraus leitete sich schon im Jahre 1897 der erste therapeutische Einsatz der
Rontgenstrahlung bei einem Naevus pigmentosus piliferus eines funfjahrigen
Madchens durch Leopold Freund ab [76]. Es folgte 1925 die Errichtung des ersten
Vorlaufers eines Bestrahlungsgerates in Erlangen, welches es ermoglichte die
Rontgenrohre um den Patienten herumzubewegen; man bezeichnete dies als

.Kreuzfeuerbestrahlung®.

Bei der heute in der Radiotherapie angewandten Strahlung handelt es sich in der
Regel um ionisierende Strahlung. Das heif3t die Strahlen fuhren in den erfassten
Geweben zur lonisation von Teilchen. Dies fuhrt einerseits zu direkten Schaden an
der DNA in Form von Einzel- oder Doppelstrangbrichen. Letztere sind den
zelleigenen Reparaturmechanismen nicht zuganglich und flhren zu einem
Absterben der Zelle einerseits Uber die Apoptose und auch Uber den mitotischen
Tod, da eine Replikation der geschadigten DNA in der Regel nicht mehr gelingt [77].
Dabei korreliert die Strahlensensibilitat mit der Anzahl der entstandenen DNA-
Schaden [78].

Andererseits kommt es durch die lonisierung zur Ausbildung von toxisch wirkenden
freien Radikalen (Abbildung 5).

12



1 Einleitung

4
// direkter Effekt
%\ :
) & \

Photon

indirekter Effekt
? if Photon

Abb. 5: Schematische Darstellung des durch Strahlung hervorgerufenen

direkten und indirekten Effekt an der DNA modifiziert nach Y. Ogawa [79].

In der Folge kommt es Uber Tage bis Monate zur Induktion eines Zelltods, sodass
noch lange nach Ende eines Bestrahlungsregimes ein relevanter Effekt der
durchgefuhrten Behandlung erwartet und einkalkuliert wird.

Unvermeidlich ist dabei eine Schadigung von gesundem Gewebe. Man macht sich
aber zunutze, dass gesunde Zellen im Gegensatz zu Krebszellen in der Lage sind,
Schaden an ihrer DNA bis zu einem gewissen Male im Rahmen ihres ublichen
Replikationsprozesses zu reparieren. Dies ist entarteten Zellen haufig aufgrund

ihrer extrem gesteigerten Teilungsrate nicht oder zumindest nur teilweise maoglich.

Dieser Effekt ist von Bedeutung fur die sogenannte Fraktionierung. Dabei kann die
bendtigte Gesamtdosis fur eine Tumorentitat auf multiple Einzeldosen zwischen 1 —
3 Gray (Gy) aufgeteilt werden. Der Schaden pro Fraktion kann so relativ gering
ausfallen. Es ergibt sich aber ein Summationseffekt, welcher vor allem Krebszellen
aufgrund ihrer hohen Mitoserate stark betrifft [80].

Die Einsatzgebiete der Bestrahlung sind heute vielseitig. Um Tumore einer
chirurgischen Resektion besser zuganglich zu machen, hat sich fur einige Entitaten
das Prinzip der neoadjuvanten Bestrahlung etabliert. Dabei wird der Patient
zunachst bestrahlt, wodurch man sich eine Verkleinerung des Tumors und damit

Verbesserung der Operabilitat erhofft.
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Die adjuvante Therapie, das heilt die Bestrahlung nach stattgehabter chirurgischer
Resektion des Tumors, hat zum Ziel, mikroskopische und damit nicht-sichtbare
Tumorreste sicher zu beseitigen. Sie findet zum Beispiel in der Therapie des

operablen Mamma-Karzinoms oder auch beim Prostata-Karzinom Anwendung.

Auch in der Palliativmedizin spielt die Bestrahlung eine wichtige Rolle, da sie zum
Beispiel das Wachstum von Knochenmetastasen bremsen oder aber auch

tumorbedingte Schmerzen lindern kann [81].

Eine Sonderform der Strahlentherapie ist die Brachytherapie. Sie unterscheidet sich
von der oben beschriebenen Strahlentherapie insofern, als dass bei ihr die
Strahlenquelle beispielsweise mittels Katheter-Technik temporar in unmittelbare
Nahe des Tumors gebracht wird und dort wirkt. Sie findet v.a. in der Gynakologie
und bei Prostata-Karzinomen Anwendung. Aber auch andere Tumore, wie zum
Beispiel im oropharyngealen Bereich sind unter Umstanden sehr gut mittels

Brachytherapie zu therapieren.

Eine weitere mOogliche Therapie ist die Radiochemotherapie, bei der
Chemotherapeutika simultan wahrend einer Bestrahlungsserie verabreicht werden
mit dem Ziel einer selektiven Verstarkung der Strahlenwirkung in Tumorzellen. Fur
zahlreiche Tumorentitaten ist diese simultane Radiochemotherapie mittlerweile die
Standardtherapie, und die Kombination hat wesentliche Verbesserungen der
Langzeit-Heilungsraten erbracht. Die simultane Chemotherapie in Kombination mit
Strahlentherapie ist oft erfolgreicher als eine adjuvante oder neoadjuvante
Chemotherapie. Zahlreihe neue Substanzen befinden sich in klinischer Prufung,
u.a. Medikamente, die die DNA-Reparatur hemmen oder spezifische, durch

Bestrahlung hochregulierte Signalwege hemmen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Es soll im Rahmen dieser Dissertation der Versuch unternommen werden, die
Zusammenhange zwischen der Inhibition des Kernexportproteins CRM1 und dem
HIF-Signalweg, sowie etwaige Effekte auf die Strahlensensitivitat genauer zu

untersuchen.

Aufbauend auf den nun beschriebenen theoretischen Grundlagen werden im

Folgenden zwei Hypothesen aufgestellt:
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1. Eine selektive Inhibition von CRM1 mittels Selinexor hat einen hemmenden
Effekt auf den HIF-Signalweg.

2. Infolge der CRM1-Inhibition kommt es Uber Inhibition des HIF-Signalwegs zu
einer gesteigerten Strahlensensitivitat von Krebszellen in vitro.

Diese Studie soll damit in vitro neue Erkenntnisse liefern, um insbesondere den
Zusammenhang zwischen Kernexportinhibition und Hypoxie genauer zu verstehen.
Auf Grundlage dieser Daten soll eine Perspektive zur Verbesserung zukunftiger
Strahlentherapien aufgezeigt werden.

In Zusammenschau aller Ergebnisse soll ein weiterer Beitrag zum Verstandnis von

Krebserkrankungen und zur Optimierung ihrer Therapien geleistet werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Hersteller

Abcam plc

Air Liquide Deutschland GmbH
AppliChem GmbH

Berthold Technologies GmbH & Co. KG
Bioline GmbH

Bio-Rad Laboratories Inc.

Biozym Scientific GmbH

Carestream Healthcare Inc.

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Zeiss AG

Elysia-raytest GmbH

Eppendorf AG

GraphPad Software

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG
Honeywell Fluka GmbH

BD Transduction

Dako / Agilent

Gerbu Biotechnik GmbH

Gibco / Life technologies AG

Jena Bioscience GmbH

Kern & Sohn GmbH

Merck KGaA

Microsoft Corporation

Cambridge, GroRbritannien
Dusseldorf, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Bad Wildbad, Deutschland
Luckenwalde, Deutschland
Hercules, Kalifornien, USA
Hessisch Oldendorf, Deutschland
Rochester, New York, USA
Karlsruhe, Deutschland
Oberkochen, Deutschland
Straubenhardt, Deutschland
Hamburg, Deutschland

San Diego, Kalifornien, USA
Schwabach, Deutschland
Eberstadt, Deutschland
Seelze, Deutschland

San Jose, Kalifornien, USA
Santa Clara, Kalifornien, USA
Gaiberg, Deutschland
Carlsbad, Kalifornien, USA
Jena, Deutschland
Balingen-Frommern, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Redmond, Washington, USA
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New England Biolabs GmbH
Nexcelcom Bioscience LTD.
Novus Biologicals

Nunc GmbH & Co. KG
PCRmax LTD.

Pechiney Plastic Packaging Inc.
Elysia-raytest GmbH

Santa Cruz Biotechnology
Sarstedt AG & Co. KG
Scotsman Ice Systems
Sigma-Aldrich corp.
Silvercrest / Targa GmbH
Systec GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

TSI GmbH & Co. KG

Uniequip Laborgeratebau u. -Vertriebs GmbH

Varian Medical Systems Inc.

2.1.2 Gerate

Flockeneisbereiter AF-100
Folienschweil’gerat G 7883 CD
Cellometer™ Auto T4
Centrifuge 5415 R

Centrifuge 5810 R

Eco48 qPCR System

Linearbeschleuniger Clinac DHX

Frankfurt a.M., Deutschland
Lawrence, Massachusetts, USA
Littleton, Colorado, USA
Wiesbaden, Deutschland
Stone, GroRbritannien
Menasha, Wisconsin, USA
Straubenhardt, Deutschland
Dallas, Texas, USA
Numbrecht, Deutschland
Vernon Hills, lllinois, USA
St. Louis, Missouri, USA
Soest, Deutschland

Linden, Deutschland
Langenselbold, Deutschland
Zeven, Deutschland
Planegg, Deutschland

Palo Alto, Kalifornien, USA

Scotsman Ice Systems
Silvercrest / Targa GmbH
Nexcelcom Bioscience LTD.
Eppendorf AG

Eppendorf AG

PCRmax LTD

Varian Medical Systems Inc.
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Messwaage Kern 510-33

Microflow Biological safety cabinet Nunc
Mikroskop Axiovert 25

Mithras LB 940

Pipette Eppendorf Research 2,5 - 1000pl
Pipettierhilfe Pipetus

Polymax 1040, Taumelmischer
Sonopuls HD 3100

Systec V-150 Autoklav

Thermomixer comfort

Trans-Blot Turbo BioRad

MiniProtean Tetra System BioRad
Hybridizationsoven 6/12 Unitherm
Inkubator Heracell Vios 160i Co2-Incubator

Cellometer Auto T4

2.1.3 Chemikalien

Ethanol 99,9% vol.
Ampicillin-Natriumsalz
Ammoniumpersulfat (APS)
Bactotrypton

Calciumchlorid

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
ECL Western Blotting Detection System
Fotales Kalberserum (FCS) 10%

Gase (N2, CO,, Druckluft)

Kern & Sohn GmbH

Nunc GmbH & Co. KG

Carl Zeiss AG

Berthold Techn. GmbH & Co. KG
Eppendorf AG

Hirschmann Lab. GmbH & Co. KG
Heidolph Instr. GmbH & Co. KG
Bandelin GmbH & Co. KG
Systec GmbH

Eppendorf AG

Bio-Rad Laboratories Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc.
Uniequip GmbH

Thermo scientific

Nexcelcom Bioscience LTD.

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Thermo Fisher Scientific Inc.
Merck KGaA

Sigma-Aldrich corp.

Thermo Fisher Scientific Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Air Liquide Deutschland GmbH
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Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POj4)
LB-Agar

LB-Medium

Lipofectamine Transfektionsreagenz
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Magermilchpulver

Methanol

M-MuLV reverse Transkriptase
MOPS

Nattriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4)

PageRulerTM Prestained Protein Ladder

Penicillin / Streptomycin 1%

Propanol

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Thermo Fisher Scientific Inc.
Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Honeywell Fluka GmbH
Merck KGaA

TSI GmbH & Co. KG

Merck KGaA

New England Biolabs GmbH
Gerbu Biotechnik GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich corp.

Merck KGaA

AppliChem GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
Fermentas/ThermoFisherSci. corp.
Thermo Fisher Scientific Inc.

Carl Roth GmbH & Co. KG

Protease Inhibitor Cocktail Set V, EDTA-free Merck KGaA

RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) Thermo Fisher Scientific Inc.

19



2 Material und Methoden

Rontgenfilmentwickler LX24
Rontgenfixierbad AL4
Salzsaure 25% (HCI)
Selinexor (KPT-330)

Tetramethylethylenediamin (TEMED)

Carestream Healthcare Inc.
Carestream Healthcare Inc.
Merck KGaA

Karyopharm Therapeutics

Carl Roth GmbH & Co. KG

Tris Carl Roth GmbH & Co. KG
Tris-HCI Carl Roth GmbH & Co. KG
Trypanblau Sigma-Aldrich corp.
Trypsin-EDTA Merck KGaA
Tween 20 Merck KGaA
UREA (Harnstoff) Merck KGaA
2.1.4 Losungen und Puffer

Tabelle 1: Losungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

Blockungsmilch
Blotpuffer
Calciumchloridlésung
Laemmlie Laufpuffer

PBS
(Phosphate buffered Saline)

SDS-Page-Sammelgel

SDS-Page-Trenngel (10%)

Magermilchpulver 5g, PBS 100ml

25mM Tris, 200mM Glycin, 20% Methanol
60mM CaCl2, 15% Glycerin, 10mM MOPS
50mM Tris, 400mM Glycin, 2% SDS

NaCl 8g/l, KCI 0,2g/l, KHPO,4 1g/l, NaH.POy,
1,444/l

Acrylamid 13%, Tris-HCI pH 6,8 0,125M, SDS
0,1%, APS 0,05%, TEMED 0,001%, Aqua bidest.

Acrylamid 33%, Tris-HCI pH 8,8 0,375M, SDS
0,1%, APS 0,05%, TEMED 0,05%, Aqua bidest.
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SOB-Medium Bactorypton 20g, Hefeextrakt 5g, NaCl 0,5g, KCI

1M 2,5ml, H>0 900ml

Trypanblau-Test 2% Trypanblau in PBS

UREA-Zelllysepuffer

2.1.5 Verbrauchsmaterialien
PVDF-Membran

MP Cell Counting Chamber CHT4-003
Photofilm

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips, steril, 2,5l
Pipettenspitzen Filter Tip, blau, 1000ul
Pipettenspitzen Tip, farblos, 2,5ul
Pipettenspitzen Tip, gelb, 200ul
Pipettenspitzen Tip, blau, 1000l
PP-Rohrchen, steril, 15ml
PP-Rohrchen, steril, 50ml
Reagiergefald, Micro tube, 1,5ml
Reagiergefald, Safe-seal micro tube, 2ml
Rotilabo-Blottingpapiere, 0,35mm
Serologische Pipette, steril, 25ml
Serologische Pipette, steril, 10ml
Serologische Pipette, steril, 5ml
Serologische Pipette, steril, 2ml

Tissue Culture Dish, 100mm x 20mm

Merck KGaA

Glycerol 10%, SDS 1%, Dithiothreitol 5mM, Tris
pH 6,8 10mM, UREA (Harnstoff) 6,7M, Protease
Inhibitor Cocktail 1:1000

Nexcelcom Bioscience LTD.

Biozym Scientific GmbH

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co.

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

KG
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Tissue Culture Dish, 150mm x 20mm Sarstedt AG & Co. KG
Tissue Culture Platte, steril, 6 Well Sarstedt AG & Co. KG
Tissue Culture Platte, steril, 24 Well Sarstedt AG & Co. KG
Tissue Culture Platte, steril, 96 Well Sarstedt AG & Co. KG
Zellschaber, 39 cm Sarstedt AG & Co. KG

2.1.6 Kits

AlamarBlue™-Zellviabilitats-Assay Thermo Fisher Scientific Inc.
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extr. Reag. Thermo Fisher Scientific Inc.
NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel

SensiMix SYBR Kit Bioline GmbH

Total RNA Purification Kit Jena Bioscience GmbH
2.1.7 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) und der American Type Culture
Collection (ATCC) erworben. Die Zelllinien werden regelmafig auf Kontaminationen

mit Mycoplasmen untersucht (Mycoplasma Detection Kit).
U20S

Die Zelllinie U20S wurde 1964 aus einem Osteosarkom der Tibia eines 15-jahrigen
weilen, kaukasischen Madchens isoliert. Die Zellen exprimieren unter anderem die
Enzyme insulin-like growth factor Rezeptor (IGF-1) und den insulin-like growth
factor-ll/Mannose-6-phosphat Rezeptor (IGF-II/M6P).

Hep3B

Die Zelllinie Hep3B entstammt einem hepatocellularen Karzinom eines 8-jahrigen
afroamerikanischen Jungens. Sie wurde aus einem Biopsat im Jahre 1979 isoliert.
Sie tragt ein integrierte Hepatitis B-Virusgenom in sich und ist defizient fur das
Tumorsupressorprotein p53.
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MCF-7

Bei der Zelllinie MCF-7 (Michigan Cancer Foundation — 7) handelt es sich um eine
ductale Adenocarzinom-Zelllinie der Brust. Sie wurde durch Isolation aus Zellen aus
einem malignen Pleuraerguss im Jahre 1970 gewonnen. Die Patientin war eine 69-

jahrige, weilde, kaukasische Frau. Die Zelllinie ist ER+, PR+ und HER2-.

2.1.8 Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Priméarantikérper

Antikbrper Katalognummer Hersteller
Alpha-Tubulin (B-7) sc-5286 Santa Cruz
HIF-1a 610959 BD Transduction
Lamin sc-6215 Santa Cruz

p53 ab32389 Abcam

Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikorper

Antikbrper Katalognummer Hersteller
HRP-Anti-Kaninchen (Ziege, polyclonal)  P0448 Dako
HRP-Anti-Maus (Ziege, polyclonal) P0447 Dako
HRP-Anti-Schaf (Kaninchen, polyclonal) P0163 Dako
HRP-Anti-Ziege (Kaninchen, polyclonal)  P0449 Dako

2.1.9 Software

AIDA Image Analyzer v.4.27 Elysia-raytest GmbH

GraphPad Prism Version 7.1 GraphPad Software

Microsoft Office 2010 Microsoft Deutschland GmbH

MikroWin 2000 Berthold Technologies GmbH & Co. KG
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung von Saugerzellen

Die Zelllinien U20S und MCF-7 wurden in DMEM (Dulbeccos modified eagle
medium) und die Linie Hep3B in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) kultiviert.
Die Medien enthielten 10% fotales Kalberserum (FKS), 40ug/ml Penicillin G und
80ug/ml Streptomycin-Sulfat als Zusatze.

Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank (Heracell Vios 160i) bei 37°C unter
100% Luftfeuchte angereichert mit 5% CO, und Normoxie (entsprechend ungefahr

21% Oy,). Fur Hypoxieexperimente erfolgte die Inkubation bei 3% O..

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von circa 80% inkubiert und nach
regelmaligem Mediumwechsel alle zwei bis sieben Tage — je nach Zelllinie —
subkultiviert. Dazu wurde das Medium entfernt und die Zellen anschliel3end mit 3ml
Trypsin/EDTA 5min lang bei 37°C inkubiert. Die enzymatische Aktivitat von Trypsin
wurde im Anschluss mit 10ml Medium mit Zusatzen gestoppt.

Von der entstandenen Zellsuspension wurden 2-3ml in einer neuen
Zellkulturflasche mit 10ml Medium gemischt und erneut inkubiert oder die
gewunschte Zellzahl fur zellkulturelle Experimente auf entsprechenden Petrischalen
oder Zellkulturplatten ausgesat.

Fur die Experimente wurden je nach Bedarf Petrischalen mit 10cm oder 15cm

Durchmesser oder Zellkulturplatten im 6-well oder 24-well-Format verwendet.

2.2.2 Anzucht und Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Anzucht wurde E. coli XL1 in LB-Medium nach Lennox unter Hinzugabe von
Ampicillin in einer Konzentration von 100ug/I kultiviert.

Im Folgenden wurden 400ml LB-Medium mit 4ml der Bakterienkultur beimpft und
unter Schutteln bei 37°C inkubiert. Es erfolgte die Messung der optischen Dichte.
Bei einer ODgn0=0,375 wurde die Bakterienkultur in ZentrifugengefalRen 10min auf
Eis inkubiert und anschlie3end bei 1600g fur 7min bei 4°C zentrifugiert. Es folgte
eine Resuspension des Pellets in 40ml eiskalter CaCl,-Losung und erneute
Zentrifugation bei 1100g fur 5min bei 4°C. Das Pellet wurde anschlieRend in 40ml

CaCl,-Losung fur 30min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 1100g
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fur 5min bei 4°C wurde das Pellet in 8ml CaCl,-Losung aufgenommen, nach

Aliquotierung in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.3 Transformation

Zur Einschleusung eines Plasmids in chemisch kompetente Bakterienzellen wurden
100ul einer Bakteriensuspension mit der entsprechenden Menge Plasmid-DNA
gemischt und fur 5 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fur 2min bei 42°C.

AnschlieRend wurden 900yl SOB-Medium hinzugegeben, und es erfolgte eine
Inkubation fir 1h unter Schutteln bei 37°C. Aus der entstandenen Suspension
wurden 100ul auf einem LB- und Ampicillin-Agar ausplatiert und Gber Nacht bei
37°C inkubiert.

2.2.4 Plasmidpraparation

Nach erfolgter Transformation von E.coli XL1 mit dem entsprechenden Plasmid und
Inkubation Uber Nacht bei 37°C wurde zur Aufreinigung des Plasmids das Kit

NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel) nach Herstellerprotokoll verwendet.

2.2.5 Transfektion von Saugerzellen

Wie in Abschnitt 2.1.7 beschrieben, ist die Zelllinie Hep3B von Natur aus defizient
fur das Tumorsuppressor-Protein p53 [82]. p53 sollte in der vorliegenden Arbeit als
Kontrolle fur die Immunoblot-Analysen dienen, sodass die Zelllinie Hep3B mit einem

Plasmid mit der fur p53 kodierenden DNA transfiziert werden musste.

Dazu wurden Zellen in einer 10cm durchmessenden Petrischale bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert.

500p! Serumfreies Optimem-Medium wurden in einem Reaktionsgefaly vorgelegt
und die aufgetaute Plasmid-DNA wurde darin gelost. Bei Verwendung einer 10cm
Petrischale wurde eine Plasmid-Menge entsprechend 10ug DNA verwendet. Nach
Inkubation bei Raumtemperatur fur 5min  wurden 30ul  Geneduice
Transfektionsreagenz hinzugegeben. Wahrend einer erneuten Inkubation wurden

die ausreichend konfluenten Zellen in ein Serumfreies Medium uberfuhrt. Sodann
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konnte der Transfektionsansatz hinzugefugt werden und es erfolgte eine Inkubation
fur 24h. Am darauffolgenden Tage konnten die Zellen fur nachfolgende Experimente

genutzt werden.

2.2.6 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl in Zellsuspension wurde mittels des Zahlgerits Cellometer™ Auto T4
bestimmt. Dazu wurden 40ul Zellsuspension in einem sterilen Reaktionsgefal® mit
20yl Trypanblau gemischt. Davon wurden 20ul in eine Zahlkammer pipettiert und
die Zellzahl durch doppelte Messung und Mittelwertberechnung errechnet. Im
Rahmen der Bestrahlungsexperimente wurden 14ul Zellsuspension und 7l
Trypanblau verwendet. Aus den Messwerten liel® sich im Weiteren die Zellzahl far
die jeweiligen Versuche berechnen, sodass standardisiert Zellen ausgesat werden

konnten.

2.2.7 Gewinnung von Zellfraktionen

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation verschiedener Proteine erfolgte
mittels des Kits NE-PER Nuclear and Cytolasmic Extraction Reagents die
Fraktionierung der Zellen entsprechend des Protokolls des Herstellers.

2.2.8 Proteinbestimmung und Immunoblotanalyse (Western Blot)

Zum quantitativen Proteinnachweis im Rahmen der Versuche wurde die Western

Blot Methode verwendet.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration vor Durchfihrung von Immunoblots
erfolgte mit den entsprechenden Reagenzien des Herstellers Bio-Rad basierend auf
dem Assay nach Bradford nach Herstellerprotokoll [83].

AnschlieBend wurde zunachst eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodium
dodecyl sulfate, SDS-Page) durchgefuhrt. Diese Methode dient dazu, verschiedene
Proteine anhand ihrer Masse aufzutrennen. Dazu wurden 50pg Protein mit
Probenpuffer versetzt. Es folgte ein Hitzeschock fur 5min bei 100°C. Danach
wurden die Proben sowie zusatzlich ein standardisierter Proteinmarker in einem

diskontinuierlichen SDS-Trenngel unter 75V Spannung mittels des Systems
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MiniProtean von Biorad aufgetrennt. Im Anschluss folgte eine Elektrophorese der

Proteine auf eine PVDF-Membran unter Anlage einer Spannung von 10V.

Die Membran wurde im Anschluss fur 2h in Magermilchpulver in PBS bei
Raumtemperatur gewaschen, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Es folgte
die Inkubation mit dem Primarantikorper Uber 24h in Magermilchpulver in PBS bei
4°C. Daraufhin wurde die Membran dreimal fur 5min in PBS bei Raumtemperatur
gewaschen, bevor die Inkubation mit dem Sekundarantikorper in Magermilchpulver
in PBS fur 1h bei Raumtemperatur folgte. Nach erneutem dreimaligem Waschen in
PBS fur je 5min wurde die Membran 1min lang mit ECL benetzt. Es folgte die
Belichtung eines Hyperfilms in der Dunkelkammer. Uber den aufgetragenen
Proteinmarker wurde eine Zuordnung der Proteinbanden zur jeweiligen Grofe in

kDa ermoglicht.

2.2.9 Densitometrie

Zur quantitativen Analyse der auf dem Hyperfiim detektierten Proteinbanden
wurden die Filme an einem Rechner eingescannt und mittels der Software AIDA
Image Analyzer nach Angaben des Herstellers ausgewertet. Dabei wurde zunachst
der Hintergrund der Filme von der jeweiligen Intensitat der zu messenden Bande
abgezogen. Der so entstandene Wert wurde auf die Lamin- bzw. Alpha-Tubulin-

Kontrolle normalisiert.

2.2.10 Kernexportinhibition mit Selinexor

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss der Inhibition des
Kernexport-Proteins CRM1 auf verschiedene subzellulare Prozesse und die
Zellviabilitat unter Bestrahlung.

Dazu wurden die Zellen nach Aussaat in entsprechende Reaktionsgefale bis zu
einer Konfluenz von 50-70% inkubiert und anschlie3end fur weitere 24h mit 0,1 oder

1uM Selinexor in Zellkulturmedium inkubiert.
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2.2.11 Quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion

Zur Untersuchung der Expression des HIF-1a-Zielgens SLC2A1, welches fur das
Glucose-Transportprotein GLUT-1 kodiert, wurde eine quantitative Real-Time
Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) durchgefuhrt.

Dazu wurde die Gesamt-RNA mittels des Kit Total RNA Purification aus den
verschiedenen Zelllinien nach vorheriger Behandlung mit Selinexor entsprechend
Herstellerangaben extrahiert. Aus der Gesamt-RNA wurde die cDNA mittels der M-
MuLV reversen Transkriptase und entsprechender Primer synthetisiert.

Die gqRT-PCR wurde mit 1yl cDNA und dem Kit SensiMix SYBR in einem
Gesamtvolumen von 12,5ul durchgefuhrt. Dazu wurde das Eco48 qPCR System

verwendet.

Die Ergebnisse wurden normalisiert zur relativen Expression des ribosomalen
Proteins L28 (RPL28). Es wurden insgesamt vier voneinander unabhangige
Versuche durchgefuhrt.

2.2.12 Zellviabilitatsassay AlamarBlue™

Vor Beginn der Versuche mit dem Wirkstoff Selinexor wurde mittels eines Zell-
Viabilitatsassays die unter in vitro Bedingungen optimale Dosis ermittelt. Dazu
wurden die Zelllinien mit Dosierungen von 0.031uM bis 1.000pM Selinexor
(0.031uM, 0.063uM, 0.125uM, 0.250uM, 0.500uM, 1.000uM) fir 72h unter
Normoxie und Hypoxie inkubiert. Anschlielend wurde der Assay entsprechend dem
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.

2.2.13 Bestrahlung von Zellen mit Rontgenbremsstrahlung

Wie einleitend dargestellt, stellt die Bestrahlung bei bestimmten Krebsentitaten und
anderen Krankheitsformen eine vielversprechende Therapieoption dar.

Um zu untersuchen, ob die Bestrahlung humaner Krebszellen im Zellkulturmodell
einen Effekt auf das Uberleben eben dieser Zellen hat, wurden die Zelllinien Hep3B,

und U20S definierten Strahlungsdosen ausgesetzt.
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Dazu wurden die Zellen zunachst wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben in einer vorher
festgelegten Zellzahl in funf verschiedene 24-Well-Platten ausgesat. Anschlie3end
erfolgte eine Inkubation in DMSO, 0,1umol Selinexor oder 1umol Selinexor Uber
24h. Die Zellen wurden dann mit Dosen von 2 — 8Gy bestrahlt. Zudem wurde eine
unbestrahlte Kontrolle kultiviert.

Die Bestrahlung erfolgte mit dem Linearbeschleuniger Clinac DHX der Klinik fur
Strahlentherapie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus Lubeck
(Direktor Prof. Dr. J. Dunst, Chefarzt Prof. Dr. D. Rades). Anschlie3end wurden die
Zellen mittels der Reagenz Accutase aus den Wells gelést und nach
Zellzahlermittlung wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben in definierter Zellzahl (500 -
1000 Zellen/Well) in Triplikaten ausgesat. Es folgte eine Inkubationszeit von neun
Tagen.

2.2.14 Bestimmung der klonogenen Uberlebensfraktion nach Bestrahlung

Zur Bestimmung der klonogenen Uberlebensfraktion stehen verschiedene
Methoden zur Verfugung. Die Auswertung im Rahmen dieser Dissertation erfolgte

nach der Methode von Franken et al. [84].

Nach der in Abschnitt 2.2.13 beschriebenen Inkubationszeit von neun Tagen
wurden die Zellen gefarbt und tber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Nun wurden alle mit dem blof3en Auge erkennbaren Kolonien gezahlt. Anhand der
jeweils unbehandelten und nicht bestrahlten Zellen wurde die Plattierungseffizienz
(PE), also die Anzahl gebildeter Kolonien in Relation zu der Anzahl ausgezahlter
Zellen, wie folgt errechnet:

Anzahl der gebildeten Kolonien

x100 % = PE
Anzahl der ausgesaten Zellen o

Mit folgender Formel wurde die Anzahl der Kolonien nach Behandlung und / oder
Bestrahlung auf die Plattierungseffizienz bezogen, um so die Uberlebensfraktion

(surviving fraction = SF) zu bestimmen:
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Anzahl der nach Behandlung gebildeten Kolonien

Anzahl der ausgesaten ZellenXx PE

Daraus ergab sich fur jede Subgruppe der verschiedenen Behandlungen eine

eigene Uberlebensfraktion. Die Werte der Triplikate wurden jeweils gemittelt.

2.2.15 Statistische Auswertung

Zur Gewahrleistung einer moglichst hohen Verlasslichkeit, also Reliabilitat wurden
die geschilderten Experimente jeweils drei- bis sechsmal durchgefuhrt (n = 3 — 6).
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Prism von Graphpad. Als
statistische Tests wurden die einfaktorielle Varianzanalyse (One-way-ANOVA), bzw.
bei den klonogenen Assays die zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-way-ANOVA)
mit Tukey-Posttest oder Bonferroni-Posttest durchgefuhrt. Die Graphen zeigen
Mittelwerte + Standardabweichung. Ein P-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen (* = P < 0,05, ** = P < 0,005, *** =P < 0,001).

30



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Alamar-Blue Vitalitats-Assay von Hep3B, MCF-7 und U20S Zelllinien

Zur Uberpriifung des Zelliberlebens unter Behandlung mit Selinexor wurde
zunachst ein Zell-Vitalitats-Assay durchgefuhrt.

Dazu wurden unter Behandlung mit Selinexor in Konzentrationen von 0,031uM bis
1,0uM Selinexor Uber 72h Untersuchungen mit dem Alamar-Blue Kit von Thermo
Fisher Scientific Inc. nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die verwendeten
Konzentrationen waren dabei passend zu denen in der aktuellen Literatur, sowonhl
verglichen zu anderen in vitro als auch in vivo Studien [71, 72, 74].

Es zeigte sich bei allen Zelllinien unter Behandlung mit 0,031uM bis 0,5uM
Selinexor eine dosisabhangige Abnahme der Vitalitat der Zellen (Abbildung 6).
Diese war insbesondere bei der Zelllinie Hep3B stark ausgepragt. Die Absorption
als Korrelat der Zellvitalitat sank fur die hypoxischen Proben bei 0,5uM Selinexor
auf 0 verglichen zur Kontrolle. Fur die normoxischen Proben nahm die Absorption
bei gleicher Dosis um circa 85% ab und sank unter 1,0uM Selinexor schlief3lich auf
0 ab.

Bei den MCF-7 sowie U20S Zellen kam es unter 0,5uM Selinexor zu einem
Ruckgang der Vitalitat auf circa 50%. Hohere Konzentrationen als 0,5uM Selinexor
fuhrten zu keinem weiteren relevanten Abfall der Zellvitalitat.

Weiterhin wurden bei den Hep3B und U20S Zellen keine signifikanten Unterschiede
zwischen normoxischen und hypoxischen Bedingungen gezeigt.

Bei den MCF-7 Zellen hingegen zeigte sich unter Konzentrationen von 0,063 pM,
0,125uM und 0,250uM ein Unterschied zwischen normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Die normoxischen Proben zeigten hier einen ausgepragten
Ruckgang der Vitalitdt im Vergleich zu den hypoxischen Proben, was aber im
Anova-Test als nicht signifikant bewertet wurde. Dieser Unterschied war bei
Konzentrationen von mehr als 0,5uM Selinexor nicht mehr nachweisbar.

Zuletzt zeigte sich ein leichter Anstieg der Vitalitat der U20S Zellen unter
Behandlung mit 0,031uM Selinexor unter Normoxie verglichen zu den hypoxischen
Proben. Dieser Anstieg war nicht signifikant.
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Abb. 6 Alamar-Blue-Vitalitdtsassay von Hep3B (a), MCF-7 (b) und U20S-Zellen (c). Die Zellen
wurden unter Normoxie oder 1% Hypoxie fir 72 Stunden mit 0,031uM — 1,000uM Selinexor inkubiert.
AnschlieRend wurde der Assay nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Dargestellt ist die Absorption
als Korrelat der Vitalitdt aufgetragen entsprechend der verwendeten Konzentration Selinexor als
Mittelwert + Standardabweichung (MW * SD). Die graue Linie mit Kreisen entspricht den

normoxischen, die schwarze Linie mit Kastchen den hypoxischen Proben (n = 5).
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3.2 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die intranukleare p53-Konzentration

Grundlegend fur diese Arbeit ist die Feststellung, dass CRM1 selektiv durch
Selinexor inhibiert wird. Dies konnte in diversen Publikationen gezeigt werden.

Fur die Immunoblot-Versuche sollte als Kontrolle der CRM1 Inhibition der Nachweis
des Tumorsuppressorproteins p53 dienen, da dieses ausschlieldlich via CRM1 aus
dem Nukleus exportiert wird [57, 85], sodass nach Behandlung mit Selinexor ein
Anstieg der intranuklearen p53-Konzentration zu erwarten war.

Humane Hepatoma Zellen Hep3B sind von Natur aus defizient fur das
Tumorsuppressorprotein p53. Daher wurden diese Zellen transient mit einem fur
p53 kodierenden pcDNA-Plasmid transfiziert [86].

Beide Zelllinien wurden fur 24h wie beschrieben mit Selinexor unter normoxischen
Bedingungen (21% O-) behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen fraktioniert und
mittels Immunoblot-Analyse die relative intranukledre p53-Konzentration
untersucht.

Es zeigte sich in den Immunoblot-Analysen beider Zelllinien ein Anstieg der
intranuklearen p53-Proteinkonzentration nach Behandlung mit Selinexor
(Abbildung 7).
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Abb. 7 Immunoblotanalyse der relativen p53-Konzentration in Hep3B (a) und U20S Zellen (b). Ziel
war es, zunachst zu zeigen, dass CRM-1 als Transporter fir das Tumorsuppressorprotein p53 durch
Selinexor inhibiert wird. Die Zelllinie Hep3B ist von Natur aus defizient fir p53 und wurde daher vorab
mit einem pcDNA-Plasmid fiir p53 transient transfiziert. Beide Zelllinien wurden fir 24h mit 0,1 yM
oder 1,0 yM Selinexor unter normoxischen Bedingungen (21% O) behandelt. Mittels Densitometrie
wurde die relative p53-Konzentration verglichen zur DMSO-Kontrolle bestimmt. Als Ladekontrolle
diente Lamin A/C. Auf der linken Seite sind exemplarisch Immunoblots dargestellt. In der Grafik auf
der rechten Seite ist die relative intranucledare p53 Konzentration in % gegen die einzelnen
Untersuchungsbedingungen aufgetragen. Gezeigt werden Mittelwerte + Standardabweichung (MW
+ SD mit *p<0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001) (n = 3).

Bei den Hep3B Zellen war dieser Anstieg nicht signifikant, und es bestand eine
auffallend groRe Standardabweichung vom Mittelwert. Zudem konnte kein
dosisabhangiger Effekt auf die intranukleare p53-Konzentration gezeigt werden.
Fir die U20S Zellen konnte ein dosisabhangiger signifikanter Anstieg der
intranukledren p53-Konzentratin gezeigt werden. Unter Behandlung mit 0,1uM
Selinexor zeigte sich eine signifikante Zunahme der intranucledren p53-
Konzentration auf etwa 170% (*p < 0,05) und unter 1,0uM Selinexor eine
hochsignifikante Zunahme auf etwa 280 % (***p < 0,001) verglichen zur DMSO-
Kontrolle.

3.3 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die intranukleare HIF-1o-Konzentration

Im nachsten Schritt sollte der Effekt der Inhibition von CRM1 durch Selinexor auf

die intranukleare Konzentration des Proteins HIF-1o untersucht werden.
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Hep3B und U20S Zellen wurden fur 24h mit 0,1 oder 1,0 uM Selinexor unter
normoxischen (21% O3) oder hypoxischen Bedingungen (1% O2) behandelt. Nach
Zellfraktionierung wurde die Konzentration von HIF-1a im Zellkern mittels
Immunoblot densitometrisch mit der normoxischen DMSO-Kontrolle verglichen.
Zunachst zeigte sich in beiden Zelllinien zwischen normoxischer und hypoxischer
DMSO-Kontrolle eine hochsignifikante Induktion der intranuklearen HIF-1a-
Konzentration (p = 0,0029) (Abbildung 8).

Unter Behandlung mit Selinexor kam es in beiden Zelllinien zu einer
dosisabhangigen Abnahme der relativen intranuklearen HIF-1a-Konzentration
verglichen zur hypoxischen DMSO-Kontrolle.

In den Hep3B Zellen war diese fur beide Selinexor-Konzentrationen signifikant (**p
< 0,01). Unter 0,1uM Selinexor ging die HIF-1a-Konzentration auf 30% und unter
1,0uM Selinexor auf 15% zurlck. Auffallend ist die groRe Standardabweichung
unter 0,1uM Selinexor.

Die U20S Zellen zeigten nur unter der hoheren Selinexor-Konzentration von 1,0uM
einen signifikanten Ruckgang der intranuklearen HIF-1a-Konzentration auf circa

50% verglichen zur Kontrolle (*p < 0,05).
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Abb. 8 Immunoblotanalyse der relativen intranuclearen HIF-1a Konzentration in Hep3B Zellen (a)
und U20S Zellen (b). Es wurde hier untersucht, wie sich die inranukleare HIF-1a Konzentration unter
Inhibierung von CRM-1 mittels Selinxor verandert. Beide Zelllinien wurden fir 24h mit 0,1 yM oder
1,0 uM Selinexor unter hypoxischen Bedingungen (1% O;) behandelt. Mittels Densitometrie wurde
die relative intranukledre HIF-1a Konzentration verglichen zur normoxischen (21% O,;) DMSO-
Kontrolle bestimmt. Als Ladekontrolle diente Lamin. Oben sind jeweils exemplarisch Immunoblots
dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung ist die relative intranukleare HIF-1a Konzentration in %
gegen die einzelnen Untersuchungsbedingungen graphisch aufgetragen. Gezeigt werden
Mittelwerte £ Standardabweichung (MW £ SD mit *p<0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001) (n = 3).

3.4 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die Expression des HIF-1a Zielgens
SLC2A1

Als Reaktion auf Gewebshypoxie aktiviert HIF-1a verschiedene Zielgene, darunter
das fur HIF-1a spezifische Gen SLC2A1, welches fur den Glucose-Transporter
GLUT-1 kodiert.

Nach vorheriger Behandlung mit DMSO, 0,1yM oder 1,0uM Selinexor unter
Normoxie oder Hypoxie wurde die Gesamt-RNA aus Hep3B, MCF-7 und U20S
Zellen isoliert. Mittels quantitativer Realtime PCR wurde die relative Konzentration
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der fur SLC2A 1 kodierenden mRNA verglichen zur mRNA des ribosomalen Proteins
L28 (RPL28) ausgewertet.

In allen Zelllinien kam es zu einer Induktion der Expression von SLC2A1 unter

Hypoxie verglichen zur normoxischen Kontrolle (Abbildung 9).

In den Versuchen mit Hep3B Zellen war nun unter Behandlung mit Selinexor unter
Hypoxie eine relative Abnahme der SLC2A7-Expression zu beobachten. Die
Expression betrug unter Behandlung mit 0,1uM etwa 70% und unter 1,0uM etwa
68%. Beide Effekte waren nicht signifikant.

Eine signifikante Abnahme der Expression von SLC2A1 zeigte sich bei den MCF-7
Zellen und noch etwas ausgepragter bei den U20S Zellen. Eine Abhangigkeit von
der Dosis bestand allerdings nicht, d.h. es zeigten sich in beiden Zelllinien keine
relevanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Selinexor-Konzentrationen.
In den MCF-7 Zellen kam es zu einem signifikanten Ruckgang der SLC2A71-
Expression auf etwa 65% unter 0,1 yM Selinexor (**p < 0,01) und circa 70% unter
1,0uM Selinexor (*p < 0,05). Die U20S Zellen hingegen zeigten fur beide
Konzentrationen einen Ruckgang der SLC2A7-Expression auf annahernd 45%

verglichen zur Kontrolle (**p < 0,01).
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Abb. 9 gqRT-PCR-Analyse der Genexpression des HIF-1a Zielgens SLC2A1 in Hep3B (a), MCF-7
(b) und U20S Zellen (c). Die Zellen wurden 1h mit DMSO, 0,1uM oder 1,0uM Selinexor behandelt
und dann fur 4h in Normoxie (21% O,) oder Hypoxie (1% O) inkubiert. Mittels gRT-PCR wurde die
SLC2A1 Expression analysiert. Die Ergebnisse wurden bezogen auf die Expression der fir das Gen
RPL28 kodierenden mRNA. Gezeigt werden Mittelwerte + Standardabweichung der relativen
SLC2A1-Expression verglichen zur hypoxischen DMSO-Kontrolle (MW + SD mit *p<0,05, **p < 0,01
und ***p < 0,001) (n = 3-4).
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3.5 Einfluss der CRM1-Inhibition auf die Strahlensensibilitat von Hep3B und
U20S Zellen
Strofer et al. konnten zeigen, dass der Knockout von HIF-1a zu einer gesteigerten
Strahlensensibilitat im Modell mit U20S, MCF-7, Hep3B sowie HEK-293 Zellen
fuhrte [87]. In Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, dass es unter Behandlung mit
Selinexor zu einer Degradierung der intranuklearen HIF-1a-Konzentration kommit.
Unter gemeinsamer Betrachtung dieser Daten kann vermutet werden, dass eine
Behandlung mit Selinexor tber Inhibition von CRM1 mit konsekutiv abfallender HIF-
1a-Konzentrationen zu einer hoheren Strahlensensibilitat im Zellmodell fihren
konnte.
Um dies zu untersuchen wurden die Zelllinien Hep3B und U20S fur 24h mit
Selinexor behandelt. In der Folge wurden diese mit 2, 4, 6 oder 8Gy in einem
Linearbeschleuniger bestrahlt. Nach anschlie®Bendem Ausséaen in Triplikaten und
Inkubation fur neun Tage wurde ein klonogener Assay durchgefuhrt.
Im Rahmen der statistischen Auswertung zeigten sich teilweise signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen (Abbildung 10).
In den Hep3B Zellen zeigte sich bereits ab einer Strahlendosis von 2Gy eine
Abnahme der Uberlebensfraktion unter Behandlung mit 1,0uM Selinexor gegeniiber
der DMSO-behandelten Kontrolle (*p < 0,05). Dieser Unterschied blieb auch unter
hoheren Strahlendosen bestehen und war unter Bestrahlung mit 6Gy noch etwas
ausgepragter (p = 0,003). Insgesamt kam es zu einer Abnahme der
Uberlebensfraktion um circa 96% verglichen mit der unbestrahlten Kontrolle.
Gleichzeitig zeigten die mit DMSO behandelten Kontrollen unter Bestrahlung mit
8Gy eine Abnahme der Uberlebensfraktion von etwa 65%. Zwischen der Kontrolle
und den mit 0,1uM Selinexor behandelten Zellen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Erst unter der maximal verwendeten Strahlendosis von 8Gy
zeichnete sich eine Tendenz ab, wonach es unter Behandlung mit 0,1uM Selinexor
ebenfalls zu einer erhohten Strahlensensibilitat im Vergleich zur Kontrolle kam.
Dieser Unterschied war im ungepaarten T-Test mit p = 0,1005 nicht signifikant.
Die U20S Zellen boten unter einer Strahlendosis von 2Gy keinen Unterschied
zwischen den einzelnen Behandlungen (p = 0,226). Es zeigte sich aber bereits ein
relativer dosisabhangiger Unterschied zwischen den verschiedenen Bedingungen.
Unter 4Gy und 6Gy war dieser Unterschied fur beide Selinexor-Konzentrationen
signifikant (*p < 0,05) bzw. unter 1,0uM Selinexor und 6Gy sogar hochsignifikant
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(***p <0,001). Dieser Trend setzte sich auch unter einer Strahlendosis von 8Gy fort,
war hier aber fur keine der Bedingungen signifikant. Die Uberlebensfraktion der
unbehandelten Kontrolle nahm insgesamt unter der maximalen Strahlendosis auf
circa 98% ab. Die mit 1,0uM Selinexor behandelten Proben waren fast vollstandig

depletiert.
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Abb. 10 Dosiswirkungskurven von DMSO / Selinexor-behandelten und bestrahlten Hep3B (a) und
U20S Zellen (b). Die Zellen wurden 24h mit DMSO oder Selinexor unter normoxischen Bedingungen
behandelt und anschlieBend mit 2, 4, 6 oder 8 Gy bestrahlt. Nach Aussaden in Triplikaten und
neuntagiger Inkubation folgte ein klonogener Assay. Gezeigt sind die Dosiswirkungskurven nach
Behandlung mit DMSO (schwarze Linie mit Quadern), 0,1 uM Selinexor (graue Linie mit Dreiecken)
und 1,0 uM Selinexor (graue Linie mit Kreisen) als Mittelwerte + Standardabweichung (MW £ SD mit
*p<0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001)) (n = 6).
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4 Diskussion

Die dargelegten Ergebnisse sollen im Folgenden diskutiert und in den Kontext der
aktuellen Forschung gestellt werden. Dabei sollen die Ergebnisse als solche, aber
auch die Methoden kritisch hinterfragt und — falls angebracht — Optimierungen
vorgeschlagen werden. Schlielllich werden die Ergebnisse dieser primar
grundlagenwissenschaftlichen Arbeit in den Zusammenhang mit klinischen Studien

aus dem Feld der Radioonkologie gebracht.

Diese Arbeit sollte zeigen, dass der HIF-Signalweg infolge einer selektiven
Kernexportinhibition mit dem noch neuen Wirkstoff Selinexor gehemmt werden
kann. Dies konnte hier in den Zelllinien Hep3B und U20S durch Immunoblotanalyse
bestatigt werden. Indirekte Indizien fur die erfolgreiche Inhibition des HIF-
Signalwegs konnten zudem Uber die verminderte Transkription des HIF-Zielgens
SLCZ2A1 nach Inhibierung von CRM1 in den beiden genannten Zelllinien sowie der
Zelllinie MCF-7 gefunden werden.

Aufgrund des in der Literatur ausfuhrlich dargelegten Zusammenhangs zwischen
Hypoxie und Strahlensensibilitat wurde die Hypothese aufgestellt, dass es infolge
der CRM1-Inhibition zu einer erhohten Strahlensensibilitat im Zellkulturmodell
kommt. Dies konnte in dieser Arbeit ebenso verifiziert werden.

4.1 Der Einfluss der selektiven Kernexport-Inhibition auf die intranukleare
Konzentration von p53

Das von Lane et al als ,Wachter des Genoms" bezeichnete
Tumorsuppressorprotein p53 ist ein wichtiger Regulator der Homoostase in
Saugerzellen und hat einen wesentlichen Anteil an der Detektion von DNA-Schaden
und der Einleitung der Apoptose [88]. Mutationen im p53-Gen mit konsekutivem
Funktionsverlust dieses Enzyms sind mit einer erhohten Malignitat
vergesellschaftet, da relevante Reparaturmechanismen gar nicht oder nur noch
eingeschrankt funktionieren [89]. Insgesamt weisen etwa die Halfte aller
Krebsentitaten Storungen in der Funktion von p53 auf [90]. In Versuchen von Deng
et al. konnte gezeigt werden, dass ein vollstandiger p53-Knockout zu einem Verlust
des G1-Checkpoints im Zellzyklus fuhrt, wodurch eine verstarkte Proliferation der
Zellen beobachtet werden konnte [91].
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Bestarkt wird das Malignitatspotential vieler Tumorentitaten zudem durch
Veranderungen im Kernexport und -import, was wiederum zu veranderten
Konzentrationen von p53 im Zellkern fuhren kann. Kim et al. konnten in einigen
Formen des Mamma-Karzinoms beispielsweise zeigen, dass eine verkurzte Form
von Importin-a. den Kernimport von p53 inhibiert. In der Folge war ein aggressiveres
Tumorwachstum zu beobachten [92]. Auf Seite des Kernexports gilt als allgemein
anerkannt, dass p53 uber CRM1 aus dem Zellkern exportiert wird [70] und es konnte
folgerichtig durch Subhash et al. dargelegt werden, dass es unter Behandlung mit
Selinexor zu einer Akkumulation von p53 im Zellkern kommt [57].

Damit einhergehend konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass es
unter Inhibition von CRM1 mittels Selinexor zu einem dosisabhangigen Anstieg der
intranuklearen p53-Proteinkonzentraion in U20S Zellen kommt. Dieser war in den
Hep3B Zellen nicht signifikant. Allerdings muss hierbei auf die methodischen
Limitationen der Versuche mit den Hep3B Zellen hingewiesen werden, da diese
defizient fur das Protein p53 sind. Sie wurden fur diese Versuche daher transient
mit einem p53-cDNA-Plasmid transfiziert. Bedingt durch den CMV-Promotor im
pcDNAS3 Vektor des Plasmids kommt es zu einer hoheren p53-Expression, als unter
physiologischen Bedingungen. Damit waren diese Experimente nur bedingt

geeignet, um eine qualitative Aussage treffen zu kdnnen.

Der in den U20S Zellen beobachtete Effekt der Behandlung mit Selinexor auf die
intranukleare p53-Konzentration hingegen war eindeutig und ist in Einklang mit den
weiter oben beschriebenen Grundlagen schlussig.

Hintergrund dieses Versuchsaufbaus war es initial, mittels Immunoblot-Analyse
nachzuweisen, dass die Inhibition von CRM1 mittels Selinexor tatsachlich gelingt.
Hierbei muss nun einerseits kritisch hinterfragt werden, ob solch ein erneuter
Nachweis zwingend notwendig ist, da der Wirkmechanismus von Selinexor
hinlanglich belegt ist [93]. Andererseits kann man argumentieren, dass es aus
grundlagenwissenschaftlicher Sicht durchaus sinnvoll erscheint, die Wirkung erneut
zu Uberprufen. Dann ware allerdings zu erwagen, ein via CRM1 transportiertes
Protein zu untersuchen, welches dann auch in allen hier untersuchen Zelllinien
vorhanden und funktionsfahig ist. Hier ware beispielsweise das Hitzeschockprotein
Hsp90 ein sicherlich auch fur weitere Fragestellungen interessantes Ziel-Protein
[66].
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4.2 Der Einfluss der selektiven Kernexport-Inhibition auf den HIF-Signalweg

Hypoxie ist ein in vielen soliden Tumoren zu beobachtendes Phanomen, welches
mit einer erhohten Malignitat und einem gehauften Therapieversagen assoziiert ist
[94]. Daher stellt Hypoxie und der damit einhergehende HIF-Signalweg ein
vielversprechendes therapeutisches Ziel dar.

Der wohl am besten untersuchte Hypoxie-induzierbare Faktor ist das Protein HIF-
1a, welches nach aktuellem Kenntnisstand durch die Familie der PHDs fur den
spezifischen Abbau markiert wird [95]. Uber den detaillierten Transport von PHDs
zwischen Zellkern und Zytoplasma liegen bislang nur wenig Daten vor. In mehreren
Studien wurde gezeigt, dass PHD2 an seinem N-terminalen Ende eine fur den
Kernexport typische, Leucin-reiche Domane tragt. Yasumoto et al. konnten
fluoreszenzmikroskopisch beobachten, dass sich PHD2 nach Inhibition von CRM1
mittels Leptomycin B im Zellkern anreichert. Dies wurde auch von Steinhoff et al. in
Hep3B und U20S Zellen beobachtet [29, 96, 97].

Anknupfend an diese Daten liegt die Vermutung nahe, dass eine durch Selinexor
vermittelte CRM1-Inhibition zu einem Anstieg der Konzentration von PHD2 im
Zellkern fuhren konnte. Dazu waren im experimentellen Teil dieser Arbeit
Immunoblot-Analysen mit verschiedenen gegen PHDZ2 gerichteten Antikorpern
durchgefuhrt worden. Aufgrund methodischer Probleme mit den genutzten
Antikorpern gelang in mehreren Versuchsablaufen kein eindeutiger Nachweis von
PHD2 mittels Immunoblot-Analyse, da aus rein experimentell-technischer Sicht eine
Auswertung dieser Immunoblot-Versuche nicht moglich war. Es konnte somit hier
nicht gezeigt werden, welchen Effekt Selinexor auf die intranukleare PHD2-
Konzentration hat.

Hingegen konnte in dieser Arbeit fur die Zelllinien Hep3B und U20S eindeutig
gezeigt werden, dass es infolge einer Inhibition von CRM1 mittels Selinexor zu
einem Ruckgang der relativen intranuklearen HIF-1a-Konzentration kommt. Diese
Effekte waren in Hep3B Zellen fur beide Selinexor-Konzentrationen signifikant,
wahrend sich in U20S Zellen erst unter 1,0uM Selinexor ein signifikanter Effekt
zeigte. Diese Unterschiede konnten zum einen auf Unterschieden in der jeweiligen
Expression von CRM1 in den Zelllinien beruhen. Zum anderen ist bei jeweils drei
Versuchsablaufen (n = 3) auch ein rein statistischer Effekt infolge einer relativ
grol3en Streuung der Ergebnisse in Betracht zu ziehen. Nichtsdestotrotz zeigte sich
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fur beide Zelllinien ein klarer Effekt von Selinexor auf die intranukleare HIF-1o-

Konzentration.

Daruber hinaus konnte in Hep3B, MCF-7 und U20S Zellen gezeigt werden, dass
Selinexor hier zu einer teilweise signifikant reduzierten Transkription des fur den
Glukosetransporter GLUT1 kodierenden Gens SLC2A1 fuhrt. Diese Daten stehen

in Einklang mit dem beschriebenen Effekt auf die HIF-1a-Konzentration.

Weiterhin werden die hier gezeigten Daten durch Reportergenassays dieser
Arbeitsgruppe unterstutzt, welche ebenfalls eine Abnahme der HIF-1a-Aktivitat in

den hier untersuchten Zelllinien zeigten [98].

Wahrend in den Immunoblot-Analysen ein eindeutig dosisabhangiger Effekt von
Selinexor auf die intranukleare HIF-1a-Konzentration nachgewiesen werden
konnte, war dies in den gRT-PCR-Versuchen nicht zu beobachten, d.h. die
Ergebnisse waren unter 0,1 und 1,0uM nahezu identisch. Dieser auf den ersten
Blick irritierende Befund konnte auf biochemischer Ebene aber durchaus
zweckmahig sein: es erscheint sinnvoll, dass der HIF-Signalweg bereits auf diskrete
Veranderungen in seiner Kaskade sensibel reagiert, sodass bereits geringe
Schwankungen in der enzymatischen Aktivitat zu transkriptionellen Veranderungen
fuhren. Genauere experimentelle Daten, die diese Annahme eindeutig stutzen oder
widerlegen, liegen in der Literatur bislang nicht vor.

In Kontrast zu diesen Daten stehen Ergebnisse der Arbeitsgruppen um Mylonis et
al. sowie Shin et al. [99, 100]. Diese konnten Daten vorlegen, wonach der
Kernexport von HIF-1a. von CRM1 abhangig ist. Einhergehend mit diesen Daten
konnte man annehmen, dass eine Inhibition von CRM1 also auch zu einem Anstieg
der intranuklearen Konzentration von HIF-1a fuhren wirde, was sich mit den in
dieser Arbeit gezeigten Daten widerspricht. Um diese Frage zu klaren, musste man
in weiteren Studien erneut untersuchen, wie sich die Familie der PHDs und
insbesondere PHD2 als Regulator des HIF-Signalweges unter Inhibition von CRM1
verhalten. Denkbar ware, dass unter Inhibition von CRM1 der enzymatische Effekt
von PHD2 der HIF-1a-Aktivitat Uberlegen ist, sodass es trotzdem zu einem Abbau
von HIF-1a kommt, auch wenn dieses den o. g. Studien folgend wahrscheinlich
auch CRM1-abhangig exportiert wird und so prinzipiell auch im Zellkern

akkumulieren musste.
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Die hier postulierte Kausalkette aus CRMA1-Inhibition, konsekutiver PHD2-
Akkumulation und dadurch bedingtem Abbau von HIF-1a konnte anhand der

vorliegenden Daten nicht eindeutig belegt werden.

4.3 Der Einfluss der selektiven Kernexport-Inhibition auf die
Strahlensensibilitat

Strofer et al. konnten zeigen, dass ein Knockout von HIF-1a zu einer erhdhten
Strahlensensibilitat in U20S und HEK-293 Zellen fuhrt [87]. In der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass Selinexor die intranukleare HIF-1a Konzentration
vermindert. In Zusammenschau dieser Daten wurde einleitend die Hypothese
aufgestellt, dass Selinexor-behandelte Zellen verglichen zu unbehandelten
Kontrollen potentiell strahlensensibler sind.

Dies konnte hier bestatigt werden. Sowohl in Hep3B als auch U20S Zellen kommt
es unter Behandlung mit Selinexor zu einer teilweise signifikanten Abnahme der
Uberlebensfraktion verglichen zur DMSO-behandelten Kontrolle unter Bestrahlung
mit 2 — 8Gy.

Gleichwohl missen die hier demonstrierten Daten aus mehreren Griinden kritisch

hinterfragt werden.

Auffallend ist bei den Bestrahlungsversuchen, dass auch die DMSO-Kontrollen
unter Bestrahlung bis 8Gy einen ausgepragten Rickgang der Uberlebensfraktion
zeigen. Dies fallt vor allem bei den U20S Zellen auf, bei denen ein Ruckgang der
Uberlebensfraktion um circa 96% zu beobachten war, d.h., dass die alleinige
Bestrahlung bereits einen ausgepragten Effekt auf die Zellen hat. Eine mogliche
Ursache dafur konnte sein, dass die Zellen nach der Bestrahlung mdglicherweise
zu dicht ausgesat wurden und letztlich im Rahmen der neuntagigen Inkubationszeit
aufgrund von Nahrstoffmangel untergingen. Eine Optimierung konnte hier in
erneuten Experimenten erstens durch einen zum Beispiel einmaligen Wechsel des
Mediums wahrend der Inkubationszeit erreicht werden. Zweitens muss die Anzahl
der ausgesaten Zellen kritisch hinterfragt werden. Mit dem oben beschriebenen
klonogenen Assay nach Franken et al. steht eine mathematische LOosung zur
Verfugung, innerhalb einzelner Experimente bei erhaltener Vergleichbarkeit
unterschiedliche Zellzahlen auszusaen [84]. Dies wurde hier bereits auch derart
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genutzt, dass in den Selinexor-behandelten Proben zum Teil doppelt so viele Zellen
wie in den Kontrollen ausgesat wurden. Es ware fur erneute Untersuchungen
sinnvoll, in Vorexperimenten fur die einzelnen Zelllinien optimale Zellzahlen zu

ermitteln und die Versuche dann entsprechend zu modifizieren.

Eine andere mogliche Fehlerquelle kann gewissermalden ,im Auge des Betrachters®
liegen: Es ist eine allgemein anerkannte Methode, nach Abschluss der
Inkubationszeit und Farbung alle mit dem bloRen Auge erkennbaren Zellkolonien
auszuzahlen. Hierbei kann allerdings ein Beobachtungsfehler unterlaufen, da
moglicherweise Kolonien in einem dicht bewachsenen Reaktionsgefal® anders
wahrgenommen werden, als in einem Gefal3, in dem sich insgesamt nur wenige
Kolonien finden. Eine Abhilfe besteht darin, die Kulturplatten in Raster zu
unterteilen. Eine technisch sicherlich bessere und dem menschlichen Auge
Uberlegenere Herangehensweise ware eine maschinelle Auszahlung, wofur

allerdings ein spezielles Analysegerat bendtigt wird.

Zuletzt muss der hier angenommene direkte Zusammenhang zwischen
pharmakologischer Inhibition des HIF-Signalwegs und konsekutiv erhohter
Strahlensensibilitat nach Behandlung mit Selinexor kritisch hinterfragt werden. Zur
Uberprifung der Inhibition des HIF-Signalwegs wurden die Zelllinien unter
Normoxie und Hypoxie behandelt. Wie zu erwarten konnte eine Induktion von HIF-
1o unter Hypoxie verglichen zur Normoxie gezeigt werden. Unter Behandlung mit
Selinexor kam es zu einer Depletion von HIF-1a. Die Bestrahlungsversuche
konnten aus technischen Grunden in dieser Arbeit hingegen nicht unter den
gleichen Bedingungen durchgefuhrt werden. Hier wurden die Zellen unter Normoxie
inkubiert und bestrahlt. Auch die weitere Inkubation bis zur Farbung nach neun
Tagen erfolgte unter Normoxie. Nun besteht in normoxischen Zellen im Zellkern per
se eine sehr niedrige Konzentration von HIF-1a, d. h. ein Effekt von HIF-1a unter
Normoxie ist nahezu  auszuschliefen, trotzdem ist ein  direkter

Kausalzusammenhang anhand der durchgefuhrten Versuche nicht klar zu belegen.

Aus methodischer Sicht waren hier weitere Bestrahlungsversuche unter
hypoxischen Bedingungen sinnvoll. Man konnte dazu prinzipiell entsprechende
luftdicht verschlie3bare Reaktionsgefal’e verwenden, um so auch wahrend der
Bestrahlungsversuche hypoxische Bedingungen gewahrleisten zu konnen.
Alternativ besteht die Moglichkeit, Zellen soweit konfluent wachsen zu lassen, dass
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sie aufgrund ihrer raumlichen Dichte hypoxisch werden. Diese gewissermalien
biologische Hypoxie-Induktion ist allerdings schwerer zu standardisieren als eine
materialtechnische Optimierung dieser Versuche.

Nichtsdestotrotz legen die hier gezeigten Versuche die Annahme nahe, dass eine
Inhibition des HIF-Signalwegs zu einer Erh6hung der Strahlensensibilitat beitragen
kann. Dies wird auch durch weitere Erkenntnis zum Glukosetransporter GLUT1
gestitzt. In einer ausfiihrlichen Ubersichtsarbeit beleuchten Tang et al. die
Zusammenhange zwischen Zellmetabolismus und Strahlenresistenz, wobei
insbesondere die Ausfuhrungen zu GLUT1 fur die hier vorliegenden Daten von
Interesse sind [101]. Es konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass
eine  Uberexpression von GLUT1 mit einer erhohten Strahlenresistenz
vergesellschaftet ist [102, 103]. Dies konnte speziell fur Plattenepithelkarzinome
des Kopf-Hals-Bereichs gezeigt werden, wodurch GLUT1 und seine assoziierten

Signalwege bei diesen Entitaten ein potentielles therapeutisches Ziel sind [104].

Man kann also zusammenfassend festhalten, dass sowohl die Inhibition von HIF-
1a als auch die konsekutive Depletion von GLUT1 nachgewiesene Effekte auf die
Strahlensensibilitat haben. Ein direkter Zusammenhang ist aber allein anhand der
hier dargestellten Daten aus genannten Grinden nicht sicher zu belegen.

Als alternativer Mediator fur die erhohte Strahlensensibilitat muss in der
vorliegenden Arbeit zumindest fur die Zellinie U20S =zuletzt auch das
Tumorsuppressorprotein p53 diskutiert werden. Aufgrund der genannten Defizienz
der Hep3B Zellen fur dieses Protein ist ein strahlenbiologischer Effekt in diesen
Zellen mit Blick auf die hier durchgefuhrten Versuche auszuschlielen. Die
Bestrahlungsversuche erfolgten im Gegensatz zu den Immunoblot-Analysen der
intranukleare p53-Konzentration an Wildtyp Hep3B Zellen ohne vorherige
Transfektion.

Man nimmt heute an, dass p53 je nach Zell-, bzw. Gewebeart sehr unterschiedliche
Funktionen aufweist. In gesundem Gewebe scheint p53 einen strahlenprotektiven
Effekt zu besitzen. Bei geringen Strahlenschaden ubt p53 in erster Linie einen
regenerativen Effekt aus, wahrend unter ausgepragten DNA-Schaden gezeigt
werden konnte, dass p53 die irreparable Zelle in die Apoptose fuhrt [90].

Es erscheint somit moglich, dass in den U20S Zellen auch ein anteiliger Effekt der
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intranuklearen p53-Konzentration zur erhohten Strahlensensibilitat beitragt. Klarheit
konnten hier Experimente mit einem p53-Knockout schaffen, da so etwaige
strahlensensibilisierende Effekte von Selinexor ausgeschlossen werden konnten.

4.4 Resumee und Ausblick

Die in der Einleitung aufgestellten Hypothesen konnten im Rahmen dieser
Dissertation teilweise belegt werden. Selinexor hemmt als selektiver Inhibitor des
Kernexportproteins CRM1 den HIF-Signalweg durch Depletion von HIF-1o und
sequentielle Inhibition der Expression des fur GLUT1 kodierenden Gens SLC2A1.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass Selinexor zu einer erhohten
Strahlensensibilitat im Zellkulturmodell fihrt. Ob dies auf die Effekte auf den HIF-
Signalweg zuruckzufuhren ist, konnte nicht eindeutig belegt werden.

Dass Tumorhypoxie und Radiosensitivitat in direktem Zusammenhang miteinander
stehen, ist ein bekannter und fur die Etablierung neuer Radiochemotherapien
vielversprechender Ansatz. Die hier gezeigten Daten unterstitzen diese Sicht und
liefern weitere Ansatze, durch welche auch Selinexor als potentielles Medikament

einer kombinierten Radiochemotherapie infrage kommen konnte.

Far in vitro Analysen in Rektum-Karzinom Modellen konnten Ferreiro-Neira et al.
eine erhOhte Strahlensensibilitat unter Behandlung mit Selinexor nachweisen.
Allerdings fokussierte diese Arbeitsgruppe nicht auf die Hypoxie als moglichen
Ansatz der Therapie, sondern hatte das Protein Survivin, welches ebenfalls durch
CRM1 transportiert wird, im Blick [105]. Wahba et al. beobachteten in Glioblastom-
Modellen sowohl in vitro als auch in vivo unter Behandlung mit Selinexor eine
Inhibition von DNA-Reparatur-Prozessen. Dies schien durch einen fehlenden
Export von 5S und 18S rRNA via CRM1 bedingt zu sein. In der Folge war eine
erhohte Strahlensensibilitat zu beobachten [106]. Eine Studie von Muz et al. konnte
an Zellkultur- und Xenotransplantat-Mausmodellen zeigen, dass Selinexor zu einer
gesteigerten Apoptose, bzw. verlangerten Uberleben der Mause fiihrte. Dariiber
hinaus konnte beobachtet werden, dass sowohl in vitro als auch in vivo eine zuvor
bestehende Hypoxie-induzierte Resistenz gegen Bortezomib durch Selinexor
aufgehoben wurde [107].
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Die genannten Studien stellten allesamt keinen direkten Bezug zur Hypoxie her,
aber sie liefern teilweise Indizien, wonach Selinexor als moglicher Radiosensitizer

infrage kommen konnte.

In der klinischen Forschung wiederum ist die Hypoxie als potentielles Ziel klar
erkannt. Die DAHANCA 5-, ARCON- und TASMAN 92.02-Studien konnten zeigen,
dass diejenigen Patienten, bei denen die Tumore hypoxische Areale aufwiesen, im
Vergleich zu den anderen Patienten von einer "Therapie mit einem Radiosensitizer

wie zum Beispiel Nimorazol profitierten [108-110].

Zwei klinische Studien aus Leuven, bzw. Tldbingen konnten an kleinen
Patientenkollektiven mittels ['®F]-Fluoromisonidazol-Positronen-Emissions-
Tomographie (FMISO-PET/CT) zeigen, dass ein Ruckgang der Tumorhypoxie mit
einem verlangerten krankheitsfreien Uberleben assoziiert ist [111] oder dass unter
Radiotherapie zumindest ein Rickgang der Tumorhypoxie beobachtet werden kann
[112].

Zips et al. untersuchen aktuell in einer laufenden klinischen Studie an 50 Patienten,
ob mittels PET-Bildgebung unter Radiochemotherapie solche Patienten selektiert
werden konnen, welche von einer therapeutischen Modifikation mittels
Radiosensitizer bzw. aggressiverer Radiotherapie profitieren konnten [113]. Sie
kamen bislang zu dem Ergebnis, dass eine FMISO-PET/CT-Bildgebung zu Beginn
einer Therapie als prognostischer Marker dienen kann. Eine erneute Bildgebung
nach ein- oder zweiwochiger Therapie konnte moglicherweise weitere Daten fur

eine Therapiemodifikation bieten.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die hier gezeigten Daten
erstmals fur den Wirkstoff Selinexor einen relevanten Effekt auf den HIF-Signalweg
zeigen konnten. In zukunftigen Experimenten bleibt zu untersuchen, inwieweit die
intranukleare Konzentration von PHD2 durch CRM1-Inhibition mittels Selinexor
beeinflusst wird. Erganzend zu den Immunoblot-Analysen konnten in einem
weiteren Schritt beispielsweise Immunfluoreszenz-Analysen zur Lokalisation von
PHD2 erfolgen.

Um die hier gezeigten Daten zu untermauern, sollten die Studien mit weiteren
Zelllinien und Xenograft-Modellen wiederholt werden. Dabei sollte man sich zum
Beispiel auf die Tumorentitaten des Kopf-Hals-Bereichs konzentrieren. Diese

Entitaten sind bekanntermallen besonders der Radioonkologie gut zuganglich.
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Gleichzeitig existieren gerade im skandinavischen Raum fir diese Tumore
umfassende Daten, sodass auch fur mittelfristige klinische Studien gute
Bedingungen vorliegen, um neue Erkenntnisse korrekt einordnen zu koénnen.
Dadurch konnte Selinexor im Kombination mit weiteren Bestrahlungsexperimenten
und moglicherweise eines Tages in klinischen Studien eine Rolle als potentieller
Radiosensitizer bekommen. Insbesondere jene Tumorentitaten, die gerade bei
Vorhandensein von hypoxischen Arealen ein besonders aggressives
Malignitatspotential zeigen, kdnnten so der Strahlentherapie zuganglicher gemacht
werden.

50



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertation war es, zu zeigen, dass eine selektive Inhibition von CRM1
mittels des neueren Wirkstoffs Selinexor zu einer Inhibition des HIF-Signalwegs
fuhrt und inwieweit es infolge einer CRM1-Inhibition zu einer gesteigerten
Strahlensensibilitat im Zellkulturmodell kommt.

Zunachst wurden mit humanen Hepatoma Zellen (Hep3B), Mamma-Karzinom
Zellen (MCF-7) und Osteosarkom Zellen (U20S) Vitalitatstests mit verschiedenen
Selinexor-Konzentrationen durchgefuhrt. In Immunoblot-Analysen mit Hep3B und
U20S Zellen wurde zur Kontrolle der Inhibition von CRM1 die relative intranukleare
Konzentration des Uber CRM1 transportierten Proteins p53 Uberpruft. In weiteren
Immunoblot-Analysen wurde die relative intranukleare Konzentration von HIF-1a
untersucht. Zur indirekten Messung der HIF-1a-Aktivitat erfolgte eine gRT-PCR-
Analyse der Expression des fur den Glucose-Transporter GLUT1 kodierenden Gens
SCL2A1 in den drei Zelllinien. In abschlieBenden Bestrahlungsexperimenten
wurden Hep3B und U20S Zellen unter Selinexor-Behandlung mit 2 — 8Gy bestrahlt
und ein klonogener Assay durchgefuhrt.

Sowohl in Hep3B als auch in U20S Zellen konnte ein Anstieg der relativen
intranuklearen Konzentration von p53 unter Inhibition von CRM1 mittels Selinexor
beobachtet werden. Erstmals konnte demonstriert werden, dass die Inhibition von
CRM1 zu einer Abnahme der intranuklearen Konzentration von HIF-1a fuhrt. qRT-
PCR Experimente zeigten, dass es unter Behandlung mit Selinexor konsekutiv zu
einer verminderten Aktivierung des fur den Glucose-Transporter GLUT1
kodierenden HIF-1a-Zielgens SLC2A1 kommt. Schliel3lich wurde hier demonstriert,
dass die Behandlung mit Selinexor zu einer gesteigerten Strahlensensibilitat im
Zellkulturmodell fihrt.

Hypoxie und der damit verknupfte HIF-Signalweg gelten in Neoplasien unbestritten
als wichtige Faktoren fur Malignitat und Therapieresistenz. Die hier gezeigten Daten
weisen im Zellkulturmodell auf den vielversprechenden therapeutischen Ansatz hin,
den HIF-Signalweg indirekt zu inhibieren und so die Strahlensensibilitat zu erhdhen.
Der Zusammenhang zwischen CRM1-Inhibition und Inhibition des HIF-Signalwegs
ist auf molekularbiologischer Ebene noch nicht vollstandig verstanden und sollte
ebenso wie die Ubertragung der Experimente auf weitere Zelllinien Grundlage

weiterer Untersuchungen sein. Erganzend sollten dann im Verlauf Untersuchungen
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im Tierexperiment folgen, um zu untersuchen, ob Selinexor auch in vivo als
Bestandteil einer Radiochemotherapie eine prognostische Relevanz hat. Hier waren
beispielsweise Krebsentitaten des Kopf-Hals-Bereiches von grofem Interesse, da
in diesen zum einen Hypoxie nachweislich eine Rolle als Malignitatskriterium spielt.
Zum anderen sind Tumore dieser Region der Strahlentherapie gut zuganglich,
sodass auch die experimentelle Untersuchung kombinierter Radiochemotherapien
in diesem Bereich von groRem Interesse ist.
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