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alt-EJ   alternative end-joining (alternative Endverknüpfung) 
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CDK   cyclin-dependent-kinase 
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cDNA complementary deoxyribonucleic acid (komplementäre 

Desoxyribonukleinsäure)  

CI combination index, Kombinationsindex 
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DDR   DNA damage response 

dest.   destilliert 
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DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 
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DNA-PKcs  DNA-dependent protein kinase (DNA-abhängige Proteinkinase) 
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dNTP    deoxynucleoside triphosphates (Desoxyribonukleosidtriphosphate) 
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E1AF   ETS variant transcription factor 

E2F1 E2F transcription factor 
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ETAA1 Ewing’s tumor-associated antigen 1 
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ETV1 ETS variant transcription factor 1 

EWS/EWSR1 EWS RNA binding protein 1 
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h    hour (Stunde)  
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IC50   mittlere inhibitorische Konzentration 

Kap.   Kapitel 
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LD50   mittlere letale Dosis 

MDM2  mouse double minute-2 homolog 

mg    Milligramm  

min   Minute 

ml   Milliliter 

mM    Millimolar 
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mRNA   messenger ribonucleic acid 

mTOR   mammalian target of Rapamycin 

NER   Nukleotidexzisionsreparatur 

NHEJ   non-homologous end joining (Nicht-homologe Endverknüpfung) 

nm   Nanometer 

nM   Nanomolar 

NOXA   phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 

o. g.   oben genannt 

OD   optische Dichte 

p21   CDK-Inhibitor 1 

p53    Protein 53 

p73   Tumorprotein p73 

PAR   Poly(ADP-Ribose) 

PARP   Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 

PBS   phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 

PCR    polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 

PI   Propidiumiodid 
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PIKK   phosphatidylinositol 3-kinase related kinases 
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RIPA   radioimmunoprecipitation assay buffer 

RNA    ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
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rpm   revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 
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RT   Reverse Transkriptase 

RT-PCR   real-time-polymerase chain reaction (Echtzeit-PCR) 

s.    siehe 
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s. u.   siehe unten 

SDS   sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat) 
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SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) 

sec   Sekunden 

SEM   standard error of the mean (Abweichung vom Mittelwert)  

SSC   side scatter (Seitwärtsstreulicht) 

STAG2  stromal antigen 2 

Tab.   Tabelle  

TP53   tumor protein 53, Gen für p53 

Tris   Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan 

u. a.   unter anderem 

U/min   Umdrehungen pro Minute 

UV   Ultraviolett 

VDAC   voltage-dependent anion channel 
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β-NAD+  β-Nicotinamidadenindinukleotid 

γH2AX  phosphorylated H2A histone family member X (= pH2AX) 

μg   Mikrogramm  
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1 Zusammenfassung 

Das Ewing-Sarkom stellt den zweithäufigsten primär malignen Knochentumor im Kindes- und 

Jugendalter dar. Trotz großer Fortschritte in der Behandlung dieses Malignoms durch eine 

multimodale und kombinierte Therapie besteht noch immer eine sehr schlechte Prognose beim 

Auftreten von Fernmetastasen und Rezidiven, die zudem durch das Vorliegen einer Mutation 

im TP53-Gen weiter verschlechtert wird. Angesichts der erheblichen akuten und chronischen 

Toxizität einer kombinierten Therapie mit verschiedenen Chemotherapeutika besteht mithin 

nach wie vor die Notwendigkeit, schonendere und gleichzeitig effektivere Therapiestrategien 

in der Behandlung des Ewing-Sarkoms zu etablieren. 

Das Ewing-Sarkom bietet aufgrund seines kaum mutierten Genoms nur wenige Angriffspunkte 

für eine zielgerichtete Krebstherapie. Durch seine molekulare Eigenschaft mit der Expression 

des aberrierenden Transkriptionsfaktors EWS-FLI1, der zellulär zu erhöhten basalen 

Transkriptionsleveln und damit einhergehend zu erhöhtem replikativen Stress führt, ist dieser 

Tumor jedoch besonders anfällig für die Inhibierung von DNA-Reparaturmechanismen, die      

u. a. mithilfe von PARP- oder ATR-/ATM-Signalwegen initiiert werden. Bei Ausschaltung der 

DNA-Reparatur durch selektive Inhibition der beteiligten Enzyme nimmt die genomische 

Instabilität der Tumorzellen derart große Ausmaße an, dass ihre zelluläre Integrität nicht mehr 

gewahrt werden kann und der Zelltod eingeleitet wird. Sowohl PARP-Inhibitoren wie Olaparib 

und Veliparib als auch ATR- und ATM-Inhibitoren wie VE-821 bzw. KU-55933 haben sich 

gegenüber Ewing-Sarkomzellen in vitro als wirksam erwiesen. Allerdings besitzen sie in vivo 

in jeweiliger Einzelbehandlung keine ausreichende Effektivität.  

In dieser Arbeit sollten daher die antineoplastischen Effekte einer Kombination dieser 

Hemmstoffe sowie deren zelluläre Wirkungsweise auf drei Ewing-Sarkomzelllinien mit 

unterschiedlichem p53-Status untersucht werden. Dafür wurden an den Zelllinien verschiedene 

Versuchsreihen in Form von durchflusszytometrischen Messungen zur Bestimmung des 

Zelltods und des Verlusts des mitochondrialen Membranpotentials, der Vergleich dieser Werte 

mit zusätzlicher Behandlung des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk, sowie außerdem 

Caspase-3-Aktivitätsmessungen, quantitative Echtzeit-RT-PCR, Western Blots und Zellzyklus-

analysen durchgeführt. 

Es stellte sich heraus, dass die Kombination aus PARP-Inhibitoren und ATR-/ATM-Inhibitoren 

in der p53-Null-Zelllinie A673 einen starken synergistischen Effekt im Sinne einer 

synthetischen Letalität aufwies. Die Kombinationsbehandlung mit Olaparib und VE-821 führte 
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in diesen Zellen zur Akkumulation von DNA-Schäden, die unter p53-unabhängiger 

Expressionssteigerung proapoptotischer Gene wie PUMA oder NOXA in der Aktivierung der 

Caspase-3 und Einleitung der Apoptose mündeten. Es konnte die in der Literatur bereits 

beschriebene Induktion von DNA-Schäden durch die Einzelbehandlung mit Olaparib bestätigt 

werden. Zudem wurde dargestellt, dass VE-821 zur Aufhebung des durch die DNA-Schäden 

eingeleiteten G2-M-Zellzyklusarrests beitrug, sodass die geschädigten Zellen weiterhin den 

Zellzyklus durchliefen und die genomische Instabilität letztendlich im Zelltod resultierte. Da 

die A673-Zelllinie neben dem funktionellen Verlust von p53 zudem eine Mutation im 

CDKN2A-Gen aufweist, die einen klinisch besonders aggressiven Subtyp von Ewing-Sarkomen 

mit einer hohen Chemoresistenz kennzeichnet, verdeutlicht der starke Synergismus der 

Kombinationsbehandlung die Möglichkeit der gezielten Krebstherapie gegen diese Zellen. 

Auch in den p53-Wildtyp-Ewing-Sarkomzellen WE-68 wurde ein synergistischer Effekt der 

Kombination aus PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren beobachtet, der im Vergleich zu den 

A673-Zellen allerdings etwas schwächer ausfiel. In dieser Zelllinie kam es zu persistierenden 

DNA-Schäden und einer starken Induktion von CDKN1A und PUMA sowie zu einer 

Aktivitätssteigerung der Caspase-3 mit Initiierung der Apoptose. Diese Zellen wiesen eine 

besondere Sensitivität gegenüber der Olaparib-Behandlung auf, die am ehesten auf die 

funktionelle Intaktheit von p53 zurückzuführen ist.  

In der p53-mutierten Zelllinie SK-ES-1 zeigten Olaparib und Veliparib in Kombination mit 

VE-821 lediglich additive bis leicht antagonistische Effekte. Außerdem zeigte sich eine nur 

unzureichende Auslösung der Apoptose dieser Zellen, die zur Effektivitätsminderung der 

eingesetzten Kombinationsbehandlung beiträgt. 

Zusammenfassend bietet die Kombination von PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren die 

Möglichkeit eines vielversprechenden, neuen Therapieansatzes in der Behandlung des Ewing-

Sarkoms. 
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2 Einleitung 

2.1 Ewing-Sarkom 

2.1.1 Definition 

Die vierte Edition der WHO-Klassifikation der Weichteil- und Knochentumoren definiert das 

Ewing-Sarkom als klein- und rundzelliges Sarkom mit charakteristischen molekularen 

Eigenschaften und unterschiedlichem Ausmaß einer neuroektodermalen Differenzierung, das 

mit einer balancierten Translokation unter Beteiligung des EWSR1-Gens auf Chromosom 22 

einhergeht. Außerdem werden in dieser Definition auch periphere primitive neuroektodermale 

Tumoren, periphere Neuroepitheliome und die zuvor als Tumoren der Ewing-Sarkom-Familie 

sowie Askin-Tumoren bezeichneten Neoplasien als Ewing-Sarkome bezeichnet (Pappo und 

Dirksen 2018). Ewing-Sarkome können sowohl ossäre als auch extraossäre Manifestationen 

aufweisen (Tu et al. 2017). 

 

2.1.2 Epidemiologie 

Das Ewing-Sarkom ist nach dem Osteosarkom der zweithäufigste primär maligne Knochen-

tumor des Kindes-, Jugend- und jungen Erwachsenalters. Primäre Knochentumoren machen in 

diesem Alter etwa 5 % aller Tumoren aus (Balamuth und Womer 2010). Das mediane Alter bei 

Diagnosestellung beträgt 15 Jahre (Hogendoorn et al. 2010). Bei der hellhäutigen Bevölkerung 

wird die Inzidenz mit etwa 3 / 1.000.000 angegeben. Dabei ist das männliche Geschlecht mit 

einem Verhältnis von 1,5 : 1 etwas häufiger betroffen als das weibliche (Bolling et al. 2013). 

Insgesamt ist die Inzidenz des Ewing-Sarkoms bei Kaukasiern gegenüber der asiatischen und 

dunkelhäutigen Bevölkerung deutlich erhöht (Worch et al. 2011). 

 

2.1.3 Ätiologie 

Genetisches Charakteristikum des Ewing-Sarkoms ist eine balancierte Translokation im Genom 

der Patienten mit Beteiligung des EWSR1-Gens auf Chromosom 22, das mit einem von fünf 

Mitgliedern der ETS-Transkriptionsfaktorgruppe (FLI-1, ERG, ETV1, E1AF und FEV) 

fusioniert. In 85 % der Fälle findet hierbei eine reziproke Translokation t(11;22)(q24;q12) unter 

Bildung des EWS/FL1-Fusionsgens statt (Pishas und Lessnick 2016). Bei dieser Translokation 

wird die starke transkriptionsaktivierende Domäne des EWSR1-Proteins mit der DNA-

bindenden Domäne des FLI-1-Proteins verknüpft, wodurch ein aberrierender chimärer 

Transkriptionsfaktor entsteht. Dieser konstant aktivierte Transkriptionsfaktor EWS-FLI1 kann 

nun GGAA-Sequenzen in der DNA binden und so entweder aktivierende oder supprimierende 
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Wirkung auf Zielgene vermitteln. In der Gesamtheit entstehen dadurch erhebliche 

Veränderungen in der Genexpression, die zu der Entstehung des hochmalignen 

undifferenzierten kleinrundzelligen Tumors beitragen (Pishas und Lessnick 2016, Paronetto 

2013). Außerdem ist bei etwa 10 % der Patienten die Translokation t(21;22)(q22;q12) mit der 

Fusion von EWS und ERG nachweisbar. Bei dieser Translokation fusioniert EWSR1 mit dem 

auf Chromosom 21 gelegenen ERG, einem Transkriptionsfaktor mit hoher Ähnlichkeit zum 

FLI-1 (Lessnick und Ladanyi 2012). In seltenen Fällen kann außerdem die Translokation 

t(7;22)(p22;q12) mit Fusion von EWS und ETV1 oder anderen Fusionspartnern vorkommen 

(Lessnick und Ladanyi 2012). 

Im nicht-fusionierten Zustand kann EWSR1 die RNA-Polymerase II und das Splicing der DNA 

regulieren und sorgt so u. a. für genomische Stabilität der Zelle. Aufgrund der transkriptionellen 

Deregulierung infolge der Bildung des aberrierenden Transkriptionsfaktors EWS-FLI1 zeigen 

sich in Ewing-Sarkomzellen erhöhte basale Transkriptionslevel, da die Regulation der 

Transkription durch EWSR1 nicht mehr adäquat erfolgen kann. Die gesteigerte Transkription 

führt zu blockierten Transkriptionskomplexen und Akkumulation von R-Schleifen (Nieto-Soler 

et al. 2016). Das Reparaturenzym BRCA-1 wird zu den Schäden koordiniert, allerdings 

nachfolgend an das Chromatin gebunden und damit zurückgehalten. Bei dessen funktioneller 

Abwesenheit kommt es in Ewing-Sarkomzellen durch die Minderung der Fähigkeit zur 

homologen Rekombination zu einer beeinträchtigten DNA-Reparatur. Ewing-Sarkomzellen 

weisen so in ihren funktionellen Eigenschaften viele Ähnlichkeiten zu BRCA-1-mutierten 

Tumorzellen auf (Gorthi et al. 2018). 

Das hochdifferenzierte Ewing-Sarkom gehört zu den Tumoren mit der geringsten Rate an 

Mutationen und besitzt außer der onkologisch treibenden Translokation mit Beteiligung von 

EWSR1 meist nur wenige Veränderungen im Vergleich zum Genom gesunder Körperzellen 

(Crompton et al. 2014). Hauptsächlich bestehen STAG2-, TP53- und CDKN2A-Deletionen, aber 

auch ATM- und BRCA-1/2-Mutationen können auftreten (Grunewald et al. 2018, Crompton et 

al. 2014, Mody et al. 2017).  

Die Histogenese des Tumors ist noch immer nicht vollständig aufgeklärt. Das Ewing-Sarkom 

besitzt keine wie bei Osteosarkomen oder Fibrosarkomen nachgewiesene spezifische 

Differenzierung zu Vorläuferzellen, sondern besteht histologisch aus undifferenzierten 

kleinrundzelligen basophilen Zellen, deren Herkunft bisher nicht zweifelsfrei klassifiziert 

werden konnte (Tu et al. 2017). Einige Studien liefern allerdings Hinweise auf eine mögliche 
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Entstehung aus mesenchymalen Stammzellen, die entweder aus dem Mesoderm oder der 

Neuralleiste stammen könnten. Mesenchymale, pluripotente Stammzellen wandeln sich bei 

intakter Zellfunktion in verschiedenste mesodermale Zelltypen um, zu denen auch 

Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten gehören. Diese mesodermalen Zellen finden sich 

neben dem Knochenmark auch in anderen Geweben, wodurch sich das seltene Auftreten 

extraossärer Manifestationen des Ewing-Sarkoms erklären lässt. Dabei wird durch die          

EWS-FLI1-Mutation einer solchen pluripotenten Vorläuferzelle der Weg der normalen 

Differenzierung verhindert (Lessnick und Ladanyi 2012, Riggi et al. 2005, Tu et al. 2017). 

 

2.1.4 Symptome und Lokalisation 

Die Symptome beim Ewing-Sarkom sind unspezifisch: Zunächst treten, häufig auch nach 

einem banalen Trauma, Schmerzen im Bereich der Primärlokalisation auf, die im Verlauf mit 

palpabler Raumforderung einhergehen können (Widhe und Widhe 2000). Selten kommt es 

durch die ossäre Manifestation zu pathologischen Frakturen der betroffenen Knochen. 

Zusätzlich können eine lokale Rötung und Überwärmung sowie im weiteren Verlauf Fieber und 

ein allgemeines Krankheitsgefühl auftreten, was die Abgrenzung zur Osteomyelitis erschwert. 

Aufgrund der unspezifischen Symptome sowie der Schwierigkeit der korrekten Befundung in 

der Bildgebung des Tumors können mehrere Monate von Symptombeginn bis zur endgültigen 

Diagnosestellung vergehen (Bolling et al. 2013, Ozaki 2015). Dies spielt auch eine Rolle für 

den hohen Prozentsatz der Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen 

vorliegen: Bei Diagnosestellung weisen bereits bis zu 25 % der Patienten Fernmetasen auf. Bei   

10 % der untersuchten Patienten finden sich diese in der Lunge, bei 10 % im Knochen und 5 % 

besitzen eine Kombination aus den genannten bzw. sonstige Lokalisationen (Hogendoorn et al. 

2010). 

Die häufigste primäre Lokalisation von Ewing-Sarkomen stellen die Diaphysen der langen 

Röhrenknochen (47 %) dar, zusätzlich sind Beckenknochen (26 %), Rippenbögen (16 %) und 

die Wirbelsäule (6 %) betroffen. Das Ewing-Sarkom kann allerdings in so gut wie jedem 

Skelettknochen entstehen (Bolling et al. 2013). Dabei treten 15 - 20 % der Ewing-Sarkome 

zunächst nicht primär im Knochen selbst, sondern im umliegenden Weichteilgewebe des 

Knochens auf (Tu et al. 2017). In seltenen Fällen wird auch eine Manifestation in inneren 

Organen wie u. a. Niere, Lunge oder Nebenniere berichtet (Salah et al. 2019). Gelegentlich 

kann neben dem Knochengewebe gleichzeitig ein Teil des umliegenden Weichteilgewebes 

betroffen sein, in diesem Fall spricht man von einem „Codman-Dreieck“ (Bolling et al. 2013). 
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2.1.5 Therapie 

Beim Ewing-Sarkom findet ein multimodales Therapiekonzept Anwendung, das aus neo-

adjuvanter Chemotherapie, Lokaltherapie (bestehend aus operativer radikaler Resektion oder 

Radiotherapie) und anschließend adjuvanter Chemotherapie besteht. Aufgrund des komplexen 

Managements der Erkrankung sollte die Behandlung spezialisierten Zentren vorbehalten sein 

und, falls möglich, im Rahmen klinischer Studien erfolgen (Paulussen et al. 2009). Es gibt für 

die Behandlung des Ewing-Sarkoms keine international anerkannte Risikoklassifikation. 

Häufig werden prognostische Faktoren wie die initiale Tumorgröße, die An- oder Abwesenheit 

von Fernmetastasen oder das Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie herangezogen. 

Diese Faktoren werden jedoch durch die verwendete Therapie in unterschiedlichstem Ausmaß 

beeinflusst bzw. variieren zwischen den einzelnen Studien zu stark, um daraus eine 

allgemeingültige Klassifizierung des individuellen Risikos heranziehen zu können (Balamuth 

und Womer 2010). 

Aktuell werden nach der großen multizentrischen europäischen Studie EWING 2008 bei 

Diagnosestellung durch Biopsie eines Ewing-Sarkoms zunächst drei bis sechs Zyklen aus 

initialer systemischer neoadjuvanter Chemotherapie nach dem sogenannten VIDE-Schema 

(Vincristin, Ifosfamid, Doxorubicin und Etoposid) und ein Zyklus nach dem VAI-Schema 

(Vincristin, Actinomycin D und Ifosfamid) empfohlen, bevor die Lokaltherapie aus 

Bestrahlung oder vorzugsweise radikaler chirurgischer Resektion folgt (Ladenstein et al. 2010). 

Bei der chirurgischen Lokaltherapie wird eine R0-Resektion angestrebt. Ist die chirurgische 

Resektion nicht möglich oder kann nur eine R1- oder R2-Resektion erfolgen, ist eine alleinige 

oder anschließende Bestrahlung indiziert. Nachfolgend wird eine adjuvante Chemotherapie mit 

sechs bis zehn Zyklen der Chemotherapeutika in dreiwöchigem Intervall nach dem VAI-

Schema (s. o.) bei männlichen bzw. nach dem VAC-Schema (zusätzlich Cyclophosphamid statt 

Ifosfamid) bei weiblichen Patienten durchgeführt. Vierer- oder Sechserkombinationen haben 

sich bei der Behandlung am wirkungsvollsten erwiesen. Insgesamt dauert die Behandlung etwa 

acht bis zwölf Monate (Ladenstein et al. 2010, Paulussen et al. 2009). Dabei bringt die 

zusätzliche Gabe von Etoposid und Ifosfamid nur bei primärem, nicht-metastasierten Tumor 

eine Prognoseverbesserung, während die Dosiserhöhung der einzelnen Alkylanzien das 

Outcome der Patienten nicht verbessert (Grier et al. 2003, Granowetter et al. 2009). 

Durch die Anwendung der Kombination von Chemotherapeutika und Evaluierung in großen 

multizentrischen Studien konnte seit den Fünfzigerjahren eine bemerkenswerte Verbesserung 

der Überlebensrate von etwa 10 % auf 70 % erreicht werden (Jurgens und Dirksen 2011).  
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Bei Vorliegen von Fernmetastasen ist diese allerdings deutlich weniger stark ausgeprägt            

(s. Kap. 2.1.6). Anzumerken ist außerdem, dass in den vergangenen 15 Jahren keine weitere 

Optimierung der Therapie mehr erzielt werden konnte (Casey et al. 2019). 

 

2.1.6 Prognose 

Die individuelle klinische Prognose des Ewing-Sarkoms kann variieren und ist von diversen 

Faktoren abhängig. Zu den wichtigsten gehören die initiale Tumorgröße (Volumen ≥ 200 ml 

oder größter Durchmesser ≥ 8 cm) sowie die Lokalisation des Primärtumors, das Vorliegen von 

Fernmetastasen bei Erstdiagnose, das Patientenalter sowie das histologische Ansprechen auf 

die Therapie (Bosma et al. 2018).  

Trotz großer Fortschritte in der Behandlung des Ewing-Sarkoms durch die multimodale 

Therapie besteht weiterhin eine sehr schlechte Prognose bei Vorliegen von Metastasen und 

beim Auftreten von Rezidiven. Liegen beim Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen vor, so 

liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei weniger als 30 % (Gaspar et al. 2015). Beim Vorliegen 

von Rezidiven liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei unter 20 %. Prognostisch günstigere 

Faktoren sind hierbei nur die Zeit von der Erstdiagnose bis zum Rezidiv (> 2 Jahre) und ein 

lokales Rezidiv (Stahl et al. 2011). 

Die Prognose bei extraossärem Befall ist bei gleicher Standardbehandlung vergleichbar mit 

derjenigen von Patienten mit primärer ossärer Manifestation (Lynch et al. 2018). Allerdings 

weisen Patienten mit Weichteilmanifestation ein deutlich höheres Risiko für lokale Rezidive 

auf (Salah et al. 2019). 

 

2.1.7 p53-Status bei Ewing-Sarkomen 

Das als „Wächter des Genoms“ bekannt gewordene Protein p53, das bei DNA-Schäden eine 

zentrale Rolle in der Verhinderung einer onkologischen Transformation und zellulären 

Entartung einnimmt, gilt durch seine angestoßenen zellulären Prozesse zur Kontrolle des 

Zellzyklus, der Induktion der Apoptose und der Initiierung der DNA-Reparatur in den meisten 

Tumoren als maßgeblicher Tumorsuppressor (s. Kap. 2.2.3). Daher wundert es nicht, dass das 

TP53-Gen das am häufigsten veränderte Gen aller Tumoren darstellt und in etwa 50 % aller 

Fälle mutiert ist (Vogelstein et al. 2000). Im Gegensatz dazu findet sich allerdings bei Ewing-

Sarkomen in lediglich ungefähr 10 % der Tumoren eine TP53-Mutation, die restlichen 90 % 

exprimieren den p53-Wildtyp. Tatsächlich nimmt das Ewing-Sarkom damit den Platz mit der 

geringste Rate an TP53-Mutationen aller Sarkome ein (Neilsen et al. 2011).  
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Außerdem bleibt in Ewing-Sarkomen die Integrität der von p53 initiierten funktionellen 

Signalwege und Zellzyklus-Checkpoints weitestgehend bewahrt (Kovar et al. 2003). Der 

aberrierende Transkriptionsfaktor des EWS-FLI1-Fusionsproteins besitzt allerdings die 

Fähigkeit, die Aktivität von p53 zu unterdrücken. Dies kann einerseits durch indirekte 

Mechanismen wie die Beeinflussung des mit p53 interagierenden Notch-Signalwegs (Ban et al. 

2008), andererseits aber auch durch direkte Bindung von EWS-FLI1 an p53 mit Bildung eines 

Proteinkomplexes im Zellkern geschehen (Li et al. 2010). Bei zusätzlicher Mutation im TP53-

Gen, die sich in 10 % der Fälle nachweisen lässt, besitzen Ewing-Sarkome jedoch eine deutlich 

schlechtere Prognose. Diese Tumorzellen besitzen ein signifikant verringertes Ansprechen auf 

Chemotherapeutika und ein aggressiveres Verhalten mit invasivem Wachstum und früher 

Metastasierung (Huang et al. 2005, de Alava et al. 2000). Hauptsächlich dominieren in Ewing-

Sarkomzellen ähnlich zu anderen Tumoren Missense-Mutationen des TP53-Gens, bei denen die 

p53-Funktion noch partiell erhalten bleibt, das mutierte Protein jedoch auch als onkogener 

Treiber wirken kann (Kovar et al. 1993, Freed-Pastor und Prives 2012). 

 

2.2 DNA-Schadensantwort 

Die DNA-Schadensantwort (engl. DNA Damage Response) umfasst alle molekularen und 

zellulären Mechanismen, die nach einer Schädigung der DNA innerhalb der Zelle ablaufen. In 

jeder menschlichen Zelle treten ungefähr 104 - 105 DNA-Schädigungen pro Tag auf (Giglia-

Mari et al. 2011). Diese können durch eine Vielzahl von Schädigungsmechanismen ausgelöst 

werden, die sowohl durch exogene Faktoren als auch durch endogene Prozesse zustande 

kommen. Zu den bedeutendsten Ursachen zählen Umweltfaktoren wie ionisierende Strahlung 

in Form von UV-, Gamma- oder Röntgenstrahlung sowie eine Vielzahl genotoxischer 

chemischer Karzinogene, allerdings auch durch Zellmetabolismus anfallende reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS), Fehler im korrekten Ablauf der Replikation und spontane 

hydrolytische Reaktionen der Nukleotide (Giglia-Mari et al. 2011).  

Aus diesen Ursachen resultiert eine große Anzahl struktureller Schäden an der DNA.             

Dazu gehören u. a. Punktmutationen in Form von Basenmodifikationen durch Oxidation, 

Methylierung, Photocyclisierung, Deaminierung, Depurinierung und Depyrimidierung. Aber 

auch Basenfehlpaarungen durch fehlerhafte Replikation (engl. mismatch), eine Blockierung 

von Replikationsgabeln oder die Bildung von DNA-Addukten durch Auftreten von DNA-

Protein- und DNA-DNA-Vernetzungen, welche die Replikation erschweren oder verhindern, 
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können auftreten. Die gefährlichsten Mutationen stellen jedoch besonders Einzelstrang- und 

Doppelstrangbrüche der DNA dar (Sancar et al. 2004). Nicht oder nur unvollständig reparierte 

Läsionen können zu Mutationen führen, die infolge inkorrekter Zellfunktion Entstehungsort 

eines malignen Tumors sein können. Durch unkontrollierte Teilung der geschädigten Zellen 

und invasives Wachstum des Tumorgewebes besteht letztendlich eine potenzielle Gefahr für 

den gesamten Organismus (Pilie et al. 2019). 

Um diesem genomischen Stress entgegenwirken zu können, hat die Zelle eine Vielzahl von 

Systemen entwickelt, die DNA-Schäden entdecken, deren Anwesenheit signalisieren und so 

biochemische Signalkaskaden einleiten können, um sowohl lokal die Reparatur des Schadens 

zu induzieren als auch in der gesamten Zelle durch verschiedenste Mechanismen dafür zu 

sorgen, dass bei gestörter Integrität des Genoms eine weitere Replikation und damit die 

Vervielfältigung des Schadens mit der Gefahr einer unkontrollierten Teilung verhindert wird. 

 

2.2.1 Nukleotid- und Basen-Exzisionsreparatur 

Bei intakter DNA-Schadensantwort kommt es zunächst zu einer Detektion der Schädigung und 

daraufhin zur Akkumulation sowie gegenseitiger Aktivierung verschiedener DNA-Reparatur-

enzyme am Ort der Läsion, die schließlich die endgültige Reparatur des Schadens einleiten. Für 

die unterschiedlichen Formen der DNA-Schädigung existieren verschiedene spezialisierte 

Reparaturmechanismen. Während ein großes Spektrum an verschiedenen Schäden mit 

Unebenheiten in der DNA-Doppelhelix (engl. bulky lesions) wie z. B. DNA-Addukte oder 

Pyrimidin-Dimere mithilfe der Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) repariert wird, die in 

einem vielschrittigen Prozess ein größeres DNA-Segment um den Schaden herum 

herausschneidet und ersetzt, werden kleinere chemische Veränderungen an Basen wie 

Oxidierung, Hydroxylierung, Desaminierung oder Alkylierung, die nicht die Integrität der 

DNA-Doppelhelix stören, direkt durch die Basen-Exzisionsreparatur (BER) wiederhergestellt 

(Giglia-Mari et al. 2011). Zunächst entfernen in diesem Prozess verschiedene DNA-

Glykosylasen die modifizierten Basen, bevor durch die AP-Endonuklease ein kleiner 

Einzelstrangbruch eingefügt, die resultierende abasische Stelle durch die DNA-Polymerase β 

komplementär aufgefüllt und mithilfe der Ligase wieder verknüpft wird (Hegde et al. 2008). 

Auch DNA-Einzelstrangbrüche können durch eine Form der BER mit dem Schlüsselenzym 

PARP-1 repariert werden, deren genauer Ablauf ausführlicher im Kap. 2.3 dargestellt ist. 
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2.2.2 Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 

Insbesondere ionisierende Strahlung, darunter UV-Strahlung, und reaktive Sauerstoffspezies 

sind wichtige Ursachen für DNA-Doppelstrangbrüche (DSB – engl. double-strand breaks). 

Diese stellen den schwerwiegendsten DNA-Schaden dar, da sie zum Gen-Rearrangement 

führen können und bei diesen Schäden der komplementäre, verbliebene DNA-Einzelstrang 

durch Durchtrennung beider Nukleotidketten nicht mehr als Matrize zum Ablesen der 

ursprünglichen DNA-Information dienen kann, wie es bei DNA-Schädigungen der Fall ist,     

die z. B. mithilfe Basenexzisions- oder Nukleotidexzisionsreparatur behoben werden können 

(Jackson und Bartek 2009). So vermag nicht nur der Schaden selbst, sondern auch dessen 

inadäquate Reparatur zum programmierten Zelltod oder Mutationen im Genom zu führen, 

wofür schon ein einziger DSB ausreicht (Shrivastav et al. 2008, Rich et al. 2000). 

Die Reparatur von Doppelstrangbrüchen kann durch homologe oder durch nicht-homologe 

Reparaturmechanismen erfolgen (Scully et al. 2019, Jackson und Bartek 2009, Sung und Klein 

2006). Die etwas akkuratere homologe Rekombination (HR) ist in Prokaryoten und Hefezellen 

weit verbreitet, während in höheren Eukaryotenzellen die Möglichkeit einer 

Doppelstrangbruchreparatur durch homologe Rekombination von der entsprechenden Phase 

des Zellzyklus abhängt, in der sich die Zelle zum Zeitpunkt der Reparatur befindet. Bei diesem 

Reparaturmechanismus werden wechselseitig Nukleotidsequenzen von identischen DNA-

Doppelsträngen analoger Chromatide ausgetauscht. An diesem Vorgang sind u. a. der MRN-

Komplex, ATM sowie BRCA-1 beteiligt (s. auch Kap. 2.5) (Scully et al. 2019). Da für die HR 

ein homologes Schwesterchromatid als Template zur Reparatur benötigt wird, kann sie nur in 

der S- und G2-Phase erfolgen. Bei postmitotischen Zellen und Zellen, die sich in der G1-Phase 

befinden, muss bei Doppelstrangbrüchen auf die häufig als wesentlich fehleranfälliger 

beschriebenen Reparaturmechanismen der nicht-homologen Endverknüpfung (NHEJ – non-

homologous end-joining) oder alternativen Endverknüpfung (alt-EJ - alternative end joining) 

zurückgegriffen werden (Scully et al. 2019).  

Bei der NHEJ werden nach einem Doppelstrangbruch zunächst beide freien DNA-Enden von 

dem ringförmigen Heterodimer Ku70/80 gebunden, das eine hohe Affinität zu freien DNA-

Enden besitzt. So werden die DNA-Stränge vor dem Abbau durch Exonukleasen geschützt und 

der Bruch einigermaßen stabilisiert (Walker et al. 2001). Anschließend folgt die Bindung der 

DNA-abhängigen Proteinkinase DNA-PKcs aus der PIKK-Familie (s. Kap. 2.5). Diese fügt die 

Bruchenden mithilfe des Ligationskomplexes IV/XRCC4 wieder zusammen (Weterings und 

Chen 2008). Da es bei diesem Prozess allerdings häufiger zu Deletionen einzelner Nukleotide 



 
18 

 

und Modifikation blockierender Hydroxyl- oder Phosphatgruppen kommt, führt diese Form der 

DNA-Reparatur vergleichsweise häufig zu kleinen Fehlern gegenüber der ursprünglichen 

Basenabfolge (Schipler und Iliakis 2013). Wenn z. B. Mutationen für Ausfälle in der HR oder 

NHEJ sorgen, kann auch die alternative Endverknüpfung (alt-EJ) die Reparatur von DSBs 

übernehmen. Bei diesem in gesunden Zellen noch nicht vollständig verstandenen 

Reparaturmechanismus werden die DNA-Termini zunächst weitläufiger zu einzelsträngigen 

DNA-Enden zurückgeschnitten, bis dadurch entstehende kurze homologe (= mikrohomologe) 

DNA-Sequenzen durch bestimmte Proteine wieder miteinander verbunden werden. Diese 

Proteine sind ebenfalls in der HR involviert, auch PARP wurde in diesem 

Reparaturmechanismus als wichtiges teilhabendes Protein identifiziert (Sallmyr und 

Tomkinson 2018). Hier drohen durch den größeren Sequenzverlust durch Reparationsfehler 

allerdings auch gravierende Mutationen für die Zelle. In vielen Tumorzellen findet sich eine 

vermehrte Aktivität der an der alt-EJ beteiligten Enzyme, die diese auch zum Ziel verschiedener 

zielgerichteter Therapien machen können (Sallmyr und Tomkinson 2018). 

 

2.2.3 p53 und die Einleitung des Zellzyklusarrests 

Durch die Detektion von DNA-Schäden werden viele verschiedene intrazelluläre Prozesse 

angestoßen, die u. a. die Verhinderung der weiteren Zellteilung mit Vervielfältigung des 

Schadens beinhalten. Ein elementar wichtiges Schlüsselenzym zur Bewahrung der genetischen 

Integrität der Zelle ist dabei das als „Wächter des Genoms“ bekanntgewordene und durch das 

TP53-Gen auf dem Chromosom 17p13.1 codierte Protein p53, das bei DNA-Schäden aufgrund 

zellulärer posttranslationaler Stabilisierung akkumuliert und die Transkription von Genen 

einleitet, die u. a. an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der Apoptose und an der 

DNA-Reparatur beteiligt sind (Vogelstein und Kinzler 2004). 

Das Protein p53 wird in der Zelle konstitutiv exprimiert, bei intakter DNA allerdings infolge 

durch MDM2 vermittelter Ubiquitinierung mittels E3- und E4-Ubiquitinligasen sofort wieder 

abgebaut. Meist bestehen daher nur geringe intrazelluläre Proteinlevel von p53; die 

Halbwertszeit des Proteins beträgt lediglich etwa 20 Minuten (Somasundaram 2000). Wirken 

jedoch zelluläre Stressoren wie DNA-Schäden, hypoxische Zustände oder Onkogenaktivierung 

auf die Zelle, wird p53 u. a. durch die Kinasen ATM, ATR oder CHK1 am Serin 15 

phosphoryliert, verliert infolgedessen seine Affinität zu MDM2 und wird nicht mehr 

ubiquitiniert. Durch diese posttranslationale Modifikation kommt es zur sprunghaften 

Akkumulation von p53, das daraufhin die Transkription verschiedener Gene bewirkt (Moll und 
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Petrenko 2003). Ein wichtiges davon ist das CDKN1A-Gen, dessen codiertes Protein p21           

(= CDK-Inhibitor 1) neben anderen zellulären Funktionen wie der Verhinderung der Zell-

differenzierung und -seneszenz mit Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK-1A,-1B, -D und -E) 

einen Komplex bildet und diese damit inhibiert. Dies führt zur Einleitung des Zellzyklusarrests 

und Arretierung der Kontrollpunkte G1/S, S/G2 und G2/M, wobei p21 besonders den Eintritt 

in die S-Phase reguliert. Zunächst paradox anmutend, inhibiert aktives p21 jedoch auch die 

Apoptose der Zelle, um im eingetretenen Zellzyklusarrest eine suffiziente Wiederherstellung 

der DNA-Schäden gewährleisten zu können. Während p21 in den meisten Zellen als Tumor-

suppressor angesehen wird, kann es so allerdings in bestimmtem zellulären Kontext auch als 

Onkogen gelten (Abbas und Dutta 2009). Mit einem negativen Rückkopplungsmechanismus 

transkribiert p21 auch MDM2, sodass nach Reparatur des Schadens die intrazellulären hohen 

Proteinlevel von p53 wieder sinken. Im Gegensatz zu p21 fungiert p53 als transkriptioneller 

Aktivator von proapoptotischen Genen wie PUMA (BBC3) und BAX, die beide zur Bcl-2-

Familie gehören, und besitzt so die Möglichkeit, bei großem Ausmaß der DNA-Schädigungen 

auch die Apoptose der Zelle einzuleiten (Nakano und Vousden 2001, Knudson et al. 2001). 

Das TP53-Gen ist in über 50 % der humanen Tumoren mutiert. Dabei gehen diese Mutationen 

meist mit höheren Metastasierungsraten und einer deutlich schlechteren Prognose einher 

(Girardini et al. 2014). Neben dem Verlust seiner Tumorsuppressorfunktion durch seine 

zentrale Rolle bei der Initiierung von Reparatur und Zellzyklusarrest kann das mutierte TP53 

zusätzlich auch als Onkogen wirken und damit das Verhalten verschiedener Tumoren 

dramatisch verändern (Freed-Pastor und Prives 2012). In über 70 % der Tumoren kommt es zu 

einer Missense-Mutation, die dazu führt, dass das transkriptionsunfähige Protein in voller 

Länge codiert wird und daraufhin in der Zelle akkumuliert. Häufig ist dabei besonders der 

DNA-bindende Abschnitt betroffen, der zwar zur Funktionseinschränkung von p53 führt, 

allerdings viele seiner morphologischen Eigenschaften nicht beeinflusst, sodass p53 weiterhin 

beispielsweise von MDM2 inhibiert und daher in dessen negative Rückkopplung eingebunden 

werden kann. Letztendlich ist das mutierte TP53 fähig, im Sinne einer Gain-of-function-

Mutation durch intrazelluläre Inhibierung oder Aktivierung anderer Proteine entscheidend zur 

Bildung, Invasion oder Metastasierung der Tumorzellen beizutragen (Goh et al. 2011, Muller 

und Vousden 2013, Brosh und Rotter 2009, Strano et al. 2007). 

Da die Akkumulation hoher Mengen an mutiertem p53 fast nur in Tumorzellen zu finden ist, 

stellt das mutierte p53 einen vielversprechenden Ansatz zielgerichteter Therapien dar, für den 

momentan weiterhin Wirkstoffe erprobt werden (Sobhani et al. 2020). 
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2.2.4 DNA-Schadensreparatur bei Tumorzellen 

Es erstaunt nicht, dass in Tumorzellen häufig Gendefekte oder -mutationen in Proteinen der 

DNA-Schadensantwort zu finden sind (Brown et al. 2017). Durch die Defizienz dieser Systeme 

entzieht sich die Tumorzelle der Kontrolle derjenigen Mechanismen, die eine weitere 

Vervielfältigung des Schadens minimieren und kann sich so ungehindert weiterteilen. Bezogen 

auf eine Tumorzellpopulation stellt dies auch einen Selektionsvorteil für diese Zellen mit 

Verdrängung sich weniger schnell teilender Zellen dar (Cahill et al. 1999). Bei gesunden Zellen 

kann durch eine ausgeprägte Redundanz der unterschiedlichen Systeme auch beim Ausfall 

eines der beteiligten Reparaturproteine dessen Aufgabe meist durch ein anderes kompensiert 

werden, sodass auch bei Mutation oder Hemmung eines der an der DNA-Schadensantwort 

beteiligten Proteine der Mechanismus der Reparatur und Zellzyklusarrest weiterhin ablaufen 

kann (Darzynkiewicz 2011). Besonders Doppelstrangbrüche, die u. a. mithilfe wichtiger 

Proteine wie ATM repariert werden, stellen hierbei eine große Gefahr für die Zelle dar 

(Shrivastav et al. 2008). 

Viele Tumorzelllinien weisen durch ein stark verändertes und instabiles Genom mit stetiger 

unkontrollierter Teilung und zellulärem Stress allerdings auch größere Defekte bei 

Komponenten der DNA-Schadensreparatur auf, die sie so anfälliger für DNA-Schäden machen. 

Durch ihre genomische Instabilität sind Tumorzellen gegenüber gesunden Zellen meist ohnehin 

einem höheren Ausmaß an replikativem Stress ausgesetzt (Gaillard et al. 2015). Nimmt das 

Ausmaß der DNA-Schäden bzw. der genomischen Instabilität nun durch Stressoren zu stark zu, 

fehlt Tumoren durch die Defizienz verschiedenster suffizienter Reparatursysteme eine adäquate 

Möglichkeit der Behebung des Schadens. So muss die Tumorzelle z. B. bei Ausfall der HR 

durch Mutation von BRCA-1 daraufhin meist auf alternative, wesentlich fehleranfälligere 

Mechanismen der Reparatur wie z. B. NHEJ zurückgreifen, was die genomische Instabilität 

abermals erhöht. Durch die Hemmung bestimmter Enzyme wie PARP oder ATR bzw. ATM, 

die in einigen Tumoren häufig überexprimiert und für deren Überleben essentiell sind, wird die 

genomische Instabilität so groß, dass es zu einem selektiven Untergang der Tumorzellen kommt 

(Farmer et al. 2005, Gaillard et al. 2015). Abb. 1 zeigt eine schematische Darstellung der 

Wirkungsweise der selektiven Toxizität. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der selektiven Toxizität der Kombination von PARP- und          
ATR-/ATM-Inhibitoren auf Ewing-Sarkomzellen. Bei auftretenden DNA-Schäden und 

medikamentöser Hemmung von PARP und ATR bzw. ATM, die beide eine zentrale Rolle in der DNA-

Schadensantwort einnehmen, ist die Zelle auf intakte zusätzliche DNA-Reparaturmechanismen wie 

bspw. die Homologe Rekombination (HR) angewiesen. In Ewing-Sarkomzellen herrscht aufgrund des 

spezifischen aberrierenden Transkriptionsfaktor EWS-FLI1 ein erhöhter replikativer Stress vor, der die 

Ausbildung weiterer DNA-Schäden begünstigt. Da diese Tumorzellen im Gegensatz zu gesunden Zellen 

außerdem häufig funktionelle Defekte in weiteren Reparaturproteinen aufweisen, kann die zelluläre 

Integrität aufgrund der genomischen Instabilität nicht weiter aufrechterhalten werden. Dies führt zum 

tumorspezifischen Zelltod.  

 

2.3 Die Rolle von PARP-1 bei Schädigung des Genoms 

Die humane Poly(ADP-ribose)-Polymerase-Familie besteht aus 17 funktionell ähnlichen 

Enzymen, die mithilfe einer posttranslationalen Modifikation die ADP-Ribosylierung von 

Chromatinproteinen katalysieren. Hierbei werden ADP-Ribose-Einheiten vom Cofaktor            

β-NAD+ (β-Nicotinamidadenindinukleotid) auf die Zielproteine übertragen und dadurch 

verzweigte oder lineare Polymere geschaffen, die als Signalmoleküle dienen (De Vos et al. 

2012). PARP sind in fast alle zellulären Prozesse eingebunden und nehmen so eine elementare 

Funktion z. B. in der DNA-Reparatur, Transkription und Translation von Proteinen, 

Homöostase von Zellen, Signaltransduktion und Zelltod ein.  
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Eine Fehlfunktion der ADP-Ribosylierung kann mit unterschiedlichsten Krankheiten assoziiert 

sein, darunter Karzinomentstehung, neurodegenerative Erkrankungen, Herzinsuffizienz und 

Diabetes (Daniels et al. 2015). 

PARP-1, PARP-2 und PARP-3 sind wichtige Enzyme dieser Familie, die neben Beeinflussung 

von zellulären Vorgängen wie Zelldifferenzierung und -proliferation eine zentrale Rolle bei der 

Detektion von DNA-Schäden und Initiierung von DNA-Einzelstrangbruch- und 

Basenexzisionsreparatur einnehmen. Sie besitzen z. T. überlappende Eigenschaften und eine 

ähnliche Wirkungsweise. PARP-1 ist allerdings das am besten verstandene der PARP-Proteine 

und offenbar das wichtigste für die Bewahrung der genomischen Stabilität unter 

physiologischen Bedingungen, da es über 85 % der PARP-Aktivität ausmacht (Fatokun et al. 

2014, De Vos et al. 2012, Pishas und Lessnick 2016). 

PARP-1 besitzt die Fähigkeit, insbesondere Einzelstrangbrüche und Basenmutationen, 

allerdings auch blockierte Replikationsgabeln und Doppelstrangbrüche zu detektieren und 

daraufhin als Homo- oder Heterodimer an die DNA zu binden (Bai 2015). Durch diese 

Aktivierung katalysiert es die Bildung von polymeren Ketten aus ADP-Ribose                         

(PAR – poly-ADP-ribose) an nukleären Zielproteinen, zu denen neben umgebenden Histonen 

(Heteromodifikation) auch es selbst gehört (Automodifikation). Je größer die Schäden sind, 

desto mehr PAR akkumuliert im Zellkern. Während sich die Histone durch PAR von der DNA 

lösen, dient PARP als Plattform zur Bindung rekrutierter DNA-Reparatur- und Signalenzyme 

wie der DNA-Ligase III, DNA-PKcs, Ku70 und ATM sowie Chromatin-Remodeling-Faktoren 

an der beschädigten Stelle, die diese ausbessern können (De Vos et al. 2012). Die 

Automodifikation mit verzweigten PAR-Ketten wird außerdem benötigt, damit PARP wieder 

von der DNA dissoziieren kann. In Situationen, in denen die Zelle keinen Stressoren unterliegt, 

scheint die Aktivierung von PARP nicht unbedingt zur Reparatur benötigt zu werden. Sobald 

allerdings stärkere Schäden vorliegen, ist die Funktionalität von PARP unabdingbar (De Vos et 

al. 2012, Bai 2015, Brown et al. 2017). 

Bei massiven Schäden an der DNA kann PARP-1 indessen auch zusätzlich den Untergang der 

betroffenen Zelle als protektiven Schutzmechanismus vor einer onkogenetischen 

Transformation auslösen. Dabei sind drei sich teilweise überschneidende Wege bekannt, die zu 

einem Caspase-unabhängigen Zelltod führen können, der Parthanatos genannt wird („Par“ vom 

auslösenden PAR-Polymer; „Thanatos“ als die Personifikation des Tods in der griechischen 

Mythologie). Einerseits wird bei übermäßiger Aktivierung von PARP-1 der intrazelluläre 



 
23 

 

Vorrat seines Substrats NAD+ aufgebraucht. Die funktionelle Verminderung des zur 

Verfügung stehenden NAD+ beeinträchtigt den zellulären Metabolismus mit Glykolyse und 

oxidativer Phosphorylierung, sodass es durch den ATP-Mangel zu einer zellulären 

energetischen Krise mit nachfolgendem Untergang der Zelle kommt (Fatokun et al. 2014). 

Zusätzlich wird durch Katalyse großer Mengen des Polymers PAR die Freisetzung von AIF 

(apoptosis-inducing factor) aus dem Mitochondrium bewirkt. Durch dessen Translokation in 

den Zellkern initiiert AIF dort die Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung, die zum 

Zelltod führen (Yu et al. 2002). Außerdem kann PARP-1 durch mehrere zusätzliche Signalwege 

auch zur „klassischen“ Zellnekrose beitragen (Virag et al. 2013, Fatokun et al. 2014). Eine 

mögliche Begründung, dass die Zelle bei exzessiven DNA-Schäden von Apoptose zu 

regulierter Nekrose wechselt, findet sich darin, dass dieser Prozess deutlich weniger Energie 

benötigt (Roos et al. 2016). 

PARP ist in einer Vielzahl von Tumoren überexprimiert (Curtin und Szabo 2013). Darin 

unterscheidet es sich von vielen anderen DNA-Reparaturenzymen, bei denen im Allgemeinen 

eher der Funktionsverlust oder die Defizienz eines Reparaturenzyms mit onkogenetischen 

Folgen für die Zelle einhergeht, da auftretende DNA-Schäden nicht mehr suffizient repariert 

werden und zu Mutationen führen können. PARP hingegen findet sich verstärkt u. a. in Ewing-

Sarkomzellen und auch in BRCA-mutierten Ovarialkarzinomen, bei denen die Promoterregion 

ETS des für PARP codierenden Genabschnitts hypomethyliert ist (Newman et al. 2002, Li et 

al. 2014). 

 

2.4 PARP-Inhibitoren 

Die zentrale Rolle von PARP innerhalb der DNA-Schadensantwort bei Einzelstrangbruch- und 

Basenexzisionsreparatur macht es zu einem vielversprechenden Angriffsort einer gezielten 

Krebstherapie (engl. targeted therapy). Die Entdeckung und das Verständnis seiner Funktion 

führte zur Entwicklung spezifischer kleinmolekularer PARP-Inhibitoren, die mit der Bindungs-

stelle seines Cofaktors β-NAD+ am katalytischen Zentrum von PARP-1 und PARP-2 

interagieren (Lord und Ashworth 2017).  

Tumorzellen weisen häufig ein vermindertes Repertoire an funktionsfähigen DNA-

Reparaturmechanismen auf. Hinzu kommt, dass sie gleichzeitig durch Mutationen und 

unkontrollierte Replikation und Transkription stärkerem replikativen Stress als gesunde 

Körperzellen ausgesetzt sind. Maligne Zellen sind daher besonders stark auf intakte Wege der 
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DNA-Reparatur angewiesen und reagieren auf deren Beeinträchtigung deutlich anfälliger als 

gesunde Zellen, die über die volle Kapazität an suffizienten Reparaturmechanismen verfügen 

(Brown et al. 2017). 

Bei der Inhibition von PARP kommt es zu einer Verminderung der zellulären 

Reparationsfähigkeit von Einzelstrangbrüchen und Basenmutationen der DNA. Folglich 

können Einzelstrangbrüche persistieren, die während des Replikationsprozesses in der S-Phase 

der Zelle vermehrt Doppelstrangbrüche verursachen. Zusätzlich besitzen PARP-Inhibitoren die 

Fähigkeit, PARP-1 auf der DNA „einzufangen“. Durch die Inhibierung der Synthese von PAR-

Ketten an sich selbst wird der katalytische Zyklus von PARP unterbrochen und die Lösung des 

Enzyms von der DNA verhindert. Dies begünstigt aufgrund blockierter Replikationsgabeln die 

Ausbildung von Doppelstrangbrüchen (Lord und Ashworth 2017). Auch die DNA-Protein-

Komplexe, die von PARP zum Ort der Schädigung rekrutiert werden, blockieren in ihrer 

inaktiven Form die weitere Replikationsmaschinerie, sodass aus den ursprünglichen 

Einzelstrangbrüchen durch persistierende Replikationsgabeln Doppelstrangbrüche entstehen 

(Michelena et al. 2018). Mithilfe dieses Mechanismus führen die PARP-Inhibitoren neben der 

Verhinderung der Reparatur zugleich selbst zu einer direkten Schädigung des Genoms. Damit 

die Zelle diese zytotoxisch relevanten Schädigungen reparieren kann, werden intakte 

Reparaturenzyme der homologen Rekombinationsreparatur wie BRCA-1 und BRCA-2 und 

andere beteiligte Proteine wie ATM benötigt. Beim funktionellen Verlust dieser Enzyme durch 

Mutation oder Inhibierung können DSB nicht mehr suffizient repariert werden, sodass es zum 

tumorspezifischen Zelltod kommt. Dies erklärt die Sensibilität BRCA-1/2-mutierter Tumoren 

auf PARP-Inhibitoren (Pommier et al. 2016, Ledermann et al. 2012). 

Die ersten Ansätze einer Therapie mit PARP-Inhibitoren bestanden darin, diese mit               

DNA-schädigenden Substanzen zu kombinieren, damit die Inhibition der benötigten Reparatur-

mechanismen deren möglichen Resistenzfaktor aufhebt. Die meisten PARP-Inhibitoren können 

in verschiedensten Kombinationen mit klassischen Chemotherapeutika und fraktionierter 

Bestrahlung zu einer Potenzierung antineoplastischer Effekte (engl. sensitizer) führen.              

Sie besitzen allerdings aufgrund ihrer synthetischen Letalität auf Tumorzellen mit defekter HR 

auch in Einzelbehandlung tumorspezifische toxische Effekte (Curtin und Szabo 2013).  

Ewing-Sarkomzellen besitzen hohe endogene Konzentrationen an PARP-1-mRNA. Auch die 

Proteinaktivität von PARP-1 ist in diesen Zellen um ein Vielfaches höher als in vergleichbaren 

soliden Tumoren wie z. B. dem Osteosarkom (Pishas und Lessnick 2016, Bailey et al. 2019). 
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Tatsächlich gehört das Ewing-Sarkom zu den fünf Malignomen, in denen die Expression von 

PARP-1 am höchsten ist (Pishas und Lessnick 2016). Brenner et al. konnten zeigen, dass eine 

mögliche Begründung der hohen PARP-1-Expression in diesen Tumorzellen in dessen 

Interaktion mit dem charakteristischen Fusionsprotein EWS-FLI1 liegt. Dieser aberrierende 

Transkriptionsfaktor steigert die Expression von PARP-1, das dann im Sinne einer positiven 

Rückkopplung wiederum die transkriptionale Aktivierung von EWS-FLI1 fördert (Brenner et 

al. 2012). Durch EWS-FLI1 treten in den Zellen allerdings auch vermehrt DNA-Strangbrüche 

auf, die Ewing-Sarkomzellen besonders abhängig von funktionell intakten Reparaturenzymen 

wie PARP machen (Brenner et al. 2012). Es konnte ein starker Zusammenhang zwischen der 

Expression von EWS-FLI1 und der Sensitivität auf PARP-Inhibitoren beobachtet werden. 

Daher sprachen Ewing-Sarkomzellen in ungefähr gleichem Ausmaß wie BRCA-defiziente 

Zellen auf PARP-Inhibitoren an, während gesunde Körperzellen nicht beeinträchtigt wurden 

(Garnett et al. 2012). Allerdings wurde auch beobachtet, dass die Aktivität von EWS-FLI1 die 

Bcl-2-Expression erhöht, deren Induktion zu einer gewissen apoptotischen Resistenz der 

Monotherapie beiträgt und den Bedarf an Kombinationstherapien weiter hervorhebt (Heisey et 

al. 2019).  

 

2.4.1 Olaparib 

Der Wirkstoff Olaparib (AZD-2281, Lynparza®, Strukturformel s. Abb. 2) ist der erste klinisch 

eingesetzte PARP-Inhibitor zur Behandlung solider Tumoren, der seit dem Jahr 2014 in der EU 

und in den USA zur Behandlung des Platin-sensitiven Rezidivs eines BRCA-mutierten 

Ovarialkarzinoms sowie seit 2018 in den USA und 2019 in Europa bei BRCA-

Mutationsträgerinnen mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem, HER2-negativem 

Mammakarzinom zugelassen ist (Rolfo et al. 2019). Der von der Firma AstraZeneca 

entwickelte Wirkstoff weist eine antineoplastische Aktivität gegen eine Vielzahl 

verschiedenster Tumoren auf. Dazu gehören neben Ovarial- und Mammakarzinomen u. a. auch 

Endometrium-, Magen- und kolorektale Karzinome, die besonders bei Defekten in anderen 

Reparaturenzymen wie ATM sensitiv auf Olaparib reagieren (Deeks 2015, Wang et al. 2017). 

Auch bei Prostatakarzinomen, die Defekte in DNA-Reparaturgenen aufweisen und nicht mehr 

mittels herkömmlicher Therapie behandelt werden können, konnte durch die Behandlung mit 

Olaparib eine signifikante antineoplastische Wirkung erzielt werden (Mateo et al. 2015). 

Am stärksten sprechen allerdings BRCA-1/2-defiziente Tumorzellen auf Olaparib an, bei denen 

die homologe Rekombinationsreparatur der auftretenden DSB defekt ist. Olaparib besitzt 
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außerdem eine gute Wirksamkeit bei Funktionsverlusten anderer an diesem Reparationsprozess 

beteiligter Proteine, wodurch in Zukunft möglicherweise auch Patienten/-innen mit 

entsprechenden Gendefekten ähnlich profitieren könnten (Hodgson et al. 2018). Durch die 

Monotherapie mit Olaparib konnte bei Patientinnen mit HER2-negativen und BRCA-mutierten 

metastatischen Mammakarzinom das Risiko eines Fortschreitens der Erkrankung gesenkt und 

das mediane progressionsfreie Überleben um 2,8 Monate gegenüber der Standardtherapie 

verlängert werden (Robson et al. 2017). Bei der Behandlung des Platin-sensitiven Rezidivs 

eines BRCA-mutierten Ovarialkarzinoms mit Olaparib als Monotherapie konnte das 

progressionsfreie Überleben der Erkrankten im Median um 3,6 Monate verlängert werden 

(Ledermann et al. 2012). Olaparib weist dabei im Vergleich zur konventionellen 

Chemotherapie nur geringe Nebenwirkungen auf und wurde generell gut vertragen (Fong et al. 

2009). Mögliche Nebenwirkungen treten in Form von Übelkeit und Erbrechen sowie Müdigkeit 

und Anämien auf (Ledermann et al. 2012). Zurzeit befindet sich Olaparib in einer Vielzahl von 

klinischen Studien, die den Nutzen bei verschiedenen weiteren Tumorerkrankungen 

untersuchen, darunter auch bei Ewing-Sarkomen. In einer Phase-II-Studie bei Patienten mit 

therapierefraktärem Ewing-Sarkom konnte gezeigt werden, dass Olaparib in Einzelbehandlung 

gut vertragen wurde, aber keine signifikante Verbesserung erbrachte (Choy et al. 2014).              

In Kombination mit dem Zytostatikum Temozolomid wurde jedoch ein synergistischer Effekt 

festgestellt, der momentan genauer evaluiert wird (Engert et al. 2015, Casey et al. 2019). 

 

Abb. 2: Strukturformel von Olaparib 

 

2.4.2 Veliparib  

Veliparib (ABT-888, Strukturformel s. Abb. 3) ist ein selektiver PARP-Inhibitor, der sowohl 

PARP-1 (KI = 5,2 nmol/L) als auch PARP-2 (KI = 2,9 nmol/L) inhibiert und dabei in 

therapeutisch relevanten Konzentrationen keine wesentlichen Nebeneffekte auf andere 

Rezeptoren oder Ionenkanäle aufweist (Wagner 2015). In der Gruppe der bis zum jetzigen 

Zeitpunkt entwickelten PARP-Inhibitoren stellt dieser Wirkstoff den spezifischsten Inhibitor 

von PARP-1 und PARP-2 dar (Thorsell et al. 2017). Allerdings scheint bei Veliparib verglichen 
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mit anderen PARP-Inhibitoren die Fähigkeit, PARP-1 auf der DNA „einzufangen“ und damit 

DNA-Doppelstrangbrüche zu verursachen, schwächer ausgeprägt zu sein (Murai et al. 2012). 

Schon 2007 wurde durch Donawho et al. gezeigt, dass der von der amerikanischen Firma 

AbbVie Inc. entwickelte Wirkstoff die antineoplastische Wirkung von Zytostatika wie 

Temozolomid, Cisplatin, Carboplatin und Cyclophosphamid in einer Vielzahl von Tumoren 

deutlich verstärkt. Dazu gehören Melanome, Lymphome, Kolonkarzinome, Mammakarzinome 

und Gliome. Von einer Einzelbehandlung ist allerdings kein nennenswerter Effekt auf 

Karzinome nachweisbar gewesen. Momentan befindet es sich in Phase-II- und Phase-III-

Studien zur Behandlung des Ovarialkarzinoms (Slade 2020). Veliparib hat eine gute orale 

Bioverfügbarkeit und besitzt außerdem die Fähigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren, 

sodass ein möglicher therapeutischer Ansatz in Kombination mit Temozolomid zur Behandlung 

von Hirntumoren besteht (Lok et al. 2017, Donawho et al. 2007). Aufgrund der verhinderten 

Reparatur von sowohl Einzel- als auch Doppelstrangbrüchen der DNA potenziert Veliparib 

zudem den Effekt fraktionierter Bestrahlung (Donawho et al. 2007). Momentan ist Veliparib 

der einzige klinisch relevante PARP-Inhibitor, der in Kombination mit verschiedenen 

Chemotherapeutika eine gute Verträglichkeit aufwies (Slade 2020).  

 

Abb. 3: Strukturformel von Veliparib 

 

2.5 Die Rolle von ATM und ATR bei Schädigung des Genoms 

Die beiden Proteine ATM (ataxia telangiectasia mutated kinase) und ATR (ataxia 

telangiectasia and Rad3-related kinase) dienen bei DNA-Doppelstrangbrüchen und blockierten 

Replikationsgabeln als Sensor des Schadens und leiten komplexe intrazelluläre Signalkaskaden 

zur Reparatur sowie den Zellzyklusarrest ein (Jackson und Bartek 2009). Beide Enzyme sind 

Mitglieder der humanen PIKK-Familie (phosphatidylinositol-3-kinase-related kinases), deren 

sechs Mitglieder als Serin-/Threoninproteinkinasen in einer Vielzahl von zellulären Schlüssel-

funktionen eingebunden sind, die von der Regulation der DNA-Schadensantwort über 
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Proliferation, Metabolismus und Differenzierung der Zelle reichen. Sie weisen eine ähnliche 

Sequenz zu Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) aus der Gruppe der Transferasen auf 

(Lempiainen und Halazonetis 2009). ATM und ATR gehören gemeinsam mit der DNA-PKcs 

(DNA-dependent protein kinase catalytic subunit), einem weiteren Vertreter der PIKK-Familie, 

zum Kern der DNA-Schadensantwort und nehmen besonders bei Schädigungsformen, die 

mithilfe der homologen Rekombination (HR) und der NHEJ sowie der Stabilisierung von 

blockierten Replikationsgabeln behoben werden, eine zentrale Rolle ein (Alkan et al. 2018). 

Dabei sind ATM und DNA-PKcs primär an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 

beteiligt, bei freier einzelsträngiger DNA läuft die DNA-Schadensantwort hauptsächlich über 

ATR ab (Lecona und Fernandez-Capetillo 2018). Außerdem scheinen sie eine wesentliche 

Funktion in der Rückkopplung der Initiierung des Zelltods innezuhaben (Roos et al. 2016). 

Trotz Aktivierung bei unterschiedlichem Schaden an der DNA überschneiden sich die 

ablaufenden Signalwege zum Teil. 

Treten in einer Zelle Doppelstrangbrüche auf, wird ATM zusammen mit DNA-PKcs durch den 

MRN-Komplex (Mre11-Rad50-Nbs1-Komplex) an die Stelle des Schadens rekrutiert. In seiner 

inaktiven Form liegt ATM als funktionelles Homodimer vor, das bei der Rekrutierung zu 

aktiven Monomeren dissoziiert. Diese katalysieren als Reaktion auf den DNA-Schaden die 

Phosphorylierung von hunderten Substraten, darunter das den DSB flankierende Histon H2AX 

(oder in phosphorylierter Form γH2AX genannt), welches seinerseits eine Signalkaskade 

initiiert, durch die andere Komponenten der DNA-Reparatur aktiviert und an den Ort der 

Schädigung gebracht werden (Weber und Ryan 2015, Blackford und Jackson 2017). Außerdem 

bildet ATM einen entscheidenden Faktor bei der Aktivierung des G1/S-Zellzyklus-

Kontrollpunkts und verhindert so das Eintreten der Zelle in die S-Phase bei Schädigungen im 

Genom (Weber und Ryan 2015). Bei Doppelstrangbrüchen phosphoryliert es p53, welches 

dadurch vor der Ubiquitinierung durch MDM2 geschützt wird (s. Kap. 2.2.3). Auch MDM2 

gehört zu den Faktoren, die durch ATM beeinflusst werden (Marine und Lozano 2010). Das so 

stabilisierte p53 transkribiert daraufhin eine Vielzahl von Genen, die in die Kontrolle des 

Zellzyklus involviert sind, wie z. B. p21. Es kann allerdings auch die durch Caspasen 

vermittelte Apoptose einleiten (Sullivan et al. 2012). Ein weiteres in die Regulation des 

Zellzyklus eingebundenes und von ATM aktiviertes Protein ist CHK2, das den Abbau von 

CDK-25A fördert, welches für die Aktivierung der für den Beginn der S-Phase benötigten 

Cyclin-abhängigen Kinase 2 (CDK-2) sorgt (Weber und Ryan 2015). 
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ATR wird durch einen Komplex aus RPA (replication protein A) und ATRIP (ATR-interacting 

protein) an einzelsträngige DNA gebunden. Diese liegt in der menschlichen Zelle am 

häufigsten bei blockierten Replikationsgabeln vor, kann aber auch durch DNA-Endresektionen 

bei Doppelstrangbrüchen auftreten. Durch allosterische Aktivierung verschiedener Proteine 

phosphoryliert ATR multiple Reparaturenzyme wie beispielsweise BRCA-2, die den Schaden 

beheben (Lecona und Fernandez-Capetillo 2018). Ein weiteres durch ATR aktiviertes Protein 

ist CHK1, das mithilfe globaler Signalkaskaden und Modulierung von Proteinen wie CDK-25A 

den transienten Zellzyklusarrest einleitet (Blackford und Jackson 2017). Trotz der 

Überschneidung beider Signalwege wird ATR generell als der hauptsächliche Mediator der 

Intra-S-Phase- und G2/M-Zellzyklus-Kontrollpunkte angesehen, während der G1-

Kontrollpunkt besonders durch ATM beeinflusst wird (Weber und Ryan 2015). 

Autosomal-rezessiv vererbte Mutationen im für die Serin-Proteinkinase ATM codierenden 

Genabschnitt führen beim Menschen zum Krankheitsbild der Ataxia teleangiectasia, auch 

Louis-Bar-Syndrom oder Boder-Sedgwick-Syndrom genannt. Diese Patienten weisen eine 

Vielzahl von Symptomen wie Ataxien, Teleangiektasien und eine verminderte Immun-

kompetenz auf, die u. a. auf einer gestörten Fähigkeit zur Einleitung des Zellzyklusarrests bei 

DNA-Doppelstrangbrüchen und Hypersensitivität auf ionisierende Strahlung basieren 

(Bienemann et al. 2011). Daher wurde angenommen, dass spezifische Inhibitoren für ATM 

oder dessen funktionell ähnliches Enzym ATR die antineoplastischen Effekte einer Chemo- 

oder Radiotherapie verstärken können (Hickson et al. 2004). 

 

2.6 ATR-/ATM-Inhibitoren 

Durch die Reparatur von Beschädigungen im Genom von Tumorzellen können ATM und ATR 

zu deren Überleben beitragen, besonders da diese Zellen im Vergleich zu gesunden 

Körperzellen häufig stärkerem replikativen Stress ausgesetzt sind. Dieser kommt durch eine 

hohe Mutationsrate und die der regulierten Kontrolle entzogenen Replikation und Transkription 

zustande. Maligne Zellen sind daher besonders auch auf funktionell intaktes ATM und ATR 

angewiesen (Blackford und Jackson 2017). Zusätzlich führt die Funktion beider Enzyme zur 

Wirkungslimitierung DNA-schädigender Substanzen, die als Chemotherapeutika in der 

Behandlung von Karzinomen eine wesentliche Rolle einnehmen. Die Inhibition von ATM oder 

ATR führt mithilfe verschiedenster Mechanismen zu einer Erhöhung der genomischen 

Instabilität, z. B. durch Induktion von Strangbrüchen an blockierten Replikationsgabeln und der 

Akkumulation von DNA-Schäden durch Verhinderung einer adäquaten Reparatur.      
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Außerdem hat die Aufhebung einer regulierten Kontrolle und Inaktivierung der Zellzyklus-

Kontrollpunkte zur Folge, dass Zellen mit persistierenden DNA-Schäden in die S-Phase des 

Zellzyklus eintreten können, was daraufhin eine mitotische Katastrophe mit p53-unabhängigem 

Zelltod der beschädigten Zelle auslöst (Lecona und Fernandez-Capetillo 2018, Alkan et al. 

2018). Bei Gabe DNA-schädigender Substanzen verstärkt die zusätzliche Inhibition eines der 

beiden Enzyme deutlich den Zelltod von Tumorzellen im Gegensatz zu gesunden Körperzellen 

(Charrier et al. 2011, Greene et al. 2017). 

In Tumorzellen mit einem hohen Ausmaß an replikativem Stress, zu denen aufgrund der 

erhöhten basalen Transkriptionslevel durch EWS-FLI1 auch das Ewing-Sarkom gehört, 

herrscht der Selektionsdruck vor, der genomischen Instabilität entgegenwirken zu können 

(Nieto-Soler et al. 2016). Genomsequenzierung in Ewing-Sarkomzellen zeigte ein generelles 

Fehlen von Mutationen in DNA-Reparaturgenen, während der ATM- als auch ATR-Signalweg 

funktionell intakt bleiben (Pishas und Lessnick 2016). Stattdessen herrschte eine erhöhte 

Expression von CHK1 vor, das den Zellen offenbar hilft, mit dem zellulären Stress umzugehen 

(Nieto-Soler et al. 2016). Durch diese hohe Abhängigkeit von einem intakten ATM-/ATR-

Signalweg stellen Inhibitoren beider Enzyme eine vielversprechende Möglichkeit zur 

selektiven Tumorbeeinflussung dar, besonders auch in der Erprobung eines Therapieansatzes 

beim Ewing-Sarkom (Lecona und Fernandez-Capetillo 2018, Gaillard et al. 2015). Ewing-

Sarkomzellen haben sich als hochsensitiv gegenüber ATR-Inhibitoren erwiesen (Nieto-Soler et 

al. 2016). 

 

2.6.1 ATR-Kinaseinhibitor VE-821 

Die Entwicklung spezifischer Inhibitoren gegen ATR gestaltete sich aufgrund der hohen 

Ähnlichkeit seines aktiven Zentrums zu anderen Enzymen der PIKK-Familie und der eine 

Strukturanalyse erschwerenden Größe des Proteins zunächst langwierig (Lecona und 

Fernandez-Capetillo 2018). Der ATP-kompetitive ATR-Inhibitor VE-821 (Strukturformel         

s. Abb. 4) gehört zu der ersten Gruppe wirklich kompetenter und spezifischer ATR-Inhibitoren, 

die entwickelt wurden. Er besitzt mit einer KI von 13 nM für ATR eine exzellente Selektivität 

und weist nur eine minimale Kreuzreaktivität zu anderen Kinasen der PIKK-Familie wie ATM, 

DNA-PKcs, mTOR und Phosphoinositol-3-Kinase-γ auf (Reaper et al. 2011). VE-821 hat in 

vielen in vitro Studien in unterschiedlichen Tumorzelllinien einen starken synergistischen 

Effekt mit multiplen verschiedenen genotoxischen Wirkstoffen gezeigt, während bei der 

Behandlung an normalen Körperzellen nur eine sehr geringe Zytotoxizität bei reversiblem 
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Zellzyklusarrest ohne signifikante Erhöhung des Zelltods auftrat (Salovska et al. 2014, Josse et 

al. 2014, Huntoon et al. 2013, Reaper et al. 2011). 

Besonders in Kombination mit DNA-vernetzenden Substanzen wie Cisplatin wurde ein starker 

Effekt beobachtet. Zusätzlich wurde dieser durch den funktionellen Knockdown der                  

p53-Genexpression, durch ATM-Defizienz oder durch gleichzeitige Gabe des ATM-Inhibitors 

KU-55933 (s. u.) potenziert (Reaper et al. 2011). Außerdem konnte gezeigt werden, dass der 

Wirkstoff VE-821 Tumorzellen auch in starker Hypoxie und in verschiedensten Sauerstoff-

konzentrationen für ionisierende Strahlung sensibilisiert. Hypoxische Tumorzellen weisen im 

Allgemeinen eine stärkere Resistenz gegen Chemotherapie auf, sodass die Hypoxie stets ein 

großes Hindernis für eine suffiziente Behandlung dargestellt hat (Pires et al. 2012). Die beiden 

ATR-Inhibitoren VE-822, das ein Analogon von VE-821 mit gesteigerter Wirksamkeit und 

verbesserter Bioverfügbarkeit darstellt, und AZD6738 befinden sich zurzeit in verschiedenen 

präklinischen Studien (Thomas et al. 2018). 

 

Abb. 4: Strukturformel von VE-821 

 

2.6.2 ATM-Kinaseinhibitor KU-55933  

Der Wirkstoff KU-55933 (Strukturformel s. Abb. 5) ist der erste hochselektive ATM-

Kinaseinhibitor, der entwickelt wurde. Durch die Hemmung der Serinproteinkinase ATM mit 

einer KI von 2,2 nM führt er in malignen Zellen zu einer Sensibilisierung gegenüber 

ionisierender Strahlung und DNA-schädigenden Zytostatika wie Doxorubicin oder Etoposid. 

Außerdem tritt bei diesen Zellen ein Verlust des Eintritts in den Zellzyklusarrest auf, der sonst 

durch ionisierende Strahlung ausgelöst wird. KU-55933 ist hochspezifisch für ATM und weist 

keine Kreuzreaktivität zu anderen Kinasen der PIKK-Familie auf (Hickson et al. 2004, Weber 

und Ryan 2015). 

Um die Pharmakokinetik und Bioverfügbarkeit des noch stark lipophilen KU-55933 zu 

verbessern, wurde die Kernstruktur des Wirkstoffes weiter überarbeitet, sodass in der Folge der 

ATM-Inhibitor KU-59403 mit verbesserter Löslichkeit entwickelt werden konnte.  
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Dieser Wirkstoff wurde als erster berichteter ATM-Inhibitor in vivo bei Mäusen eingesetzt, wo 

er eine gute Gewebeverteilung zeigte und in Dosen, die sich in Einzelbehandlung als nicht 

toxisch herausstellten und in Kombinationsbehandlung gut vertragen wurden, die zytotoxische 

Wirkung von Topoisomerase-Inhibitoren in humanen Kolonkarzinom-Xenografts signifikant 

verstärkte. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die Chemo- und Radiosensibilisierung der 

ATM-Inhibierung nicht p53-abhängig war (Batey et al. 2013). 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Strukturformel von KU-55933 
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3 Zielstellung der Arbeit 

Im Zuge der Evaluierung möglicher zielgerichteter Therapien gegen Ewing-Sarkomzellen 

wurde deren Sensitivität gegenüber PARP-Inhibitoren wie Olaparib und ATR- oder ATM-

Inhibitoren beschrieben, die allerdings in jeweiliger Monotherapie eine unzureichende 

Wirksamkeit für die suffiziente Behandlung des Ewing-Sarkoms zu besitzen scheinen. 

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die Auswirkungen der Kombinationsbehandlung mit 

PARP-Inhibitoren und ATR-/ATM-Inhibitoren auf Ewing-Sarkomzellen in vitro zu 

untersuchen. Dabei standen antineoplastische Wirkungen wie Zelltod und Verlust des 

mitochondrialen Membranpotentials besonders im Vordergrund, die mittels der 

Durchflusszytometrie ermittelt wurden. Insbesondere sollte ein möglicher Synergismus im 

Sinne einer synthetischen Letalität durch die Kombinationsbehandlung mit PARP-Inhibitoren 

und ATR-/ATM-Inhibitoren aufgedeckt werden. Dafür wurden die drei Ewing-

Sarkomzelllinien A673, WE-68 und SK-ES-1 mit jeweils unterschiedlichem p53-Status 

eingesetzt und ihr Verhalten auf die Kombinationsbehandlung verglichen, um mögliche 

Rückschlüsse der zellulären Effekte auch hinsichtlich des prognostisch wichtigen Ereignisses 

eines Verlusts oder der Mutation des TP53-Gens ziehen zu können. Ergänzend wurde eine 

Versuchsreihe mit der p53-Null-Osteosarkomzelllinie SaOS-2 zum Vergleich der Ergebnisse 

mit denen eines anderen Knochentumors durchgeführt. 

Außerdem sollten die intrazellulären Vorgänge und Veränderungen beschrieben werden, die 

durch die jeweiligen Einzel- und Kombinationsbehandlungen in den Ewing-Sarkomzellen 

auftraten. Um eine mögliche Einleitung der Apoptose durch die Behandlung aufzudecken, 

wurde der Pan-Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk eingesetzt und die Aktivität der Caspase-3 

bestimmt. Mithilfe der Echtzeit-RT-PCR wurden quantitative Veränderungen der 

Genexpression durch die Einzel- und Kombinationsbehandlung aufgedeckt und intrazelluläre 

Veränderungen der Proteinkonzentrationen mittels Western Blots detektiert. Zusätzlich wurde 

eine Zellzyklusanalyse durchgeführt, um Veränderungen im Zellzyklus durch die Behandlung 

darzustellen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten dazu dienen, einen genaueren Einblick in das Verhalten 

von Ewing-Sarkomzellen auf die Behandlung mit PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren zu 

erhalten, um mithilfe dieser Erkenntnisse vielleicht eine neue Möglichkeit bieten zu können, 

alternative Therapiestrategien zur Behandlung des Ewing-Sarkoms zu erschließen. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Materialien 

Die unten aufgeführten Materialien und Reagenzien wurden über die Universitätsapotheke 

Jena oder unmittelbar von den in Tab. 2 und Tab. 3 jeweilig genannten Herstellern bezogen. 

 

4.1.1 Zelllinien 

Tab. 1: Verwendete Zelllinien mit den jeweiligen Eigenschaften 

 WE-68 A673 SK-ES-1 SaOS-2 

Typ Humane Ewing-Sarkom-Zellen 
Humane 

Osteosarkom-
Zellen 

p53-Status p53-Wildtyp1,2 p53-Null1 
p53-

Mutation1,2 
p53-Null1 

Morphologie Adhärente Zellen 
Inkubation 37 °C; 5 % CO2 

Benötigtes 

Medium 

› RPMI-1640 
Medium (mit 
stabilem 
Glutamin) 
› 10 % FKS 
› Penicillin G 
100 units / ml 
› Streptomycin 
0,1 mg/ml 

 
› DMEM mit 
4,5 g/l Glucose 
› 10 % FKS 
› Penicillin G 
100 units / ml 
› Streptomycin 
0,1 mg/ml 

 

› RPMI-1640 
Medium (mit 
stabilem 
Glutamin) 
› 10 % FKS 
› Penicillin G 
100 units / ml 
› Streptomycin 
0,1 mg/ml 

› McCoy’s 5A 
› 15 % FKS 
› 1,2 % 
Glutamin (6 ml) 
› Penicillin G 
100 units / ml 
› Streptomycin 
0,1 mg/ml 
 

Herkunft 

Dr. F. van 
Valen, 

Münster 

DSMZ - Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig 

Abstammung 

Weibliche 19-
jährige 

Patientin, 
Lokalisation: 

Fibula1 

Weibliche 15-
jährige 

Patientin, 
Muskel- 
gewebe1 

Primärtumor 
eines 18-
jährigen 

männlichen 
Patienten1 

Primärtumor 
einer 11-
jährigen 

weiblichen 
Patientin1 

Besonderheit 
Wachstum nur auf kollagenbeschichteten 

Materialien 

Kollagen- 
beschichtung 
nicht nötig 

Trypsinierungs-

zeit 
5 min 10 min 10 min 10 min 

Verwendete Well-

Platten 

12-Well-
Platten 

6-Well-Platten 
12-Well-
Platten 

6-Well-Platten 
 

1 Ottaviano et al. 2010; 2 Sonnemann et al. 2015 
(Sonnemann et al. 2015) 
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4.1.2 Geräte und Materialien 

Tab. 2: Verwendete Geräte und Materialien 

Accu-jet® Pipette Controller  BrandTech® Scientific Wertheim 
BBD 6220 CO2-Inkubator Heraeus Thermo Scientific, Hanau 
BD FACSCanto™ II Durchflusszytometer BD Biosciences 
BD Falcon™ Rundbodenröhrchen, 5 ml BD Biosciences 
Cellstar® Kulturflaschen 25/75 cm2 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Cellstar® Serologische Pipette, 1/2/5/10/25 
ml 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Cellstar® Tubes, 15/50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Cellstar® Zellkulturplatten, 6/12/96 Well Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Combitips Plus 0,5/10,0/25,0 ml Eppendorf, Hamburg  
Cryo.s™ Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Deckgläser (plan geschliffen) Fisher Scientific, Schwerte 
Eisbereiter SPR 80 NordCap GmbH & Co. KG, Bremen 
Eppendorf BioPhotometer® / 
Spektralphotometer 

Eppendorf, Hamburg  
 

Filterpipettenspitzen Clearline® low binding 
filter tips 1-20 µl/100 µl/1.000 µl 

Biosigma, Venedig, Italien 

FLUOstar Omega BMG LABTECH GmbH, Ortenberg 
Kühlschrank, Gefrierschrank FACS-Labor Liebherr-International Deutschland GmbH 
Kühlschrank, Gefrierschrank Lagerraum Robert Bosch GmbH München 
Kühlschrank, Gefrierschrank Zellkulturlabor Liebherr-International Deutschland GmbH 
Meliseptol® HBV Desinfektionstücher B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Meliseptol® rapid  B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
MicroAmp, optische Klebefolie Applied biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 
Mikroskop DMLB Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 
Mikroskop Leica Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 

Wetzlar 
Mikrozentrifuge  Laboratory & Medical Supplies  
Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 R  Eppendorf, Hamburg 
Mikrozentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 
Multipette® plus  Eppendorf, Hamburg   
Neubauer Zählkammer (Improved)  Assistent Germany, Bad Blankenburg  
Optische 96-Well-Reaktionsplatte Applied biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 
Optisches Bedeckungsdruckpolster (Cover 
Compression Pads) 

Applied biosystems, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 

Pasteur-Pipetten 150mm + 230mm Hecht-Assistent, Sondheim v. d. Rhön 
PCR Workstation  VWR international, Wien 
PCR-Gerät 7900 HT Fast Real-Time PCR 
System 

Applied biosystems, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 

Pipetten Eppendorf Reference 0,5-10, 10-
100, 100-1000 μl  

Eppendorf, Hamburg  
 

Pipettenspitzen 10/100/1.000 μl Eppendorf, Hamburg  
Plattenzentrifuge  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
PS-Röhrchen, 2 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
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Safe Lock Tubes 0,5/1,5 ml Eppendorf, Hamburg  
Serum Pipette steril, 3 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
S-Monovette Rack D13 + D17 Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Thermo scientific S2020 1.2 Sterilwerkbank Thermo Electron LED GmbH 

Langenselbold 
Thermomixer comfort  Eppendorf, Hamburg 
Transferpipetten, 3,5 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Ultraschall Reiniger 20 HC EMAG AG Deutschland 
Ultratiefkühlschrank -86 °C Forma 900 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Vortex-Genie® 2 Scientific Industries, Inc., New York, USA 
Wasserbad Julabo GmbH, Seelbach 
Wasserbad GFL Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 

Tuttlingen 
Zellzähler Counter AC-15  Karl Hecht AG  
Zentrifuge Rotina 420R Hettich AG, Tuttlingen 

 

4.1.3 Reagenzien, Kits, Medien, Puffer und Software 

Tab. 3: Verwendete Reagenzien, Kits, Medien, Puffer und Software 
 

Ac-DEVD-AMC (fluorogenes Substrat 
Caspase-3-Aktivitätsmessung) 

Bachem, Weil am Rhein 

Ampuwa® 10 ml Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad 
Homburg 

BD Cytometer Setup & Tracking Beads  BD Biosciences 
BD FACSDiva™ Software  Auswertung der Durchflusszytometrie 
BioWhittaker™ DMEM Lonza, Vieviers, Belgien 
BioWhittaker™ Dulbecco’s PBS ohne Ca2+ 
und Mg2+ 

Lonza, Vieviers, Belgien 

BioWhittaker™ McCoy's 5A Medium Lonza, Vieviers, Belgien 
BioWhittaker™ PEN-STREP 10.000 U/ml 
Penicillin, 10.000 U/ml Streptomycin 

Lonza, Vieviers, Belgien 

BioWhittaker™ RPMI-1640 mit stabilem 
Glutamin 

Lonza, Vieviers, Belgien 

BioWhittaker™ Trypsin EDTA 10x Lonza, Vieviers, Belgien 
BioWhittaker™ Trypsin EDTA 1x Lonza, Vieviers, Belgien 
Caspase-Lysepuffer (pH 7,5) Eigene Arbeitsgruppe 
Descosept AF, Desinfektionsmittel  Dr. Schumacher GmbH  
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe 
DiOC6(3) (3'3-
Dihexyloxacarbocyaniniodid), 
Endkonzentration: 50 nM  

Molecular Probes  
 

DNase I Digest Kit 
 

VWR Life Science Competence Center, 
Erlangen 

DTT (Dithiothreitol) Bio-Rad Laboratories, Inc., Berkeley, 
Kalifornien, USA 

Ethanol, >99,8 %ige Reinheit J.T. Baker, Radnor, Pennsylvania, USA 
Fetales Kälberserum (FKS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Österreich 
Glucose, wasserfrei Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe 
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Glycerin Merck KGaA, Darmstadt 
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
KU-55933, Stammlösung 10 mM Tocris Bioscience, Bristol, Großbritannien 
Lyophilisat aus Rattenschwanzkollagen Roche Diagnostics GmbH Deutschland 
MARS Data Analysis Software Auswertung der Caspase-3-Aktivität 
Microsoft Excel 2016 Software Statistische Auswertung 
Microsoft PowerPoint 2016 Software Graphiken-Erstellung 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe 
Natriumdesoxycholat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Olaparib LC Laboratories, Woburn, USA 
Omega Software Photometrische Messung der Caspase-3-

Aktivität 
Omniscript RT Kit  
mit dNTP-Mix, RT-Puffer, Omniskript-RT, 
RNase-Out und RNAse-freiem Wasser 

QIAGEN GmbH, Hilden 

Origin 2019 Software Graphische Auswertung 
peqGOLD Total RNA Kit 
RNA-Lysepuffer, Waschpuffer I + II, 
Säulen 

VWR Life Science Competence Center, 
Erlangen 

Phosphataseinhibitor Phosstop Roche Diagnostics GmbH Deutschland 
Propidiumiodid, Stammlösung: 1 mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Proteaseinhibitor complete ultra tablets Roche Diagnostics GmbH Deutschland 
Random Hexamers QIAGEN GmbH, Hilden 
Ribonuclease-A (RNase-A) Roche Diagnostics GmbH Deutschland 
RNaseOUT, Ribonukleaseinhibitor Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 
SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe 
SDS 2.2.2.2 Messung und Auswertung der TaqMan®-

PCR 
TaqMan™ Universal PCR Master Mix Applied biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 
TRIS Ultra Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe 
Triton® X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Trypanblau 0,5 % (w/v) in PBS  Biochrom AG, Berlin  
VE-821, Stammlösung 20 mM Selleckchem Deutschland, 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt 
von Dr. rer. nat. Christian Marx, FLI Jena 

Veliparib Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 
 

4.1.4 TaqMan-Sonden 

Alle Sonden wurden von ThermoFisher Scientific bezogen. 

Tab. 4: Verwendete Primer-Sonden für die RT-PCR 

ATR Hs00992123_m1 
BAX Hs00180269_m1 
BBC3 (PUMA) Hs00248075_m1 
BCL2L11 (BIM) Hs00708019_s1 
BRCA-1 Hs01556193_m1 
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CDKN1A (p21) Hs00355782_m1 
EWS-FLI1 Hs03024497_ft 
MDM2 Hs00242813_m1 
PMAIP1 (NOXA) Hs00560402_m1 
TP53 Hs01034249_m1 

 

4.2 Methoden 

4.2.1 Zellkultivierung 

Für die Zellkulturen wurden die unter Tab. 1 aufgeführten Zelllinien mit jeweils 

gekennzeichneten unterschiedlichen Kulturmedien und Trypsinierungszeiten verwendet. 

Sonstige Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien in der Durchführung der 

experimentellen Arbeiten wie z. B. notwendige Zellzahlen bei der Aussaat der Zellen sind im 

Folgenden stets aufgeführt. Alle Zellkulturarbeiten wurden durchgehend unter sterilen 

Bedingungen an der Werkbank durchgeführt.  

 

4.2.2 Anlegen der Zellkulturen 

Die verwendeten Zelllinien wurden in mehreren Aliquots mit 75 % des jeweiligen gefrorenen 

Mediums, 20 % FKS und 5 % DMSO als Kryoprotektivum bei -196 °C in flüssigem Stickstoff 

gelagert. Beim Anlegen einer Zellkultur wurde ein Aliquot entnommen, zügig im Wasserbad 

bei 37 °C unter ständigem Schwenken des Tubes aufgetaut und in 15 ml des jeweils benötigten 

Mediums überführt. Anschließend musste die Suspension bei Raumtemperatur und 1200 U/min 

für 3 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in eine 25 cm2-Kulturflasche 

mit 20 ml des vorgewärmten Mediums eingebracht werden. Die Zellkultur wurde im 

Kulturschrank bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Je nach Zellzahl und Konfluenz 

der Zellen bestand die Möglichkeit, die Kultur schon in der folgenden Zellpassage in 75 cm2-

Kulturflaschen fortzuführen. Ab der 3. Zellpassage konnten die Zellen für Experimente genutzt 

werden.  

 

4.2.3 Kollagenbeschichtung der Kulturflaschen und Well-Platten 

Um das Zellwachstum der drei verschiedenen Ewing-Sarkomzelllinien auf der Oberfläche der 

Kulturflaschen und Well-Platten zu gewährleisten, musste diese zunächst mit Kollagen 

beschichtet werden. Für dieses Verfahren wurden 10 mg steriles Lyophilisat aus 

Rattenschwanzkollagen in 500 ml 0,1 %iger Essigsäure gelöst. Nach 24 h wurde diese Lösung 

auf die benötigten Kulturflaschen und Well-Platten verteilt. Hierbei wurden in eine 75 cm²-
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Kulturflasche 18 ml, in eine 25 cm²-Kulturflasche je 6 ml und außerdem in sowohl 6-Well- als 

auch 12-Well-Platten jeweils 1 ml pro Well gegeben. Zur Anlagerung des Kollagens auf die 

Oberfläche der Materialien wurde die Kollagen-Essigsäure-Lösung unter sterilen und 

erschütterungsfreien Bedingungen für mindestens 24 h in den Kulturflaschen und Well-Platten 

belassen, bevor sie dann mit einer Absaugvorrichtung entfernt wurde. Nach dem Abwarten der 

Lufttrocknung mit vollständigem Verschwinden der Flüssigkeit konnten die Kulturflaschen und 

Well-Platten steril verpackt und bei Raumtemperatur gelagert werden. 

 

4.2.4 Passagieren der Zellen 

Für jede einzelne Zelllinie wurde im Abstand von abwechselnd drei und vier Tagen eine 

Überführung in eine neue Zellkulturflasche vorgenommen. Vor Beginn der Passage wurde das 

bei 8 °C gelagerte Medium, PBS und Trypsin im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Zunächst 

wurde das vorhandene Medium vollständig aus der Kulturflasche entfernt und diese danach 

zweimal mit je 10 ml des vorgewärmten PBS gewaschen. Damit die adhärenten Zellen sich von 

der Oberfläche lösten, mussten 2,5 ml 1x Trypsin EDTA in die Flasche gegeben und die Zellen 

mit der jeweilig in der Tab. 1 angegebenen unterschiedlich langen Trypsinierungszeit bei 37 °C 

im Brutschrank inkubiert werden. Nach vorsichtigem Beklopfen und mikroskopischer 

Kontrolle der vollständigen Ablösung aller Zellen von der Oberfläche wurden dann zunächst   

7 ml Medium hinzugegeben und die Zellen durch stetiges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. 

Nach weiterer Zugabe von 10 ml Medium folgte dann die Zentrifugation der Zellsuspension 

bei 1800 rpm für 5 min. Auf das Zellpellet wurden zunächst 3 ml Medium gegeben, die Zellen 

resuspendiert und dann je nach Größe des ursprünglichen Pellets 9 - 12 ml des Mediums zur 

Verdünnung hinzugegeben.  

Bestimmung der Zellzahl und Vitalitätsbestimmung mit Trypanblau: 

Für die Bestimmung der Zellzahl folgte die Entnahme von 20 μl der Zellsuspension. Unter 

Zugabe von 20 μl Trypanblau wurde die Suspension gevortext, anschließend auf eine 

Neubauer-Zählkammer gegeben, mit einem Deckgläschen abgedeckt und die Zellen 

mikroskopisch in zwei diagonal gegenüberliegenden großen Quadraten ausgezählt. Unter 

Berücksichtigung der Verdünnung mit Trypanblau ergab sich die Zellzahl nach der folgenden 

Formel: 

gezählte Zellen ∗ 10 ∗  Verdünnungsfaktor
Anzahl der gezählten Großquadrate = Zellen pro ml 
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Durch die Aufnahme von Trypanblau in abgestorbene Zellen und daraus resultierender 

Anfärbung konnte zudem zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden. 

Anzahl der lebenden Zellen
Anzahl aller vorhanden Zellen ∗ 100 % = Zellvitalität 

Unter Beachtung der Vitalität wurden die Zellen nach der Zellzählung in eine neue 

Kulturflasche mit 20 ml des benötigten Mediums überführt. Aufgrund von Unterschieden in 

morphologischen Eigenschaften wie Zellgröße, -teilungsrate und -konfluenz der einzelnen 

Zelllinien waren verschiedene Zellzahlen vonnöten, die in Tab. 5 aufgeführt sind.  

Tab. 5: Verwendete Zellzahlen für die Aussaat in 75 cm²-Kulturflaschen bei der Zellpassage  

 A673 WE-68 SK-ES-1 SaOS-2 

3-Tages-Turnus 1,4 ∗ 10  /  3,2 ∗ 10  /  2,5 ∗ 10  /  1,5 ∗ 10  /  
4-Tages-Turnus 1,2 ∗ 10  /  2,2 ∗ 10  /  1,5 ∗ 10  /  1,0 ∗ 10  /  

 

4.2.5 Anlegen der Well-Platten 

Für geplante Versuche wurden die Zellen im Rahmen der jeweiligen Zellkulturpassage 24 h vor 

der Behandlung mit den einzelnen Wirkstoffen in Well-Platten ausgesät. Dabei sind je nach 

Zelllinie unterschiedliche Zellzahlen für die Well-Platten verwendet worden, die aufgrund 

unterschiedlicher Größe und Konfluenz der einzelnen Zelllinien und unterschiedlichen 

Versuchsanforderungen im Vorfeld festgelegt wurden und in der Beschreibung der jeweiligen 

Methode aufgeführt sind. Die Zellsuspension wurde nach Bestimmung der Zellzahl mit dem 

jeweiligen Medium in einem 50 ml-Röhrchen nach Berechnung verdünnt, sodass die für die 

Versuche benötigte Zellzahl erreicht wurde. Danach wurde per Multipipette in die 

kollagenbeschichteten 6-Well-Platten der A673 und SaOS-2 pro Well zunächst 1 ml 

vorgewärmtes Medium und anschließend 1 ml der Zellsuspension hinzugegeben. Hinsichtlich 

des kleineren Volumens der kollagenbeschichteten 12-Well-Platten der WE-68 und SK-ES-1 

wurde direkt 1 ml der Zellsuspension je Well pipettiert. Anschließend kam es für einen 

Zeitraum von 24 h zur Inkubation der Kulturplatten im Brutschrank bei 37 °C und 95 % 

Luftfeuchtigkeit.  

 

4.2.6 Behandlung der Zellen / Wirkstoffapplikation 

Im Rahmen der experimentellen Versuche wurden die Zellen 24 h nach dem Anlegen der Wells 

mit verschiedenen Wirkstoffen behandelt. Um die benötigten unterschiedlichen 

Konzentrationen der Wirkstoffe zu erreichen, mussten für die einzelnen Versuche 
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Verdünnungsreihen angefertigt werden. Die verwendeten Konzentrationen wurden in 

Vorversuchen ermittelt und sind in der Beschreibung der einzelnen Methoden angegeben. 

 

4.2.7 Ernten der Zellen 

Um die adhärenten Zellen für die Versuche nutzen zu können, mussten die Zellen im Rahmen 

der Zellernte stets von der Oberfläche der Well-Platten abgelöst werden. Für alle 

durchflusszytometrischen Messungen (Messung des Zelltods, Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials, Hemmung der Apoptose durch z-VAD-fmk und Zellzyklusanalyse) wurde 

die Zellernte wie nachfolgend beschrieben durchgeführt. Auch bei den anderen verwendeten 

Messmethoden waren die einzelnen Schritte der Zellernte und deren Reihenfolge stets gleich, 

abweichende Konzentrationen der verwendeten Materialen sind ansonsten bei der 

Beschreibung der jeweiligen Methode aufgeführt.  

Für die Zellernte wurden zunächst die Überstände in den Wells mit einer Pipette abgezogen, in 

FACS-Röhrchen überführt und jedes Well mit 1 ml vorgewärmtem PBS gewaschen, das 

daraufhin ebenfalls in FACS-Röhrchen gegeben wurde. Anschließend wurden in jedes Well 

einer 6-Well-Platte 500 μl und in jedes Well einer 12-Well-Platte 250 μl einer 1 : 10 mit PBS 

verdünntem Trypsin-Lösung pipettiert und die Zellen für die Dauer der jeweiligen 

Trypsinierungszeit (s. Tab. 1) im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde 

zunächst die vollständige Ablösung der Zellen von der Oberfläche durch das Mikroskop 

kontrolliert, bevor die Zellen durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit 1 ml PBS 

vereinzelt und in das jeweilige FACS-Röhrchen gegeben wurden. Jedes Well wurde danach 

nochmals mit 1 ml PBS gewaschen und der Inhalt dann ebenfalls in das FACS-Röhrchen 

überführt, um etwaige verbliebene Zellen aus den Wells zu entfernen.  

 

4.2.8 Durchflusszytometrie 

Das Verfahren der Durchflusszytometrie, umgangssprachlich auch FACS-Analyse (engl. 

fluorescence-activated cell sorting) genannt, erlaubt die Analyse vieler intrazellulärer 

Vorgänge in Zellpopulationen, darunter auch vieler Vorgänge, die durch die 

Wirkstoffbehandlung bestimmt werden sollten. 

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Messung eines optischen Signals, das eine 

Zelle oder exakt ausgedrückt ein Partikel aussendet, wenn dieser einen oder mehrere 

monochromatische Laserstrahlen passiert. Zunächst werden die Zellen mithilfe einer 

hydrodynamischen Fokussierung vereinzelt und in einem laminaren Flüssigkeitsstrom 
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hintereinander („perlenschnurartig“) durch den Messbereich eines Laserstrahls geführt. Dieser 

Lichtstrahl wird durch die vorbeifließenden Zellen abgelenkt (Tyndall-Effekt) und das hierbei 

entstehende Streulicht durch einen Detektor ausgewertet. Dabei korreliert die Menge des 

gestreuten Lichts mit der Zellgröße und der Komplexität ihrer Strukturen. Quantitativ kann 

sowohl das sich proportional zur Zellgröße verhaltende Vorwärtsstreulicht (FSC; engl. forward 

scatter) als auch das sich proportional zur Zellgranularität verhaltene Seitwärtsstreulicht (SSC; 

engl. side scatter) bestimmt werden. Durch Kombination von FSC und SSC besteht damit die 

Möglichkeit, eine Differenzierung von Zelltypen in heterogenen Proben vorzunehmen                

(s. Abb. 6). 

Zusätzlich kann man die Zellen mit bestimmten Fluoreszenzfarbstoffen versehen. Bei Passage 

des monochromatischen Laserstrahls absorbieren diese Moleküle Lichtenergie in einer für den 

Fluoreszenzfarbstoff charakteristischen Wellenlänge, die dessen Absorptionsmaximum 

entspricht. Die angeregten Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes werden durch die Absorption 

auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach Verlassen des Laserstrahls springen die 

Elektronen unter Abgabe der eben aufgenommenen Energie mittels Photonen wieder auf ihr 

ursprüngliches Niveau zurück. Die so emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Sensor 

registriert werden kann, verhält sich proportional zur Anzahl der gebundenen Fluorochromen 

innerhalb der Zelle. Durch mehrere hintereinandergeschaltete Laser und auch mehrere 

Fluoreszenzfarbstoffe können so multiparametrische Korrelationen dargestellt werden. 

4.2.8.1 Messung des Zelltods und des Verlusts des mitochondrialen Membranpotentials ΔΨm 

Mithilfe der Durchflusszytometrie können der Zelltod und der Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials ΔΨm bestimmt werden. 

Propidiumiodid (PI) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der nur von Zellen mit gestörter 

Membranintegrität oder perforierter Zellmembran aufgenommen wird. Auf diese Weise kann 

PI zur Diskriminierung der Zellviabilität beitragen, da er von vitalen Zellen nicht aufgenommen 

wird, sondern nur in toten oder perforierten Zellen in die doppelsträngige DNA interkaliert. Bei 

Einlagerung in die DNA besitzt PI ein Absorptionsmaximum bei 535 nm und ein 

Emissionsmaximum bei 617 nm, außerdem nimmt seine Fluoreszenzintensität um das 20- bis 

30-fache zu.  

Bei vitalen Zellen und intakten Mitochondrien besitzen die Mitochondrien ein negativ 

geladenes Transmembranpotential ΔΨm, das durch Enzyme der Atmungskette gebildet wird. 

Durch starken Zellstress bzw. die Einleitung der Apoptose kann die mitochondriale 
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Doppelmembran allerdings ihre Integrität verlieren und permeabel werden, wodurch es zu 

einem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials kommt.  

Der lipophile Fluoreszenzfarbstoff DiOC6(3) (3,3'-Dihexyloxacarbocyaniniodid) kann die 

Zellmembran überwinden und sich aufgrund seiner positiven Ladung selektiv in 

Mitochondrienmembranen mit intaktem ΔΨm anlagern. Verliert die Zelle allerdings durch 

bestimmte Prozesse die mitochondriale Integrität und damit das mitochondriale 

Membranpotential, kann kein DiOC6(3) mehr angelagert werden. Somit akkumuliert dieser 

lichtempfindliche Fluoreszenzfarbstoff nur in Zellen mit intaktem ΔΨm, während er Zellen mit 

Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nicht anfärbt. Dadurch ist er ein idealer 

Indikator für Zellstress und drohenden oder bereits eingetretenen Zelltod. Das 

Absorptionsmaximum von DiOC6(3) befindet sich bei 484 nm und das Emissionsmaximum bei 

501 nm. 

4.2.8.2 Vorbereitung der durchflusszytometrischen Messungen 

Da sich die beiden Fluoreszenzspektren der beiden verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe 

überschneiden, können ohne präzise Kompensation Signaldetektionen im Kanal des jeweils 

anderen Fluorochroms auftreten und so durch falsch positive Ereignisse zuverlässige und 

exakte Aussagen der Messungen verhindern. Daher mussten diese Überschneidungen der 

beiden Fluoreszenzspektren vor Beginn der Messungen ermittelt und anschließend abgezogen 

werden. Dieser Vorgang wird als Kompensation bezeichnet. Hierfür wurden vor dem ersten 

Versuch jeder am Durchflusszytometer gemessenen Zelllinie zusätzlich jeweils drei Wells zu 

gleichen Bedingungen und Zellzahlen wie den Experimenten angelegt, allerdings ohne diese 

am nächsten Tag zunächst mit Wirkstoffen zu behandeln. In eines der drei Wells wurde 45 min 

vor der Ernte unter Lichtschutz 1 μl DiOC6(3) pro ml Medium gegeben. Im Anschluss folgte 

die Zellernte wie in Kap. 4.2.7 angegeben sowie die Vorbereitung der Messung am 

Durchflusszytometer. In das zweite der drei Kompensation-Wells wurde zur definitiven 

Abtötung der Zellen vor der Messung 55 μl 0,5 %iges Triton X-100 und nach kurzer Wartezeit 

1 μl PI hinzugegeben, das sich in der DNA der abgetöteten Zellen interkalierte. Das letzte Well 

diente als Negativkontrolle ohne sonstige Behandlung zur Feststellung der 

durchflusszytometrischen Eigenschaften der jeweiligen zu untersuchenden Zellpopulation. 

Nach der Messung der drei Wells und Anpassung der Gates (FSC, SSC und Fluoreszenz-

intensität von PI und DiOC6(3)) konnte die benötigte Kompensation errechnet und angewandt 

sowie daraufhin mit den experimentellen Messungen begonnen werden. 
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Vor Beginn der Messungen am Durchflusszytometer BD FACSCantoTM II erfolgte die Anlage 

eines entsprechenden Experiments, in das die errechnete Kompensation eingefügt und drei 

Dotplots eingetragen wurden, in denen die vom Gerät registrierten Ereignisse als Punkte 

registriert werden konnten. In diesen Dotplots wurden FSC gegen SSC, FSC gegen PI und FSC 

gegen DiOC6(3) aufgetragen. Zusätzlich wurde je ein Histogramm mit DiOC6(3) gegen PI bzw. 

die Zellzahl angelegt. Die registrierten Ereignisse mussten durch Fenster (sogenannte Gates) 

separiert werden, um Verfälschungen des Ergebnisses durch Zellkonglomerate und Zelldetritus 

zu vermeiden (s. Abb. 6). Pro Probe wurden dann am Durchflusszytometer 10.000 Ereignisse 

ausgewertet. Außerdem musste am Anfang jeder FACS-Messung eine Kalibrierung des 

Durchflusszytometers mithilfe der BD Cytometer Setup & Tracking BeadsTM vorgenommen 

werden.  

Abb. 6: Dotplots zur Auswertung der FACS-Messungen, beispielhaft an einer Probe der Zelllinie 
A673 abgebildet. Das erste Gate P1 zeigt die zu untersuchenden Zielzellen; das zweite Gate P2 den 

Anteil derjenigen Zellen, die PI aufgenommen haben; das Gate P3 stellt in dieser Probe im linken 

Bereich des Gates den Anteil derjenigen Zellen mit Verlust des ΔΨm dar. 

 

4.2.8.3 Durchführung der durchflusszytometrischen Messungen 

Für die WE-68- und SK-ES-1-Zelllinien wurden kollagenbeschichtete 12-Well-Platten mit 

150.000 Zellen/Well in 1 ml Medium und für die A673- und SaOS-2-Zellen 6-Well-Platten mit 

100.000 Zellen/Well in 2 ml Medium angelegt. Bei der Wirkstoffapplikation, die 24 h nach 

Anlegen der Well-Platten erfolgte, wurden je nach Zelllinie verschiedene Konzentrationen 

verwendet (s. Tab. 6). Die Wirkstoffe VE-821 und KU-55933 lassen sich aufgrund ihrer 

Lipophilie nur mit DMSO verdünnen, das zytotoxisch wirken kann. Um Verfälschungen beim 

Ergebnis zu vermeiden, wurde daher zum Ausgleich die gleiche Menge des zur Verdünnung 

verwendeten DMSO zur Kontrollreihe hinzugegeben.  
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Tab. 6: Verwendete Konzentrationen der Wirkstoffe bei den durchflusszytometrischen Messungen 

  

Die verwendeten Konzentrationen wurden in Vorversuchen ermittelt. Olaparib und Veliparib wurden 

mit den jeweilig benötigten Kulturmedien verdünnt, VE-821 und KU-55933 mit DMSO. In den 

Versuchen wurden verschiedene Kombinationen der Hemmstoffe untereinander untersucht,                        

s. Ergebnisteil der Arbeit. 

Exakt 45 min vor Beginn der Zellernte der für die Messung des Zelltods und Verlust des 

mitochondrialen Membranpotentials vorgesehenen Wells wurden zu diesen unter Lichtschutz 

jeweils 1 μl DiOC6(3) pro ml Medium hinzugegeben. Daraufhin wurden die Proben wieder im 

Brutschrank inkubiert. Nach dem Zeitraum von 48 h nach der Behandlung der Zellen mit den 

jeweiligen Wirkstoffen wurden die Well-Platten wie Kap. 4.2.7 dargestellt geerntet. Weiterhin 

wurden die FACS-Röhrchen nun bei 1800 rpm bei Raumtemperatur für 5 min zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und die Zellen in 500 μl PBS resuspendiert. Die Zellen wurden fortan in 

einer mit Eis gefüllten Wanne aufbewahrt. Kurz vor der Messung am Durchflusszytometer 

wurde in jedes Röhrchen 1 μl PI hinzugegeben, der Inhalt gevortext und für mindestens 30 sec 

gewartet. Schließlich konnten die FACS-Röhrchen in die Messvorrichtung des Durchfluss-

zytometers eingesetzt werden und mit dem Messvorgang begonnen werden. Die Versuche mit 

den Fluorochromen PI und DIOC6(3) erfolgten zeitgleich und wurden später simultan am 

Durchflusszytometer ausgewertet.  

 

4.2.9 Bestimmung des synergistischen Effekts mittels Kombinationsindexanalyse 

In der Pharmakologie wird Synergie als ein überadditiver Effekt beim Zusammenwirken von 

zwei oder mehr Wirkstoffen bezeichnet, der zu einer deutlich größeren Wirkung führt, als die 

isolierte Anwendung der Einzelsubstanzen erwarten lässt. Zur quantitativen Bestimmung des 

Synergismus und Antagonismus bei der gleichzeitigen Gabe verschiedener Hemmstoffe wurde 

der im Jahr 1984 von Chou und Talalay eingeführte Kombinationsindex („combination index“, 

CI) verwendet, der heute die am weitesten verbreite Methode zur Bestimmung eines möglichen 

Synergismus darstellt (Chou und Talalay 1984, Chou 2006). 

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration (μM) 

A673 WE-68 SK-ES-1 SaOS-2 

Olaparib PARP-Inhibitor 
1 / 5 / 10 / 20 

/ 40  

0,25 / 0,5 / 
0,75 / 1 / 

1,25 

0,25 / 0,5 / 1 
/ 2 / 4  

1 / 5 / 10 / 
20 / 40 

Veliparib PARP-Inhibitor 
5 / 10 / 20 / 

40 / 100 
1 / 2 / 5 / 10 

/ 20 
1 / 2 / 5 / 10 

/ 20 
- 

VE-821 ATR-Inhibitor 2 / 5 
0,2 / 0,4 / 

1,5 
5 / 10 2 / 5 

KU-55933 ATM-Inhibitor 10 / 15 5 / 10 - - 
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Schon 1976 hatte Chou mithilfe mathematischer Deduktion die Medianeffektgleichung 

(„median effect equation“) entwickelt, die auf den vier bedeutsamen Gleichungen nach 

Henderson-Hasselbach, Hill, Michaelis-Menten und Scatchard beruht und diese vereint.  

Die generelle Medianeffektgleichung nach Chou kann für einen Inhibitor folgendermaßen 

ausgedrückt werden: 

=  

Hierbei bezeichnet fa den Anteil durch den Inhibitor beeinflusster Enzyme, fu den 

unbeeinflussten Anteil dieser Enzyme, der in der Dosis bzw. Konzentration D vorhanden ist    

(fu = 1 – fa). Dm ist die Mitteleffektdosis (z. B. IC50, ED50 oder LD50), die durch den Wirkstoff 

erreicht werden kann; m stellt zudem einen Koeffizienten für die Form der Dosiswirkungskurve 

dar, wobei m = 1 einen hyperbolischen, m > 1 einen sigmoidalen und m < 1 einen 

flachsigmoidalen Verlauf angibt. Durch die gleichzeitige Anwesenheit mehrerer Inhibitoren 

kann diese Gleichung erweitert werden. So gilt für zwei vorhandene Substanzen mit m = 1:  

( ) ,( ) ,  =  ( )
( ) + ( )

( ) =  ( ) + ( )  

Wenn m ≠ 1, gilt stattdessen: 

( ) ,( ) ,
/

=  ( )
( )

/ + ( )
( )

/ =  ( ) + ( )  

Basierend auf diesen beiden Gleichungen entstand der Kombinationsindex CI für zwei 

gleichzeitig wirkende Inhibitoren: 

=  ( ) + ( ) =  ( ) ∗ 1 −  
/ +  ( ) ∗ 1 −  

/
 

Die Werte (Dx)1 und (Dx)2 stehen für die Dosis, die das System in der jeweiligen 

Einzelbehandlung mit dem Wirkstoff zu einem bestimmten Prozentsatz hemmen. Diese Dosen 

können mit der generellen Medianeffektgleichung wie obenstehend beschrieben bestimmt 

werden.  

Nimmt der CI-Wert Werte < 1 an, steht dies für einen synergistischen Effekt; bei Werten > 1 

besteht ein antagonistischer und bei CI = 1 ein additiver Effekt. Je nach Ausmaß des Wertes 

lassen sich außerdem verschiedene Stärkegrade des Effekts bestimmen (Chou 2006, Chou und 

Talalay 1984). Die CI-Werte der Kombinationsbehandlung mit den verschiedenen Wirkstoffen 
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wurden nach durchflusszytometrischer Analyse mithilfe des Programms CompuSyn von 

Biosoft errechnet. Hierbei wurden die Daten der experimentellen Messungen mit PI verwendet. 

 

4.2.10 Hemmung der Apoptose mit z-VAD-fmk 

Der Wirkstoff z-VAD-fmk (Carbobenzoxy-Valyl-Alanyl-Aspartyl-[O-Methyl]-Fluoromethyl-

keton) ist ein Pancaspase-Inhibitor, der kovalent an das aktive Zentrum der Caspaseproteasen 

bindet und zu einer sofortigen und irreversiblen Hemmung der Caspasenaktivität führt. Er weist 

ansonsten keine zytotoxischen Effekte auf und ist zellmembrangängig. Da die kaskadenartige 

Aktivierung von Caspasen die gemeinsame Endstrecke verschiedener Wege der Apoptose 

darstellt, ist die Hemmung ihrer enzymatischen Aktivität mit einer starken Verminderung der 

Apoptosefähigkeit einer Zelle verbunden. Somit konnte untersucht werden, ob der zytotoxische 

Effekt der Behandlung mit PARP- und ATR-Inhibitoren auch mit der Einleitung der Apoptose 

einhergeht. 

Das angewandte Procedere entspricht außer den in Folgenden genannten Änderungen dem 

Schema einer durchflusszytometrischen Messung. Die Zellen der drei Ewing-Sarkomzelllinien 

wurden mit 100.000 Zellen/Well bei der A673 (6-Well-Platten) und 150.000 Zellen/Well für 

die WE-68 und SK-ES-1 (12-Well-Platten) ausgesät. 60 min vor der Behandlung mit den 

Wirkstoffen und etwa 24 h nach dem Anlegen der Well-Platten wurde allerdings die Hälfte der 

Wells mit jeweils 20 μM z-VAD-fmk vorbehandelt und die Zellen anschließend wieder im 

Brutschrank inkubiert. Es wurden für die Behandlung der Zellen folgende Konzentrationen 

verwendet (s. Tab. 7): 

Tab. 7: Verwendete Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe unter Zugabe von z-VAD-fmk 

 

Die verwendeten Konzentrationen wurden nach der Ermittlung eines möglichst großen zytotoxischen 

Effekts in den durchflusszytometrischen Versuche (s. o.) für jede Zelllinie ausgewählt. Olaparib und      

z-VAD-fmk wurden mit den jeweilig benötigten Kulturmedien verdünnt, VE-821 mit DMSO. Zum 

Ausgleich des zur Verdünnung von VE-821 benötigten zytotoxischen DMSO wurde die gleiche Menge 

zur Kontrolle und zur Einzelbehandlung mit Olaparib hinzugegeben. z-VAD-fmk wurde 60 min vor der 

Behandlung mit den Hemmstoffen auf die Wells appliziert. 

So wurden jeweils ein Well der Kontrolle, je eine Einzelbehandlung mit VE-821 und Olaparib 

sowie die Kombination dieser beiden Wirkstoffe sowohl ohne als auch mit zusätzlich 20 μM   

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration (μM) 

A673 WE-68 SK-ES-1 

Olaparib PARP-Inhibitor 20 0,5 1 
VE-821 ATR-Inhibitor 2 0,4 10 

z-VAD-fmk 
Pan-Caspase-

Inhibitor 
20 



 
48 

 

z-VAD-fmk angefertigt. Das restliche Vorgehen entsprach ansonsten dem in Kap. 4.2.7 und 

Kap. 4.2.8 dargestellten Vorgehen; Zelltod sowie Verlust des mitochondrialen Membran-

potentials konnten mit PI bzw. DIOC6(3) am Durchflusszytometer BD FACSCantoTM II 

gemessen werden.  

 

4.2.11 Messung der Caspase-3-Aktivität 

Die Caspase-3 ist eine Effektor-Caspase, die eine wichtige Rolle in der Autophagie der Zelle 

einnimmt. Ihre Aktivitätsmessung durch Fluoreszenzspektrometrie ist daher ein wichtiger 

Hinweis auf die apoptotische Aktivität der behandelten Zellen. Das aktive Heterotetramer 

spaltet als Cystein-Protease bestimmte andere Proteine, darunter auch die Poly(ADP Ribose)-

Polymerase (PARP; s. Kap. 2.3). Dieses Enzym wird von der Caspase-3 C-terminal an der 

Stelle Asp-216 gespalten. Die dazu gehörige Aminosäuresequenz DEVD (Asp-Glu-Val-Asp), 

deren Erkennung und Spaltung hochspezifisch für die Caspase-3 ist, dient als Basis für das 

synthetische, fluorogene Caspase-3-Substrat Ac-DEVD-AMC. In diesem synthetischen 

Substrat ist das fluoreszierende Molekül AMC (7-Amino-4-Methylcumarin) an das Tetrapeptid 

DEVD gebunden, das von der Caspase-3 gespalten wird. Nach der Abspaltung kann dieser 

Fluoreszenzfarbstoff durch Anregung bei einer Wellenlänge von 380 nm bei 430 bis 460 nm 

Licht emittieren. Mit einem Fluoreszenzspektrometer lässt sich dieses quantifizieren und so 

eine mögliche erhöhte Aktivität der Caspase-3 nachweisen. 

4.2.11.1 Vorbereitung und Behandlung der Zellen 

Die für die Durchführung benötigten Caspase-3-Lysepuffer und Aktivitätspuffer mussten zuvor 

angesetzt werden. Für 50 ml Lysepuffer wurden die folgenden Mengen und Konzentrationen 

verwendet:  

25 ml NaH2PO4/Na2HPO4 (20 Mm) 

5 ml Tris-HCl [pH 7,5] (100 mM)  

5 ml Na4P2O7 (100 Mm) 

6,5 ml NaCl (1 M)    

0,5 ml Triton X-100 (100 %)  
 

Diese Lösung wurde mit Aqua dest. auf ein Endvolumen von 50 ml aufgefüllt und mit etwa 

100 μl 9 % HCl auf pH 7,5 eingestellt. Für den Aktivitätspuffer wurden entsprechend der 

Probenmenge (hier 14 Proben à 110 μl) folgende Mengen und Konzentrationen verwendet:  
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     40 μl HEPES [pH 7,5] (1 M)  

     200 μl Glycerin 100 % 

     1,656 ml Aqua dest.  

     4 μl DTT 

     100 μl Caspase-3-Substrat 

 

Das DTT und Caspase-3-Substrat wurden erst kurz vor der Applikation des Aktivitätspuffers 

lichtgeschützt hinzugegeben. Für die Messung der Caspase-3-Aktivität wurden für die drei 

verwendeten Ewing-Sarkomzelllinien 200.000 Zellen/Well ausgesät, die nach 24 h mit den 

folgenden Konzentrationen behandelt wurden (s. Tab. 8):  

Tab. 8: Verwendete Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe für die Caspase-3-Aktivitätsmessung 

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration (μM) 

A673 WE-68 SK-ES-1 

Olaparib PARP-Inhibitor 
1 / 5 / 10 / 20 / 

40 
0,05 / 0,1 / 0,2 / 0,5 

/ 1 
0,25 / 0,5 / 1 / 2 / 4 

VE-821 ATR-Inhibitor 2 0,4 10 
 

Die verwendeten Konzentrationen wurden nach der Ermittlung eines möglichst großen zytotoxischen 

Effekts in den durchflusszytometrischen Versuche (s. o.) für jede Zelllinie ausgewählt. Olaparib wurde 

mit den jeweilig benötigten Kulturmedien verdünnt, VE-821 mit DMSO. Zum Ausgleich des zur 

Verdünnung von VE-821 benötigten zytotoxischen DMSO wurde die gleiche Menge zur Kontrollreihe 

hinzugegeben. 

Die Zellen wurden 24 h nach der Behandlung nach dem in Kap. 4.2.7 genannten Ablauf und 

mit den gleichen Konzentrationen geerntet, dabei allerdings in 15 ml-Röhrchen überführt. Es 

erfolgte die Auffüllung der Röhrchen bis auf 14 ml mit PBS und die Zentrifugation bei           

1800 rpm in der vorgekühlten Zentrifuge bei 4 °C für 5 min. Anschließend wurde der Überstand 

verworfen, das Zellpellet auf Eis gelagert und der letzte Rest Flüssigkeit vorsichtig mit einer 

Pipette abgezogen, sodass nur noch das Zellpellet trocken verblieb. Daraufhin wurden 100 μl 

des zuvor angesetzten Caspase-3-Lysepuffers auf jede einzelne Probe gegeben und die Zellen 

dabei durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vereinzelt und ohne Luftblasen in vorgekühlte 

Eppendorf-Röhrchen eingebracht. Es erfolgte die Lyse der Proben für 15 min bei 8 °C im 

Kühlschrank. Nach Ablauf der Lysierungszeit wurden auf jeweils eine Probe 110 μl vom 

Aktivitätspuffer hinzugefügt, der Inhalt der Röhrchen gevortext und vorsichtig ohne Luftblasen 

in eine 96-Well-Platte gegeben. Pro Messreihe wurden als Leerwert 100 μl des Lysepuffers und 

110 μl des Aktivitätspuffers und als zusätzlicher Nullwert außerdem 210 μl destilliertes Wasser 

verwendet. Die Well-Platte wurde dann für 2 h lichtgeschützt bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert, bevor mit der Messung am Fluoreszenzphotometer begonnen werden konnte. Dafür 

wurde das Fluoreszenzphotometer FLUOstar Omega verwendet, das die Fluoreszenzen bei 
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einer Exzitation von 355 nm und einer Emission von 460 nm Wellenlänge bestimmt. Die 

Quantität der Caspase-3-Aktivität der verschiedenen Proben wurde daraufhin unter Subtraktion 

des Mittelwerts der Leerproben als relative Aktivitätszunahme gegenüber der als 1 gesetzten 

unbehandelten Probe berechnet. 

 

4.2.12 Quantitative Echtzeit-RT-PCR 

Um Rückschlüsse auf die Auswirkungen der Behandlung mit den eingesetzten Wirkstoffen 

auch auf Ebene der Genexpression ziehen zu können, wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR 

die Expression bestimmter Zielgene in den Zelllinien A673 und WE-68 untersucht. Bei dem 

verwendeten Verfahren wurde eine Kombination von Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 

und „Real time“ PCR eingesetzt, die deren Funktionsprinzipien vereinigt. Diese kombinierte 

Methode stellt derzeit eine der modernsten Methoden zur Quantifizierung vorhandener 

Nukleinsäuren dar. Hierbei wird zunächst nach dem Prinzip der RT-PCR die mRNA der in der 

Probe enthaltenen Zellen isoliert und gereinigt und anschließend durch den Einsatz der 

Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Im nachfolgenden Reaktionszyklus wird nun 

das Verfahren der „Real time“ PCR angewandt und die gewonnene cDNA mithilfe der 

Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert. Mithilfe der dabei eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe 

der TaqMan-Sonden kann die Quantifizierung der Nukleinsäuren während eines 

Reaktionszyklus im relativen Mengenvergleich zu einem Referenzgen in Echtzeit ermöglicht 

werden. 

4.2.12.1 Vorbereitung und Behandlung der Zellen 

Für die RT-PCR wurden je 2 Wells pro Einzelbehandlung mit 150.000 Zellen/Well für die 

A673 und 200.000 Zellen/Well bei der WE-68 angelegt. Die Zellen wurden am nächsten Tag 

mit den folgenden Wirkstoffen behandelt (s. Tab. 9): 

Tab. 9: Verwendete Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe für die PCR-Messung 

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration (μM) 

A673 WE-68 

Olaparib PARP-Inhibitor 5 0,5 
VE-821 ATR-Inhibitor 2 0,4 

 

Die verwendeten Konzentrationen wurden mithilfe der durchflusszytometrischen Versuche (s. o.) 

ausgewählt. Olaparib wurden mit den jeweilig benötigten Kulturmedien verdünnt, VE-821 mit DMSO. 

Es wurde eine Kontrolle ohne Wirkstoff, eine Einzelbehandlung mit Olaparib sowie mit VE-821 und 

eine Kombination der beiden Wirkstoffe angefertigt. Zum Ausgleich des zur Verdünnung von VE-821 

benötigten zytotoxischen DMSO wurde die gleiche Menge zur Kontrolle und zur Einzelbehandlung mit 

Olaparib hinzugegeben. 
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Nach einem Zeitraum von 24 h nach der Behandlung wurden die Zellen wie in Kap. 4.2.7 

dargestellt geerntet. Nach dem Zentrifugieren bei 1800 rpm und Raumtemperatur für 5 min 

wurde der Überstand verworfen und die letzte Flüssigkeit vorsichtig abgezogen. Das trockene 

Zellpellet wurde im Folgenden eisgekühlt weiterverarbeitet; die Pipetten wurden von nun an 

nur noch mit Filtertips verwendet.  

4.2.12.2 RNA-Isolation 

Zunächst musste die RNA der behandelten Zellen isoliert werden und vor dem Abbau durch 

RNasen geschützt werden. Um den Abbau der im Vergleich zur DNA wesentlich instabileren 

RNA zu vermeiden, sollten RNA und RNasen möglichst frühzeitig voneinander getrennt 

werden. Die RNA-Isolation wurde nach dem Arbeitsprotokoll des peqGOLD-Total-RNA-Kits 

der Firma peqlab Biotechnologie GmbH durchgeführt. Bei diesem wird die RNA selektiv an 

eine Silikonmembran einer RNA-Säule gebunden, die restlichen Zellbestandteile, Enzyme und 

DNA entfernt und die RNA schließlich ausgewaschen. Zunächst mussten die Zellen jeder 

einzelnen Probe mit jeweils 400 μl RNA-Lysepuffer-T lysiert werden, der zum Abbau der 

RNase und anderer Enzyme führte. Nachfolgend wurde das Lysat auf eine DNA-Removing-

Säule aufgebracht und bei 13.000 rpm für 2 min zentrifugiert. Die DNA-Removing-Säule 

wurde verworfen, zur Fällung der Nukleinsäuren 400 μl 70 %iger Ethanol zum Unterstand 

gegeben und mit der Pipette sorgfältig gemischt, bis es homogenisiert war. Daraufhin wurde 

das gesamte Lysat jeder Probe auf jeweils eine PerfectBind-RNA-Säule mit einem neuen 

Unterstandröhrchen gegeben und bei 13.000 rpm für 1 min zentrifugiert, bevor der Unterstand 

verworfen wurde. Um eventuelle Kontaminationen zu entfernen, wurden 500 μl RNA-

Waschpuffer-I auf die PerfectBind-RNA-Säule hinzugegeben, für 5 min einwirken gelassen 

und bei 13000 rpm 15 sec zentrifugiert, bevor abermals der Unterstand verworfen und die Säule 

auf ein neues Unterstandsröhrchen gesetzt wurde. Um mögliche verbliebene DNA zu entfernen, 

musste diese als nächster Schritt durch DNase-Verdau abgebaut werden. Dazu wurde das 

peqGold DNase I Digest Kit (Peqlab Biotechonologie GmbH) verwendet; pro Probe wurden 

75μl des DNase-Verdau-Mix, bestehend aus mit der Pipette vermischter 1,5 μl DNase und     

73,5 μl des DNase-Digestionspuffers, auf die PerfectBind-RNA-Säule aufgebracht und für       

15 min bei Raumtemperatur einwirken gelassen. Im Anschluss wurden mehrere Waschschritte 

durchgeführt. Als erstes wurde 350 μl RNA-Waschpuffer-I hinzugegeben und bei 13.000 rpm 

für 15 sec zentrifugiert, der Unterstand verworfen sowie ein weiterer folgender Waschschritt 

mit Zugabe von 500 μl RNA-Waschpuffer-II auf die Säule, anschließender Zentrifugation bei 

13.000 rpm für 15 sec und Verwerfen des Unterstands durchgeführt. Nachfolgend wurde 
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abermals 500 μl RNA-Waschpuffer-II auf die PerfectBind-RNA-Säule gegeben, für 2 min bei 

13.000 rpm zentrifugiert und der Unterstand verworfen. Abschließend wurde zum Auswaschen 

der RNA die PerfectBind-RNA-Säule auf ein 1,5 ml-Eppendorf-Röhrchen gesetzt und je nach 

Größe des initialen Zellpellets 35-70 μl RNase-freies Wasser auf die Säule aufgebracht, 1 min 

gewartet und schließlich noch für 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Unterstand im 

Eppendorf-Röhrchen mit der isolierten RNA wurde für maximal 24 h bei -20 °C im 

Gefrierschrank aufbewahrt. 

4.2.12.3 Photometrische RNA-Bestimmung 

Um Reinheitsgrad und die Konzentration der isolierten RNA zu bestimmen, wurde die 

Lichtabsorption der RNA in der verdünnten Lösung bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm 

am Spektralphotometer gemessen. In diesem Verfahren wird die optische Dichte (OD) 

gemessen, in diesem Fall als Maß für die Extinktion des Lichts bei λ = 260 nm (OD260), dem 

Absorptionsmaximum der Nukleinsäuren, und bei λ = 280 nm (OD280), was dem 

Absorptionsmaximum von Proteinen entspricht. Durch den Quotienten der beiden OD-

Messungen (OD260 / OD280) kann das Maß eventueller Verunreinigungen durch Proteine oder 

verbliebener DNA bestimmt werden. Ein Verhältnis von 2,0 würde hierbei für reine RNA 

sprechen, unter der Verwendung des peqGOLD-Total-RNA-Kits sollte ein Quotient von 1,8 bis 

2,0 erreicht werden. Niedrigere Werte können durch Verunreinigung der Lösung mit z. B. 

Proteinen, DNA und/oder aromatischen Substanzen entstehen. 

Eine OD260 von 1 entspricht 40 µg/ml RNA. So lässt sich die Konzentration der RNA in jeder 

Probe gemäß folgender Formel ermitteln:  

Konzentration [µg/ml] = OD260 × 40 µg/ml × Verdünnungsfaktor  

Für die Auswertung von Reinheitsgrad und Konzentration der einzelnen Proben wurden auf Eis 

4 μl der RNA-Proben mit 76 μl RNase-freiem Wasser entsprechend einer 1 : 20 Verdünnung 

gemischt, gevortext und kurz anzentrifugiert. Als photometrischer Leerwert der Messung 

dienten 80 μl RNase-freies Wasser, dessen OD260 und OD280 noch vor den Messungen der 

einzelnen Proben in einer UV-Licht-durchlässigen Glasküvette bestimmt wurden. 

Darauffolgend konnten nacheinander die einzelnen verdünnten Proben nach jeweils sorgfältiger 

Ausspülung der Glasküvette am Photometer gemessen werden. Für die folgende Umschreibung 

der RNA in cDNA sollte jede Probe exakt 0,5 μg RNA enthalten. Dafür wurden 0,5 μg durch 

die am Photometer erhaltene Konzentration der einzelnen Proben (μg / μl) dividiert und das 
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errechnete Volumen der RNA-Probe mit der jeweiligen Differenz an RNase-freiem Wasser auf 

das benötigte Endvolumen von 13 μl aufgefüllt. 

4.2.12.4 c-DNA-Transkription 

Die isolierte RNA sollte im nächsten Schritt in cDNA umgeschrieben werden. Für dieses 

Verfahren wurden das Arbeitsprotokoll und die Materialien des Omniscript® Reverse 

Transcription Kits von Qiagen benutzt. 

Für jede einzelne Probe wurde der folgende Mix erstellt:  
 

2 μl 10×Puffer-RT 

2 μl Random-Hexamer 

2 μl dNTP-Mix 

0,25 μl RNase-Out 

1 μl Omniscript RT 

Dieser Mix wurde nach Auftauen der einzelnen Substanzen gemischt, gevortext und kurz 

anzentrifugiert. Bei den daraufhin auf Eis erfolgenden Arbeiten wurden jeweils 7 μl vom Mix 

auf jede Probe gegeben, gemischt, anzentrifugiert und schließlich bei 37 °C für eine Stunde im 

Wärmeblock inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Proben mit cDNA durch Zugabe 

von 20 μl Wasser pro Röhrchen verdünnt und jeweils zwei Aliquots à 20 μl angefertigt. Die 

Proben konnten danach entweder direkt für die PCR-Messung verwendet werden oder bei            

-20 °C im Gefrierschrank eingefroren werden. 

4.2.12.5 PCR-Messung 

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion setzt sich aus einem dreischrittigen 

Reaktionszyklus zusammen, der wiederholt abläuft und letztendlich zu einer Vervielfältigung 

der ursprünglich zur Verfügung stehenden Nukleinsäuren führt. Zunächst werden bei einer 

Temperatur von 95 °C die Doppelstränge der DNA durch Aufbrechen der Wasserstoffbrücken-

bindungen voneinander getrennt. Im nächsten Schritt lagern sich bei einer Temperatur von       

60 °C die Primer der untersuchten Gene an ihre komplementären Bindungsstellen an. Primer 

sind kurze Oligonukleotide, die den zu untersuchenden Genabschnitt begrenzen und den 

Synthesebeginn bzw. -abbruch initiieren. Im letzten Schritt synthetisiert die vom 

Mikroorganismus Thermus aquaticus stammende hitzestabile Taq-DNA-Polymerase bei 60 °C 

entlang dem nun als Matrize dienenden DNA-Einzelstrang einen neuen Doppelstrang, der im 

darauffolgenden Zyklus erneut getrennt und wieder vervielfältigt wird. Bei quantitativer 

Echtzeit-PCR werden für diese Methode allerdings spezifische Sonden benötigt, die neben dem 
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sequenzspezifischen Primer am 5‘-Ende einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff (VIC™ oder 

FAM™-Markierung) aufweisen, dessen Fluoreszenz bei freien TaqMan-Sonden durch 

strahlungsfreie Energieübertragung (FRET, engl. fluorescence resonance energy transfer) von 

einem nicht-fluoreszierendem sogenannten Quencher am 3‘-Ende unterdrückt wird. Während 

der Synthese des neuen Doppelstrangs löst die Taq-DNA-Polymerase durch ihre Exonuclease-

Aktivität mithilfe hydrolytischer Spaltung den fluoreszierenden Reporterfarbstoff von der DNA 

ab, dessen Fluoreszenz im Folgenden nicht mehr durch die räumliche Nähe zum Quencher 

unterdrückt wird. Dadurch kommt es zu einer Zunahme der Intensität der sequenzspezifischen 

Reporterfluoreszenz, die in Echtzeit nach jedem Amplifikationszyklus bei spezifischer 

Wellenlänge gemessen werden kann. Der Anstieg der Intensität verhält sich dabei proportional 

zur Menge der entstandenen Amplifikate. Die Expressionslevel der untersuchten Zielgene 

wurden mit dem eines Referenzgens als Kontrolle verglichen. Als dieses Referenzgen wurde 

das konstitutiv in jeder Zelle vorkommende und konstant exprimierte β2-Mikroglobulin 

miterfasst. 

Für die Messung der Proben am PCR-Gerät wurde für jede Probe ein Mastermix pro 

untersuchtem Zielgen und für das Referenz-Gen erstellt. Dieser setzte sich je Probe mit 25 μl 

bestehend aus 12,5 μl Universal-PCR-Mastermix, 11,25 μl RNase-freiem Wasser und 1,25 μl 

Primer-Sonden-Mix zusammen. Von jeder Probe wurden 2 μl cDNA zu 50 μl des Mastermix 

für jedes Gen gegeben, gevortext und kurz anzentrifugiert. Da von jeder Probe eine 

Doppelbestimmung sowohl für die Zielgene als auch das Referenz-Gen vorgenommen werden 

sollte, wurde dieser Inhalt anschließend zu je 25 μl in 2 Wells einer 96-Well-Platte pipettiert. 

Außerdem wurden zu jedem Gen zwei Negativ-Kontrollen ohne cDNA, sondern nur mit dem 

Mastermix mitgeführt. Die 96-Well-Platte wurde nun mit einer Folie verschlossen und die 

Ränder festgewalzt. Daraufhin konnte mit der Messung im Thermocycler begonnen werden, 

der mit folgenden Einstellungen betrieben wurde:  

              Stufe 1: Bei 50 °C für 2 min (1 Zyklus) 

              Stufe 2: Bei 95 °C für 10 min (1 Zyklus) 

              Stufe 3: Bei 95 °C für 15 sec, anschließend bei 60 °C für 1 min (40 Zyklen) 

 



 
55 

 

4.2.12.6 Auswertung der PCR-Messung 

Bei der Auswertung der PCR-Messung wurde zur Quantifizierung des Expressionsniveaus der 

untersuchten Zielgene ein Vergleich ihrer Expressionslevel mit dem des sogenannten 

housekeeping gene β2-Mikroglobulin gezogen. 

Nach Ablauf der Messung zeigte sich ein Amplifikationsdiagramm mit dem Reaktionsverlauf, 

bei dem die ermittelten Reportersignale (ΔRn-Werte) gegen die Zyklusanzahl aufgetragen 

wurden. Da eine verlässliche Aussage über die Quantifizierung der einzelnen Gene nur in der 

exponentiellen Phase des Anstiegs getroffen werden kann, weil hier eine Proportionalität 

zwischen Zunahme des Signals und Zunahme der amplifizierten Gene besteht, wird in diesem 

Bereich eine Schwelle gezogen, die als „Threshold“ bezeichnet wird und die bis dahin erfolgte 

exponentielle Anzahl der Zyklen als „Threshold Cycle“ (CT- Wert) festlegt. Mit diesem kann 

die unterschiedliche Expression der Gene als das n-fache des ΔΔCT-Werts und die einzelnen 

Unterschiede des Schwellenwertes relativ im Bezug zum Referenzgen bestimmt werden. 

So wurde folgende Berechnung der ΔΔCT-Werte herangezogen:  

 
ΔCT Zielsequenz (behandelt + Zielgen) = CT Zielgen – CT β2-Mikroglobulin 

ΔCT Kontrolle (unbehandelt, Zielgen) = CT Kontrolle – CT β2-Mikroglobulin 

ΔΔCT = ΔCT Zielsequenz – ΔCT Kontrolle  

 

Der so erhaltene ΔΔCT-Wert wird als negativer Exponent der Basis 2 eingesetzt und so ein 

relatives Verhältnis der Genexpression vom Zielgen im Vergleich zum Referenzgen errechnet, 

das als 1 gesetzt wird. 

 

4.2.13 Western Blot 

Western Blots wurden durchgeführt, um intrazelluläre Veränderungen des Proteinhaushalts 

durch die Wirkstoff- und Kombinationsbehandlung bei den beiden Zelllinien A673 und WE-68 

zu detektieren. 

4.2.13.1 Probenvorbereitung und Herstellung der Proteinlysate 

Hierfür wurden für beide Zelllinien pro Probe je 1 Million Zellen in 25 cm2-Kulturflaschen mit 

6 ml des entsprechenden Mediums ausgesät und nach 24 h mit den unter Tab. 10 genannten 

Konzentrationen behandelt. Nach der Wirkstoffbehandlung wurden die Zellen in einem 

Zeitraum von 2 h bzw. 24 h zunächst bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde 

das alte Medium abpipettiert, die Kulturflaschen mit 2 ml PBS gewaschen, dieses in                     
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15 ml-Röhrchen überführt und zur Ablösung der Zellen 1 ml Trypsin zu jeder Flasche 

hinzugegeben. Im Brutschrank wurde die jeweilige Trypsinierungszeit der beiden Zelllinien (s. 

Tab. 1) abgewartet und die Zellen nach Ablauf der Zeit zweifach mit je 2 ml PBS vereinzelt 

und in das entsprechende Röhrchen gegeben, bevor die Proben in der auf 4 °C vorgekühlten 

Zentrifuge bei 1800 rpm für 10 min zentrifugiert wurden. 

Tab. 10: Verwendete Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe für die Western Blots 

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration (μM) 

A673 WE-68 

Olaparib PARP-Inhibitor 5 0,5 
VE-821 ATR-Inhibitor 2 0,4 

 

Die verwendeten Konzentrationen wurden mithilfe der durchflusszytometrischen Versuche und als 

gleiche Werte wie bei der PCR-Messung (s. o.) und Zellzyklusanalyse (s. u.) ausgewählt. Olaparib 

wurden mit den jeweilig benötigten Kulturmedien verdünnt, VE-821 mit DMSO. Es wurde eine Kontrolle 

ohne Wirkstoff, eine Einzelbehandlung mit Olaparib sowie mit VE-821 und eine Kombination der beiden 

Wirkstoffe angefertigt. Zum Ausgleich des zur Verdünnung von VE-821 benötigten zytotoxischen DMSO 

wurde die gleiche Menge zur Kontrolle und zur Einzelbehandlung mit Olaparib hinzugegeben. 

Der Überstand der auf Eis gelagerten Proben wurde dekantiert, die Zellen zunächst mit 2 ml 

PBS resuspendiert, die Flaschen mit PBS auf 10 ml aufgefüllt und die Zentrifugation mit den 

gleichen Einstellungen (s. o.) wiederholt. Der Überstand wurde abermals verworfen und die 

sich erneut am Röhrchenboden gesammelte Flüssigkeit vorsichtig abpipettiert. Alle weiteren 

Arbeiten wurden auf Eis weitergeführt.  

Das Zellpellet jeder Probe wurde mit 100 μl des vorher hergestellten RIPA-Puffers 

(Zusammensetzung: 150 mM Natriumchlorid (NaCl), 0,5 % Natriumdesoxycholat, 0,1 % SDS 

(Natriumdodecylsulfat), 1 % Triton X-100, 40 mM Tris, pH 8,0 mit jeweils ¼ einer Tablette 

Phosphatase- und Proteaseinhibitor auf 2,5 ml RIPA-Puffer) resuspendiert und in ein 

Eppendorf-Röhrchen überführt. Damit eine vollständige Lyse der Zellen und Denaturierung der 

Proteine erfolgen konnte, mussten die auf Eis gelagerten Proben nun für 20 min im Kühlschrank 

bei 4 °C inkubiert und danach gründlich gevortext werden. Die Proben wurden zur 

vollständigen Lösung der Proteine von Membranen und Nukleinsäuren für 5 min bei 4 °C im 

Ultraschallbad behandelt und anschließend mit 13.000 U/min bei auf 4 °C gekühlter Zentrifuge 

für 10 min zentrifugiert. Danach wurde der Überstand in ein kleines Eppendorf-Röhrchen 

gegeben und bis zum Erstellen der Western Blots bei -80 °C im Tiefkühlschrank gelagert; das 

Pellet und Unterstandsröhrchen wurden verworfen.  
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4.2.13.2 Gelelektrophorese und Immundetektion von Proteinen 

Die weiteren Schritte in Form der SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und 

Immunodetektion der Proteine wurden dankenswerterweise von Dr. rer. nat. Christian Marx 

vom Fritz-Lippmann-Institut in Jena übernommen. 

 

4.2.14 Zellzyklusanalyse 

Um mögliche Veränderungen des Zellzyklus der Zelllinien A673 und WE-68 bei der 

Behandlung mit Olaparib und VE-821 aufzudecken, wurde eine Zellzyklusanalyse 

durchgeführt. Beim Durchlaufen des Zellzyklus verändert sich der DNA-Gehalt einer Zelle je 

nach Zellzyklusphase. Der Zellzyklus ist charakterisiert durch die mitotische Teilung               

(M-Phase) der Zelle und anschließender Interphase, die sich in G1-, S- und G2-Phase 

unterteilen lassen kann. Nach der G1-Phase, die vor allem zur Proteinsynthese dient, beginnt 

die Zelle in der S-Phase, ihr Erbmaterial zu duplizieren. In der G2-Phase besitzt die Zelle daher 

die doppelte Menge von Erbmaterial wie in der G1-Phase, da sie kurz vor der Teilung steht. 

Durch einen in die DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff können diese Unterschiede im 

DNA-Gehalt quantifiziert werden, da die Intensität des Fluoreszenzsignals proportional zur 

Menge der DNA ist. Das schon zur Bestimmung des Zelltods verwendete PI (s. Kap. 4.2.8.1) 

ist ein solcher interkalierender DNA-Fluoreszenzfarbstoff. Da dieser allerdings die Zell-

membranen vitaler Zellen nicht passieren kann, müssen die Zellen zunächst in Ethanol fixiert 

und die Zellmembranen permeabilisiert werden. Um eine gleichzeitige Interkalierung der RNA 

und damit ein inkorrekt gemessenes Maß des DNA-Gehalts der Zelle zu vermeiden, muss die 

RNA außerdem durch den zusätzlichen Einsatz von Ribonuclease-A (RNase) abgebaut werden. 

Die Zellen der beiden Ewing-Sarkomzelllinien A673 und WE-68 wurden mit 100.000 

Zellen/Well bei der A673- bzw. 150.000 Zellen/Well bei der WE-68-Zelllinie ausgesät und 

nach 24 h mit folgenden Wirkstoffen und Konzentrationen behandelt (s. Tab. 11): 

Tab. 11: Verwendete Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe für die Zellzyklusanalyse 

Wirkstoff Wirkstoffklasse 
Konzentration (μM) 

A673 WE-68 

Olaparib PARP-Inhibitor 5 0,5 
VE-821 ATR-Inhibitor 2 0,4 

 

Die verwendeten Konzentrationen wurden mithilfe der durchflusszytometrischen Versuche und als 

gleiche Werte wie bei der PCR-Messung und den Western Blots (s. o.) ausgewählt. Olaparib wurden 

mit den jeweilig benötigten Kulturmedien verdünnt, VE-821 mit DMSO. Es wurde eine Kontrolle ohne 

Wirkstoff, eine Einzelbehandlung mit Olaparib sowie mit VE-821 und eine Kombination der beiden 

Wirkstoffe angefertigt. Zum Ausgleich des zur Verdünnung von VE-821 benötigten zytotoxischen DMSO 

wurde die gleiche Menge zur Kontrolle und zur Einzelbehandlung mit Olaparib hinzugegeben. 
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Nach weiteren 48 h wurde nach dem im Kap. 4.2.7 beschriebenen Procedere in FACS-Röhrchen 

geerntet. Die Zellen wurden in der auf 4 °C vorgekühlten Zentrifuge bei 1.800 rpm für 5 min 

zentrifugiert, die Überstände dekantiert und die Zellen in der zurücklaufenden Flüssigkeit mit 

der Pipette vereinzelt. Pro Probe wurden jeweils 2 ml des bei -20 °C gelagertem kaltem               

70 %igen Ethanols tropfenweise unter ständigem Vortexen hinzugegeben. Die Proben wurden 

dann bei -20 °C im Tiefkühlschrank für mindestens 24 h fixiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 

die Zellen in der abermals vorgekühlten Zentrifuge bei 1.800 rpm für 5 min zentrifugiert, die 

Überstände verworfen und das Zellsediment tropfenweise und unter ständigem Vortexen in 

jeweils 500 μl Glucose/PI-Lösung (bestehend aus 50 μl 20 %iger Glucoselösung (= 1 %ige 

Glucose), 50 μl PI, 397,5 µM PBS und 2,5 μl RNase A) resuspendiert. Die Zellen wurden mit 

der Pipette vereinzelt und 45 min bei 8 °C im Kühlschrank inkubiert. 

Abschließend wurde die Zellzyklusanalyse am Durchflusszytometer FACSCanto II der Firma 

BD Biosciences durchgeführt. Bei der unter Lichtschutz und mit auf Eis gelagerten Zellen 

durchgeführten Messung wurde eine langsame Flussrate, 20.000 Ereignisse pro Test und eine 

lineare Bestimmung der PI-Fluoreszenz eingestellt. Durch eine Unterteilung der gemessenen 

Fluoreszenz mit einem Raster konnten nun die prozentualen Anteile der Zellen in verschiedenen 

Phasen des Zellzyklus an der Gesamtpopulation bestimmt werden (s. Abb. 7). 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Darstellung des Histogramms bei der Zellzyklusanalyse; beispielhaft an einer Probe der 
A673-Zelllinie abgebildet. Die Zellen wurden abhängig von ihrem jeweiligen Stadium des Zellzyklus in 

verschiedene Raster unterteilt; P3 zeigt den Anteil der sub-G1-Zellen, P4 den der Zellen in der G1-

Phase, P5 den der Zellen der S-Phase und P6 bildet den Anteil der Zellen in der G2/M-Phase ab. Als 

Fluoreszenzfarbstoff wurde PI verwendet. 

 

4.2.15 Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse 

Alle dargestellten Ergebnisse wurden mit n = 3 durchgeführt. Die Ergebnisse sind als 

Mittelwerte mit Standardmittelwertabweichungen dargestellt. Statistische p-Werte wurden 

mittels des ungepaarten, zweiseitigen t-Tests berechnet.  
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5 Ergebnisse 

5.1 Durchflusszytometrische Messungen mit Bestimmung von Zelltod und ΔΨm 

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnten bestimmte Auswirkungen der Kombinations- und 

Einzelbehandlung von PARP-Inhibitoren und ATR-/ATM-Inhibitoren auf die verwendeten 

Zelllinien untersucht werden. In den folgenden Versuchen wurden der Zelltod sowie der Verlust 

von ΔΨm in verschiedenen Wirkstoffkombinationen bestimmt.  

 

5.1.1 A673-Zellen 

In Abb. 8 sind die Auswirkungen der Kombinationsbehandlungen aus Olaparib bzw. Veliparib 

mit VE-821 sowie Olaparib und KU-55933 auf Zelltod und Verlust von ΔΨm in A673-Zellen 

graphisch dargestellt. Die auf Basis der PI-Messungen nach der Chou-Talalay-Methode 

errechneten CI-Werte sind nachfolgend in Tab. 12 aufgeführt. 

Während die Wirkung des PARP-Inhibitors Olaparib in aufsteigender Dosierung in bis zu     

28,2 % der A673-Zellen zum Zelltod führte und durch die alleinige Behandlung mit 2 μM bzw. 

5 μM des ATR-Inhibitors VE-821 bis zu 19,5 % der Zellen abgetötet wurden, erbrachte die 

Kombination beider Wirkstoffe Werte von bis zu 55,3 %. Im Graphen konnte somit eine 

deutliche Divergenz der Kurven beobachtet werden. Bei Konzentrationen von ≥ 5 μM Olaparib 

erfolgte durch die Behandlung mit 5 μM VE-821 keine nennenswerte Steigerung des Zelltods 

gegenüber 2 μM VE-821, das in Einzelbehandlung allerdings eine wesentlich niedrigere 

Toxizität besaß. Durch Auswertung der Kombinationsindexanalyse wurden CI-Werte von 

0,376 - 0,019 bzw. 0,291 - 0,043 errechnet, die einen starken bis sehr starken synergistischen 

Effekt der Kombinationsbehandlung von Olaparib und VE-821 bei A673-Zellen belegten. Der 

Verlust des ΔΨm zeigte eine sogar noch deutlichere Darstellung der Kurve. Während durch die 

Einzelbehandlung mit Olaparib lediglich Werte bis zu 23,7 % erreicht wurden, betrugen diese 

bei Kombination bis zu 67 %. Der Effekt der Kombinationsbehandlung war hier noch stärker 

ersichtlich. 

Mit Veliparib wurde außerdem die Wirkung eines weiteren PARP-Inhibitors in Kombination 

mit VE-821 auf den Zelltod und Verlust von ΔΨm von Ewing-Sarkomzellen untersucht. Durch 

die Einzelbehandlung der A673-Zellen mit bis zu 100 μM Veliparib wurde der Zelltod in bis 

zu 19,8 % der Zellen ausgelöst. Durch zusätzliche Gabe von 2 μM bzw. 5 μM VE-821, die bei 

alleiniger Gabe um lediglich 0,7 % bzw. 1,7 % toxischer waren als der Kontrollwert, betrugen 

die Werte allerdings bis zu 42,7 %. 
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Abb. 8: Auswirkungen der Kombinationsbehandlung aus Olaparib + VE-821 (I), Veliparib + VE-821 
(II) sowie Olaparib + KU-55933 (III) auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) in A673-Zellen. Die 

Zellen wurden je nach Kombination mit verschiedenen Konzentrationen der Wirkstoffe Olaparib, 

Veliparib, VE-821 und KU-55933 behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod durch Analyse der PI-

Aufnahme der Zellen und der Verlust des ΔΨm mittels zellulärer Fluoreszenz von DiOC6(3) 

durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten. 
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Tab. 12: CI-Werte der Kombinationsbehandlungen in A673-Zellen 

VE-821 (µM) 2 5 
Olaparib (µM) 1 5 10 20 40 1 5 10 20 40 

CI 0,376 0,048 0,042 0,021 0,019 0,291 0,073 0,055 0,042 0,043 

VE-821 (µM) 2 5 
Veliparib (µM) 5 10 20 40 100 5 10 20 40 100 

CI 0,705 0,099 0,037 0,018 0,016 0,085 0,051 0,012 0,007 0,004 

KU-55933 (µM) 10 15 
Olaparib (µM) 1 5 10 20 40 1 5 10 20 40 

CI 0,426 0,140 0,100 0,053 0,045 0,278 0,141 0,070 0,051 0,041 
 

Die Werte wurden auf Basis der Messung der PI-Aufnahme (s. Abb. 8) nach der Chou-Talalay-Methode 

mithilfe der Software CompuSyn ermittelt. 
 

In der Kombinationsindexanalyse zeigte sich mit Ausnahme des Werts von 0,705 bei 5 μM 

Veliparib und 2 μM VE-821, der einem moderaten synergistischen Effekt entspricht, bei beiden 

verwendeten VE-821-Konzentrationen Werte < 0,1, die einen sehr starken Synergismus beider 

Substanzen in A673-Zellen nachwiesen. Bei höheren Konzentrationen nahm dieser noch zu. 

Auch hier konnte bei der Darstellung des Verlusts von ΔΨm ein starker Effekt der 

Kombinationsbehandlung gezeigt werden, der wiederum sogar etwas deutlicher ausfiel als bei 

der Messung des Zelltods. 

Auch die Kombination von Olaparib und dem ATM-Inhibitor KU-55933 erbrachte mit             

CI-Werten von 0,426 - 0,045 bei 10 μM KU-55933 bzw. 0,278 - 0,041 bei 15 μM KU-55933 

fast in allen Kombinationen einen starken bis sehr starken Synergismus beider Substanzen in 

allen verwendeten Dosierungen. Bei Darstellung des Verlusts von ΔΨm zeigte sich ebenfalls 

eine deutliche Divergenz der Kurven mit einer maximalen Differenz von 41,6 % bei 40 μM 

Olaparib und zwischen Einzelbehandlung und zusätzlicher Behandlung mit 15 μM KU-55933. 

 
5.1.2 WE-68-Zellen 

Zelltod und der Verlust von ΔΨm durch die Kombinationsbehandlungen aus Olaparib bzw. 

Veliparib mit VE-821 sowie Olaparib und KU-55933 in den p53-Wildtyp-Ewing-Sarkomzellen 

WE-68 werden in Abb. 9 dargestellt, während die dazugehörigen CI-Werte in Tab. 13 

abgebildet sind. 

Bei Betrachtung der Werte in der WE-68-Zelllinie fiel zunächst auf, dass die Zellen in 

geringeren Dosen als A673-Zellen empfindlicher auf Olaparib reagierten und sich zudem in 

den verwendeten Dosierungen keine Sättigung wie in der A673-Zelllinie einstellte. Stattdessen 

trat bei 1,25 μM Olaparib in Einzelbehandlung schon in 59,4 % der Population der Zelltod ein. 
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Abb. 9: Auswirkungen der Kombinationsbehandlung aus Olaparib + VE-821 (I), Veliparib +            
VE-821 (II) sowie Olaparib + KU-55933 (III) auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) in WE-68-
Zellen. Die Zellen wurden je nach Kombination mit verschiedenen Konzentrationen der Wirkstoffe 

Olaparib, Veliparib, VE-821 und KU-55933 behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod durch Analyse 

der PI-Aufnahme der Zellen und der Verlust des ΔΨm mittels zellulärer Fluoreszenz von DiOC6(3) 

durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten. 
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Tab. 13: CI-Werte der Kombinationsbehandlungen in WE-68-Zellen 

VE-821 (µM) 0,4 1,5 
Olaparib (µM) 0,25 0,5 0,75 1 1,25 0,25 0,5 0,75 1 1,25 

CI 1,043 1,150 1,110 0,759 0,536 0,675 0,848 0,932 0,796 0,699 

VE-821 (µM) 0,2 0,4 
Veliparib (µM) 1 2 5 10 20 1 2 5 10 20 

CI 1,275 1,533 0,605 0,420 0,169 2,121 2,391 0,654 0,420 0,126 

KU-55933 (µM) 5 10 
Olaparib (µM) 0,25 0,5 0,75 1 1,25 0,25 0,5 0,75 1 1,25 

CI 0,642 0,669 0,696 0,835 0,866 0,576 0,719 0,869 0,973 1,106 
 

Die Werte wurden auf Basis der Messung der PI-Aufnahme (s. Abb. 9) nach der Chou-Talalay-Methode 

mithilfe der Software CompuSyn ermittelt. 
 

Die Kombinationsbehandlungen von Olaparib mit 0,4 bzw. 1,5 μM VE-821 wiesen 

unterschiedliche Verläufe auf: Während bei der Kombinationsbehandlung mit 1,5 μM VE-821 

der CI-Wert durchgängig in allen Messungen einen moderaten und leichten Synergismus 

erbrachte, zeigte die Kombination mit 0,4 μM VE-821 zunächst additive Wirkungen, bevor sich 

ab 1,0 μM Olaparib auch hier ein Synergismus einstellte. Im Graphen ist ersichtlich, dass bei 

hohen Olaparib-Konzentrationen ein stärkerer Effekt mit einer geringeren Konzentration an 

VE-821 erreicht werden konnte. Die Auswertung des Verlusts von ΔΨm erbrachte eine ähnliche 

Darstellung, bei der mit 1,5 μM VE-821 sowohl bei niedrigen als auch bei hohen Olaparib-

Konzentrationen mehr Zellen gegenüber 0,4 μM VE-821 das mitochondriale Membranpotential 

verloren. 

Während durch die Einzelbehandlung mit 20 μM Veliparib bis zu 40,9 % der WE-68-Zellen 

abgetötet wurden, betrug dieser Wert bei Kombination mit 0,2 bzw. 0,4 μM VE-821 schon   

60,2 % bzw. 63,3 %, wohingegen diese Konzentrationen in Einzelbehandlung keine 

wesentlichen Toxizitätsunterschiede zur Kontrollbehandlung aufwiesen. Sowohl im Graphen 

als auch in der Betrachtung der CI-Werte war ersichtlich, dass die Kombinationsbehandlung 

erst ab einer Veliparib-Konzentration ≥ 2 μM einen Vorteil gegenüber der Einzelbehandlung 

mit dem PARP-Inhibitor erbrachte. Ab 5 μM Veliparib zeigte sie aber mit CI-Werten von    

0,605 - 0,169 bei 0,2 μM VE-821 und 0,654 - 0,126 bei 0,4 μM VE-821 einen synergistischen 

bis starken synergistischen Effekt beider Wirkstoffe auch bei WE-68-Zellen. Bei der 

Darstellung des Verlusts von ΔΨm ergab sich ein ähnlicher Kurvenverlauf. Auch hier stellte 

sich ein starker Effekt der Kombinationsbehandlung bei Veliparib-Konzentrationen ≥ 2 μM dar. 
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Durch die Kombinationsbehandlung von Olaparib und KU-55933 wurden mit 5 μM KU-55933 

bei jeder verwendeten Olaparib-Konzentration bei CI-Werten von 0,642 - 0,866 synergistische 

bis moderat synergistische Effekte erzielt. In Kombination mit 10 μM KU-55933 bestand 

zunächst ein Synergismus, der bei steigenden Olaparib-Konzentrationen schwächer wurde und 

so schließlich ab 1 μM Olaparib etwa additive Ausmaße annahm. Sowohl bei der Darstellung 

des Zelltods als auch bei der des Verlusts von ΔΨm zeigte sich die zytotoxische Wirkung von 

Olaparib auf WE-68-Zellen. Die Auswirkung der Kombinationsbehandlung war auf den 

Verlust von ΔΨm wieder etwas stärker darstellbar. 

 

5.1.3 SK-ES-1-Zellen 

Abb. 10 stellt den Zelltod und Verlust von ΔΨm durch die Kombination von Olaparib bzw. 

Veliparib mit VE-821 auf die p53-mutierte Ewing-Sarkomzelllinie SK-ES-1-Zellen dar, 

während die CI-Werte in Tab. 14 aufgelistet sind. Aufgrund der schwächeren Effekte wurde 

der Kombination mit KU-55933 im Folgenden nicht weiter nachgegangen. Im Gegensatz zu 

den A673- und WE-68-Zellen konnte in der SK-ES-1-Zelllinie eine weniger deutliche Wirkung 

der Kombinationsbehandlung mit Olaparib und VE-821 festgestellt werden. Die Einzelgabe 

von 5 μM bzw. 10 μM VE-821 wies mit PI-Werten von 18,5 % bzw. 21,2 % eine höhere 

Toxizität gegenüber der Kontrolle auf. Die zusätzliche Behandlung aufsteigender Olaparib-

Konzentrationen führte jedoch nur zu einem schwachen zusätzlichen Effekt gegenüber der 

Einzelbehandlung mit Olaparib. Auffällig war zudem, dass bei einer Konzentration von 4 μM 

Olaparib die reine Einzelbehandlung mit Olaparib eine höhere Zelltodinduktion gegenüber der 

Kombinationsbehandlung erbrachte. Bei Betrachtung der dazugehörigen CI-Werte ließen sich 

die eben beschriebenen Beobachtungen bestätigen: Zwar zeigte die Kombination aus 5 μM   

VE-821 und 4 μM Olaparib mit einem CI-Wert von 0,663 einen synergistischen Effekt, alle 

anderen Kombinationen wiesen allerdings bei Werten knapp um 1 additive bis schwach 

antagonistische Effekte auf.  

Auch die Kombinationsbehandlung aus Veliparib und VE-821 führte in SK-ES-1-Zellen zu 

schwächeren Effekten als in den anderen betrachteten Zelllinien. In der Konzentrationsreihe 

mit 5 μM VE-821 zeigten sich z. T. antagonistische Wirkungen, nur bei 20 μM Veliparib wurde 

mit einem CI-Wert von 0,792 ein schwacher Synergismus der Kombination beobachtet. Die 

Kombination aufsteigender Veliparib-Dosen mit 10 μM VE-821 ergab zunächst additive 

Effekte, dann ab 5 μM Veliparib eine schwach synergistische Wirkung. 
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Abb. 10: Auswirkungen der Kombinationsbehandlung aus Olaparib + VE-821 (I) sowie Veliparib +       
VE-821 (II) auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) in SK-ES-1-Zellen. Die Zellen wurden je nach 

Kombination mit verschiedenen Konzentrationen der Wirkstoffe Olaparib bzw. Veliparib und VE-821 

behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod durch Analyse der PI-Aufnahme der Zellen und der Verlust 

des ΔΨm mittels zellulärer Fluoreszenz von DiOC6(3) durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind 

die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 

 

Tab. 14: CI-Werte der Kombinationsbehandlungen in SK-ES-1-Zellen 

VE-821 (µM) 5 10 
Olaparib (µM) 0,25 0,5 1 2 4 0,25 0,5 1 2 4 

CI 1.288 1.061 1.129 1.172 0.663 1.003 0.887 0.936 1.297 1.033 

VE-821 (µM) 5 10 
Veliparib (µM) 1 2 5 10 20 1 2 5 10 20 

CI 1.109 1.353 1.247 1.418 0.792 1.025 1.031 0.787 0.804 0.767 
 

Die Werte wurden auf Basis der Messung der PI-Aufnahme (s. Abb. 10) nach der Chou-Talalay-

Methode mithilfe der Software CompuSyn ermittelt. 
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5.1.4 SaOS-2-Zellen 

 
Abb. 11: Auswirkungen von Olaparib auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) in 
Kombinationsbehandlung mit VE-821 in SaOS-2-Zellen. Die Zellen wurden mit verschiedenen 

Konzentrationen der Wirkstoffe Olaparib und VE-821 behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod durch 

Analyse der PI-Aufnahme der Zellen und der Verlust des ΔΨm mittels zellulärer Fluoreszenz von 

DiOC6(3) durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei 

unabhängigen Experimenten. 

 

Tab. 15: CI-Werte der Kombinationsbehandlung von Olaparib und VE-821 in SaOS-2-Zellen 

VE-821 (µM) 2 5 
Olaparib (µM) 1 5 10 20 40 1 5 10 20 40 

CI 0.451 0.436 0.339 0.214 0.164 0.651 0.496 0.323 0.265 0.228 
 

Die Werte wurden auf Basis der Messung der PI-Aufnahme (s. Abb. 11) nach der Chou-Talalay-

Methode mithilfe der Software CompuSyn ermittelt. 

Um den Effekt der Kombinationsbehandlung von dem PARP-Inhibitor Olaparib und dem  

ATR-Inhibitor VE-821 auch in einem anderen Knochentumor zu untersuchen, wurde als 

isolierter Versuch auch eine Kombinationsbehandlung an der p53-Null-Osteosarkomzelllinie 

SaOS-2 durchgeführt. Das Osteosarkom stellt den häufigsten malignen Knochentumor dar, der 

3,4 % aller kindlichen Tumoren und 56 % der malignen Knochentumoren im Kindesalter 

ausmacht (Geller und Gorlick 2010). Wie in Abb. 11 und Tab. 15 zu ersehen ist, wurden 

interessanterweise auch in den SaOS-2-Zellen in zu den Versuchen mit den A673-Zellen 

identischen Konzentrationen mit CI-Werten von 0,451-0,164 bei 2 µM VE-821 und             

0,651-0,228 bei 5 µM VE-821 synergistische bis starke synergistische Effekte durch die 

Kombinationsbehandlung mit Olaparib und VE-821 erzielt. 
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5.2 Zelltod und Verlust des mitochondrialen Membranpotentials bei Zugabe 
des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk 

Durch die Zugabe des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk sollte untersucht werden, inwieweit 

sich bei den drei verschiedenen Ewing-Sarkomzelllinien A673, WE-68 und SK-ES-1 die         

PI- und DiOC6(3)-Messungen durch Inhibierung der Apoptose veränderten. 

 

5.2.1 A673-Zellen 

 

Abb. 12: Auswirkung der Zugabe von z-VAD-fmk auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) bei Einzel- 
und Kombinationsbehandlung von VE-821 und Olaparib in A673-Zellen. Nachdem die eine Hälfte 

der Proben mit z-VAD-fmk vorinkubiert worden war, wurden die Zellen nach 2 h mit VE-821 und 

Olaparib je einzeln und in Kombination behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod mithilfe der Analyse 

der PI-Aufnahme der Zellen und der Verlust des ΔΨm mittels Anfärbung durch DiOC6(3) 

durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten.  

Im Einklang mit den Durchflusszytometrie-Messungen mit PI und DiOC6(3) (s. Kap. 5.1.1) 

zeigte sich in Abb. 12 bei der Einzelbehandlung der A673-Zellen mit 2 μM VE-821 ein 

schwacher Anstieg des Zelltods und des Verlusts vom ΔΨm gegenüber der Kontrolle. Durch die 

Einzelbehandlung mit 20 μM Olaparib fand eine deutlichere Verstärkung der beiden 

Messparameter auf 20,6 % bzw. 18,2 % und somit etwa jeweils die Verdopplung des 

Kontrollwerts statt. Bei der Kombination beider Wirkstoffe waren Zelltod und ΔΨm 

entsprechend dem starken synergistischen Effekt der Substanzen bei dieser Zelllinie um ein     

4- bis 5-faches gegenüber der Kontrolle erhöht.  

Durch die Zugabe von 20 μM z-VAD-fmk kam es durch Blockade der Caspasen bei der 

Kombinationsbehandlung zu einer Verringerung des Zelltods auf etwa die Hälfte.        
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Gleichfalls führte die Gabe von z-VAD-fmk bei der Kombinationsbehandlung zu einer 

Verringerung des Verlusts von ΔΨm, obwohl das Ausmaß der Veränderung durch z-VAD-fmk 

hier schwächer ausgeprägt war als bei der Analyse des Zelltods. 

 

5.2.2 WE-68-Zellen 

 

Abb. 13: Auswirkung der Zugabe von z-VAD-fmk auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) bei Einzel- 
und Kombinationsbehandlung von VE-821 und Olaparib in WE-68-Zellen. Nachdem die eine Hälfte 

der Proben mit z-VAD-fmk vorinkubiert worden war, wurden die Zellen nach 2 h mit VE-821 und 

Olaparib je einzeln und in Kombination behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod mithilfe der Analyse 

der PI-Aufnahme der Zellen und der Verlust des ΔΨm mittels Anfärbung durch DiOC6(3) 

durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten. 

Auch bei der WE-68-Zelllinie bestätigten sich bei Betrachtung der Werte in Abb. 13 ohne 

Zugabe von zVAD-fmk die schon in den oben beschriebenen Versuchen ermittelten Effekte: 

Olaparib besaß bei einer Konzentration von 0,5 μΜ schon einen recht starken zytotoxischen 

Effekt, der durch die zusätzliche Gabe von 0,4 μM VE-821 nur leicht stieg. Beachtlich war 

allerdings das Ausmaß der Verringerung sowohl des Zelltods als auch des Verlusts von ΔΨm 

durch die Gabe von 20 μΜ z-VAD-fmk. Mit zugegebenem z-VAD-fmk sank der Anteil sowohl 

der mit PI als auch der mit DiOC6(3) angefärbten Zellen bei der Olaparib-Einzeldosis und bei 

der Kombinationsbehandlung bei Betrachtung des Zelltods um mehr als die Hälfte. Auch der 

Verlust von ΔΨm war ohne die zusätzliche Gabe von z-VAD-fmk in diesen beiden 

Behandlungen fast doppelt so hoch ausgeprägt. 
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5.2.3 SK-ES-1-Zellen 

 

Abb. 14: Auswirkung der Zugabe von z-VAD-fmk auf Zelltod (A) und Verlust des ΔΨm (B) bei Einzel- 
und Kombinationsbehandlung von VE-821 und Olaparib in SK-ES-1-Zellen. Nachdem die eine Hälfte 

der Proben mit z-VAD-fmk vorinkubiert worden war, wurden die Zellen nach 2 h mit VE-821 und 

Olaparib je einzeln und in Kombination behandelt. Nach 48 h wurden der Zelltod mithilfe der Analyse 

der PI-Aufnahme der Zellen und der Verlust des ΔΨm mittels Anfärbung durch DiOC6(3) 

durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten. 

Analog zur Betrachtung der oben dargelegten Versuche stiegen bei der Zelllinie SK-ES-1 durch 

die Einzelbehandlung mit VE-821 und Olaparib Zelltod und Verlust von ΔΨm an, mit der 

Kombinationsbehandlung beider Wirkstoffe kam es allerdings zu keiner zusätzlichen 

Steigerung der einzelnen Parameter (s. Abb. 14). Eine Verringerung des Zelltods und ΔΨm-

Verlusts durch Gabe von 20 μΜ z-VAD-fmk ließ sich bei der Einzelbehandlung mit 1 µM 

Olaparib feststellen. Hier betrugen die Werte durch Zugabe des Pancaspase-Inhibitors jeweils 

nur etwa die Hälfte. Auffällig war bei diesen Zellen allerdings das Ausbleiben einer durch          

z-VAD-fmk induzierten Abnahme von Zelltod und Verlust von ΔΨm bei der VE-821-

Einzelbehandlung und Kombinationsbehandlung. Hier unterschieden sich die SK-ES-1-Zellen 

von den A673- und WE-68-Zellen, deren Zellen mit einer deutlichen Verringerung des Zelltods 

auf z-VAD-fmk reagierten. 

 

5.3 Caspase-3-Aktivitätsmessung  

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse in den Versuchen mit z-VAD-fmk sollte mithilfe 

der Aktivitätsmessung der Caspase-3 eine mögliche Induktion der Apoptose durch die 

Behandlung mit Olaparib und der Kombination mit VE-821 überprüft werden.  
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Mit dieser Messung kann die in apoptotischen Zellen gesteigerte Aktivität der Caspase-3 relativ 

zur unbehandelten Kontrollprobe bestimmt und quantifiziert werden. 

 

5.3.1 A673-Zellen 
Abb. 15: Wirkung von Olaparib auf die 
Caspase-3-Aktivität in Kombinations-
behandlung mit VE-821 in A673-Zellen. 
Die Zellen wurden mit verschiedenen 

Konzentrationen der Wirkstoffe Olaparib 

und VE-821 behandelt. Nach 24 h wurde die 

Caspase-3-Aktivität mithilfe des fluorogenen 

Substrates Ac-DEVD-AMC am Fluoreszenz-

photometer ermittelt. Die relative Caspase-

3-Aktivität stellt das Verhältnis von 

behandelten zu unbehandelten Zellen dar. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von 

drei unabhängigen Experimenten. 

 
In A673-Zellen nahm die Aktivität der Caspase-3 mit aufsteigender Olaparib-Konzentration 

leicht zu und steigerte sich bei 40 μM Olaparib bis auf die 1,6-fache Aktivität gegenüber 

derjenigen unbehandelter Zellen (s. Abb. 15). Bei der Einzelbehandlung mit 2,0 μM VE-821 

betrug die Aktivität das 1,4-fache der Kontrollaktivität. Die Kombinationsbehandlung beider 

Wirkstoffe zeigte bei steigenden Olaparib-Konzentrationen eine deutliche Divergenz der Kurve 

mit starker Zunahme der Aktivität der Caspase-3 bis auf das 3,5-fache des Ausgangswerts. 

Analog zur Betrachtung des synergistischen Effekts der Kombinationsbehandlung von Olaparib 

und VE-821 auf Zelltod und Verlust von ΔΨm bei A673-Zellen erfuhren diese Werte bei 

Kombination der Wirkstoffe eine überadditive Steigerung. 

 

5.3.2 WE-68-Zellen 
 
Abb. 16: Wirkung von Olaparib auf die 
Caspase-3-Aktivität in Kombinations-
behandlung mit VE-821 in WE-68-Zellen.  
Die Zellen wurden mit verschiedenen 

Konzentrationen der Wirkstoffe Olaparib und 

VE-821 behandelt. Nach 24 h wurde die 

Caspase-3-Aktivität mithilfe des fluorogenen 

Substrates Ac-DEVD-AMC am Fluoreszenz-

photometer ermittelt. Die relative Caspase-3-

Aktivität stellt das Verhältnis von behandelten 

zu unbehandelten Zellen dar. Dargestellt sind 

die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten. 
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In den WE-68-Zellen zeigte sich mit zunehmenden Olaparib-Konzentrationen eine Steigerung 

der Caspase-3-Aktivität bis auf das 2,3-fache im Vergleich zur Aktivität in der Nullprobe          

(s. Abb. 16). Während die Caspase-3-Aktivität bei Einzelgabe von VE-821 keine Unterschiede 

zur Kontrolle aufwies, kam es bei Kombination mit Olaparib zu einer deutlichen 

Aktivitätssteigerung besonders bei höheren Konzentrationen von Olaparib gegenüber der 

Olaparib-Einzelbehandlung. Die Aktivität erhöhte sich bei 1,0 µM Olaparib durch zusätzliche 

Gabe von VE-821 so um etwa das Doppelte.  

 

5.3.3 SK-ES-1-Zellen 
 

Abb. 17: Wirkung von Olaparib auf die 
Caspase-3-Aktivität in Kombinations-
behandlung mit VE-821 in SK-ES-1-Zellen. 
Die Zellen wurden mit verschiedenen 

Konzentrationen der Wirkstoffe Olaparib und 

VE-821 behandelt. Nach 24 h wurde die 

Caspase-3-Aktivität mithilfe des fluorogenen 

Substrates Ac-DEVD-AMC am Fluoreszenz-

photometer ermittelt. Die relative Caspase-3-

Aktivität stellt das Verhältnis von behandelten zu 

unbehandelten Zellen dar. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen 

Experimenten. 
 

Wie in Abb. 17 dargestellt, führten zunehmende Konzentrationen von Olaparib in SK-ES-1-

Zellen zunächst zu einer Erhöhung der Caspase-3-Aktivität auf das 1,8-fache bei 2 µM. 

Zwischen 2 µM und 4 µM Olaparib kam es zu einem sprunghaften Anstieg der Caspase-3-

Aktivität auf die 4,6-fache Aktivität gegenüber dem Ausgangswert. Während die 

Einzelbehandlung mit 10 µM VE-821 keine signifikanten Veränderung gegenüber der 

Kontrolle erbrachte, führte die Kombinationsbehandlung beider Hemmstoffe zwar auch zur 

Steigerung der Caspase-3-Aktivität in aufsteigenden Olaparib-Konzentrationen, abweichend zu 

den beiden anderen untersuchten Ewing-Sarkomzelllinien A673 und WE-68 (s. o.) jedoch zu 

keiner Erhöhung gegenüber der Olaparib-Einzelbehandlung. Besonders bei der starken 

Zunahme der Caspase-3-Aktivität zwischen 2 und 4 µM Olaparib blieb die Aktivitätszunahme 

bei zusätzlicher Gabe von 10 µM VE-821 aus und die Aktivität signifikant unter derjenigen der 

Einzelbehandlung.  
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5.4 Quantitative Echtzeit-RT-PCR 

Die Effekte der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und VE-821 auf die Genexpression in 

A673- und WE-68-Zellen wurde mithilfe der quantitativen Echtzeit-RT-PCR ermittelt. Für 

diese Versuchsreihe wurden die beiden Zelllinien mit bestimmten aus den durchfluss-

zytometrischen Versuchen ermittelten Konzentrationen beider Wirkstoffe jeweils einzeln und 

in Kombination behandelt und nach 24 h auf quantitative Veränderungen der Genexpression 

verschiedener Gene untersucht, die mithilfe ihrer codierten Proteine u. a. in apoptotische 

Zellvorgänge und Zellzyklusarrest eingreifen. Im Folgenden sind diejenigen Ergebnisse 

aufgeführt, bei denen sich Differenzen > +/- 0,5 bei den einzelnen Zelllinien zeigten. 

 

5.4.1 Gene für proapoptotische Proteine 

Im Zuge der PCR-Messungen wurden mögliche Veränderungen der Genexpression 

proapoptotischer Proteine untersucht, die als Mitglieder der Bcl-2-Familie in die Regulation der 

Apoptose eingebunden sind. Proteine der Bcl-2-Familie formen Hetero- oder Homodimere und 

können als pro- oder antiapoptotische Modulatoren innerhalb der Zelle agieren, wobei im 

Folgenden (s. Abb. 18) die proapoptotischen Vertreter PUMA (BBC3), NOXA (PMAIP1), BAX 

und BIM (BCL2L11) untersucht wurden. 

Das vom Gen PUMA (BBC3) codierte Protein führt bei Aktivierung unter Kooperation mit 

anderen Mitgliedern der Bcl-2-Familie zum Abfall des mitochondrialen Transmembran-

potentials sowie zur Caspasenaktivierung und dadurch über den intrinsischen Weg zur 

Apoptose der Zelle (Singh et al. 2019). Durch die Kombinationsbehandlung aus Olaparib und 

VE-821 zeigte sich in beiden Zelllinien eine deutliche Induktion der PUMA-Expression. So 

wiesen die A673-Zellen eine Steigerung auf über das 3,5-fache und die WE-68-Zellen auf das 

4-fache gegenüber der unbehandelten Kontrolle auf. Auch die Einzelbehandlung mit Olaparib 

führte in beiden Zelllinien zu einer deutlichen Zunahme, während dieser Effekt bei der 

Einzelbehandlung mit VE-821 besonders in den WE-68-Zellen deutlich geringer ausfiel.  

NOXA (PMAIP1) wird durch p53, dsDNA und Viren induziert und fördert den Abfall des 

mitochondrialen Transmembranpotentials sowie den Efflux weiterer apoptotischer Proteine aus 

dem Mitochondrium in das Zytosol (Singh et al. 2019). Interessanterweise führte bei den   

A673-Zellen (p53-Null) 0,4 μM VE-821 zu einer ca. 1,5-fachen, 0,5 μM Olaparib zu einer     

2,3-fachen und die Kombinationsbehandlung sogar zu einer starken Expressionssteigerung auf 

das etwa 3,3-fache, während sich in den p53-Wildtyp-Zellen WE-68 keine wesentlichen 

Änderungen zeigten. 
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Abb. 18: Relative Änderungen der Genexpression von PUMA, NOXA, BAX und BIM durch VE-821 
und Olaparib in A673 und WE-68. Die Zelllinien wurden mit den angegebenen Konzentrationen aus 

VE-821 und Olaparib in Einzel- und Kombinationsbehandlung inkubiert und nach 24 h die quantitative 

Genexpression von PUMA, NOXA, BAX und BIM per Echtzeit-RT-PCR ermittelt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 

Auch das durch den Tumorsuppressor p53 in seiner Expression regulierte BAX codiert ein 

proapoptotisches Protein, das durch Interaktion mit dem mitochondrialen stromabhängigen 

Anionenkanal (VDAC) zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und damit zur 

Freisetzung von Cytochrom c führt (Singh et al. 2019). In den A673-Zellen zeigte sich in keiner 

Behandlung ein nennenswerter Effekt, die WE-68-Zelllinie wies jedoch insbesondere durch die 

Einzelbehandlung mit Olaparib und dessen Kombination mit VE-821 einen Anstieg der 

Genexpression bis um das 1,8-fache auf. 

Die Auswertung der Ergebnisse des ebenfalls proapoptotischen Gens BIM (BCL2L11) 

innerhalb der einzelnen Behandlungen war nicht eindeutig, da hier der Standardfehler etwas 

größer ausfiel und so eine exakte Interpretation der Daten erschwerte. Es ließ sich allerdings 
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festhalten, dass insbesondere die Einzelbehandlung mit den verwendeten Konzentrationen an 

VE-821 in beiden Zelllinien zu einer Verstärkung der Expression von BIM führte, die bei den 

WE-68-Zellen das 1,8-fache betrug.  

 

5.4.2 Gene für DNA-Schadensantwort-Proteine 

Zusätzlich wurde in den RT-PCR-Messungen die Expression dreier Gene untersucht, deren 

Proteine bei DNA-Schäden funktionell eng miteinander interagieren und deren Reparatur bzw. 

die Zellzykluskontrolle einleiten. Bestimmt wurden die Expressionen der Gene CDKN1A, das 

für p21 codiert, MDM2 sowie in den WE-68-Zellen zusätzlich TP53 für p53 (s. Abb. 19). Die 

Funktionen der von diesen Genen codierten Proteine werden ausführlich im Kap. 2.2.3 erläutert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Relative Änderungen der Genexpression von CDKN1A, MDM2 und TP53 durch VE-821 
und Olaparib in A673 und WE-68. Die Zelllinien wurden mit den angegebenen Konzentrationen aus 

VE-821 und Olaparib in Einzel- und Kombinationsbehandlung inkubiert und nach 24 h die quantitative 

Genexpression von CDKN1A, MDM2 und TP53 (nur WE-68-Zellen) per Echtzeit-RT-PCR ermittelt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 
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Bei Betrachtung des für p21 codierenden CDKN1A zeigte sich in den A673-Zellen durch die 

Kombinationsbehandlung aus Olaparib und VE-821 eine Steigerung der Geneexpression um 

das 2,5-fache gegenüber dem Ausgangswert der Kontrolle. Auch die Einzelbehandlungen mit 

den beiden Wirkstoffen erfuhren jeweils etwa eine Induktion mit Verstärkung auf die etwa    

1,7-fache Expression. 

In den WE-68-Zellen war sogar ein noch wesentlich stärkerer Effekt darstellbar: Durch die 

Einzelbehandlung mit 0,5 μM Olaparib stieg die Genexpression von CDKN1A um das 4-fache, 

in Kombination mit zusätzlich 0,4 μM VE-821 wurde diese auf das 5,1-fache gegenüber der 

Kontrolle verstärkt. 

Die MDM2-Expression stellte sich in A673-Zellen ohne Unterschiede dar. In WE-68-Zellen 

waren die Ergebnisse der MDM2-Expression zwar durch höhere Standardfehler geprägt, legten 

aber nahe, dass die Kombinationsbehandlung wie auch durch die Einzelbehandlung mit 0,5 μM 

Olaparib zu einer schwachen Induktion von MDM2 führte. 

Interessanterweise kam es in den WE-68-Zellen durch die Behandlung mit den einzelnen 

Wirkstoffen VE-821 und Olaparib und besonders deren Kombination zu einer Verringerung 

der Genexpression von TP53 auf bis zu 0,67 des Ausgangswerts. 

 
5.4.3 Andere untersuchte Gene 

In den drei untersuchten Genen ATR, BRCA-1 und EWS-FLI1 zeigten sich in beiden Zelllinien 

nur schwache Effekte durch die Einzel- und Kombinationsbehandlung von Olaparib und        

VE-821. Zum Vergleich mit den folgenden Ergebnissen der Western Blots bzw. aufgrund der 

genomischen Ähnlichkeit von Ewing-Sarkomzellen zu BRCA-1-mutierten Zellen sind sie 

allerdings in der Gesamtschau in Abb. 20 mit aufgeführt. 
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Abb. 20: Relative Änderungen der Genexpression von ATR, BRCA-1 und EWS-FL1 durch VE-821 
und Olaparib in A673 und WE-68. Die Zelllinien wurden mit den angegebenen Konzentrationen aus 

VE-821 und Olaparib in Einzel- und Kombinationsbehandlung inkubiert und nach 24 h die quantitative 

Genexpression von ATR, BRCA-1 und EWS-FLI1 per Echtzeit-RT-PCR ermittelt. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 

 

5.5 Western Blots 

Mithilfe von Western Blots wurde untersucht, inwieweit sich die Behandlung mit Olaparib und 

VE-821 sowie deren Kombination auf bestimmte Proteinlevel in den Zelllinien A673 und    

WE-68 auswirkte. Für eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente wurden die 

jeweils gleichen Konzentrationen wie bei der RT-PCR verwendet. Dabei wurden die Zellen 

sowohl nach 2 h als auch nach 24 h lysiert. Jeder Versuch wurde dreimal durchgeführt und im 

Folgenden je ein Western Blot für eine der beiden Zelllinien exemplarisch für die 

Versuchsergebnisse (Abb. 21 und Abb. 22) abgebildet. Als Ladekontrollen und Vergleich 

gleichmäßiger Proteinmengen innerhalb der Gelelektrophoresetaschen wurden die ubiquitär 

und konstitutiv exprimierten Proteine Vinculin und α-Tubulin bei jedem Versuch mitbestimmt. 
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5.5.1 A673-Zellen 
 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 21: Beeinflussung intrazellulärer Proteinkonzentrationen und -phosphorylierungen durch 
Olaparib und VE-821 in A673-Zellen nach 2 h (A) und 24 h (B). Die Zellen wurden mit 5 μM Olaparib 

und 2 μM VE-821 behandelt. Nach 2 h und 24 h wurden Proteinlysate erstellt und die Veränderungen 

der Proteinkonzentrationen und -phosphorylierungen anschließend per Western Blot dargestellt. 

In den A673-Zellen induzierte die Kombination aus 5 μM Olaparib und 2 μM VE-821 schon 

nach 2 h einen starken Anstieg der Konzentration an γH2AX, dessen Akkumulation als 

indirektes Maß für DNA-Schäden gelten kann. Die hohe Konzentration von γH2AX blieb auch 

nach 24 h bestehen. Auch die jeweilige Einzelbehandlung mit Olaparib und VE-821 führte zu 

einem schwachen Konzentrationsanstieg gegenüber der Kontrolle, allerdings in einem deutlich 

schwächeren Ausmaß als die Kombination beider Wirkstoffe. Die Kombinationsbehandlung 

bewirkte außerdem nach 24 h die Verringerung der Level an ATR und, etwas schwächer 

ausgeprägt, der Konzentration an ATM innerhalb der Zellen. Die Konzentration des in der 

Kontrolle deutlich ausgeprägt vorhandenen PAR war bei jeder Behandlung, in der Olaparib 

enthalten war, deutlich niedriger als in den beiden Behandlungen ohne den PARP-Inhibitor.  

Die Einzelbehandlung mit 5 μM Olaparib führte nach 24 h zu einer leichten Induktion des für 

das Ewing-Sarkom charakteristischen Fusionsproteins EWS-FLI1 und seiner Komponente 

A B 
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EWSR1, dessen Konzentration besonders durch die Kombinationsbehandlung anstieg. EWSR1 

reguliert die RNA-Polymerase II und das Splicing der DNA und sorgt so u. a. für genomische 

Stabilität. Die Konzentrationen von CHK1, dessen phosphorylierte und damit aktivierte Form 

pCHK1 u. a. entscheidend zur Initiierung des Zellzyklusarrestes beiträgt, und pCHK1 schienen 

nach 2 h bei der Einzelgabe von VE-821 leicht vermindert zu sein. Nach 24 h waren die Effekte 

allerdings nicht deutlich ausgeprägt: Hier fand sich eine leichte Induktion bei allen 

Behandlungen gegenüber der Kontrolle. Die Proteinkonzentrationen von BIM, PARP1 und 

CHK2 unterschieden sich nicht wesentlich zur Kontrolle. 

 

5.5.2 WE-68-Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: Beeinflussung intrazellulärer Proteinkonzentrationen und -phosphorylierungen durch 
Olaparib und VE-821 in WE-68-Zellen nach 2 h (A) und 24 h (B). Die Zellen wurden mit 0,5 μM 

Olaparib und 0,4 μM VE-821 behandelt. Nach 2 h und 24 h wurden Proteinlysate erstellt und die 

Veränderungen der Proteinkonzentrationen und -phosphorylierungen anschließend per Western Blot 

dargestellt. 
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Auch in den WE-68-Zellen fand nach 24 h durch die Kombination aus 0,5 μM Olaparib und 

0,4 μM VE-821 eine deutliche Induktion von γH2AX statt, die ein hohes Ausmaß an DNA-

Schäden verdeutlichte. Ähnlich zu den durchflusszytometrischen Versuchen sprach die 

prominente Bande bei der Einzelbehandlung mit Olaparib nach 24 h dafür, dass diese Zellen 

allerdings auch schon durch 0,5 μM Olaparib stark geschädigt wurden. Der gemeinsame Effekt 

der Kombination schien dadurch im Gegensatz zu den A673-Zellen etwas schwächer 

auszufallen. Nach 2 h waren die DNA-Schäden allerdings noch nicht stark ausgeprägt, hier 

fanden sich nur unwesentliche Änderungen der γH2AX-Konzentrationen gegenüber der 

Kontrolle.  

Die Untersuchung der in den p53-Null-Zellen der A673 nicht beobachtbaren intrazellulären 

Proteinlevel an p53 zeigte eine deutliche Zunahme von p53 ziemlich analog zum Ausmaß der 

Konzentrationen an γH2AX. Bei DNA-Schäden wird p53 durch Kinasen u. a. an der Stelle 

Ser15 phosphoryliert und damit aktiviert. In den Versuchen wurde eine deutliche Induktion von 

pS15-p53 durch die Kombinationsbehandlung und im schwächeren Ausmaß auch durch die 

Einzelbehandlung mit 0,5 μM Olaparib festgestellt.  

Die Konzentrationsverminderungen von ATM und ATR durch die Kombinationsbehandlung 

erschienen ähnlich zu den gleichartigen Veränderungen, die in den A673-Zellen beobachtet 

wurden. Ebenso verminderte sich die Konzentration von PAR bei Gabe des PARP-Inhibitors 

Olaparib. Im Gegensatz zu den A673-Zellen führte die Kombination allerdings nach 24 h zu 

einer leichten Induktion von PARP1. 

Nach 24 h zeigte sich analog zu den A673-Zellen eine leichte Induktion von CHK1 in der 

Einzelbehandlung mit VE-821. Bei den restlichen untersuchten Proteinen kam es allerdings zu 

keiner wesentlichen Veränderung gegenüber der Kontrolle. 

 

5.6 Zellzyklusanalyse 

Um zu untersuchen, ob sich durch die Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung von Olaparib und 

VE-821 bei den Ewing-Sarkomzelllinien A673 und WE-68 quantitative Änderungen in der 

Anzahl von Zellen in verschiedenen Stadien des Zellzyklus ergeben, wurde eine 

Zellzyklusanalyse durchgeführt. Dabei wurden die Zellen mit beiden Wirkstoffen in den 

gleichen Konzentrationen wie bei der RT-PCR und Western Blot je als Einzelgabe und in 

Kombination behandelt und in jeweils drei Versuchen per Durchflusszytometrie die Quantität 

der Zellen in einzelnen Stadien des Zellzyklus bestimmt und prozentual dargestellt (s. Abb. 23). 
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Abb. 23: Zellzyklusanalyse bei Einzel- und Kombinationsbehandlung von VE-821 und Olaparib in 
A673-Zellen (A) und WE-68-Zellen (B). Die Zellen beider Zelllinien wurden mit VE-821 und Olaparib 

in Einzel- und in Kombinationsbehandlung behandelt. Nach 48 h wurden die Zellen in Ethanol fixiert 

und der Zellzyklus durchflusszytometrisch nach PI-Aufnahme durch prozentualen Anteil der Zellen mit 

entsprechendem DNA-Gehalt in den einzelnen Zellzyklus-Phasen analysiert. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 

Schon in der Kontrolle beider Zelllinien zeigten sich leichte Unterschiede: Während sich in der 

WE-68-Zelllinie bereits 13 % der Zellen in der sub-G1-Phase befanden, betrug dieser Wert bei 

den A673-Zellen lediglich 2 %. Dafür lag in dieser Zelllinie gegenüber den WE-68-Zellen fast 

der doppelte Anteil von Zellen in der G2M-Phase vor. Die sub-G1-Phase ist typischerweise 

durch degradierte DNA charakterisiert, wie sie fragmentierte, apoptotische Zellen aufweisen. 

Analog zu den vorherigen durchflusszytometrischen Versuchen, die den synergistischen 

zytotoxischen Effekt von Olaparib und VE-821 auf A673-Zellen aufzeigten, nahm die sub-G1-

Phase bei der Kombination der beiden Wirkstoffe gegenüber den jeweiligen 

Einzelbehandlungen zu. Bei den insgesamt deutlich empfindlicher auf die Behandlung mit 

Olaparib und die Kombination reagierenden WE-68-Zellen war der Anteil von Zellen in der 

sub-G1-Phase dementsprechend auch bei jeder Messung deutlich stärker ausgeprägt als bei den 

A673-Zellen. Entsprechend den PI-Aufnahme-Versuchen ließ sich auch hier durch die 

Kombination von Olaparib und VE-821 ein Anstieg der Zellen in der sub-G1-Phase 

beobachten.  

Besonders auffällig war in beiden Zelllinien die Zunahme der Anzahl von Zellen in der G2-M-

Phase durch die Einzelbehandlung mit Olaparib, die besonders bei den A673-Zellen mit 53 % 

sehr stark ausgeprägt war und mit einer deutlichen Verringerung von Zellen in der G1-Phase 
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auf 20 % einherging. Bei zusätzlicher oder einzelner Behandlung mit VE-821 sank dieser     

Anteil jedoch wieder und der G2-M-Arrest wurde aufgehoben. In den WE-68-Zellen waren 

diese Veränderungen durch die Olaparib-Einzelgabe und in Kombination mit VE-821 ebenfalls 

vorhanden, wenngleich ein wenig schwächer ausgeprägt.  
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6 Diskussion 

In dieser Arbeit wurden die Effekte der Kombinationsbehandlung aus einem PARP-Inhibitor 

mit einem ATR- oder ATM-Inhibitor an drei verschiedenen Ewing-Sarkomzelllinien, die sich 

in ihrem p53-Status unterscheiden, untersucht und beschrieben. In den Versuchen zeigten sich 

für die einzelnen Zelllinien unterschiedliche Ergebnisse. 

Es konnte gezeigt werden, dass Olaparib bzw. Veliparib mit VE-821 oder KU-55933 in         

p53-Null-Zellen der A673 einen starken synergistischen Effekt aufwiesen, der in der 

synthetischen Letalität der Wirkstoffe begründet liegen kann. In den beiden anderen 

untersuchten Zelllinien fiel die Wirkung etwas weniger deutlich aus. So zeigte sich in den     

p53-Wildtyp-Zellen WE-68 ein heterogener Effekt mit meist nur schwachem bis mittelstarkem,        

z. T. aber auch starkem Synergismus der Wirkstoffe. In den p53-mutierten Zellen SK-ES-1 

führte die Kombinationsbehandlung aus Olaparib bzw. Veliparib mit VE-821 allerdings 

lediglich zu einer additiven bis leicht antagonistischen Wirkung. 

 

6.1 Thematischer Hintergrund 

Obwohl in der Therapie des Ewing-Sarkoms durch die Etablierung von Therapieschemata mit 

mehreren Zytostatika (s. Kap. 2.1.5) in spezialisierten Zentren bereits signifikante Erfolge 

erzielt wurden, bleibt die Prognose insbesondere beim Vorliegen von Fernmetastasen (5-Jahres-

Überlebensrate < 30 %) oder Auftreten von Rezidiven (< 20 %) weiterhin schlecht (Gaspar et 

al. 2015, Stahl et al. 2011). Durch die multimodale Therapie ist für die Patienten zudem mit 

erheblichen Nebenwirkungen zu rechnen (Marina et al. 2017), sodass weiterhin ein großer 

Bedarf und die dringliche Notwendigkeit bestehen, schonendere und zugleich effektivere 

Therapiestrategien für die Behandlung des Knochentumors zu entwickeln. 

Das Ewing-Sarkom weist neben seinem onkogenetischen Charakteristikum, einer balancierten 

Translokation mit Beteiligung des EWSR1-Gens unter Bildung eines aberrierenden 

Transkriptionsfaktors, gegenüber anderen Tumoren ein vergleichsweise stabiles und gering 

verändertes Genom auf, das die gezielte Krebstherapie (engl. targeted therapy) gegen diese 

Tumorzellen erschwert (Crompton et al. 2014, Tirode et al. 2014). Versuche der gezielten 

Therapie mit Beeinflussung bzw. Inhibition von EWS-FLI1 haben sich bis jetzt als wirkungslos 

erwiesen (Casey et al. 2019, Gaspar et al. 2015).  

Durch die Inhibition von PARP-1 verliert die Zelle nicht nur die Fähigkeit, mögliche 

Einzelstrangbrüche suffizient zu reparieren, es treten zusätzlich auch replikations-assoziierte 
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Doppelstrangbrüche auf (s. Kap. 2.4). Für ihr Überleben ist die Zelle daher auf intakte 

Mechanismen der DNA-Doppelstrang-Reparatur wie der HR angewiesen, die in Ewing-

Sarkomzellen und BRCA-1-mutierten Tumorzellen häufig Defekte aufweisen (Deeks 2015). 

Außerdem weisen Ewing-Sarkomzellen aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften mit der 

Expression des aberrierenden Transkriptionsfaktors EWS-FLI1 ein hohes Ausmaß an 

replikativem Stress auf, der sie besonders abhängig von u. a. durch ATR und ATM initiierten 

Reparaturmechanismen macht (Nieto-Soler et al. 2016). Da diese auch an der Reparatur von 

DSBs beteiligt sind, die unter der Therapie mit PARP-Inhibitoren auftreten können, besteht die 

realistische Möglichkeit, durch eine Kombination aus PARP-Inhibitoren und ATR-/ATM-

Inhibitoren eine Wirkungsmaximierung im Sinne einer synthetischen Letalität in Ewing-

Sarkomzellen zu erzielen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Olaparib in Kombination mit 

dem in dieser Arbeit ebenfalls verwendeten ATM-Inhibitor KU-55933 in p53-defizienten 

kolorektalen Tumorzellen synergistische Effekte aufweist; ähnliche vielversprechende 

Ergebnisse wurden auch in Kombination mit einem ATR-Inhibitor in BRCA-1-mutierten 

Ovarialkarzinomzellen und in Kombination mit dem ATR-Inhibitor Ceralasertib in 

verschiedenen ATM-defizienten Tumorzellen erbracht (Wang et al. 2017, Burgess et al. 2020, 

Lloyd et al. 2020). 

 

6.2 Bewertung des p53-Status der verwendeten Zelllinien 

Die Verwendung dreier unterschiedlicher Zelllinien mit je unterschiedlichem p53-Status wurde 

vorgenommen, da p53-mutierte Ewing-Sarkome im Patientenkollektiv, wenngleich in nur        

10 % der Fälle weniger häufig vorkommend, mit einer deutlich höheren Metastasierungsrate 

und Prognoseverschlechterung einhergehen (s. Kap. 2.1.7) (Tirode et al. 2014, Huang et al. 

2005). Aus dieser Mutation resultieren allerdings unterschiedliche zelluläre Eigenschaften, die 

mit einem veränderten Verhalten gegenüber der Behandlung einhergehen und in manchen 

Fällen sogar zu einer Chemoresistenz gegenüber Zytostatika beitragen können (Parrales und 

Iwakuma 2015). Um den Einfluss von mutiertem p53 auch bei der Wirkstoffbehandlung mit 

PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren identifizieren zu können, wurden die Ergebnisse dreier 

verschiedener Ewing-Sarkomzelllinien (p53-Wildtyp, -Null und -mutiert) untereinander 

verglichen. Diese Herangehensweise ist ein möglicher Weg der Entschlüsselung eines 

unterschiedlichen Verhaltens von Zellen mit verschiedenen p53-Modifikationen. Dabei sollte 

allerdings bedacht werden, dass ein abweichendes Verhalten der Zelllinien auf die 

Behandlungen nicht notwendigerweise auf deren p53-Status beruhen muss, sondern sich auch 
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aufgrund von anderen interindividuellen molekularen Eigenschaften der verwendeten 

Tumorzelllinien ergeben kann. Die Interpretation der Daten auf der Grundlage des jeweiligen 

p53-Status wird dadurch deutlich erschwert.  

 

6.3 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen 

PARP-Inhibitoren und ATR-/ATM-Inhibitoren wirken stark synergistisch in A673-Zellen 

In den durchflusszytometrischen Versuchen mit der Messung des Zelltods und des Verlusts von 

ΔΨm zeigte die Kombinationsbehandlung aus den PARP-Inhibitor Olaparib sowohl mit dem 

ATR-Inhibitor VE-821 und dem ATM-Inhibitor KU-55933 in den p53-Null-Ewing-

Sarkomzellen A673 einen starken bis sehr starken synergistischen Effekt, der sich vergleichbar 

ausgeprägt bei der Kombination aus dem ebenfalls untersuchten Veliparib und VE-821 fand. 

Dieser Synergismus trat sowohl in der Untersuchung des Zelltods als auch in der Messung von 

ΔΨm auf und wurde mithilfe des Kombinationsindexes („combination index“, CI) nach Chou 

und Talalay quantifiziert. 

Durch die Depletion von p53 kommt es zu einer Beeinträchtigung des ATM-Signalweges, der 

die Zelle abhängiger von einer intakten Funktionsweise von ATR macht. Ebenso führt die ATR-

Inhibition zu einer Akkumulation von DNA-Doppelstrangbrüchen, für deren Reparatur das von 

p53 mitabhängige funktionsfähige ATM eine zentrale Rolle einnimmt (Reaper et al. 2011). Da 

durch die Blockierung von Replikationsgabeln durch PARP-Inhibitoren ebenfalls DSBs 

generiert werden (s. Kap. 2.4), kann diese Abhängigkeit ATMs von p53 durchaus eine 

Erklärung für die Stärke des synergistischen Effekts von PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren 

in A673-Zellen bieten (Lord und Ashworth 2017). Es konnte gezeigt werden, dass durch 

Knockdown des TP53-Gens ein synergistischer Effekt des ATR-Inhibitors VE-821 und 

Cisplatin deutlich verstärkt werden konnte (Reaper et al. 2011, Sangster-Guity et al. 2011). 

Wurde in ATR-defizienten Zellen allerdings p53 funktionell wiederhergestellt, sank die Anzahl 

der apoptotischen Zellen, während die Chemoresistenz gegenüber Cisplatin wieder anstieg 

(Sangster-Guity et al. 2011). Zwar konnten p53 und ATR unabhängig voneinander zellulär 

intakte Funktionen ausüben, bei gleichzeitigem Ausfall ergaben sich allerdings eklatante 

Störungen im Zellablauf (Nghiem et al. 2002). 

Nieto-Soler et al. konnten zudem zeigen, dass die A673-Zellen vergleichsweise hohe endogene 

Level an replikativem Stress aufweisen, der sie anfälliger für die Inhibition von ATR oder ATM 

macht. So erklärt sich der Synergismus möglicherweise nicht nur aus dem Zusammenwirken 
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von PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren, sondern die synthetische Letalität wird zusätzlich 

durch die funktionelle Abwesenheit von p53 und die damit einhergehende Beeinträchtigung der 

DNA-Schadensantwort, insbesondere durch negative Beeinflussung von ATM und ATR, bei 

zusätzlich erhöhtem replikativen Stress der A673-Zellen verstärkt.  

Auffällig ist, dass die Konzentrationen zum Erreichen einer zytotoxischeren Wirkung durch die 

Einzelbehandlung mit Olaparib mit bis zu 40 μM wesentlich höher ausfielen als bei den anderen 

beiden Zelllinien. Diese Konzentrationen wurden in Vorversuchen ermittelt und deckten sich 

mit denjenigen, die innerhalb der Arbeitsgruppe zum Erreichen signifikanter Wirkungen 

verwendet wurden. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass sich durch die Defizienz 

von p53 und dessen vermittelte Signalwege die Einleitung der Apoptose verzögert und größere 

Mengen an DNA-Schäden auftreten müssen, bevor die Zelle in den Zelltod gezwungen wird. 

Zudem weisen A673-Zellen neben der TP53-Mutation eine loss-of-function-Mutation im 

CDKN2A-Gen auf, deren alleinige Ausprägung bereits durch eine deutlich erhöhte 

Chemoresistenz gekennzeichnet ist (Tirode et al. 2014, Huang et al. 2005). In den A673-Zellen 

sind sogar beide Gene mutiert, sodass die Kombination beider Mutationen zu einer besonders 

hohen Resistenz gegenüber zytotoxischen Substanzen beiträgt. Die Mutation im CDKN2A-Gen 

definiert allerdings auch einen klinisch besonders aggressiven Subtyp von Ewing-Sarkomen, 

der durch den additiven funktionellen Verlust von p53 in den A673-Zellen noch zusätzlich 

verstärkt wird (Huang et al. 2005). Die Prognoseverschlechterung durch die beiden genannten 

Faktoren verdeutlicht zusammen mit der deutlich gesteigerten Chemoresistenz den Erfolg des 

synergistischen Effekts der eingesetzten Kombinationsbehandlung in dieser Zelllinie. 

 
 
PARP-Inhibitoren und ATR-/ATM-Inhibitoren weisen in WE-68- und SK-ES-1-Zellen 
unterschiedlich starke Effekte auf 

Bei der Betrachtung der gleichen Versuchsreihe mit den p53-Wildtyp-Ewing-Sarkomzellen 

WE-68 zeigte sich ebenfalls ein Synergismus, der allerdings schwächer ausfiel als in den A673-

Zellen. Am stärksten trat die synergistische Wirkung bei der Kombination aus Veliparib und 

VE-821 hervor, während besonders die simultane Gabe von Olaparib mit dem ATM-Inhibitor 

KU-55933 nur schwach synergistische Effekte bewirkte. Die Zellen wiesen im Vergleich zu 

den A673-Zellen dafür eine deutlich höhere Sensitivität für Olaparib auf: Beispielsweise führte 

die Behandlung von 1 μM Olaparib bereits in 44 % der WE-68-Zellen zum Tod, wohingegen 

die gleiche Konzentration in der A673-Zellpopulation diesen Effekt in lediglich 15 % der 
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Population erbrachte. Dieses verstärkte Ansprechen könnte durch die intakte p53-Funktion mit 

Einleitung von Zellzyklusarrest und Apoptose bei aufgetretenen DNA-Schäden erklärt werden. 

In der p53-mutierten Ewing-Sarkomzelllinie SK-ES-1 bewirkte die Kombinationsbehandlung 

aus Olaparib bzw. Veliparib mit VE-821 allerdings meist additive bis leicht antagonistische 

Effekte. Nur höhere Dosen von Veliparib mit 10 μM VE-821 erbrachten leicht synergistische 

Werte dieser Kombination. Bei reiner Einzelbehandlung mit Olaparib oder Veliparib kam es in 

steigenden Konzentrationen auch hier zur Zunahme des Zelltods. Durch die zusätzliche 

Behandlung mit VE-821 wurde der zytotoxische Effekt jedoch nicht übermäßig verstärkt und 

fiel besonders in hohen Konzentrationen beider Wirkstoffe sogar gegenüber der reinen 

Olaparib-Behandlung schwächer aus.  

Das mutierte TP53 stellt einen entscheidenden Prognosefaktor vieler Tumoren dar. In vielen 

Fällen tritt eine gain-of-function-Mutation auf, die als Onkogen zur Bildung, Invasion oder 

Metastasierung der Tumorzellen beiträgt (s. Kap. 2.2.3) (Muller und Vousden 2013). Zusätzlich 

wird durch diese Mutation eine Chemoresistenz begünstigt (Parrales und Iwakuma 2015, Brosh 

und Rotter 2009). Auch in Ewing-Sarkomzellen stellt die TP53-Mutation ein ungünstiges 

Ereignis dar, das zwar nur in etwa 10 % der Tumoren auftritt, meist aber mit einer signifikanten 

Prognoseverschlechterung und schlechterem Ansprechen auf die Chemotherapie einhergeht 

(Neilsen et al. 2011, Huang et al. 2005). Falls es gelänge, mit einer zielgerichteten Therapie die 

zellulären und genomischen Eigenschaften der Ewing-Sarkome mit p53-Mutation zu erfassen 

und diese Tumoren wirkungsvoll zu bekämpfen, würden speziell diese Patienten besonders 

profitieren. 

In vielen Fällen stellt die vorherrschende genomische Veränderung eine sogenannte Missense-

Mutation dar, die zwar die funktionell elementare Transkriptionsdomäne von p53 verändert, 

die sonstige Struktur des Proteins allerdings weitestgehend unberührt lässt, sodass es weiterhin 

durch verschiedene Signalmoleküle (wie z. B. auch MDM2) gebunden werden kann und daher 

trotz inadäquater Funktion weiterhin in zelluläre Regulationsmechanismen eingebunden ist 

(Goh et al. 2011). Die SK-ES-1-Zellen weisen eine solche Missense-Mutation (C176F) im 

TP53-Gen auf, während gleichzeitig hohe intrazelluläre Level an mutiertem p53-Protein 

vorliegen (Tirode et al. 2014, Ottaviano et al. 2010). Da diese Zellen zusätzlich eine Nonsense-

Mutation im STAG2-Gen (p.Q735) besitzen und die Kombination beider Mutationen mit einer 

deutlich schlechteren Prognose, vor allem aber auch einer höheren Chemoresistenz einhergeht 

(Tirode et al. 2014), ist anzunehmen, dass die Kombination beider Mutationen zum 
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schlechteren Ansprechen auf die Kombinationsbehandlung in dieser Arbeit beiträgt. In der p53-

Null-Zelllinie A673 ist das STAG2-Gen im Gegensatz zu den SK-ES-1-Zellen funktionell intakt 

(Tirode et al. 2014). 

Eine entferntere Erklärung für das Nichtansprechen der Kombinationstherapie aus 

Olaparib/Veliparib mit VE-821 könnte darin begründet liegen, dass der molekular für das 

Ewing-Sarkom charakteristische Transkriptionsfaktor EWS-FLI1 durch direkte Bindung mit 

p53 einen Proteinkomplex im Zellkern eingeht, wie Li et al. zeigen konnten. Außerdem führt 

EWS-FLI1 auch zur indirekten Beeinflussung von p53-Signalwegen (Li et al. 2010). Falls 

EWS-FLI1 durch diese Proteinkomplexbildung seine Eigenschaften als aberrierender 

Transkriptionsfaktor verliert, würde in diesen Zellen aus der deutlichen Verringerung des 

replikativen Stresses auch eine verminderte Wirksamkeit von ATR- und ATM-Inhibitoren 

resultieren (Nieto-Soler et al. 2016). Außerdem besteht bei Ewing-Sarkomzellen ein 

Zusammenhang zwischen der Expression von EWS-FLI1 und dem Ansprechen auf PARP-

Inhibitoren (Garnett et al. 2012). Möglicherweise ist das verminderte Ansprechen auf die 

Kombinationstherapie allerdings auch in einem veränderten Weg des Zelluntergangs in den  

SK-ES-1-Zellen begründet (s. nächstes Kapitel). 

In der p53-Null-Osteosarkomzelllinie SaOS-2 wurde synergistische bis starke synergistische 

Wirkungen durch Olaparib und VE-821 erzielt, die auf einen ähnlichen Effekt auch abseits von 

Ewing-Sarkomen hoffen lassen. Weitere Untersuchungen in diesen Zellen könnten dabei 

helfen, die molekulare Wirkungsweise besser zu verstehen und auch in der Behandlung dieses 

Tumors alternative Therapiestrategien zu etablieren. 

 
 
Olaparib und VE-821 bewirken in A673- und WE-68-Zellen die Einleitung der Apoptose 

Durch Zugabe des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk zu der jeweiligen Einzel- und 

Kombinationsbehandlung mit Olaparib und VE-821 zeigte sich in den Zelllinien A673 und  

WE-68 eine signifikante Verringerung des Zelltods und des Verlusts des mitochondrialen 

Membranpotentials ΔΨm, der umso größer ausfiel, je höher der Anteil PI-positiver Zellen ohne 

Zugabe von z-VAD-fmk war: Große Unterschiede der jeweiligen Werte fanden sich hier 

insbesondere bei der Kombination beider Wirkstoffe in A673-Zellen sowie in der 

Kombinations- bzw. Olaparib-Einzelbehandlung in WE-68-Zellen. Daraus lässt sich ableiten, 

dass ein großer Teil der zytotoxischen Wirkung von Olaparib und VE-821 in diesen Zellen 

darin zu resultieren scheint, dass die Zellen in die Apoptose eintreten.  
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Interessanterweise unterschieden sich diese Werte in den SK-ES-1-Zellen bei der Behandlung 

mit VE-821 und zusätzlich dessen Kombination mit Olaparib trotz höherer Zelltodraten durch 

die einzelnen Wirkstoffe nicht wesentlich von denjenigen, die mit der Vorbehandlung mit          

z-VAD-fmk gemessen wurde. In diesen Zellen scheint die Zytotoxizität des ATR-Inhibitors 

mithin nicht durch die Einleitung der Apoptose vermittelt zu werden. Je nach zellulärer 

Situation stehen der Zelle auch andere Wege des Zelltods als die Apoptose zur Verfügung. Bei 

persistierenden DNA-Schäden kann es bei Insuffizienz benötigter Caspasen auch zur 

regulierten Nekrose der Zelle kommen, dazu gehören die beiden Wege der Nekroptosis oder 

Parthanatos (s. Kap. 2.3). Außerdem ist z. B. auch die Autophagie in den Zelltod eingebunden. 

ATR und ATM nehmen in der Initiierung des Zelltods eine zentrale Rolle ein, die ganz 

wesentlich durch die intakte Funktion von p53 vermittelt wird (Roos et al. 2016). Es ist daher 

anzunehmen, dass es in den SK-ES-1-Zellen bei der ATR-Blockade durch VE-821 zu einer 

Störung der Interaktion dieses Enzyms mit dem mutierten p53 kommt, welche die Beschreitung 

alternativer Methoden des Zelltods bewirkt. Da funktionell intaktes p53 ein wichtiges Protein 

bei Initiierung der Apoptose darstellt, ist dessen funktionelle Defizienz eine mögliche Ursache 

für das Ausbleiben der apoptotischen Antwort auf die Behandlung. Allerdings traten auch die 

p53-Null-Zellen A673 in die Apoptose ein. Wie später noch näher erläutert, kann diese in jenen 

Zellen jedoch möglicherweise ebenso durch die p53-unabhängige Aktivierung 

proapoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie vermittelt werden (s. Kap. 6.4). Eventuell ist auch 

der schwächere bzw. fehlende synergistische Effekt der Kombination aus PARP- und ATR-

Inhibitor, der in den PI/DiOC6(3)-Versuchen beschrieben wurde, darauf zurückzuführen.  

Um die Ergebnisse dieser Versuchsreihe weiter zu konsolidieren, wurde eine mögliche 

Induktion der Apoptose durch Olaparib und VE-821 durch die Aktivitätsmessung der     

Caspase-3 überprüft. Die Ergebnisse dieser Messungen stimmten gut mit denen der 

Versuchsreihe mit z-VAD-fmk überein. Unter aufsteigender Dosis von Olaparib kam es in allen 

Zelllinien zu einer Steigerung der Caspase-3-Aktivität, die in A673- und WE-68-Zellen mit 

simultaner Behandlung mit VE-821 außerdem noch überadditiv zunahm. Aus diesen Daten 

lässt sich schließen, dass die Applikation der o. g. Wirkstoffe in diesen Zellen mit einer 

Induktion der Apoptose einhergeht.  

In den SK-ES-1-Zellen zeigte sich bei diesen Versuchen allerdings ein unterschiedliches 

Ergebnis. Zwischen 2 µM und 4 µM Olaparib kam es zu einem sprunghaften Anstieg der 

Caspase-3-Aktivität bis zum 4,6-fachen des Ausgangswerts, der bei zusätzlicher Applikation 
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von 10 µM VE-821 ausblieb. Außerdem lagen die Werte der Kombinationsbehandlung stets 

leicht unter denen der reinen Olaparib-Konzentrationen.  

Schon früh konnte festgestellt werden, dass das mutierte p53 durch Deaktivierung 

verschiedener Signalwege, die den Zelltod und die Apoptose einleiten können, auch an einer 

möglichen Chemoresistenz beteiligt sein kann (Sigal und Rotter 2000, Liu et al. 2010). 

Beispielsweise kann das mutierte p53 mit dem MRN-Komplex interagieren und die 

Aktivierung von ATM verhindern, was letztendlich zu einer eingeschränkten Homologen 

Rekombination (HR) mit insuffizienter Aktivierung weiterer Signalwege wie der Apoptose 

beiträgt (Song et al. 2007). Es bleibt allerdings fraglich, ob dies wirklich der Mechanismus ist, 

der für den o. g. Effekt verantwortlich ist. 

 

6.4 Intrazelluläre Veränderungen durch die Wirkstoffkombination  

Mithilfe der quantitativen Echtzeit-RT-PCR und Western Blots wurden die relative 

Veränderung der Expression verschiedener Gene sowie die Unterschiede der intrazellulären 

Level einiger Proteine untersucht, die sich jeweils durch die Einzel- und 

Kombinationsbehandlung von Olaparib und VE-821 innerhalb der A673- und WE-68-Zellen 

ergaben. 

 
Olaparib und VE-821 induzieren auch p53-unabhängig die Genexpression proapoptotischer 
Gene der Bcl-2-Familie 

So führten Olaparib und VE-821 sowohl in alleiniger als auch kombinierter Gabe zur Induktion 

der proapoptotischen Gene PUMA und NOXA in A673-Zellen. Diese beiden Gene gehören zur 

Bcl-2-Familie und führen unter Kooperation mit deren anderen Mitgliedern zum Abfall des 

mitochondrialen Transmembranpotentials, darauffolgender Caspasenaktivierung und dadurch 

zur intrinsischen Auslösung der Apoptose. Obwohl die beiden zu den bekanntesten Genen 

gehören, die durch p53 hochreguliert und aktiviert werden, ist bei PUMA und NOXA auch die 

p53-unabhängige Induktion beschrieben geworden (Zhang et al. 2013, Nakano und Vousden 

2001). In der p53-Null-Zelllinie scheinen daher die p53-unabhängigen Mechanismen diese 

Induktion zu bewirken: Es konnte z. B. gezeigt werden, dass das p53-Homologon p73 ebenfalls 

die Transkription von PUMA mithilfe verschiedener Transkriptionsfaktoren regulieren kann 

(Zhang et al. 2013). Auch NOXA, das im Gegensatz zu PUMA etwas schwächer zur Initiierung 

der Apoptose beiträgt, kann z. B. durch p73 oder E2F1 unabhängig von p53 aktiviert werden. 

Es wurde vermutet, dass das etwas ineffektivere NOXA ein zusätzliches Ziel von p73 ist, um in 
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p53-defizienten Zellen die Apoptose einleiten zu können (Flinterman et al. 2005, Zhang et al. 

2013). Außerdem führen verschiedene zelluläre Stressfaktoren, die u. a. durch metabolische 

oder replikative Stimuli zustande kommen und in A673-Zellen vergleichsweise stark 

ausgeprägt sind, zur Aktivierung von NOXA (Guikema et al. 2017, Nieto-Soler et al. 2016). 

Auch in den WE-68-Zellen zeigte sich durch die Kombinationsbehandlung von Olaparib und 

VE-821 eine Induktion von PUMA. Bei der Untersuchung der relativen quantitativen Änderung 

der mRNA-Expression von NOXA erbrachten jedoch weder die jeweiligen Einzelbehandlungen 

noch deren Kombination signifikante Änderungen. 

Bei der Betrachtung der beiden anderen untersuchten proapoptotischen Gene BAX und BIM ließ 

sich zwar in beiden Zelllinien durch einige Behandlungen eine leichte Induktion feststellen, die 

allerdings zur Präzisierung der Wirkungsweise von Olaparib und VE-821 in diesen Zellen keine 

spezifischen Aussagen zulässt. Insgesamt kamen hier in den WE-68-Zellen leicht stärkere 

Effekte als in den A673-Zellen zustande. 

Auffällig bei den Ergebnissen der RT-PCR-Analyse war vor allem die starke Induktion des für 

das Protein p21 codierenden Gens CDKN1A, das in beiden Zelllinien durch die Kombination 

aus Olaparib und VE-821 eine Verstärkung um ein Vielfaches erfuhr. In den WE-68-Zellen 

zeigte sich außerdem ebenso eine starke Induktion durch die Einzelbehandlung mit Olaparib. 

Da p21 durch das funktionell intakte p53 stark mitbeeinflusst und aktiviert wird, ist dessen 

schwächerer Anstieg in den A673-Zellen gut erklärbar. Diese Expressionssteigerung legt 

gemeinsam mit der beobachteten Akkumulation von γH2AX und pS15 p53 (vgl. Abb. 22) eine 

DNA-schädigende Wirkung der Wirkstoffe nahe, die besonders durch Olaparib auftrat und 

durch die Kombination mit VE-821 weiter verstärkt wurde. Mutmaßlich kommt die Zunahme 

von DNA-Schäden neben der Inhibition einer adäquaten Schadensreparatur durch die 

Blockierung von Replikationsgabeln unter Ausbildung von DNA-Doppelstrangbrüchen 

zustande, die PARP-Inhibitoren durch das „Festhalten“ von PARP auf der DNA verursachen 

können (Lord und Ashworth 2017). 

Wie aus der Zellzyklusanalyse ersichtlich war, führte die hohe Induktion von CDKN1A durch 

Olaparib in beiden Zelllinien interessanterweise trotzdem nicht zu einer erhöhten Anzahl von 

Zellen in der G1-Phase, deren Übergang in die S-Phase durch eine Konzentrationserhöhung 

von p21 inhibiert werden würde (s. Abb. 23). Offenbar spielen hier auch andere Faktoren eine 

Rolle; der G1/S-Kontrollpunkt wird z. B. auch durch ATM beeinflusst, während ATR 

besonders die Intra-S-Phase- und G2/M-Kontrollpunkte reguliert (Weber und Ryan 2015). 
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Die übermäßige Verstärkung der CDKN1A-Expression, die insbesondere in den WE-68-Zellen 

auf das 5,1-fache gegenüber der Kontrolle erhöht war, kann allerdings auch zu einer Inhibition 

der Apoptose beitragen (s. Kap. 2.2.3), die den schwächeren synergistischen Effekt 

insbesondere bei niedrigeren Konzentration der beiden verwendeten Wirkstoffe in dieser 

Zelllinie erklären könnte (Abbas und Dutta 2009). Die Aktivität der Caspase-3 stieg in diesen 

Zellen bei steigender Olaparib-Konzentration zunächst erst langsam an, bevor sich durch die 

zusätzliche Behandlung mit VE-821 eine starke Divergenz der Kurve ergab (vgl. Abb. 16). 

Die leichte Verringerung der Genexpression von TP53 in den WE-68-Zellen war auf den ersten 

Blick auffallend, insbesondere bei der Beachtung der Western Blots, die eine deutliche 

Konzentrationssteigerung von p53 und pS15-p53 durch die verschiedenen Behandlungen 

zeigten. Das Protein pS15-p53 stellt die aktivierte Form von p53 mit der Phosphorylierung am 

Serin 15 dar. Yan et al. konnten allerdings verdeutlichen, dass p53 mithilfe eines 

autoregulatorischen Rückkopplungsmechanismus die Transkription seines eigenen Gens TP53 

hemmt (Yan et al. 2007). So wäre die mögliche Aktivierung von p53 durch die induzierten 

DNA-Schädigungen eine mögliche Erklärung für die leichte Expressionsminderung des TP53-

Gens. Mithilfe des negativen Rückkopplungsmechanismus wird durch das aktivierte p53 

allerdings die Expression seines regulatorischen Gens MDM2 in den WE-68-Zellen leicht 

verstärkt (Haupt et al. 1997). 

 
 
Olaparib in Einzelbehandlung sowie dessen Kombination mit VE-821 führen in A673- und 
WE-68-Zellen zur Akkumulation von DNA-Schäden 

Die Akkumulation von γH2AX gilt als sensitives Maß auftretender DNA-Schäden, 

insbesondere von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSBs) (Bonner et al. 2008). Bei der Bildung des 

DNA-Reparaturkomplexes (DDR – DNA damage response) dient die Phosphorylierung des 

Histons H2AX durch PI3-Kinasen wie ATM oder ATR der Rekrutierung verschiedenster  

DNA-Reparaturproteine an den Ort der Schädigung sowie zur Aktivierung einiger 

Checkpointkinasen, wodurch die Einleitung des Zellzyklusarrests vermittelt wird (Podhorecka 

et al. 2010). In Zellen mit dysfunktionaler Reparaturfunktion bleibt γH2AX phosphoryliert, 

während die Zelle mit ihrer weiteren Replikation ohne adäquate Reparatur des DNA-Schadens 

fortfährt. Hält diese Aktivierung für einen Zeitraum über 24 Stunden an, führt dieser irreparable 

Schaden meist zum unaufhaltbaren Zelltod (Wilson et al. 2011, Cook et al. 2009, Banath et al. 

2010). 
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In beiden Zelllinien induzierte die Kombinationsbehandlung beider Wirkstoffe einen deutlichen 

Anstieg der γH2AX-Konzentration, in den WE-68-Zellen zeigte sich zusätzlich auch durch 

Olaparib ein Konzentrationsanstieg. Es ist anzunehmen, dass diese genomische Instabilität 

zumindest zum Teil durch den PARP-Inhibitor Olaparib unter dessen Ausbildung blockierter 

Replikationsgabeln mit Induktion von DSBs mitverursacht wird, aufgrund der Inhibition der 

Reparaturproteine PARP und ATR nicht mehr suffizient behoben werden kann und schließlich 

zur Apoptose der Zelle führt (s. o.). Interessant war, dass es bereits 2 h nach der Behandlung 

mit Olaparib und VE-821 zu einem Konzentrationsanstieg von γH2AX in A673-Zellen kam. In 

den WE-68-Zellen herrschten nach 2 h erhöhte Level an γH2AX in jeder Probe vor, die für 

einen erhöhten basalen Replikationsstress in diesen Zellen sprechen könnten.  

Bei der Betrachtung des p53 und pS15-p53 zeigte sich ein Konzentrationsanstieg in den         

WE-68-Zellen, der analog zu der γH2AX-Bestimmung besonders bei der Kombinations-

behandlung und Olaparib auftrat. In Zusammenschau der Messungen spricht dieser für die 

Aktivierung von p53 durch die von Olaparib verursachten DNA-Schäden. 

PAR (poly-ADP-ribose) sind polymere Ketten aus ADP-Ribose, die durch PARP bei           

DNA-Schäden gebildet werden und zur Rekrutierung von DNA-Reparaturproteinen dienen      

(s. Kap. 2.3). Erwartungsgemäß konnte PAR in beiden Zelllinien nicht nachgewiesen werden, 

sobald PARP-1 und -2 durch Olaparib gehemmt wurden. Allerdings fand nach 24 h bei der 

Einzelbehandlung mit VE-821 in den A673-Zellen eine Konzentrationssteigerung gegenüber 

der Kontrolle statt, die eine mögliche Akkumulation von DNA-Schäden bei Inaktivierung des 

ATR-Signalwegs bestätigte.  

 
 
VE-821 hebt den durch Olaparib induzierten G2-M-Zellzyklusarrest in A673- und WE-68-
Zellen auf 

Veränderungen im Zellzyklus der Ewing-Sarkomzelllinien A673 und WE-68 durch die Einzel- 

und Kombinationsbehandlung wurden mithilfe der Zellzyklusanalyse detektiert.  

Die auf die Behandlung wesentlich empfindlicher reagierenden WE-68-Zellen lagen zu einem 

deutlich höheren Prozentsatz als sub-G1-Zellen vor, also als Zellen mit degradierter DNA, die 

für die Apoptose kennzeichnend ist. Durch die Kombinationsbehandlung stieg dieser 

Prozentsatz der Zellen in der sub-G1-Phase zusätzlich; analog zu den anderen Versuchsreihen 

erfuhren die WE-68-Zellen zusätzlich durch die Einzelbehandlung mit Olaparib eine 

Verstärkung. Die Zunahme dieses Anteils der Zellen spricht zusätzlich zu den anderen 



 
93 

 

Versuchsreihen für den zytotoxischen Effekt der Wirkstoffe, der in Kombination jeweils 

deutlich stärker als in der reinen Einzelbehandlung ausfiel und die Zellen in die Apoptose trieb. 

Einige Studien zeigten bereits, dass die Behandlung mit Olaparib über 24 h in verschiedenen 

Zelllinien zu einer Akkumulation von Zellen in der G2-M-Phase führt, die durch die zusätzliche 

Behandlung mit einem ATR-Inhibitor (in den jeweiligen Studien VE-821 bzw. 

Ceralasertib/AZD6738) aufgehoben wird (Schoonen et al. 2019, Lloyd et al. 2020, Kim et al. 

2017). Diese Ergebnisse konnten in dieser Arbeit sowohl in den A673- als auch WE-68-Zellen 

bestätigt werden. 

Die durch Olaparib induzierten DNA-Schäden resultierten offenbar über den ATR-CHK1-

Signalweg in einer G2-M-Checkpoint-Inhibition, die die Zellen im G2-M-Zellzyklusarrest hält, 

um die DNA-Integrität wiederherzustellen (Blackford und Jackson 2017, Lloyd et al. 2020). 

Durch die zusätzliche Inhibition von ATR wurde dieser Arrest aufgehoben und die Zellen trotz 

der vorherrschenden DNA-Schäden in den weiteren Zellzyklus entlassen, was zur weiteren 

genomischen Instabilität und letztendlich zum Untergang der Zelle führte (Lloyd et al. 2020, 

Schoonen et al. 2019). Der Synergismus beider Substanzen liegt offenbar auch zusätzlich in 

dieser Wirkung begründet (Kim et al. 2017). Michelena et al. konnten zeigen, dass die       

PARP-Inhibitor-induzierten DNA-Schäden vornehmlich in der S-Phase, also während der 

Replikation der DNA, durch Ausbildung blockierter Replikationsgabeln auftreten (Michelena 

et al. 2018). Bei der Aufhebung des G2-M-Zellzyklus-Kontrollpunkts durch die ATR-Blockade 

kann die ungehinderte weitere Zellteilung in der Mitose geradewegs in die mitotische 

Katastrophe führen (Schoonen et al. 2019). Analog zu den Ergebnissen der durchfluss-

zytometrischen Versuche mit der Bestimmung von Zelltod und ΔΨm-Verlust fiel dieser Effekt 

in den WE-68-Zellen weniger stark aus als in den A673-Zellen, was weiterhin dazu beitragen 

könnte, den schwächeren synergistischen Effekt von Olaparib und VE-821 gegenüber der 

A673-Zelllinie in diesen Zellen zu erklären. 

Abb. 24 zeigt eine vereinfachte Darstellung der zellulären Wirkungsweise von PARP- und 

ATR-/ATM-Inhibitoren in Ewing-Sarkomzellen mit Wildtyp-p53. 
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Abb. 24: Vereinfachte Darstellung der zellulären Wirkungsweise der Kombinationsbehandlung aus 
PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren in Ewing-Sarkomzellen. Bei auftretenden DNA-Schäden leiten 

intakte DNA-Reparaturmechanismen der Zelle die Reparatur des Schadens ein und führen bei größerem 

Ausmaß zum Zellzyklusarrest, der der Zelle die Zeit gibt, DNA-Schäden zu beheben, was eine weitere 

Vervielfältigung der genomischen Schäden verhindert. PARP-1 bindet bei DNA-Einzelstrangbrüchen 

an den Ort der Schädigung und initiiert die Bindung weiterer rekrutierter Reparaturenzyme, die zur 

Wiederherstellung intakter DNA beitragen können. ATR und ATM leiten Signalkaskaden sowohl zur 

Schadensreparatur als auch zur Aktivierung des Zellzyklusarrests ein. Bei Inhibition von PARP-1 wird 

nicht nur die suffiziente Behebung auftretender DNA-Schäden eingeschränkt, sondern auch gleichzeitig 

die Lösung des Enzyms von der DNA verhindert, sodass durch blockierte Replikationsgabeln weitere 

DNA-Doppelstrangbrüche entstehen können. Zudem sorgt die Inhibition von ATR oder ATM zu einer 

Aufhebung des Zellzyklusarrests und damit zur ungehinderten Replikation mit der Vermehrung 

genomischer Schäden. Die Persistenz von DNA-Schäden, die zu einer Akkumulation von γH2AX im 

Zellkern führen, mündet in den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials ΔΨm und 

darauffolgender Aktivierung von Caspasen, die letztendlich im Zelltod der Zelle resultieren. 
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7 Schlussfolgerungen 

In dieser Arbeit wurde das Verhalten von drei verschiedenen Ewing-Sarkomzelllinien mit 

unterschiedlichem p53-Status auf die Kombinationsbehandlung von PARP-Inhibitoren wie 

Olaparib und Veliparib mit ATR-/ATM-Inhibitoren analysiert, mit dem Ziel, einen möglichen 

Synergismus im Sinne einer synthetischen Letalität beider Substanzen aufzudecken. 

In der p53-Null-Zelllinie A673 zeigte die Kombination von Olaparib/Veliparib mit VE-821 

oder KU-55933 einen starken synergistischen Effekt. In diesen Zellen kam es zu einer 

Akkumulation von DNA-Schäden, die mithilfe der p53-unabhängigen Expressionssteigerung 

proapoptotischer Gene wie PUMA oder NOXA letztendlich zur Aktivierung der Caspase-3 und 

Einleitung der Apoptose dieser Zellen führten. Außerdem sorgte VE-821 für die Aufhebung 

des aufgrund der Olaparib-induzierten DNA-Schäden eingeleiteten und mithilfe von ATR 

initiierten G2-M-Zellzyklusarrests, sodass die Zellen trotz DNA-Schäden weiterhin den 

Zellzyklus durchliefen und das Ausmaß der genomischen Instabilität schließlich so stark 

zunahm, dass die Zellen in den Untergang getrieben wurden. Durch den unterschiedlichen 

Wirkmechanismus der Wirkstoffe kann in diesen Zellen somit von einer synthetischen Letalität 

ausgegangen werden, die für die deutlich gesteigerte Effektivität ihrer Kombination gegenüber 

der Einzelbehandlung sorgt. 

Der funktionelle Verlust von p53 geht mit einer Prognoseverschlechterung des Tumors einher 

(Neilsen et al. 2011). Die Zellen mit Mutation von TP53 oder CDKN2A weisen häufig ein 

deutlich aggressiveres klinisches Verhalten sowie eine ausgeprägte Chemoresistenz auf (Huang 

et al. 2005). Da die A673-Zellen überdies Mutationen in beiden Genen aufweisen, stellt der 

synergistische Effekt der Behandlung mit PARP- und ATR-/ATM-Inhibitoren eine 

aussichtsreiche Möglichkeit dar, bei entsprechenden Eigenschaften in der genomischen 

Analyse des Primärtumors einen signifikanten antineoplastischen Effekt zu erzielen.  

In den p53-Wildtyp-Ewing-Sarkomzellen WE-68 wurde ein mäßiger Synergismus beobachtet. 

In dieser Zelllinie kam es durch persistierende DNA-Schäden, die zum großen Teil durch die 

Behandlung mit Olaparib hervorgerufen wurden, zu einer starken Induktion von CDKN1A und 

PUMA sowie zur Aktivitätssteigerung der Caspase-3 und Initiierung der Apoptose. Mögliche 

Erklärungen für den etwas schwächeren Effekt der Kombinationsbehandlung könnten das 

geringere Ausmaß der Aufhebung des Olaparib-vermittelten G2-M-Zellzyklusarrests durch 

VE-821 oder die erst in höheren verwendeten Konzentrationen verstärkte Aktivierung der 
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Caspase-3 bieten. Diese Zelllinie zeigte eine besondere Sensitivität gegenüber der Olaparib-

Behandlung. 

Olaparib bzw. Veliparib in Kombination mit VE-821 erbrachten in der p53-mutierten Zelllinie 

SK-ES-1 nur additive bis leicht antagonistische Effekte. Diese Zellen weisen zusätzlich zu der 

Missense-Mutation im TP53-Gen eine Nonsense-Mutation im STAG2-Gen auf, deren 

Kombination mit einer deutlich erhöhten Chemoresistenz einhergeht und daher eine mögliche 

Erklärung für das schlechtere Ansprechen gegenüber der Behandlung mit PARP- und           

ATR-Inhibitoren bietet. Im Gegensatz zu den A673- und WE-68-Zellen schien die 

Kombinationsbehandlung in dieser Zelllinie trotz leichter Zytotoxizität nicht zur Apoptose der 

Zellen zu führen: Weder in den Versuchen mit dem Pan-Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk noch in 

der Aktivitätsmessung der Caspase-3 zeigten sich hier wesentliche Effekte. Es ist anzunehmen, 

dass die Blockade von ATR mit VE-821 zu einer Störung dessen Interaktion mit dem mutierten 

p53 und durch den zusätzlichen funktionellen Ausfall von p53 zur Beschreitung alternativer 

Zelltodmethoden abseits der Apoptose führt, die zur Effektivitätsminderung der eingesetzten 

Kombinationsbehandlung beiträgt. Eine mögliche weitere Erforschung der zugrundeliegenden 

zellulären Resistenzmechanismen bietet mit einiger Sicherheit zusätzliche Erkenntnisse 

bezüglich der z. T. immer noch nicht vollständig verstandenen Prognoseverschlechterung 

einiger Tumorzellen bei TP53-Mutation. 

Zusätzlich wurde zum Vergleich der Wirkung von Olaparib und VE-821 auf einen anderen 

Knochentumor außerdem die p53-Null-Osteosarkomzelllinie SaOS-2 auf den zytotoxischen 

Effekt der Kombinationsbehandlung untersucht. Diese zeigte ebenfalls einen starken 

Synergismus, sodass weiterführende Untersuchungen möglicherweise auch bei der Behandlung 

des Osteosarkoms therapeutische Ansätze bieten können. 

Zusammenfassend legen diese Ergebnisse nahe, dass die Kombination aus PARP-Inhibitoren 

und ATR-/ATM-Inhibitoren eine vielversprechende neue therapeutische Strategie bei der 

Behandlung des Ewing-Sarkoms darstellen kann. In einzelnen Studien wurden bereits 

Nachweise einer Sensitivität gegenüber der jeweiligen Einzelbehandlung erbracht, die 

allerdings noch nicht die benötigte Wirksamkeit für eine alleinige Therapie besaßen. Im Sinne 

der synthetischen Letalität besteht die Möglichkeit, dass eine Kombination beider Wirkstoffe 

auch in vivo antineoplastische Wirkungen an Ewing-Sarkomen erzielen kann, sodass neue, 

schonendere und zugleich effektivere Therapiemöglichkeiten bei der Behandlung des Ewing-

Sarkoms etabliert werden können, die weiterhin so dringend benötigt werden. 
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