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Zusammenfassung

Auswirkung von Dichloracetat auf die Zytotoxizitit konventioneller Chemotherapeutika
gegen pidiatrische neoplastische Zelllinien

Matthias Wiebicke

Fragestellung: Die Substanz Dichloracetat (DCA) ist durch die Fihigkeit, iiber die Hemmung der
Pyruvatdehydrogenase-Kinase potentiell selektiv den Stoffwechsel maligner Zellen zu beeinflussen,
in den Fokus der onkologischen Forschung geriickt. Dabei ergaben sich widerspriichliche Resultate.
Vor diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die angegebenen Effekte von DCA
in Kombination mit etablierten Zytostatika unter  Beriicksichtigung  postulierter
Wirkungsmechanismen an ausgesuchten pédiatrischen Tumorzelllinien zu priifen.

Methodik: Mittels MTT-Test wurde die Wachstumshemmung durch DCA bei Konzentrationen von
10 und 25 mmol/l allein und in Kombination mit jeweils 5 verschiedenen Konzentrationen von
Cisplatin, Doxorubicin, Etoposid, SN38 und Temozolomid an 2 Osteosarkom-, 2 Medulloblastom-
und 4 leukdmischen Zelllinien ermittelt. Ferner erfolgten Expressionsanalysen der Gene von Kv1.5,
PKM?2, Survivin und VDACI1 sowohl auf mRNA-Ebene mithilfe der qRT-PCR als auch auf
Proteinebene anhand von Western-Blots an pédiatrischen sowie adulten neoplastischen Zelllinien.
Ergebnisse: Die DCA-vermittelte Wachstumshemmung in den getesteten Zelllinien war moderat (10
mmol/l: 4-37 %, 25 mmol/I: 21-70 %). Interaktionen mit den genannten Zytostatika zeigten sowohl
additive als auch antagonistische Effekte. Die getesteten adulten Zelllinien wiesen im Vergleich zu
den pédiatrischen Zelllinien eine im Mittel > 10mal hdéhere Survivin-Expressionsrate auf. Die
Expressionen der anderen Gene zeigten diesbeziiglich keine eindeutige Tendenz. Es bestand eine
signifikante positive Korrelation zwischen der genannten Wachstumshemmung mit der mRNA-
Expressionsrate fiir Kv1.5 und entsprechende negative Korrelationen fiir PKM2 und VDACI.
Schlussfolgerungen: Die sich in der Literatur unterecinander als auch mit dieser Arbeit teils
widersprechenden Ergebnisse in Bezug auf die Effekte von DCA ergeben den Verdacht auf eine hohe
Anfilligkeit des angewendeten In-vitro-Versuchsmodells fiir abweichende Testvariablen wie
Vorinkubation, Néhrstoffgehalt, atmosphérische Bedingungen, pH-Wert u. v. m. Dies lésst die so
erhaltenen Resultate kritisch hinterfragen und verbietet direkte klinische Konsequenzen im Sinne
von Heilversuchen.
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2 Einleitung

Ein GroBteil der neoplastischen Erkrankungen im Kindes- und Erwachsenenalter wird mit
systemischer Chemotherapie behandelt. Wirkprinzip der meisten Therapeutika ist eine Abtétung
und Elimination der Tumorzellen durch eine unspezifische Apoptose- oder Nekrose-Induktion
schnell proliferierender Zellen. Durch eine passende Kombination mehrerer Arzneimittel
verschiedener Wirkstoffgruppen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen im Rahmen einer
Polychemotherapie, kann durch gezielte Modulation biochemischer Abldufe ein Synergismus
erzielt werden, welcher zu einer Effizienzsteigerung fiihrt. Dies verbessert die Prognose und
ergibt durch Verteilung von nicht tiberlappenden Toxizitdten ein giinstigeres Profil unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen (UAW) [1]. Bedingt durch den unspezifischen Zerfall auch nicht-
neoplastischen Gewebes sind letztere meist immer noch sehr schwerwiegend und fithren zu einer
erheblichen Reduktion der Lebensqualitit. Die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen dufiern
sich beispielsweise durch Nausea, FEmesis, Diarrhoe, Infertilitit, Alopezie und
Knochenmarkdepression. Letztere kann sich klinisch durch kérperliche Schwéche (im Rahmen
einer Andmie), eine hdmorrhagische Diathese (bedingt durch eine Thrombopenie) und eine
erhohte Infektanfilligkeit (infolge einer Leukopenie) &duBern. Hinzu kommen noch weitere
medikamentenspezifische Organtoxizitdten. Diese Problematik unspezifischer Toxizitét
konventioneller Chemotherapeutika erklirt die groBe Bedeutung der Erforschung von Stoffen,
deren Wirkung sich moglichst gezielt auf neoplastische Zellen begrenzt. Wirkprinzipien hierfiir
sind beispielsweise Antikdrpertherapien, welche neoplasie-charakteristische Antigene binden,
wie der bereits etablierte HER2/neu-Antikdrper gegen bestimmte Mammakarzinome. Auch
Arzneimittel, welche gezielt in neoplasie-spezifische Stoffwechselvorgénge eingreifen, haben das
Potenzial ein besonders giinstiges Nutzen-Risiko-Verhéltnis aufzuweisen.

Eine ebensolche Neoplasie-Spezifitit wurde fiir die Substanz Dichloracetat (DCA) durch die
2007 verdffentlichten préklinischen Arbeiten von Bonnet et al. [2] gezeigt und haben damit in der
Fach- und Laienpresse Aufsehen erregt. Somit ist die Substanz in das Interesse der onkologischen
Forschung geriickt, woraufhin weitere priklinische und dann auch erste klinische
Untersuchungen folgten. Eine Hemmung des Tumorwachstums durch diese Substanz wurde
sowohl in vitro als auch in vivo in vielen adulten Neoplasien nachgewiesen: Unter anderem in
nicht-kleinzelligen Lungen- [2], Pankreas- [3], metastasierten Brust- [4], Colon- [5], Prostata- [6],
Endometrium- [7] sowie Ovarial-Karzinomen [8]. Neben einer DCA-vermittelten
Apoptoseinduktion in verschiedenen Glioblastom-Zelllinien in vitro wies eine im Jahre 2010 von
Michelakis et al. verdffentlichte Studie dies auch an einer kleinen Probandengruppe von 5

erwachsenen Menschen mit der Diagnose eines Glioblastoms nach [9]. Eine andere, im Jahre



2013 von Dunbar et al. verdffentlichte Studie mit 15 Probanden mit der gleichen Diagnose, konnte
bei allen 8 evaluierbaren Patienten klinisch und radiographisch nach vier Wochen unter DCA-
Einnahme ein ,,stable-disease* diagnostizieren [10]. Auch sei an dieser Stelle ein Case-Report
von Strum et al. (2013) erwéhnt, in welchem von einer (bereits vier Jahre andauernden) Remission
von einem Non-Hodgkin-Lymphom durch DCA-Einnahme nach einem Rezidiv unter dem R-
CHOP-Regime berichtet wird [11].

Im Funktionsbereich ,Klinische Pharmakologie in der Péadiatrischen H&matologie und
Onkologie am Universititsklinikum Miinster ist ein préklinisches Screening-Programm
eingerichtet worden, welches sich der Aufgabe widmet, bereits an Erwachsenen-Neoplasien
getestete Substanzen an péadiatrischen neoplastischen Zelllinien zu untersuchen, um einen
potentiellen Eingang dieser Substanzen in die klinische pédiatrische Onkologie zu evaluieren.
Hierbei wird die Substanz in vitro an einem Panel verschiedener pédiatrischer neoplastischer
Zelllinien unter standardisierten und reproduzierbaren Bedingungen getestet, um den Einfluss des
Medikamentes, z. B. hinsichtlich zelllinienspezifischer Wachstumshemmung oder Interaktionen
mit anderen Pharmaka, festzustellen. In diesem Rahmen hat sich eine, im Jahre 2011 durch Heshe
et al. [12] veroffentlichte, Arbeit mit DCA beschiftigt. Es wurde hier der Einfluss verschiedener
Konzentrationen von DCA (72 Stunden Inkubation) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
auf das Zelliiberleben von 18 verschiedenen neoplastischen péadiatrischen Zelllinien aus sechs
verschiedenen Tumorentititen (Ewing Sarkom, Medulloblastom, Leukdmie, Osteosarkom,
Neuroblastom, Rhabdomyosarkom), in vitro, ermittelt. Es zeigten sich insgesamt nur moderate
Effekte im Hinblick auf eine Senkung des Zelliiberlebens durch DCA, sodass die oben genannten
erwiinschten Effekte anderer Forschergruppen nicht in dem erwarteten Ausmal3 reproduziert
wurden. Indessen fand sich aber auch kein Anhalt fiir kontraproduktive Effekte durch eine
Inkubation von DCA in vitro alleine.

Dies allein ist allerdings noch nicht ausreichend, um den Einsatz an padiatrischen Patienten zu
rechtfertigen: Auch in der péadiatrischen Onkologie wird hauptsédchlich in
polychemotherapeutischen Algorithmen gearbeitet. Neben den oben genannten, durch
Kombination erzielten, erwiinschten Effekten konnen verschiedene Stoffe auch antagonistisch
interagieren, sodass eine Kombination (bei potentiell stirkeren unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen) die Prognose verschlechtern kann. Im Gegensatz zu den Erwachsenen ist
die Prognose jedoch bei einem pidiatrischen Patientenkollektiv bereits unter konventioneller
Chemotherapie meist gut (s. Kap. 2.3), so dass in dieser Klientel hinsichtlich Chemotherapie-
Kombinationsversuchen ethisch besondere Anforderungen gestellt werden miissen.

In der besagten Arbeit von Heshe et al. (2011) [12] wurden daher auch die Interaktionen von DCA

mit Cisplatin in zehn péadiatrischen Zelllinien und die Interaktionen von DCA mit Doxorubicin



und Temozolomid in jeweils zwei padiatrischen Zelllinien untersucht. Hierbei wurden starke
Wirkungsverluste von Cisplatin und Doxorubicin in Kombination mit DCA in den meisten
getesteten Zelllinien ermittelt!. Auch die Ergebnisse einer Studie von Stockwin et al. aus dem
Jahre 2010 [13] decken sich in manchen Aspekten nicht mit den von anderen Forschergruppen
beschriebenen Effekten von DCA. Diese Dissertation hat folglich zum Ziel die postulierten
Wirkmechanismen zu hinterfragen, die Ergebnisse von Heshe et al. (2011) [12] zu priifen und die
Interaktionen zwischen DCA und konventionellen in der pédiatrischen Onkologie etablierten
Zytostatika differenzierter zu ermitteln, um eine Indikationsstellung zu klinischen Studien von
DCA bei pédiatrischen Patienten weiter zu evaluieren.

Die Bedeutung von mehr Erkenntnissen und Aufkldrung zu diesem Thema zeigt schlielich ein
im ,,Nature* veroffentlichter Artikel von Helen Pearson (2007) [14], welcher iiber eine nicht-
arztlich angeordnete Einnahme dieses nicht zugelassenen Medikamentes durch zahlreiche an

Neoplasien erkrankte Erwachsene berichtet.

2.1 Stoffwechsel nicht-neoplastischer Zellen

Zum Verstindnis des Wirkmechanismus von DCA, welches auf einer Riickfithrung eines
neoplasie-typischen zu einem physiologischen Stoffwechsel in neoplastischen Zellen beruht (s.
Kap. 2.4.1), ist die Kenntnis der Unterschiede im Stoffwechsel essentiell. Aus diesem Grund wird
in diesem Unterkapitel auf die fiir diese Arbeit relevanten Stoffwechselvorgéinge nicht-
neoplastischer Zellen und im folgenden Unterkapitel auf die entsprechenden

Stoffwechselvorgiange in neoplastischen Zellen eingegangen.

2.1.1 Energiemetabolismus

Citratzyklus

Glykolyse PDH Atmungskette
Oxidative Phosphorylierung

Glukose ’ Pyruvat ’ ‘
Acetyl-CoA CO, +H,0
CeH1,0¢ m C5H,0; m m

ADP + P> ATP co, ADP + P> ATP
o)
Milchsauregarung ?

(Anaerob)

Laktat

Abbildung 2.1: Ubersicht iiber den Energiestoffwechsel (selbst erstellt)

! eine ausfiihrliche Darlegung der Ergebnisse der Arbeit von Heshe et al. (2011) [12] erfolgt im

Diskussionsteil dieser Dissertation



2.1.1.1  Glykolyse
Eine wichtige Funktion der ausschlieBlich im Zytosol ablaufenden Glykolyse ist die

Bereitstellung von fiir die Zelle nutzbarer Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP). Sie
wird initiiert durch eine, von einer der vier Isoformen der Hexokinase vermittelten,
Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat und endet im Metaboliten Pyruvat
(Uberblick bei [15]).

Anaerobe Glykolyse

Befinden sich in den Zellen keine Mitochondrien (bspw. bei Erythrozyten) oder stellt der
Organismus der Atmungskette nicht genug Sauerstoff zur Verfiigung (in anaeroben Verhéltnissen,
bspw. bei korperlicher Uberanstrengung), wird Pyruvat nicht dem Citratzyklus zugefiihrt, sondern
durch die Lactatdehydrogenase (LDH) zu Lactat reduziert (sog. Pasteur- Effekt). Dies dient der
fiir weitere Glykolyse-Reaktionen bendtigten Regeneration von NAD*. Bei diesem Abbau der

Glukose entstehen lediglich zwei ATP pro Molekiil Glukose (Uberblick bei [15]).

Definition aerobe Glykolyse

An dieser Stelle sei erwéhnt, dass in der Literatur — im Gegensatz zum Terminus der ,,anacroben
Glykolyse* — hinsichtlich des Begriffs ,,aerobe Glykolyse* verschiedene Definitionen existieren:
e FEinige Lehrbiicher nutzen diesen Begriff synonym mit ,,aerobem Stoffwechsel* im Sinne eines

Vorganges, in welchem die Glukose als physiologischer Prozess sauerstoffabhingig durch

Glykolyse, Citratzyklus und oxidative Phosphorylierung zu Kohlendioxid und Wasser
umgesetzt wird (vgl. Abbildung 2.1).
e In der Literatur, welche sich differenziert mit dem Thema des Energiestoffwechsels

neoplastischer Zelllinien bzw. Tumorzellklone auseinandersetzt, beschreibt der Terminus

hingegen weitestgehend den Vorgang in diesen Zellen, ATP trotz Vorhandensein von

Mitochondrien und Sauerstoff hauptsidchlich durch den Vorgang der anaeroben Glykolyse
(also unter Bildung von Lactat) zu synthetisieren (sieche z. B. [16] oder [13]). Im Folgenden
soll daher auch diese Definition in der vorliegenden Dissertation gelten. Die anaerobe
Glykolyse ist nach dieser Definition ein physiologischer und die aerobe Glykolyse ein
pathologischer Prozess. Um den Unterschied klarer hervorzuheben, wird der Begriff in dieser
Arbeit um das Adjektiv ,,neoplastisch® ergdnzt (also ,,neoplastische acrobe Glykolyse*). Diese
Eigenschaft, ATP trotz aerober Bedingungen, unter Ausschluss der in den Mitochondrien
lokalisierten Reaktionen des Citratzyklus, der Atmungskette und der oxidativen
Phosphorylierung zu erzeugen, wird hierbei synonym mit dem Terminus ,,Warburg Effekt

verwendet (vgl. Kap. 2.2.3).



2.1.1.2 Oxidativer Abbau von Pyruvat
Sind Mitochondrien und genug Sauerstoff vorhanden und liegen keine den Stoffwechsel
beeintriachtigenden Mutationen vor, wird das Pyruvat in den Mitochondrien weiter zu CO,

umgesetzt.

2.1.1.2.1 Die Pyruvatdehydrogenase (PDH)

Im Mitochondrium wird das Pyruvat unter Zuhilfenahme von fiinf Co-Enzymen durch die PDH
irreversibel unter Gewinnung von NADH zu CO, und Acetyl- CoA umgesetzt. Letztgenanntes
wird anschlieend im Citratzyklus weiter prozessiert (siche Kap. 2.1.1.2.2).

Die PDH nimmt eine Schliisselrolle fiir den Metabolismus der Zelle ein, indem ihre Aktivitat
bestimmt, ob das ATP {iber anaerobe Glykolyse oder oxidative Phosphorylierung (vgl. Kap.
2.1.1.3) synthetisiert wird. Somit liegt es nahe, dass sich im Laufe der Evolution die Moglichkeit
einer bedarfsgerechten Regulation dieses Enzyms herausgebildet hat: Sind im Mitochondrium
genug NADH und Acetyl-CoA vorhanden, wird die PDH im Sinne einer Produkthemmung durch
die Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase (PDK) reversibel phosphoryliert und dadurch gehemmt
(Uberblick bei [15]). Diese liegt im Korper in vier verschiedenen Isoformen (PDK 1-4) vor, von
welchen die PDK2 als einzige in allen (getesteten) Korperzellen vorkommt [17]. Liegt eine hohe
Konzentration an Pyruvat vor, unterbleibt die Phosphorylierung und die PDH kann weiter agieren
bzw. wird aus dem inaktiven Zustand durch Dephosphorylierung durch eine Phosphatase wieder
aktiviert.

Mutationen in Genen, deren Produkte in diesen Regelkreis eingreifen, konnen folglich starke
Auswirkungen auf den Stoffwechsel der betroffenen (und benachbarten) Zellen haben (bspw.
[18], [19], vgl. Kapitel 2.2.3) und sind eng mit dem Thema dieser Dissertation assoziiert (siche
Kap. 2.4.1).

2.1.1.2.2 Citratzyklus

Hauptaufgabe des in der Matrix der Mitochondrien ablaufenden Citratzyklus ist die Oxidation
von Acetylresten, um die Molekiille NADH und FADH, als Elektronenlieferanten fiir die
Atmungskette bereit zu stellen. Pro Zyklus entstehen hier (neben zwei CO,) drei NADH, ein
FADH; und ein GTP. Der Citratzyklus spielt auSerdem noch eine Rolle fiir die Synthese und den

Abbau bestimmter Aminosiuren, die Synthese von Fettsiuren, Glukose und Him (Uberblick bei

[15]).

2.1.1.3 Oxidative Phosphorylierung
Die bei der Glykolyse und dem oxidativen Abbau von Pyruvat gebildeten Reduktionsdquivalente

NADH und FADH, werden anschlieBend in der Atmungskette, welche in der inneren



Mitochondrienmembran lokalisiert ist, oxidiert. Hierbei wird in Abhidngigkeit von Cytochrom ¢
und Sauerstoff ATP synthetisiert. Da die Glukose durch den oxidativen Abbau iiber die Glykolyse
hinaus weiter umgesetzt wird, ist diese Art der ATP-Synthese wesentlich effizienter als die
Glykolyse allein. Insgesamt konnen auf diesem Wege pro Molekiil Glukose 30-32 weitere ATP
synthetisiert werden. Da bei der Glykolyse 2 ATP synthetisiert werden, ist der vollstindige Abbau
der Glukose zu CO, ungefihr 16-mal effizienter (Uberblick bei [15]).

2.1.2 Apoptose

Die Apoptose ist ein Vorgang, der es dem Organismus ermdglicht, kontrolliert Zellen abzubauen.
Im Gegensatz zur Nekrose wird die Apoptose von der betreffenden Zelle selbst aktiv
durchgefiihrt, zum Teil sogar selber initiiert und geht ohne Schiadigung des Nachbargewebes
vonstatten. Sie ist essentiell bei der Entwicklung des Organismus, z. B. bei der Verschaltung der
Neurone, der Entstehung des Auges und der Degeneration der Interdigitalhédute. Sie ist aber auch
im adulten Organismus ein lebenswichtiger Mechanismus, der die Elimination neoplastischer
Zellen, die Kontrolle von Zellzahl und Grof3e von Geweben, die Plastizitdt im ZNS, die Selektion
potentiell schddlicher Zellen des Immunsystems, die holokrine Sekretion (Talgdriisen) und vieles
mehr ermdglicht [20]. Aufgrund der groBlen Relevanz der Apoptose fiir die Elimination
neoplastischer Zellen und flir das Verstdandnis der Funktion und Bedeutung des DCA und einiger
“Zielgene”, welche in dieser Dissertation besprochen werden, wird an dieser Stelle auf sie
eingegangen. Der Vorgang der Apoptose wird in zwei Phasen unterteilt: Initiations- und

Effektorphase [21].

2.1.2.1 [Initiationsphase
Die Initiationsphase wiederum ldsst sich in zwei Vorgidnge unterteilen: den extrinsischen
Signalweg, welcher von auBlerhalb der Zelle initiiert wird und den intrinsischen Signalweg,

welcher in der Zelle selbst initiiert wird [21].

2.1.2.1.1 Extrinsischer Signalweg
Der extrinsische Weg lduft in verschiedenen Zellen unterschiedlich ab. Hiernach werden die

Zellen im Hinblick auf den Apoptosepfad in Typ I und Typ II eingeteilt [20].

Extrinsischer Signalweg in Zellen vom Typ I

Bei diesen Zellen wird der extrinsische Weg der Apoptose induziert, indem ein Ligand spezifisch
an einen Apoptose induzierenden Todesrezeptor der TNFR-Familie (Tumor Necrosis Factor
Receptor) bindet [21]. Als Liganden kdnnen hier TNF oder andere Zytokine (bspw. von T- Zellen
sezerniert) fungieren. Dies fiihrt zu einer Trimerisierung des Todesrezeptors, welche die Bindung

von Adaptermolekiilen an diesen ermoglicht [22]. Die Adaptermolekiile wiederum vermitteln die



Bindung von proCaspase 8 an den Todesrezeptor, wobei sich ein sogenannter “DISC” (Death
inducing signalling complex) bildet. Durch die Bindung vieler proCaspase 8-Molekiile an den
Todesrezeptor erhoht sich lokal deren Konzentration und die Wahrscheinlichkeit der
autokatalytischen Aktivitdt nimmt zu. Dadurch wird die proCaspase 8 vermehrt prozessiert [23]
und anschlieBend am Mitochondrium VDAC1-abhingig (Voltage Dependent Anion Channel 1, s.
auch Kap. 2.1.2.1.2) zur aktiven Caspase 8 umgesetzt [24]. Diese initiiert anschlieBend die
Ausfiihrungsphase.

Extrinsischer Signalweg in Zellen vom Typ II

Bei dieser Art von Zellen reicht das Signal, welches tiber den Todesrezeptor generiert wird und
eine Caspase-Kaskade auslost nicht aus, um alleine eine vollstindige Apoptose auszulésen. Das
Signal muss also amplifiziert werden, um das vom Organismus intendierte Ziel, den Zelltod, zu
erreichen. Dies geschieht {iber einen Mitochondrien-abhéngigen Pfad [20]:

Die wie bei Typ-I-Zellen (auch VDAC1-abhéngig) aktivierte Form der Caspase 8 aktiviert hier
wiederum nicht nur direkt die Caspase-Kaskade, sondern spaltet auch das der Bcl-2-Familie
angehorende Protein Bid. Dieses liegt anschlieBend in seiner zerlegten und somit aktiven Form
tBid (engl. truncated: abgeschnitten) vor. Dies flihrt zu einer Oligomerisierung der Proteine Bax
und Bak (ebenfalls Mitglieder der Bcl-2-Familie) und resultiert schlieBlich in den Efflux
mitochondrialer proapoptotischer Faktoren ins Zytosol (s. auch Kap. 2.1.2.1.2) [25]. Einer dieser
Faktoren ist Cytochrom c, welches bereits beim Abschnitt iiber die oxidative Phosphorylierung
(s. Kap. 2.1.1.3) besprochen wurde. Cytochrom ¢ bindet nun an APAF1 (Apoptotic Protease
Activating Factor 1), welches eine ATP-abhingige Konformationsdnderung dieses Faktors zur
Folge hat. Die Konformationsdnderung ermoglicht eine Oligomerisierung von APAF1, welche zu
einem als “Apoptosom” bezeichneten Komplex fiihrt. Dieser spaltet und aktiviert hierdurch die
Caspase 9 [26], welche entsprechend der Caspase 8 die Caspase-Kaskade auszuldsen vermag

[27].

2.1.2.1.2 Intrinsischer Signalweg

Die Mitochondrien spielen nicht nur eine Rolle bei der Verstarkung des extrinsischen Signalweges
von Typ II- Zellen, sondern auch bei der Integration und Weitergabe proapoptotischer Signale aus
der Zelle selbst (DNA-Schidden, oxidativer Stress, Néhrstoffmangel, Folgen zytotoxischer
Substanzen) [28].

Als wichtige Instanz bei der Weitergabe und Kontrolle Apoptose-induzierender Ausldser fungiert
der Tumorsuppressor und Transkriptionsfaktor p53, welcher bei vielen pathologischen
Konstellationen akkumuliert und einen Zellzyklusstopp sowie Reparaturmechanismen einleitet.

Kann letzteres nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, aktiviert p5S3 proapoptotische Faktoren der



Bcl-2-Familie. Es induziert des Weiteren die Transaktivierung von Genen, welche zu einer
Steigerung der Konzentration an proapoptotisch wirkenden ROS (Reactive Oxygen Species,
Wirkmechanismus siehe unten) fithren [29]. Auch UV-Strahlung [30], Hitzeexposition und
ionisierende Strahlung [31] erhdhen die Konzentration an ROS und sind damit direkte Ausloser
der Apoptose.

Neben den genannten Auslosern gibt es noch eine Vielzahl anderer Ursachen fiir die Induktion
des intrinsischen Signalweges der Apoptose. So vielseitig diese sind, so mannigfaltig sind die in
der Literatur beschriebenen Mechanismen iiber welche diese Ausloser die Apoptose induzieren
koénnen (s. auch [32]). Letztendlich fiihren jedoch die meisten von ihnen zu einem Verlust des
Transmembranpotentials an der inneren Mitochondrienmembran (Aym) mit der Folge einer
sogenannten ‘“‘Mitochondrial Permeability Transition” (MPT) durch eine ,,Mitochondrial
Permeability Transition Pore® (MPTP). Die MPT beschreibt eine Erhdhung der Durchléssigkeit
der inneren Mitochondrienmembran fiir geldste Substanzen mit einer Molekiilmasse kleiner 1,5
kDa [20]. Diese Verdanderungen bewirken einen osmotisch bedingten Influx von Wasser in die
Mitochondrienmatrix mit daraus folgender Anschwellung der Mitochondrien und Ruptur der
duBeren Membran. Auf diese Weise gelangen proapoptotische Proteine vom mitochondrialen
Intermembranraum ins Zytosol [33], [34]. Einer dieser Faktoren ist Cytochrom c, welches die
Apoptose iiber den bereits im Kapitel 2.1.2.1.1 beschriebenen Mechanismus auslost [20]. Andere
Faktoren sind der Apoptosis Inducing Factor (AIF) [35], die Endonuclease “EndoG” [36],
Smac/Diablo [37] und Htr/Omi [38].

Der Verlust des Aym und die MPT fiihren des Weiteren zu einem Verlust der biochemischen
Homoostase der Zelle: die ATP-Synthese wird gestoppt, die Reduktionsdquivalente NADH und
NADPH und Glutathion werden oxidiert und ROS werden verstérkt generiert [39], [40]. Die ROS
wiederum oxidieren direkt Lipide, Proteine und Nukleinsduren und treiben somit im Sinne einer
positiven Riickkopplung den Verlust des Ay weiter voran [41]. H,O; (ein relativ stabiles ROS),
fiihrt des Weiteren zu einer Aktivierung des redox-sensitiven Kv1.5 (Untergruppe der
spannungsaktivierten Kaliumkanile: engl. ,,Potassium Voltage-Gated Channel* (KV) in der
Zellmembran [42]. Dies hat einen Efflux von K*-Ionen entlang ihres intrazelluldr/extrazellularen
Konzentrationsgradienten (145/5 mEq) zur Folge, hier mit dem Resultat einer niedrigeren
intrazelluliren K*-Konzentration. Da sich K*-Ionen inhibitorisch auf Caspasen auswirken,
entfillt so die durch sie hervorgerufene Hemmung auf die Caspasen, worauthin die
Wahrscheinlichkeit einer Apoptoseinduktion steigt. Dieser Mechanismus wurde in verschiedenen
(unter anderem neoplastischen) Zelllinien nachgewiesen [43]-[46].

Auch Cytochrom c fiihrt zu einer Aktivierung von Kv-Kanélen und wirkt somit zusétzlich auf

diesem Wege proapoptotisch [46].
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Neben der in Kapitel 2.1.2.1.1 genannten Funktion, wurden fiir VDAC (Voltage Dependent Anion
Channel) weitere essentielle Bedeutungen fiir die Regulation der Apoptose beschrieben. Hierbei
handelt es sich um das haufigste Protein der dulleren Mitochondrienmembran. Die Familie der
VDAC besteht aus 3 Isoformen, VDAC1, VDAC2 und VDACS3, deren Rolle fiir den Zelltod
facettenreich und komplex sind (z. B. [47]-[49]). So konnte ein Cytochrom-c-Efflux aus
Mitochondrien durch Bildung von Porinen, bestehend aus VDAC und Bax/Bak [50] und auch
durch Bildung von Dimeren und hoheren Ordnungen an Oligomeren von VDAC [51],
nachgewiesen werden. Die Bildung von VDAC-abhéngigen Porinen kann zum Beispiel durch
mROS (in Mitochondrien entstandene ROS) stimuliert werden [52].

Die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und BcelxL haben auch Einfluss auf VDAC und iiben ihre
antiapoptotische Wirkung u. a. iiber eine Bindung und Hemmung an VDACI aus [53]. Auf der
anderen Seite wirkt eine Blockierung von VDACI durch verschiedene andere Metabolite (z. B.
das Phosphothiorat-Oligonukleotid ,,G3139* [54] oder Avicine [55]) proapoptotisch, was die

komplexe und eine noch nicht vollends verstandene Funktion der VDAC unterstreicht.

2.1.2.2 Ausfithrungsphase/ Caspase- Kaskade

Caspase 8 und Caspase 9 als Endprodukt des extrinsischen bzw. intrinsischen Signalweges
spalten/ aktivieren die sogenannte Effektorcaspase 3, welche wiederum die Effektorcaspasen 6
und 7 aktiviert. Diese proteolytischen Enzyme sind selbst am Abbau einiger Zellbestandteile, z.
B. von Lamin (Zellkernmembran) und Actin (Zytoskelett) beteiligt, aktivieren aber auch
sekundire Zielproteine. Zu diesen zdhlen die CAD (Caspase aktivierte DNAse) und andere
Caspasen (s. Uberblick bei [15]). Diese Abbauvorginge fiihren dazu, dass die Zelle schlieBlich
durch Phagozyten als apoptotisch erkannt und nach Phagozytose weiter abgebaut wird, wodurch

die Einzelbausteine dem Organismus wieder zur Verfiigung gestellt werden [56].

2.1.2.3 Unterdriickung der Apoptose

Wie bereits beschrieben, kann die Apoptose “aktiv”, z. B. Todesrezeptor-, ROS oder p53-
vermittelt, ausgelost werden. Viele der dafiir bendtigten und viele andere proapoptotische Proteine
sind jedoch konstant exprimiert und bereit, auch von sich aus die Apoptose auszuldsen, wenn sie
nicht durch “Uberlebenssignale” daran gehindert werden. Diese kdénnen zum Beispiel
Wachstumsfaktoren, Hormone und Nihrstoffe sein. Sie stimulieren die Expression und/oder
Aktivierung antiapoptotischer, regulatorisch wirkender Molekiile und unterdriicken so die
Aktivierung proapoptotischer Faktoren [57], [58]. Von zentraler Bedeutung hinsichtlich einer
Unterdriickung der Apoptose sind die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie (Bcl-2 und
Bel-xL) und die IAPs (Inhibitor-Of-Apoptosis Proteins). Ein wichtiges Uberlebenssignal fiir eine
Steigerung der Expressionsrate von IAP ist z. B. der Transkriptionsfaktor NF-kB [20]. Ein fiir die
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Onkologie besonders bedeutsames IAP ist Survivin, welches im Abschnitt 2.2.1 ndher erldutert
wird. Neben den Mitochondrien und dem Nucleus wurden auch andere Organellen beschrieben,
wie z. B. das endoplasmatische Retikulum und Lysosomen, welche in dem Netzwerk noch nicht
vollstandig aufgeklarter, fein regulierter Interaktionen zwischen einer Vielzahl von pro- und

antiapoptotischen Faktoren Einfluss nehmen [20], [21].

2.2 Mechanismen der Apoptoseresistenz in
neoplastischen Zellen

Der essentiellen Eigenschaft neoplastischer Zelllinien trotz Mutationen iiberlebensfahig zu sein,
liegt eine Anderung des bereits beschriebenen fein regulierten Gleichgewichts pro- und
antiapoptotischer Faktoren zugunsten einer antiapoptotischen Stoffwechsellage zugrunde. Diese

kann verschiedene Ursachen haben:

2.2.1 Erhohte Expression antiapoptotischer Faktoren
Die Beeinflussung des beschriebenen Gleichgewichts im Sinne einer antiapoptotischen
Stoffwechsellage kann u. a. durch eine erh6éhte Konzentration antiapoptotischer Faktoren erreicht
werden. Beschrieben ist dies beispielsweise fiir das Protein Survivin [59], welches physiologisch
hauptsichlich in der Embryonalentwicklung (fiir die korrekte Weitergabe der Chromosomen
wihrend der Zellteilung) eine Rolle spielt und somit in diesem Entwicklungsstadium vermehrt
exprimiert wird. Nach der Embryonalentwicklung wird es lediglich auf niedrigem Level und auch
nur in wenigen normal proliferierenden nicht-neoplastischen Zellen exprimiert [60]. Die meisten
adulten wie padiatrischen neoplastischen Zellen hingegen weisen hohe Survivin-Expressionsraten
auf [59], [60]. Dies ist durch dessen antiapoptotische Wirkung zu erkléren: Es antagonisiert den
mitochondrien-abhédngigen, intrinsischen Apoptoseweg tiber eine Hemmung der Bindung von
Procaspase 9 an APAF1 (siche Kap. 2.1.2.1.1) [61]. Somit kann die aktive Caspase 9 nicht
gebildet werden und eine Apoptose ist iiber den intrinsischen Signalweg nicht zu induzieren. Da
eine Korrelation der Konzentration an Survivin mit dem klinischen Stadium, dem histologischen
Grad, dem invasiven Verhalten und der Uberlebensrate fiir viele Neoplasien nachgewiesen wurde
[60], [62], [63], ist davon auszugehen, dass die Uberexpression von Survivin als Mechanismus
fiir die Apoptoseresistenz sehr entscheidend ist.

Auch fiir den Transkriptionsfaktor HIF-1a wurde eine erhohte Exprimierung in Tumorzellklonen
von Erwachsenen mit hepatozellulirem Karzinom sowie Lungen- und Brust-Krebs

nachgewiesen, welche eine negative Korrelation mit der Prognose der jeweiligen Erkrankung
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aufwies [64], [65]. In physiologischen Verhaltnissen ermdglicht dieser Transkriptionsfaktor das
Uberleben der Zellen bei hypoxischen Verhiltnissen durch eine Stimulierung der Expression

e pro-angiogenischer Chemokine, wie z. B. ,,Vascular Endothelial Growth Factor* (VEGF)

und ,,Stromal-Derived-Factor 1° (SDF1) [66], [67]
e des Glukose-Transporters-1 (GLUT1) [68]
e glykolytischer Enzyme (wie die Phosphofruktokinase-1 [PFK1] und die Aldolase) [68]
und

e himatopoetischer Faktoren, wie Transferrin [69] und Erythropoetin [70]
AuBerdem induziert es die PDK [71], (s. auch Kapitel 2.2.3), welches in einer Entkopplung der
Mitochondrien vom Metabolismus der Zelle und damit in einer Hemmung der
sauerstoffabhéingigen oxidativen Phosphorylierung resultiert (vgl. Kapitel 2.1.1.2.1). Diese
Eigenschaften stellen fiir neoplastische Zellen insofern essentielle Faktoren dar, als dass durch
die Entkopplung des Stoffwechsels von den Mitochondrien der Warburg-Effekt induziert wird (s.
Kapitel 2.2.3), der daraus folgende Mehrbedarf an Glukose gedeckt wird und die Angiogenese
bei diesen schnell proliferierenden Zellverbéanden gewahrleistet wird.
Uberdies wurde eine Uberexpression, des bereits in Kapitel 2.1.2.1.2 ausfiihrlicher behandelten
VDACT in verschiedenen neoplastischen padiatrischen sowie adulten Zelllinien festgestellt [49].
Eine erhohte VDACI1-Expressionsrate in resezierten NSCL-Tumorzellklonen korrelierte zudem
negativ mit dem ,,Outcome* der Prognose bei erwachsenen Patienten mit der entsprechenden
Erkrankung [72]. Ein weiteres Beispiel eines vermehrt exprimierten antiapoptotischen Proteins in
neoplastischen Zellen stellt die Pyruvat-Kinase, Isoform M2, (PKM?2) dar, auf welche in Kapitel
2.2.3.2 differenziert eingegangen wird.

2.2.2 Verminderte Expression proapoptotischer
Faktoren

Eine Apoptoseresistenz kann auch von einer verminderten Expression bestimmter Genprodukte
herriihren. Hierzu sei exemplarisch eine verminderte Expression des bereits unter Kapitel 2.1.2.3
beschriebenen Kv1.5 (,,Potassium Voltage-Gated Channel) genannt, welches in einigen adulten
neoplastischen Zelllinien [2] sowie resezierten Glioblastom-Zellklonen [73] nachgewiesen
wurde. Diese fithrt zu einem verminderten Efflux von K*-Ionen, was zu einer vermehrten
Hemmung der Caspasen fiihrt (vgl. Kap. 2.1.2.1.2). Hier ist jedoch anzumerken, dass in vielen

anderen neoplastischen Zelllinien auch eine Uberexpression von Kv1.5 nachgewiesen wurde [74].
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2.2.3 Der Warburg-Effekt/ neoplastische aerobe
Glykolyse

Wie bereits in Kapitel 2.1.1.1 genannt, bedeutet der ,,Warburg-Effekt“ die FEigenschaft

neoplastischer Zellen trotz Vorhandensein von Mitochondrien und Sauerstoff ATP primér durch

den Vorgang der anaeroben Glykolyse (also unter Bildung von Lactat, s. Kap. 2.1.1.1) zu

synthetisieren. Fiir den Warburg Effekt sind verschiedene Ursachen beschrieben:

2.2.3.1 Erhohte Expression der PDK
Eine vermehrte Expression der PDK fiihrt zu einer forcierten Phosphorylierung der PDH welche
danach gehauft im inaktiven Zustand verharrt (vgl. Kap. 2.1.1.2.1). Das Produkt der Glykolyse,
das Pyruvat, wird durch die PDH in geringerem Grad zu Acetyl-CoA decarboxyliert und der
Energiemetabolismus lduft, vom Mitochondrium entkoppelt, primér glykolytisch ab.
Wie bereits unter ,,2.1.1.3 Oxidative Phosphorylierung™ beschrieben, ist die ausschlieBliche
Glykolyse im Vergleich zum vollstdndigen Abbau der Glukose zu CO, relativ ineffizient. Um fiir
den Stoffwechsel der stark proliferierenden neoplastischen Zellen dennoch eine ausreichende
ATP-Synthese zu gewihrleisten, geht der Warburg-Effekt in der Evolution der Karzinogenese mit
einer erhohten Expression glykolytischer Enzyme und einer stark erhéhten Umsatzrate von
Glukose einher.
Letzteres ist Grundlage fiir die Diagnostik primérer und sekunddrer Karzinome durch die
Fluordesoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET). Die Sensitivitit, gemittelt
fiir alle onkologischen Anwendungen wird auf 84% geschitzt, die Spezifitit auf 88% [75]. Es
konnte eine hoch negative Korrelation zwischen einer erhohten FDG-Aufnahme mit dem
Outcome bei Patienten mit u. a. Osophagus-, Kolorektal- und Zervix-Karzinomen sowie NSCLC,
Lymphomen, Brust-Neoplasien und Sarkomen festgestellt werden [75], [76]. Analog zeigte sich
eine ebenfalls negative Korrelation zwischen der Laktatkonzentration in Tumorzellkonen aus
Biopsien von Kopf-Hals- [77] sowie Zervix- Karzinomen [78] mit der Prognose der jeweiligen
Patienten. Des Weiteren besteht eine signifikante Korrelation zwischen einer Reduktion des FDG-
PET-Signals mit einem verlingerten Uberleben und anderen klinischen Endpunkten
(nachgewiesen in Lymphomen, NSCLC und Osophaguskarzinomen) [76].
Dies gibt einen Hinweis auf die grundlegende Bedeutung des Warburg-Effektes fiir neoplastische
Zellen, wobei die Griinde fiir die Selektion dieses Effektes gleich auf mehreren Ebenen gefunden
wurden. So folgen daraus:
1. Eine erhohte Apoptoseresistenz infolge einer Entkopplung des Stoffwechsels von den
Mitochondrien: Aufgrund des fehlenden Umsatzes von Pyruvat zum Acetyl-CoA wird den

Mitochondrien die Grundlage fiir die Teilnahme am Energiestoffwechsel genommen, welches
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ihre Funktion einschréankt. Dies flihrt zu einer Hyperpolarisation der Mitochondrien und einer
verminderten Produktion von mROS (Mitochondrial Reactive Oxygen Species). Beides ergibt
eine Erhohung der Offnungsschwelle der MPTP, welches in einen reduzierten Efflux von
proapoptotischen Mediatoren aus den Mitochondrien resultiert (vgl. Kap. 2.1.1) [79]-{82].

2. Eine erhohte Apoptoseresistenz infolge erhdhter Expression antiapoptotischer glykolytischer
Enzyme: Fiir einige der vermehrt exprimierten glykolytischen Enzyme wurden
antiapoptotische Eigenschaften nachgewiesen. Dies betrifft beispielsweise die Hexokinase2,
eine der vier bereits in Kapitel 2.1.1.1 genannten Isoformen der Hexokinase. Neben der dort
beschriebenen Funktion wurde fiir diese Isoform auch eine Translokation zur MPTP und eine
Hemmung dieses Transporters mit der Folge einer Unterdriickung der Apoptose beschrieben
[83], [84].

3. Eine Erhdhung des metastatischen Potentials: Das bei der aeroben Glykolyse anfallende Lactat
fiihrt zu einer “Microenvironmental Acidosis”, also einem die betroffenen Zellen umgebenden
sauren Milieu. Dies ist toxisch fiir nicht-sdureresistente Zellen und stellt somit einen positiven
Selektionsfaktor fiir sdureresistente Zellen dar. AuBerdem fiihrt dies zu einer Zerstérung der
extrazelluldren Matrix mit daraus folgender Erleichterung der Zellmobilitit mit der Folge einer
Erhohung des metastatischen Potentials [85]. Die Sdureresistenz neoplastischer Zelllinien
wird durch eine gleichzeitig vermehrte Expression verschiedener H*-Transporter
gewihrleistet, wie z. B. H*-ATPasen [86] und Na*-H*-Antiporter [87], [88].

4. Eine erhohte Konzentration von essentiellen Substraten fiir die Proliferation: Als Folge der
ausbleibenden Oxidation des Pyruvats im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung sind
dieses und andere Metabolite der Glykolyse vermehrt fiir anabole Stoffwechselwege verfiigbar
[19], [89]. So wird Glukose u. a. in zunechmendem Malle {iber den Pentosephosphatweg
metabolisiert, welcher eine wichtige Quelle von Metaboliten fiir die Nukleinsduresynthese und
die Synthese von Reduktionsdquivalenten (u. a. NADPH) zum Neutralisieren von ROS

darstellt [90], [91].

2.2.3.2 Erhohte Expression der PKM2

Eine Uberexpression der PKM2 ist ein weiterer Mechanismus, welcher einen Warburg-Effekt
bedingt. Hierbei handelt es sich um eine der vier Isoformen der Pyruvatkinase (PKM1, PKM2,
PKL und PKR), welche den letzten Schritt der Glykolyse katalysiert (vgl. Kap. 2.1.1.1). Die
PKM2 wird physiologischer Weise in vielen verschiedenen differenzierten Zellen, wie
beispielsweise in Lunge, Fett, Retina und Pankreasinseln als auch in allen Zellen mit erhohter
Nukleinsduresynthese, z. B. embryonalen Zellen, exprimiert [92]—[97]. Insgesamt wird diese in

nicht-neoplastischen Geweben jedoch bevorzugt in Zellen embryonalen Ursprungs exprimiert,
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wihrend adulte Zellen zumeist eine verhéltnisméafBig hohere PKM1-Expressionsrate aufweisen
[98]. Unabhédngig vom Ursprungsgewebe weisen neoplastische Zellen gleichfalls eine erhohte
Expression der PKM?2 auf. Es konnte gezeigt werden, dass diese Expression unter der Kontrolle
des Proto-Onkogenes ras und den Transkriptionsfaktoren HIF-1 (s. Kap.2.2.1) sowie SP1 und SP3
steht [99].

In Abhéngigkeit von der Stoffwechsellage (bspw. intrazelluldrer Konzentration von Fruktose-1,6-
bisphosphat, L-Serin, und anderen Aminosauren sowie geséttigten und ungeséttigten Fettsduren)
oszilliert die PKM2 zwischen einer hoch-aktiven Tetramer-Form, bestehend aus 4 identischen
Untereinheiten, und einer fast-inaktiven Dimer-Form. In neoplastischen Zellen liegt immer
vorwiegend die fast-inaktive Dimer-Form vor, weshalb diese den Beinamen ,,Tumor-PKM2* trigt
[99]. Als Ursache hierfiir wurde eine direkte Interaktion der PKM2 mit verschiedenen
Onkoproteinen (bspw. pp60**, E7) beschrieben [99].

Die Selektion neoplastischer Zellen mit vorherrschender ,,Tumor-PKM2“ hat dhnliche Griinde
wie die bereits bei der Hemmung der PDH genannten:

e Durch die verminderte katalytische Effizienz der Dimer-Form akkumulieren die in der
Glykolyse davor stehenden Phosphometabolite und sind somit als Vorstufen fir die
Nukleinsdure-, Aminosduren- und Phospholipidsynthese, welche alle von der Glykolyse
abzweigen, in hoherer Konzentration vorhanden [100]-[102].

e Auch die erhohte Konzentration einiger antiapoptotischer glykolytischer Enzyme und die
Entkopplung des Energiemetabolismus von den Mitochondrien fiihren hier zu einer erhShten
Apoptoseresistenz (s. 0.).

Eine erhdhte Zellmigration von Colon- und Magenkarzinom-Zelllinien, erhohte Konzentrationen
des antiapoptotischen Proteins Bcel-xL in Magenkarzinom-Zelllinien, wie auch eine verstérkte
Zellinvasion durch Gallengangs-Karzinome bei einer erhdhten PKM2-Expressionsrate wurden
ebenfalls ermittelt [103]-[106]. Immunhistologische Studien verschiedener Neoplasien mit
monoklonalen Antikérpern gegen die Dimer-Form der PKM?2 zeigten eine heterogene Verteilung
der ,,Tumor-PKM2*“ in Primarkarzinomen, wéhrend alle ihre Metastasen hingegen durch
homogen hohe Konzentrationen davon charakterisiert sind [107], [108]. Dies legt eine grofe

Bedeutung dieser Eigenschaft in der Karzinogenese nahe.

2.3 Neoplastische Erkrankungen in der
Padiatrie
Im Jahr 2012 erkrankten laut dem ,,Deutschen Kinderkrebsregister” 1685 Patienten im Alter von

unter 15 Jahren an einer malignen Erkrankung oder einem benignen Hirntumor. Dies entspricht
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einer Inzidenz von 15,9/100.000. Trotz groBer Erfolge in der Therapie allein in den letzten 15
Jahren (Anstieg der 5 Jahres-Uberlebensrate von 71 % im Jahre 1997 [109] auf 84% im Jahre
2012 [110]), stellen diese Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache der Kinder dieser
Altersgruppe dar. Die Pathogenese maligner Erkrankungen in der Padiatrie unterscheidet sich
meist grundlegend von derjenigen in der Erwachsenenheilkunde. Dies spiegelt sich auch in der
Verteilung der verschiedenen Entitdten wider. So ist die hdufigste Neoplasie in der Péadiatrie die
Leukdmie (33,8%), gefolgt von ZNS-Tumoren (21%) und Lymphomen (11,1%). Auch die
Entstehung von Malignomen aus embryonalem Ursprungsgewebe (wie Neuroblastome,
Retinoblastome, = Hepatoblastome, = Nephroblastome, = Medulloblastome, embryonale
Rhabdomyosarkome) und Keimzellen ist hier im Vergleich zur Erwachsenen-Onkologie
wesentlich hdufiger [110]. Karzinome haben in der Péddiatrie mit einem Anteil von weniger als 2
% nur einen geringen Stellenwert [111]. Dies steht im groBen Gegensatz zur
Erwachsenenonkologie, bei welcher Karzinome iiber 90 % aller Neoplasien ausmachen.

Auch bestehen divergierende pharmakokinetische und -dynamische Parameter zwischen diesen
beiden Patientenkollektiven [112]. Angesichts dessen wird erkennbar, dass zur Behandlung von
Kindern mit neoplastischen Erkrankungen spezifisch pédiatrisch-onkologisch fundierte

Forschung notwendig ist.

2.4 Dichloracetat (DCA)

Eine Auswahl an Studien im Hinblick auf die erst jiingst entdeckten neoplasie-spezifischen
Effekte von DCA wurde im ersten Abschnitt dieses Kapitels genannt. Doch bereits seit 1978 [113]
wurden zahlreiche Arbeiten mit sowohl oraler als auch parenteraler Gabe von DCA an Menschen
verdffentlicht. Bis zu der Arbeit von Bonnet et al. (2007) [2] wurde diese Substanz jedoch
ausschlieBlich hinsichtlich der Behandlung nicht-neoplastischer Erkrankungen evaluiert.
Indikationen waren erworbene [114]-[116] oder angeborene [113], [117]-[123] Defekte des
mitochondriellen Metabolismus. Auch wenn Erfahrungen mit diesem Medikament in Bezug auf
die Therapie neoplastischer Erkrankungen am Menschen in vivo noch sehr gering sind, kann
daher auf einen Wissensschatz hinsichtlich seiner Pharmakodynamik, Pharmakokinetik und

unerwiinschter Arzneimittelwirkungen zuriickgegriffen werden.

2.4.1 Wirkungsmechanismus

Wie auch bei anderen Zytostatika beruht das Prinzip der antineoplastischen Wirkung auf einer
Induktion der Apoptose. Bei DCA geschieht dies bewiesenermallen spezifisch durch eine

Reversion des Metabolismus neoplastischer Zellen zuriick zum Stoffwechsel nicht-neoplastischer
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Zellen. Wie bereits in Kapitel 2.2.3 beschrieben ist ein wichtiger Faktor fiir diesen abweichenden
Metabolismus eine erhdhte Expression der PDK mit der Folge einer Entkopplung der
Mitochondrien vom Stoffwechsel. Dies bedeutet einen Verlust der Einflussnahme der
Mitochondrien, deren Folgen im Hinblick auf die Apoptose-Resistenz und Erhéhung des

metastatischen Potentials bereits behandelt wurden.

Cancer or hypoxia

Fatty Acids

Abbildung 2.2: Wirkmechanismus von DCA; AIF: Apoptosis inducing Factors, Em: Plasma-membrane
Potential, NFAT: Nuclear Factor of Activated T-Lymphocytes, Kv: Potassium Voltage-Gated Channel
Quelle: [2] mit freundlicher Genehmigung von Elsevier

Die Riickfiihrung vom neoplastischen zum physiologischen Stoffwechsel durch DCA beruht auf
einer spezifischen Hemmung der PDK?2 [17], [124]. Die Inhibition dieses Enzyms fiihrt, wie in
Kapitel 2.1.1.2.1 beschrieben, zu einer verminderten Hemmung der PDH. Aus der sich daraus
ergebenden Aktivitédtssteigerung der PDH folgt wiederum eine vermehrte Umsetzung des
Pyruvats zu Acetyl-CoA und dieses wiederum aktiviert durch Substratinduktion den Citratzyklus.
Hierdurch wird die die oxidative Phosphorylierung stimuliert (siche Kapitel 2.1.1.3). Das
wiederum steigert die Produktion von mROS [125], welche

« VDAC aktivieren (Kapitel 2.1.2.1.2). Dies resultiert in einem Efflux des proapoptotischen

Cytochrom c aus den Mitochondrien ins Zytosol.
o den Redox-sensitiven Komplex 1 der Atmungskette schiadigen, was zu einem Efflux von

Protonen fithrt [2]. Dies ergibt eine Reduktion des (bei neoplastischen Zellen
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hyperpolarisierten) Transmembranpotentials liber der inneren Mitochondrienmembran
(A¥m, s. Kap. 2.1.2.1.2), welches die Offnungsschwelle der MPTP wieder senkt (vgl. Kap.
2.2.3). Daraus folgt ein Efflux von proapoptotischen Faktoren (u. a. AIF und Cytochrom c;
s. Kapitel 2.1.2.1.2 sowie Abbildung 2.2),

« die Hemmung der Apoptose durch Aktivierung der Caspasen infolge einer Aktivierung von
Kv1.5 autheben (s. Kapitel 2.1.2.1.2, vgl. Abbildung 2.2),

o die Aktivitit von p53 steigern (nachgewiesen in SCLC-, Mammakarzinom- und T-Zell-
Lymphomzelllinien; [126], [127]). Da pS53 selber die PDK2-Expression hemmt [128],
besteht hier somit eine positive Riickkopplung.

Der Efflux von Cytochrom c bewirkt eine Induktion der Apoptose iiber eine Aktivierung der

Caspase-Kaskade (vgl. Kap.2.1.2.1.1). Des Weiteren fiihrt es ebenso wie die mROS zu einer

Aktivierung der Kv1.5 (s. Kap. 2.1.2.1.2).

Letzteres initiiert einen weiteren sich selbst verstirkenden Mechanismus: Der durch eine
Aktivierung dieses Kanals erhohte Efflux von K*-Ionen fiihrt zu einer Hyperpolarisation der
Plasmamembran (Em), wodurch ein spannungsgesteuerter Ca’>*-Einstrom inhibiert wird. Die
erniedrigte Calciumkonzentration unterdriickt die tonische Aktivierung von Nuclear Factor of
Activated T-Lymphocytes (NFAT), was auf diese Weise in deren Entfernung vom Nucleus
resultiert. Daraus ergibt sich eine erhohte Expression von Kv1.5 (in Abbildung 2.2 lediglich als
Kv bezeichnet) [2].

Nicht nur die Aktivierung der Oxidativen Phosphorylierung, sondern auch schon die Aktivierung
des Citratzyklus hat eine bedeutende proapoptotische Wirkung: Durch die Aktivititssteigerung
der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH, ein Enzym des Citratzyklus) wird vermehrt a-Ketoglutarat

(aKG) synthetisiert, welches aus den Mitochondrien diffundieren kann und einen wichtigen

Kofaktor der Prolyl-Hydroxylase darstellt. Letztere wiederum destabilisiert den
Transkriptionsfaktor HIF 1 a2 und fiihrt somit zu einer Abnahme der Konzentration dieses Faktors
[129]. So konnte nach DCA-Applikation eine Zunahme der IDH-Aktivitit und der Konzentration
von aKG in SCLC-, Mamma-Karzinom- und Glioblastomzelllinien nachgewiesen werden [9],
[126]. Auch eine Abnahme der Aktivitit von HIFla mit der Folge verminderter Tumor-
Angiogenese, Tumorperfusion, Glukosecaufnahme, Tumorgroe und verldngertem
Versuchstieriiberleben nach DCA-Gabe wurde dokumentiert [126]. Die Transkription von HIF 1o
wird direkt durch (das mittels DCA aktivierte) p5S3 gehemmt und dessen Abbau stimuliert [126],

[130], [131], sodass DCA auf zwei Wegen in dieses System eingreift.

2 zur Vergegenwirtigung der Bedeutung dieses wichtigen Transkriptionsfaktors fiir die Proliferation und
Apoptoseresistenz neoplastischer Zellen siehe Kapitel 2.2.1
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Die DCA-bedingte verringerte Bedeutung der Glykolyse fiir den Energie-Stoffwechsel der Zellen
geht durch verminderten Metabolismus iiber den Pentosephosphatweg ebenfalls mit einer
Normalisierung der Expression antiapoptotischer glykolytischer Proteine und Konzentration von
essentiellen Substraten fiir die Proliferation einher (vgl. Kap. 2.2.3).

Die DCA-bedingte Riickfiihrung des Metabolismus von aerober Glykolyse zu oxidativer
Phosphorylierung kénnen nicht-invasiv und prospektiv durch die PET verfolgt werden (vgl. a.
Kapitel 2.2.3). Solche direkten metabolischen Wirkungsnachweise besitzen das Potential, einen

Paradigmenwechsel experimenteller Therapien in der Onkologie herbeizufiihren [132].

2.4.2 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

DCA ist mit 150 Da ein kleines Molekiil, welches Zellmembranen penetriert und sogar die Blut-
Hirnschranke {iberwindet. Dies ermoglicht im Vergleich zu den meisten konventionellen
Chemotherapeutika auch die Therapie intrakranieller Malignome durch perorale Gabe [9]. Die
Absorption erfolgt schnell, sodass die Hemmung der PDK bzw. die Aktivierung der PDH bereits
wenige Minuten nach der Gabe erfolgt. Diese erfolgt dosisabhéngig bei Konzentrationen von 10-
250 umol/1 [124].

O

Cl
OH

Abbildung 2.3 .'cl:)ICA (selbst erstellt)

Bei einer oralen Dosis von 6,25 mg/kg Korpergewicht, 2 Mal téglich, fiir 3 Monate wurde bei den
genannten mit DCA behandelten Glioblastompatienten ein Talspiegel von etwa 0,44 + 0,16
mmol/l (mean + SD; n = 4) erreicht [9]. Diese Werte dhneln denjenigen, welche auch bei der
chronischen DCA-Therapie bei Erwachsenen mit Mitochondriendefekten gemessen wurden
[133]) und liegen im Bereich der Inhibitionskonstante von DCA fiir die PDK2 (0,2 mmol/l),
welche die sensibelste der vier in Kap. 2.1.1.2.1 genannten Isoformen der PDK auf DCA darstellt
[17]. Der Abbau erfolgt vorwiegend durch die Zeta-1-Isoform der Glutathion-Transferase
(GSTZ1), welche den vorletzten Schritt des Tyrosinabbaus katalysiert. Es wird aber auch
unverdndert durch die Nieren ausgeschieden [134].

Die Halbwertszeit nach 6 Monaten kontinuierlicher Gabe von 25 mg DCA/kg/Tag betragt bei
Kindern (n =5, Alter: 5.7 + 1.8 Jahre) 6,4 & 3,4 Stunden und bei Erwachsenen (n = 4, Alter: 24.5
+ 10 Jahre) 21 £ 5,8 Stunden. Dies deutet auf einen stark altersabhidngigen Metabolismus hin
[134].
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2.4.3 Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

Die Toleranz gegeniiber DCA im Hinblick auf unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW)
hangt ebenso wie die Halbwertszeit (s. 0.) stark vom Alter ab: je élter der Patient, umso hoher das
Risiko [134]. Eine doppel-blinde, randomisierte, placebo-kontrollierte Cross-over-Studie mit 30
Probanden mit dem durchschnittlichen Eintrittsalter von 30 £ 14 Jahren mit der Indikation einer
MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-like Episodes), wurde
wegen des Auftretens symptomatischer, peripherer (nicht-demyelinisierender) Neuropathie bei
einer Dosis von 25 mg/ kg KG DCA pro Tag bei 19 der Probanden (15 aus der Verumgruppe und
4 aus der Placebo-Gruppe) abgebrochen. Bei 17 dieser 19 Probanden erfolgte jedoch innerhalb
von 9 Monaten nach Einnahmestop eine Remission. Es wurden keine anderen Toxizitdten
festgestellt [119]. Eine Dosis-abhédngigkeit und iiberwiegende Reversibilitit der nicht-
demyelinisierenden peripheren Neuropathie wird allgemein anerkannt [135]. So konnte diese
UAW bei den bereits genannten Studien von Michelakis et al. (2010) und Dunbar et al. (2013;
Auftreten bei 1 von 15 Probanden) durch eine Dosisminderung von 2 x 12,5 mg/ kg KG auf die
Hiélfte wieder abgewendet werden.

Positivere Ergebnisse wurden in einer placebo-kontrollierten Doppelblindstudie mit 43 Kindern
(Eintrittsalter 5,6 £ 5 Jahre), welche an heterogen verursachter kongenitaler Laktatazidose litten,
erhoben. Hier zeigte sich auch nach 6 monatiger DCA-Gabe von 2x 12,5 mg/ kg KG/ Tag eine
gute Vertraglichkeit, ohne Evidenz oder Unterschiede zum Placebo hinsichtlich einer Toxizitét fiir
die Leber oder das periphere Nervensystem [118].

Diese Ergebnisse erlauben die Vermutung, dass die hohere Inzidenz des Auftretens von peripherer
Neuropathie bei der MELAS-Gruppe zumindest teilweise auf die Folgen der Grunderkrankung
zurlickzufiihren ist, da diese héufig mit Diabetes und folglich auch diabetischer Neuropathie
assoziiert ist [135].

2.5 Zielsetzung der Arbeit

2.5.1 Ermittlung von Interaktionen von DCA mit
anderen Chemotherapeutika

Wie bereits im ersten Abschnitt dieses Kapitels aufgefiihrt, ist die antineoplastische Wirkung von
DCA durch die Arbeit von Bonnet et al. (2007) [2] in den Fokus der Forschung geriickt und hat
dadurch zu zahlreichen weiteren Untersuchungen gefiihrt, welche bei dieser Substanz ebenfalls
erwiinschte Effekte nachweisen konnten (s. auch Kap. 5).

Es existiert jedoch mit dem Artikel von Heshe et al. (2011) [12] bislang nur eine veréffentlichte
Studie, welche gezielt die Effekte von DCA auf pidiatrische neoplastische Zelllinien untersucht
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hat. Auch wurden hier zum ersten Mal antagonistische Interaktionen mit anderen konventionellen
Zytostatika (Cisplatin, Doxorubicin) beschrieben. Diese Dissertation priift daher durch
entsprechende Interaktionstests die Ergebnisse von Heshe et al. (2011) [12]. Dariiber hinaus
wurden Etoposid, SN38 und Temozolomid als weitere in der padiatrischen Onkologie etablierte
Zytostatika in diese Tests einbezogen, um ein differenzierteres Bild iiber die Interaktionen von
DCA mit anderen Wirkstoffen zu erheben. Zusitzlich wird durch die Anwendung verschiedener
Konzentrationsschemata eine potentielle Abhingigkeit der Effekte von der Konzentration

evaluiert.

2.5.2 Ermittlung des Expressionsprofils bestimmter
Gene in neoplastischen Zelllinien

Anhand von Expressionsanalysen kann die Bedeutung eines Gens fiir den Stoffwechsel einer
Zelllinie ermittelt werden. In Bezug auf das Uberleben neoplastischer Zelllinien gilt folgende
Annahme: Hat ein Genprodukt eine antiapoptotische Wirkung, so weist eine starke
Uberexpression dieses Genproduktes auf eine groBe Bedeutung von diesem fiir das Uberleben der
Zelllinie hin. Im Umkehrschluss erwartet man bei groer Potenz proapoptotischer Genprodukte
in neoplastischen Zelllinien eine besonders niedrige Expressionsrate.

Die zwischen der Arbeit von Heshe et al. (2011) [12] und anderen Forschergruppen
divergierenden Effekte von DCA auf neoplastische Zelllinien werfen die Frage auf, ob die fiir
adulte Organismen postulierten Wirkmechanismen von DCA auf pédiatrische neoplastische
Zelllinien tibertragbar sind. Unterschiede im Expressionsprofil relevanter Gene zwischen adulten
und pédiatrischen neoplastischen Zelllinien konnten diese Differenzen erkldren, ohne die
postulierten Mechanismen zwangsldufig in Frage zu stellen und wiirden einen weiteren
Forschungsbedarf hinsichtlich der Wirkung von DCA in pédiatrischen neoplastischen Zelllinien
aufzeigen. Fiir diesen Vergleich wurden die Expressionsanalysen neben 18 pédiatrischen
Zelllinien auch an zwei adulten neoplastischen Zelllinien durchgefiihrt. Um diese Ergebnisse mit
physiologischen Expressionsmustern ins Verhéltnis setzten zu kdnnen, wurde ebenfalls eine nicht-
neoplastische embryonale Zelllinie mit in die Untersuchungen einbezogen.

Korrelationsanalysen der jeweiligen Expressionsrate dieser relevanten Gene mit DCA-
Zytotoxizitdtstests verifizieren, ob diese Gene tatsdchlich fiir die Wirkmechanismen von DCA
relevant sind. Entsprechende Korrelationsanalysen mit den anderen in dieser Arbeit verwendeten
konventionellen Zytostatika (s. letztes Unterkapitel) priifen, ob die getesteten Zielgene tiberhaupt
die postulierten Funktionen im Apoptose-Stoffwechsel (unabhidngig vom Wirkmechanismus von
DCA), im Sinne einer pro- oder antiapoptotischen Wirkung, innehaben.

Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten Zielgene begriindet sich folgendermaRen:
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Neben der in Kap. 2.1.2.1.2 von mehreren Autoren geschilderten bedeutsamen Rolle der
Kv1.5 fiir die Apoptoseinduktion in adulten neoplastischen Zelllinien postulierten Bonnet
et al. 2007 [2], dass die DCA-vermittelte Erh6hung der Expressionsrate einen wichtigen
Wirkmechanismus fiir die antineoplastischen Effekte von DCA darstellt.

Wie in Kap. 2.2.3 dargelegt, stellt eine erh6hte Expressionsrate der PKIM2 — ebenso wie
diejenige der PDK — einen Mechanismus neoplastischer Zellen fiir den Warburg-Effekt
dar. Anhand der Expressionsanalysen soll die Bedeutung dieses Enzyms in
neoplastischen pédiatrischen Zelllinien ermittelt werden.

Die in Kapitel 2.2.1 genannte Survivin-Expressionsrate in den meisten adulten wie
padiatrischen neoplastischen Zellen sowie deren Korrelation mit dem klinischen Stadium,
dem histologischen Grad, dem invasiven Verhalten und der Prognose betroffener
Patienten macht die Bedeutung der Uberexpression von Survivin als Mechanismus fiir
die Apoptoseresistenz deutlich. Es ist daher interessant, wie sich diese Uberexpression
auf die Resistenz gegeniiber den getesteten Substanzen auswirkt.

Heshe et al. (2011) [12] stellten anhand ihrer Ergebnisse die These auf, dass eine
Interaktion von Cisplatin und Doxorubicin mit VDAC1 an der &uBleren
Mitochondrienmembran die Ursache fiir die von ihm beobachteten antagonistischen
Effekte der Kombination von DCA mit diesen Substanzen darstellt. Falls auch in dieser
Arbeit antagonistische Effekte beobachtet werden sollten, wére folglich interessant zu

analysieren, ob das Ausmal} dieser Effekte mit der Expression von VDACI korreliert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Zelllinien

Die Tests fiir die Ermittlung des Expressionsprofils bestimmter Gene wurden an einem Panel von
18 padiatrischen und zwei adulten neoplastischen Zelllinien sowie einer embryonalen Zelllinie
durchgefiihrt. Die Exemplare des Panels der padiatrischen Neoplasien entstammen sechs
Tumorentitdten und sind im Folgenden alphabetisch nach Entitdt und Name aufgefiihrt. Die hier
aufgefiihrten 8 Zelllinien der Entititen Leukdmie, Medulloblastom und Osteosarkom wurden fiir
die Ermittlung des Einflusses von Dichloracetat auf die Zytotoxizitdit konventioneller
Chemotherapeutika ausgewéhlt. Die genannten Informationen wurden den Angaben der

jeweiligen Vertreiber der Zelllinien sowie den jeweils aufgefiihrten Quellen entnommen.

3.1.1.1 Ewing-Sarkom-Zelllinien

CADO-ES1

Diese Zelllinie wurde aus dem Pleuraerguss einer 19-jdhrigen japanischen Frau mit einem Ewing-
Sarkom des rechten Os ischii gewonnen, welcher mit multipler pulmonaler Metastasierung
einherging. Es handelt sich um kleine, runde und spindelférmige Zellen ohne neuronale
Differenzierung, die (semi-)adhdrentes, klumpiges Wachstum in Form von Sphéroiden zeigen.
CADO-ES1 weist eine t(21,22)-Translokation auf, welche das Fusionstranskript EWS/ERG
bedingt. p53 ist hingegen nicht mutiert. Die Verdopplungszeit betrégt etwa 35 Stunden [[136]—
[138].

STA-ET-1

Die Zellen dieser Zelllinie wurden einem peripheren neuroektodermalen Tumor des Humerus
eines 13-jdhrigen Méadchens entnommen. Hier liegt eine Translokation von t(11,22) (q24;q12)
vor. p53 ist nicht mutiert. Die Generationszeit betragt 40,7 Stunden [138], [139].

STA-ET-2.1

Die Zelllinie STA-ET-2.1 entstammt einem priméren peripheren neuroektodermalen Tumor der
Fibula eines 15-jadhrigen Jungen. Bei etwa 20% der Zellen zeigt sich eine Expression des fiir
Resistenzen gegen bestimmte toxische Stoffe verantwortlichen P-Glykoproteins. Es ldsst sich eine
t(11,22)-Translokation mit daraus folgender Fusion “EWS/FLI1”, eine Mutation von p53 und eine
Deletion (del(22)(q12)) nachweisen. Die Generationszeit betrigt ca. 60 Stunden [138], [139].
VH-64

VH-64 wurde aus einem Pleuraerguss eines 24-jdhrigen Mannes gewonnen, welcher multiple

pulmonale Metastasen eines metatarsal lokalisierten Ewing-Sarkoms aufwies. Es handelt sich
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hierbei um locker angeordnete, runde bis ovale Zellen mit einer Generationszeit von 25,2
Stunden. VH-64 zeichnet sich aus durch eine Translokation t(11,22)(q24;q12) mit daraus
resultierendem Fusionstranskript EWS/FLI1. p53 liegt als Wildtyp vor [139], [140].

3.1.1.2 Leukimie-Zelllinien

CCRF-CEM

Diese Zelllinie wurde 1964 aus einem Rezidiv einer T-Zell-ALL eines 3-jdhrigen Méadchens
etabliert. Sie wachst sowohl in Suspension, als auch einschichtig-adhdrent epitheloid. Die
Generationszeit betrdgt 46 Stunden. p53 ist mutiert [141]-[144].

HL-60

Diese Zellen wurden aus dem Blut einer mit AML-(FAB-M2) erkrankten Frau entnommen. Es
handelt sich hierbei um runde Einzelzellen in Suspension mit einer Verdopplungszeit von 25
Stunden. p53 liegt hier mutiert vor [144]-[148].

MOLT4

Diese Zelllinie wurde 1971 aus einem Rezidiv einer ALL eines 19-jahrigen Mannes isoliert. Die
Zellen erscheinen rund und wachsen in Suspension einzeln oder in Clustern mit einer
Generationszeit von ca. 40 Stunden. p53 ist mutiert [144], [149], [150].

REH

Die B-Vorlaufer-ALL-Zelllinie REH wurde 1973 bei ecinem ersten Rezidiv einer akuten
lymphoblastischen Leukdmie aus dem peripheren Blut eines 15-jdhrigen nordafrikanischen
Maidchens etabliert. Diese runden Zellen liegen einzeln in Suspension vor und benétigen eine
Generationszeit von 50-70 Stunden. Es liegt hier eine TEL/AML1-Fusion und ein mutiertes p53
vor. [144], [151].

3.1.1.3 Medulloblastom-Zelllinien

DAOY

DAOQOY wurde 1985 aus einer Biopsie von einem desmoplastischen Medulloblastom aus der Fossa
cerebri posterior eines 4 Jahre alten kaukasischen Jungen gewonnen. Der Primértumor wies
neuronale und gliale Differenzierung auf, welche zum jetzigen Zeitpunkt nicht mehr
nachgewiesen werden konnen. Die adhdrent wachsenden polygonalen Zellen haben eine
Verdopplungszeit von 34 Stunden. p53 ist hierbei mutiert [152]-[154].

UW228.2

UW228 besitzt drei Subklone: UW228.1, UW228.2 und UW228.3. Die in den hier beschriebenen
Methoden verwendete Zelllinie UW228.2 wurde aus einem Tumor der posterioren Fossa eines 9-
jahrigen Méadchens entnommen. Die Zellen wachsen in Zellkultur einschichtig und bilden

Kolonien auf Soft-Agar [155].
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3.1.1.4 Neuroblastom-Zelllinien

IMR-5

Diese Zelllinie ist ein Subklon von IMR-32, welche von einem abdominalen Neuroblastom eines
einjdhrigen kaukasischen Jungen stammt. Die neuroblasten-dhnlichen adhédrenten Zellen wachsen
in Kultur einschichtig. Sie weisen eine Amplifikation des Tumormarkers N-Myc (50-100 Kopien)
auf, welcher als diagnostischer Parameter fiir Neuroblastome eine schlechte Prognose darstellt.
AuBerdem zeigen sie eine Deletion an Chromosom 1 (del 1p36). p53 ist nicht mutiert [156]—
[159].

SMS-KCN

SMS-KCN wurde aus einem Tumor eines ménnlichen Patienten gewonnen. Diese Zelllinie weist
ebenfalls eine N-Myc-Amplifikation (100fach) und eine 1p36 Deletion auf. Auch hier liegt p53
nicht-mutiert vor. [160], [161].

SHEP

Hierbei handelt es sich um einen Subklon der Neuroepitheliomzelllinie SK-N-SH, welcher aus
einer Biopsie aus dem Knochenmark eines 4-jdhrigen Médchens im Jahre 1970 stammt. Im
Gegensatz zu IMR-5 und SMS-KCN ist bei SHEP weder eine N-Myc-Amplifikation, noch eine
1p36 Deletion vorhanden. p53 liegt als Wildtyp vor [162]-[166].

SH-SYSY

SH-SYS5Y ist, wie SHEP, eine klonale Sublinie von SK-N-SH. Sie wurde derselben Biopsie wie
SHEP entnommen und weist ebenfalls keine 1p36 Deletion, N-Myc-Amplifikation oder ein
mutiertes p53 auf. Die Verdopplungszeit betrigt etwa 55 Stunden [162]-{166].

3.1.1.5 Osteosarkom-Zelllinien

MNNG-HOS

Die Zelllinie HOS wurde aus dem Knochen eines 13-jdhrigen kaukasischen Médchens etabliert.
Da diese sich zunédchst nicht fiir Zellkultur und In-Vivo-Implantation eignete, hat man sie durch
Behandlung mit dem kanzerogenen Nitrosamin MNNG modifiziert, wodurch die Zelllinie
MNNG-HOS entstand. Diese hat eine mutierte p53-Variante [138], [167]-[169].

OST

OST entstand durch die Entnahme eines osteoblastischen Osteosarkoms der Diaphyse des linken
Femurs eines 15-jahrigen Médchens. Die Zellen sind Telomerase-positiv. p53 ist nicht mutiert

[170]-[172].
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3.1.1.6 Rhabdomyosarkom-Zelllinien

RD

Diese Zelllinie wurde aus einem embryonalen Rhabdomyosarkom im Becken eines 7 Jahre alten
kaukasischen Méadchens gewonnen. p53 weist Mutationen auf [173]-[176].

RH-30

Hierbei handelt es sich um eine aus einer Knochenmarkmetastase eines undifferenzierten
alveoldren Rhabdomyosarkoms generierte Zelllinie. Sie entstammt einem 17-jdhrigen Patienten
und ist charakterisiert durch Adhérenz, epitheléhnlicher Morphologie mit einschichtigem
Wachstum und einer Verdopplungszeit von etwa 35 Stunden. p53 ist nicht mutiert. [174], [177]—
[179].

3.1.1.7 Adulte neoplastische Zelllinien

HTB-56

HTB-56 entstammt einem anaplastischen Karzinom einer 61-jéhrigen kaukasischen Frau. Das
Ursprungsgewebe ist unbekannt, wahrscheinlich handelte es sich aber um ein Lungenkarzinom
[180]-[182].

A549

Diese Zelllinie wurde aus einem humanen Lungen-Adenokarzinom eines 58-jdhrigen
kaukasischen Mannes im Jahre 1972 gewonnen. Die Zellen wachsen adhérent einschichtig mit

einer Verdopplungszeit von ca. 40 Stunden [183], [184].

3.1.1.8 Nicht-neoplastische Zelllinie

HEK-293 (Human Embryonic Kidney)

HEK-293 ist eine humane nichtneoplastische Zelllinie aus einer embryonalen Niere und wurde
mittels Transfektion von DNS aus dem Adenovirus Typ-5 hergestellt. Sie wéchst adhérent,

fibroblastoid und einschichtig [185], [186]

3.1.1.9 Anbieter der Zelllinien

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, CCRF-CEM
Braunschweig) MOLT4
REH
HL-60
CADO-ESI1
SH-SYSY
RH-30

ATCC-LGC (Promochem GmbH, Wesel) DAOY

RD
IMR-5
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Professor Dr. C. Poremba (Institut fiir Pathologie der Universitit

Diisseldorf)

Professor Dr. Dr. M. Friihwald (Universitétsklinikum Miinster) mit

SMS-KCN
SHEP

OST
MNNG-HOS

UW228.2

freundlicher Genehmigung von Prof. John Silber (Department of
Neurological Surgery, University of Washington, Seattle, USA)

Dr. rer. nat. F. van Valen (Klinik fiir
Universititsklinikums Miinster)

3.1.2 Verwendete Substanzen

Cisplatin

Dichloracetat

Doxorubicin

Etoposid

SN38

Temozolomid

3.1.3 Einmal-Laborbedarf

FALCON™
conical tube, 15ml

FALCON®
conical tube, 50ml

Manufix® sensitive
gloves

Orthopidie des

STA-ET1
STA-ET2.1
VH-64

TEVA GmbH
Graf-Arco Str. 3, 89079 Ulm, Deutschland
Zul.-Nr.: 71983.00.00

Tocris House,

Tocris House, 10 Centre, Moorend Farm
Avenue, Bristol, BS11 0QL, UK

Cat. no: 2755

Cell Pharm GmbH

Theodor-Heuss-Str. 52, 61118 Bad Vilbel,
Deutschland

Zul.-Nr.: 44925.02.00

TEVA GmbH
Graf-Arco Str. 3, 89079 Ulm, Deutschland
Zul.-Nr.: 45891.00.00

Tocris Bioscience

Tocris House, 10 Centre, Moorend Farm
Avenue, Bristol, BS11 0QL, UK

Cat. no.: 2684

Tocris Bioscience

Tocris House, 10 Centre, Moorend Farm
Avenue, Bristol, BS11 0QL, UK

Cat. no.: 2706

Becton Dickonson Labware,
Franklin Lakes NJ 07417 USA,
REF: 352096, Lot: 9058358

Becton Dickonson Labware,
Franklin Lakes NJ 07417-1886 USA
REF: 352070, Lot: 8092696

B. Braun Melsungen
AG Melsungen, Deutschland
Lot: 4772 0722
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Sterile Tissue Culture Flasks
25 ecm, 50ml, steril

MICROTEST
cell culture plate

Costar® STERIPETTE®
2ml, Sml, 10ml

Standardtips
100ul/1000ul

Ritips professional steril
0.5ml/Iml/5Sml

Biosphere® -Quality tips
10, 100, 200ul

Biosphere® -Filter Tips

PVDF Transfer Membrane,
0,45um, 10cm x 10 cm sheet

Greiner Bio-One GmbH, 72636
Frickenhausen, Deutschland
Lot-No: 09100140

96 Vertiefungen, Flachboden
Becton Dickinson Labware Europe, 38241
Meylan Cedex, France

Corning Incorporated
New York 14831, USA

Eppendorf,
Hamburg, Gemany

LOT-No: 5677431-01
Ritter GmbH

86830 Schwabmiinchen,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co.
51588 Niimbrecht, Deutschland

SARSTEDT AG & Co.
51588 Niimbrecht, Deutschland

Thermo Scientific
Rockford, IL 61101, USA

3.1.4 Losungen und Reagenzien

1,1-Dimethylbiguanid Hydrochlorid, 97%

RMPI 1640 mit L-Glutamine

GIBCO® Foetal Bovine Serum 500ml

GIBCO®™ 15240 Antibiotic-Antimycotic 100x

Trypsin-EDTA
0,5g Trypsin pro Liter
0,2g EDTA in D-PBS(Ix)

SIGMA-ALDRICH* CHEMIE GmbH
89555 Steinheim, Deutschland

Cat. No: D

15,095-9

Lot No: §71557-189

Gibco BRL Life Technologies LTD
Paisley, Schottland
Lot No: 633592

Invitrogen™

Puaisley, Schottland
Cat. No. 10270-106
Lot No: 41G5581K

Invitrogen™

Paisley, PA4 9RF, U.K.
Cat. No. 15230-062
Lot: 490268

PAA Laboratories GmbH
4020 Linz, Osterreich
Cat. No: L11-004

Lot No: L00409
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Collagen from rat's tail
Collagen Typ 1, nativ, 6mg/ml, steril

PBS-buffer pH7,4 steril

Acetic Acid

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
approx. 98% TLC

SDS-Pellets

CASY® Tonisotonic Saline Solution

Goat Anti-Mouse 1gG Antibody (H&L) [HRP], pAb

THE™ Beta Actin Antibody, mAb, Mouse

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) HRP Antibody

Kv1.5 Antibody

PKM2 Antibody, Rabbit

Survivin Rabbit Monoclonal Antibody

VDACI Antibody, pAB, Rabbit

Comolete mini
Protease Inhibitor Cocktailtablets

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore)

Proben fiir die qRT-PCR
KCNAS5 (Kvi.5): Hs00266898 sl
PKM?2: Hs00762869 sl
BIRCS (Survivin): Hs 04194392 sl
VDACI:Hs01631624 gH
GAPDH: 4333764T

CELL Concepts GmbH
79224 Umkirch, Deutschland
Art.-No: Z-17C03-C

Apotheke des UKM, Miinster, Deutschland

Ch.-B.: 080915

Mallinckrodt Baker B.V.
7400AA Deventer, Holland
Lot No: 060960601

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH

D-89555 Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG
76185 Karlsruhe
Art.-No: CN30.1

Innovatis AG
72764 Reutlingen
Lot:491225

GenScript USA Inc.
Piscataway, NJ 08854, USA

GenScript USA Inc.
Piscataway NJ 08854, USA

Epitomics, Inc.
CA 94010-1303, USA

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Dallas, Texas 75220, USA

Cell Signalling Technology®
Danvers, MA 01923, USA

Epitomics, Inc.
CA4 94010-1303, USA

GenScript USA Inc.
Piscataway, NJ 08854, USA

Roche Diagnostics
Mannheim, Deutschland

Millipore
Billerica, MA 01821, USA

Life Technologies GmbH
Frankfurter Strafle 129B,
64293Darmstadt,
Germany
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NP40

Isotone NaCl-Lsg. 0,9%

Desoxychol Natriumsalz

2-Mercaptoethanol for Electrophoresis >=98%

TRIS Ultra Qualitét

HPLC water Baker HPLC Analysed

30% Acrylamid/Bis-solution, 29:1 (3,3%c}

Ammoniumpersulfat

TEMED

HCI Imol/l - IN Lsg

40% Glycerin

Glycin

Methanol

Milchpulver

Tween 20

Precision Plus Protein™ WesternC™ Standard Dual

Color

Precision Plus Protein™ StrepTactin-HRP Conjugate

Bromphenol Blau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
89555 Steinheim, Deutschland

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG
76185 Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
89555 Steihheim, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG
76185 Karlsruhe, Deutschland

J.T. BAKER
Deventer, Holland

BIO-RAD
D-80901 Miinchen

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

BIO-RAD,
D-80901 Miinchen

Carl-Roth GmbH & Co. KG
76185 Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG
76185 Karlsruhe, Deutschland

Fluka Chemie AG
Buchs, Schweiz

Carl-Roth GmbH & Co. KG
76185 Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
89555 Steinheim, Deutschland

BIO-RAD
D-80901 Miinchen

BIO-RAD
D-80901 Miinchen
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3.1.5 Technische Geriate

Multiscan Ascent
Mikrotiterplatten-Photometer

Leica DM IL LED
Mikroskop

Hera Safe HSP 12
Laminar Air Flow Clean Bench

Accu-jet® pro
Pipetting Unit

CASY® Model TTC

Vacuum Pump Unit BVC Z1
Megafuge 1.0
Zentrifuge

Centrifuge 5417 R

SANYO CO; Incubator

Vortex Genie 2™

Eppendorf Reference
10-100pl/100-1000ul

Multipette Plus

Bio Photometer

RNA- Messgerdit

ABI Prism 7700 Sequence Detection System
Real-time-PCR-Geriit

2720 Thermal Cycler
TRANS-BLOT SD
DNA/RNA Blotting Kit

Power Pac™ HC
250V, 3.04, BOOW

Mini-Protean® Tetra Cell
Kit for gel electrophoresis

Thermo Labsystems, Finnland
Leica Microsystems CMS GmbH
35578 Wetzlar, Deutschland

Heraeus Instruments
63450 Harnau, Deutschland

BRAND GMBH & Co KG
97861 Wertheim, Deutschland

Cell Counter & Analyser-System
Innovatis AG

72764 Reutlingen, Deutschland

VACUUBRAND GmbH & Co KG
97877 Wertheim, Deutschland

Heraeus Sepatech GmbH
3360 Osterode, Deutschland

Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Modell: MCO-18AIC

SANYO Electric Biomedical Co, Ltd Japan

BENDER & HOBEIN AG
Ziirich, Schweiz

Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Applied Biosystems
Applera Deutschland GmbH, Darmstadt

Applied Biosystems
Applera Deutschland GmbH Darmstadt

BIO-RAD
D-80901 Miinchen

BIO-RAD
D-80901 Miinchen

BIO-RAD
D-80901 Miinchen
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Thermomixer Comfort Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Cool SNAP HQ? Photometrics®
Tucson AZ 85796, USA

TECAN GENESIS 150 Robotic Tecan Deutschland GmbH
Crailsheim, Deutschland

3.1.6 Verwendete Software

Microsoft® Excel Microsoft Office 2013
Microsoft Deutschland GmbH,
85716 Unterschleiffheim, Germany

Sigma Plot 11.0 SYSTAT Software Inc.
Chicago, IL 60606, USA

Gel Pro Analyser 6.0 Media Cybernetics, Inc.
Bethesda, MD 20814-441, USA

Sequence Detektor Software, SDS2.2 Applied Biosystems
Foster City, CA 94404, USA

3.1.7 Sonstige Hilfsmittel

QIAamp RNA-Isolation-Kit QIAGEN Hilden, Germany
+ RNase-Free DNase Set

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Applied Biosystems
Foster City, CA 94404 USA

TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems
Foster City, CA 94404 USA

Pierce® BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
Rockford, IL 61105 USA

3.2 Methoden

3.2.1 Auswahl der Substanzen und Konzentrationen

Wie bereits in der Einleitung ausfiihrlich abgehandelt, beruht die Wirkung von DCA unter
anderem in einer Wiederherstellung der Féhigkeit einer intrinsischen Apoptoseinduktion in
neoplastischen Zellen. Somit ergeben sich Erwartungen auf additive oder gar synergistische
Effekte im Hinblick auf eine Kombination von DCA mit Substanzen, welche ihre Wirkung {iber
diesen Mechanismus ausiiben. Dies wurde bestdtigt durch die Beobachtung synergistischer
zytotoxischer Effekte durch eine Kombination von DCA mit dem p53-Aktivator Nutlin-3 in
Zelllinien chronischer B-Lymphozyten-Leukdmie [187]. Auch eine pathologische Verdnderung
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der DNA induziert, zumindest unter physiologischen Verhiltnissen, den intrinsischen Weg der
Apoptose. Synergistische antiproliferative Effekte und eine verstéarkte Apoptoseinduktion wurden
somit auch durch Kombination von DCA mit dem Pyrimidinbasenanalogon 5-Fluorouracil
(inhibiert die DNA- und RNA-Synthese) in vier Zelllinien von kolorektalen Karzinomen ermittelt
[188]. Gleichsam erhohte die zusétzliche Gabe von DCA zu Capecitabin (Prodrug von 5-
Fluorouracil) die antineoplastischen Effekte dieses Wirkstoffes durch eine erhGhte Apoptoserate
in einem Maus-B-16-Melanom-Allograft und humanen NSCLC-Xenograft (A549) [189].

Eine Induktion der intrinsischen Apoptose erfolgt ebenfalls durch die beiden folgenden
konventionellen Zytostatika:

e Cisplatin: Platiniert die DNA, fiihrt zu einer Vernetzung von DNA-Strangen, platiniert
nukleophile Gruppen von Proteinen, aktiviert die Caspasen durch den ,,Endoplasmatic-
Reticulum-Stress-Pathway* [190], beeintrdchtigt mitochondriale Funktionen und
induziert ROS [191]

e Doxorubicin: Interkaliert mit der DNA, bindet die Topoisomerase I und flihrt so zu einer
Hemmung des DNA-Wiederverschlusses. AuBlerdem wird die Bildung von ROS
stimuliert [192]

Diese finden zudem in der pédiatrischen Onkologie hdufigen Einsatz. Dariiber hinaus sind sie im
Rahmen des anfangs in Kapitel 2 aufgefiihrten préklinischen Screening-Programms unseres
Institutes differenziert untersucht worden, woraus eine profunde Kenntnis {iber deren
pharmakologische Parameter resultiert. Aus den genannten Griinden wurden Cisplatin und
Doxorubicin fiir die Arbeit von Heshe et al. (2011) [12] ausgewdhlt. Da diese Arbeit unter
anderem die von Heshe et al. (2011) [12] gemachte Beobachtung antagonistischer Interaktionen
von DCA mit diesen Zytostatika priifen soll, ergibt sich hier auch die Testung dieser Zytostatika.
Auch die folgenden drei konventionellen Zytostatika induzieren die intrinsische Apoptose, finden
in der pédiatrischen Onkologie hdufigen Einsatz und wurden im genannten préklinischen
Screening-Programm ausfiihrlich evaluiert:

e Etoposid: Hemmt die Topoisomerase II und fiihrt zu Einzel- und Doppelstrang-Briichen
der DNA [193]

e SN38: Die Anlagerung von SN38 an den Komplex aus DNA-Topoisomerase [ (wodurch
dieses Enzym gehemmt wird) und DNA fiihrt zu DNA-Doppelstrangbriichen [194]

e Temozolomid: Alkyliert die DNA [195]

Aus diesem Grunde wurden diese fiir das in Kapitel 2.5.1 dargelegte Ziel eines differenzierteren
Bildes iiber die Interaktion von DCA mit anderen Wirkstoffen ausgewéhlt.
Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen dieser Substanzen wurden aus den

Erfahrungen der genannten préaklinischen Screening-Programme so gewéhlt, dass ein Erreichen
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der Glso in moglichst allen getesteten Zelllinien gewéhrleistet ist. Aulerdem entsprechen diese u.
a. den von Heshe et al. (2011) [12] verwendeten Konzentrationen, um einen moglichst validen
Vergleich der Effekte zwischen den Arbeiten zu ermdéglichen.

Heshe et al. (2011) [12] fiihrte seine Zell-Viabilitdtstests u. a. bei einer DCA-Konzentration von
10 mmol/l durch, weshalb die ermittelten Effekte in dieser Arbeit ebenfalls bei dieser DCA-
Konzentration gepriift wurden. Eine Vielzahl anderer Publikationen zu diesem Thema (bspw. [7],
[13], [196]) testeten u. a. gleichfalls bei dieser Konzentration. Dies ist giinstig fiir eine Priifung
der These eines divergierenden Ansprechens von pédiatrischen und adulten neoplastischen
Zelllinien.

Nicht erwiinschte, die Zytotoxizitit gegeniiber neoplastischen Zelllinien abschwéchende Effekte
einer Substanz, treten in der Regel bei zunehmender Konzentration dieser Substanz stiarker hervor.
Um diese Effekte besser bewerten zu konnen, wurden alle Versuche zusétzlich bei einer DCA-

Konzentration von 25 mmol/l getestet.

3.2.2 Allgemeine Vorkehrungen bei den Versuchs-
Durchfithrungen

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit anderen Mikroorganismen wurden die bei der
Herstellung eines Mediums, beim Passagieren, beim Coaten und bei der Herstellung von
Zellpellets genannten Vorginge steril unter einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Es wurden
folglich nur sterile Materialien (Pipettenspitzen, Einmalpipetten, Zellkulturflaschen, etc.) und

Loésungen (Medium, Trypsin, PBS, etc.) verwendet.

3.2.3 Herstellung des Nihrmediums

Das Medium als Néhrlosung fiir die Zellen musste in regelméfigen Abstinden erneuert werden,
um ein Absterben der Zellen zu verhindern. Meist geschah dies in Verbindung mit dem
Passagieren (s. u.). Das Zellkulturmedium setzte sich wie folgt zusammen:

1. 450 ml RPMI-1640-Medium wurden mit 5 ml des Antibiotic-Antimycotic (GIBCO)
versetzt, um einer Kontamination der Zellkultur durch unerwiinschte FErreger
vorzubeugen.

2. In die Flasche wurden 50 ml FBS (Fetal Bovine Serum; stellt fiir das Wachstum
bestimmter Zelllinien essentielle Proteine und Wachstumsfaktoren bereit) gegeben. Der

Anteil an fetalem Kélberserum im Medium betrug damit 10 %.
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3.2.4 Vorbereitung der Zellen zum experimentellen

Gebrauch

Zur Vorbeugung vor Kontaminationen und zur Gewihrleistung einer hohen Konstanz der

Zelllinieneigenschaften, wurden die Zellen zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff bei -197°

C kryokonserviert und mussten daher fiir den experimentellen Gebrauch im Labor vorbereitet

werden:

1.

Die Kryotubes mit den Zellen wurden aus dem fliissigen Stickstoff zum Auftauen
vorsichtig in lauwarmes Wasser gegeben.

Unter einer Sterilbank wurden diese mit 70%igem Ethanol desinfiziert und anschlieBend
geoftnet.

5-10 ml Zellkulturmedium wurden in einem Falcon-Tube auf 37° C vorgewérmt und die
Zellen dorthinein iiberfiihrt.

Der Falcon-Tube wurde fiir 7 Minuten bei 1300 U/min zentrifugiert und anschlieSend
der Uberstand verworfen.

Die Zellen wurden in 4-5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und die Suspension
nachfolgend in eine entsprechende Kulturflasche (25 cm?) iiberfiihrt.

Nach Ubergang in die proliferative Phase wurden die Zelllinien unter
lichtmikroskopischer Kontrolle regelméafig passagiert (s. Kap. 3.2.6).

Sobald die Zelllinien das fiir sie charakteristische Wachstumsverhalten zeigten, wurde
vor dem experimentellen Gebrauch zum Ausschluss von Kontaminationen bei jeder
Zelllinie ein Mykoplasmen-Test (nach der Arbeitsanleitung des ,,VenorGeM
Mykoplasmen-Nachweis fiir die konventionelle PCR“ von Minerva Biolabs)

durchgefiihrt.

3.2.5 Coaten der Zellkulturflaschen

Da Ewing-Sarkom-Zellen bevorzugt auf kollagen-beschichteten Zellkulturflaschen zu wachsen,

musste zur Kultivierung der Boden der Flaschen, die fiir diese Zellen genutzt wurden, vor

Benutzung fiir die Zellkultur mit Kollagen beschichtet werden.

Beschichtung der Zellkulturflaschen mit Kollagen (beschrieben fiir 65 Zellkulturflaschen)

1.
2.
3.

In zwei 50 ml Falkontubes wurden jeweils 1,6 ml Collagen rat 1 gegeben.
Hinzugegeben wurden jeweils 48,4 ml autoklavierte Essigsdure 0,1 N.
Durch ein steriles Combitip Plus (5 ml) wurden mit Hilfe einer Multipette 1,5 ml der

Kollagen-Essigsdure in Zellkulturflaschen gegeben.
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4. Die Flaschen wurden verschlossen und vorsichtig geschwenkt, um die Losung auf dem
Flaschenboden zu verteilen.

5. Diese wurden 2 Tage stehen gelassen, damit das Kollagen am Boden anhaften konnte.

6. Nach 2 Tagen wurden die Flaschen in der angeschalteten Sterilbank gedffnet und die
restliche Losung steril abgesaugt.

7. Die Flaschen blieben bis zum néachsten Tag bei angeschalteter Sterilbank zum Trocknen
stehen und wurde dann erst wieder verschlossen.

8. In die zuletzt abgesaugte Flasche wurden 4 ml Medium gegeben und diese unter
halboffenem Verschluss 2-3 Tage inkubiert. Wenn nach dieser Zeit unter dem
Lichtmikroskop keine Bakterien oder Pilze nachzuweisen waren, galt der Sterilitéitstest

als bestanden und die Flaschen konnten benutzt werden.

3.2.6 Passagieren

Um ein exponentielles Wachstum der Zellen zu gewdéhrleisten wurden sie, entsprechend ihrer
Wachstumsraten, in regelméBigen Intervallen in neue Zellkulturflaschen transferiert, wobei sie
mit frischem Medium verdiinnt wurden (= Passage). Beim Vorgehen war zwischen adhirent
wachsenden Zellen und in Suspension vorliegenden zu unterscheiden. Die passende Teilungsrate
ergab sich durch die Beurteilung der Besiedlungsdichte in der Zellkulturflasche unter dem
Lichtmikroskop unter Berticksichtigung der Teilungsrate, welche bei der letzten Passage gewahlt
wurde sowie des Zeitpunktes zu dem dies geschah. Die fiir die jeweilige Teilungsrate benotigten
Volumina an neuem Medium und Zellsuspension wurden verschiedenen Tabellen zu entnommen,
welche sich entsprechend der Zellkultur (vorliegend als Suspension oder adhérent) unterschieden
(s.u):

Passage von Suspensionszellen

1. Der jeweiligen Teilungsrate der Zellen entsprechendes Volumen von neuem Medium
wurde in eine neue, mit Datum, Zellreihenbezeichnung, Passagennummer und
Teilungsrate beschriftete Zellkulturflasche vorgelegt.

2. Der Zellsuspension in der alten Flasche wurde das bendtigte Volumen entnommen, in die
neue Flasche tiberfiihrt und diese geschwenkt.

3. Die neue Flasche wurde in den Inkubator gelegt und mit einer halben
Verschlusskappendrehung gedftnet, so dass ein Gasaustausch zwischen Zellkulturflasche
und Inkubator (Atmosphire mit 5% CO,) moglich war.

4. Der Inhalt der alten Flasche wurde verworfen oder filir Viabilititstests bzw. die

Herstellung von Zellpellets (s. Kap. 3.2.9) verwendet.
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Volumen Medium in

Teilungsrate neuer Volumen
Zellkulturflasche Zellsuspension
1:2 2ml 2 ml
1:3 2,67 ml 1,33 ml
1:4 3ml 1 ml
s 3,2ml 0,8 ml
1:6 3,34 ml 0,66 ml
1:7 3,43 ml 0,57 ml
I8 3,5ml 0,5 ml
29 3,6 ml 0,44 ml
1:10 3,66 ml 0,4 ml
1:15 3,73 ml 0,27 ml
1:20 3,8 ml 0.2 ml
1:25 3,84 ml 0,16 ml

Tabelle 1: Bendtigte Volumina fiir verschiedene Teilungsraten bei Zellen in Suspension

Passage von adhiirent wachsenden Zellen

1.

In der Flasche der zu teilenden Zelllinie wurde das gesamte Medium mit einer Pipette
entnommen und verworfen.

In diese Flasche wurden 0,9 ml Trypsin gegeben und vorsichtig geschwenkt, sodass das
Trypsin den gesamten Flaschenboden benetzte.

Ein Teil des Trypsins wurde anschliefend wieder abgesaugt.

Die Flasche wurde verschlossen fiir 5-10 Minuten in einen Inkubator gestellt, um die
trypsinbedingte Ablosung der Zellen vom Flaschenboden zu begiinstigen. Haben diese
sich in dieser Zeit nicht ausreichend abgeldst, wurden nochmals 0,2-0,3 ml Trypsin dazu
gegeben und erneut inkubiert.

Die abgelosten Zellen wurden mit einem der Teilungsrate entsprechenden Volumen an
neuem Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde mit dieser Suspension wie mit den

oben genannten Suspensionszellen verfahren.
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Volumen
Resuspensat von
alter in neue

Volumen neues Volumen Medium
Teilungsrate Medium in neuer zum
Zellkulturflasche  Resuspendieren

Zellkulturflasche
1:2 2 ml 4 ml 2 ml
1:3 3ml 3ml 1 ml
1:4 3,5 ml 2 ml 0,5 ml
1:5 3,5ml 2,5 ml 0,5 ml
1:6 3,5ml 3 ml 0,5 ml
1:7 3,5ml 3,5ml 0,5 ml
1:8 3,5ml 4 ml 0,5 ml
1:9 3,5ml 4,5 ml 0,5 ml
1:10 3,5ml 5 ml 0,5 ml
1:15 3,7 ml 5 ml 0,3 ml
1:20 3,75 ml 5 ml 0,25 ml
1:25 3,8 ml 5 ml 0,2 ml

Tabelle 2: Bendtigte Volumina fiir verschiedene Teilungsraten bei adhdirenten Zellen

3.2.7 Behandlung schlecht wachsender Leukimie-
Zelllinien

Teilten sich die Zellen einer leukdmischen Zelllinie so langsam, dass eine Teilungsrate von 1:2 zu
einem weiteren Verlust an Zellen fiihrte oder die geringe Zellzahl die gewiinschten Versuche nicht

zulie, wurde der Anteil an fetalem Kélberserum im Zellkulturmedium auf 20% erhoht.

3.2.8 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitits-Test. Dieser dient der Quantifizierung von lebenden Zellen
nach einer Exposition einer Zellkultur mit schddigenden Substanzen, wie zum Beispiel
Zytostatika. Hierbei wird den Zellen der zu testenden Zellkultur nach Inkubation mit der
toxischen Substanz ein gelber Farbstoff (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid, MTT) zugesetzt. Dieser Farbstoff wird durch die von lebenden
Zellen synthetisierten Reduktionséquivalente NADH und NADPH reduziert, wodurch blau-
violette Formazankristalle ausfallen. Die Farbe der Losung kann nach Lyse der Kristalle
photometrisch bestimmt werden. Die Extinktion korreliert positiv mit der Menge an zu Formazan
umgesetzten MTT, sodass hierdurch auf die Anzahl der vitalen Zellen geschlossen werden kann.

Fiir die Durchfiihrung der MTT-Tests wurden die Zellen auf 96-Loch-Platten kultiviert:
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Testsubstanz DCA 10 mmol/l + Testsubstanz | DCA 25 mmol/l + Testsubstanz

Co Co Co Co0 | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA

DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA
Clkc Clkc Clkc | Clkc + + + + + + + +
Clkc | Clkc | Clkc | Clkc | Clkc | Clke | Clke | Clkc

DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA
C2kc C2kc C2kc | C2kc + + + + + + + +
C2kc | C2kc | C2kc | C2kc | C2kc | C2kc | C2kc | C2kc

DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA
C3kxc | C3kc | C3kc | C3ke + + + + + + + +
C3kc | C3kc | C3xc | C3kc | C3xc | C3kc | C3ke | C3kc

DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA
C4kc | Clkc | Clkc | Clke + + + + + + + +
Cdkc | Clkc | Cdkc | Clkc | Clke | Clke | Clkec | Cakc

Konzentration der Testsubstanz

DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA | DCA
C5kc C5kc C5kc | C5ke + + + + + + + +
CSkc | CSkc | C5xc | C5kc | CdSke | C5kc | C5ke | CSke

Tabelle 3: Belegung der Zellkulturplatten; KC: konventionelles Zytostatikum, C0 = Zellkultur ohne KC;
C1-C5 = Konzentrationen der KC, C1 < C2 < C3 < C4<C5
Der MTT-Test wurde fiir die Leukédmie-Zelllinien CCRF-CEM, HL-60, MOLT4 und REH, die
Medulloblastom-Zelllinien DAOY und UW228.2 sowie die Osteosarkom-Zelllinien MNNG-
HOS und OST durchgefiihrt. Diese wurden —neben DCA in 10 und 25 mmol/l — mit den folgenden
konventionellen Zytostatika inkubiert:

e Cisplatin: Cy: 0,01 pmol/1, Cy: 0,1 pmol/l, Cs: 1 pmol/l, C4: 10 umol/l, Cs: 100 umol/l

e Doxorubicin: C;: 0,001 umol/l, C,: 0,01 pmol/l, Cs: 0,1 umol/l, C4: 1 umol/1, Cs: 10 pmol/1

e FEtoposid: Ci: 0,01 pumol/l, Cz: 0,1 umol/l, C3: 1 umol/l, C4: 10 pmol/l, Cs: 100 pmol/l

e SN38 (aktiver Metabolit von Irinotecan): Ci: 0,0001 pwmol/l, Cs: 0,001 umol/l, Cs: 0,01

umol/l, C4: 0,1 umol/l, Cs: 1 umol/I

e Temozolomid: Ci: 0,1 pmol/l, C,: 1 pmol/I, Cs: 10 pmol/l, C4: 100 pmol/I, Cs: 1000 pmol/1
Zwecks Erhohung der Reliabilitdt bzw. Reduktion von messfehlerbedingten Abweichungen
wurde (wie in Tabelle 3 zu sehen) jede Kombinationskonstellation aus vier verschiedenen
Vertiefungen der Platten (,,Wells*) gemittelt und jeder Versuch wurde mindestens drei Mal

unabhingig voneinander durchgefiihrt, woraufthin diese Ergebnisse wiederum gemittelt wurden.

3.2.8.1 Vorbereitung der Testsubstanzen

In den Plattenvertiefungen, welche fiir die Kombinationstestungen vorgesehen waren, wurden zu
100 pl Zellsuspension jeweils 50 ul DCA und 50 pl eines konventionellen Zytostatikums
gegeben. Um in den Wells die gewiinschte Konzentration zu erreichen, miissen die Substanzen
also 4-fach hoher konzentriert werden. Zum Erreichen einer Konzentration von 100 pmol/l einer
Substanz in einem Well, muss zuvor folglich eine Konzentration von 400 pmol/l angesetzt worden

sein.
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Rechenbeispiel
Bendétigte Informationen
e Molekulargewicht (MG) der Substanz
e Konzentration der Stammldsung
e Zielvolumen (errechnet sich aus dem benétigten Volumen pro Versuch multipliziert mit
der bendtigten Anzahl der Versuche)

e Zielkonzentration

Ausgehend von diesen Vorgaben wurde anhand folgender Formel das bendtigte Volumen der

Stammldsung errechnet:

MG [L] x Zielkonzentration [m_ol] x Zielvolumen [l]
mol l

Stammlosungskonzentration [%]

Stammlosungsvolumen =

Das Stammlosungsvolumen wurde mit [Zielvolumen - Stammlosungsvolumen] an Medium

verdiinnt, um das Zielvolumen mit der Zielkonzentration zu erreichen.

Beispiel: DCA 25 mmol/l im Well
e Gewlinschte Konzentration im Well: 25 mmol/l = Zielkonzentration: 100 mmol/I
e MG: 150,92 g/Mol
e Stammlosungskonzentration: 50 mg/ml

e Zielvolumen: 45 ml

150,92 [ﬁ] x 100 x 1073 [
50 [f]

Es miissen also 13,58 ml Stammldsung mit 31,42 ml Medium verdiinnt werden, um 45 ml einer

mTOl]x45x 1073 [1]

= 0,01358281= 13,5828 ml

100 mmol/l-Lsg. zu erhalten, mit der man fiir den MTT- Test im Well eine Konzentration von 25

mmol/l erhilt.

Nach dem gleichen Prinzip wurden die Losungen fiir DCA mit einer Konzentration im Well von
10 mmol/l, Cisplatin (Konzentration im Well: 100 pmol/l), Temozolomid (Konzentration im Well:
1 mmol/), Doxorubicin (Konzentration im Well: 10 umol/), Etoposid (Konzentration im Well: 100

umol/l) und SN 38 (Konzentration im Well: 1 umol/l) hergestellt.

3.2.8.2 Ansetzen der Verdiinnungsreihen der Substanzen
Fiir die MTT- Tests wurden die Substanzen Cisplatin, Temozolomid, Doxorubicin, Etoposid und
SN 38 als Verdiinnungsreihen mit 5 verschiedenen Konzentrationen verwendet (vgl. Tabelle 3.),

welche jeweils um den Faktor 10 abnahmen.

41



Ein gewiinschtes Volumen (z. B. 1 ml) der nach Kap. 3.2.8.1 hergestellten Losung wurden
in ein steriles Gefdal gegeben und mit dem 9-fachen Volumen (z. B. 9 ml) an Medium
verdiinnt.

Die Losung wurde auf einem Schiittler gemischt.

Hiervon wurde wiederum 1/10 des Volumens in ein weiteres Gefal3 gegeben und mit dem
9-fachen Volumen (z. B. 9 ml) an Medium verdiinnt.

Dieser Vorgang wurde bis zum Erreichen der kleinsten bendtigten Konzentration

wiederholt.

3.2.8.3 Bestimmung der Zellzahl in den Zellsuspensionen

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, mussten die Zellen der zu testenden

Zelllinien beim MTT-Test vor Inkubation mit den zytotoxischen Substanzen in gleicher Anzahl

vorliegen. Voraussetzung hierfiir war die Bestimmung der Zellzahl in den jeweiligen

Zellsuspensionen.

1.

Suspensionszellen: Die Suspension wurde in einen 15 ml Falcon-Tube gegeben,
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Sediment mit 3 ml Medium resuspendiert.
Adhérent wachsende Zellen: Das Medium wurde weggegeben, die Zellen mit Trypsin-
EDTA-L6sung vom Flaschenboden abgeldst, mit 3 ml Zellkulturmedium suspendiert und
in einen 15 ml Falcon-Tube gegeben.

Eine kleine Menge (ca. 200 ul) der Zellsuspension wurde in einen Eppendorf-Tube
gegeben.

Pro zu testende Zelllinie wurde ein Casycup mit 10 ml Casyton gefiillt.

Die Zellsuspension wurde mit einem Schiittler oder einer Pipette resuspendiert.
Anschlieend wurden diesem 50 pl Zellsuspension entnommen und in den gefiillten
Casycup gegeben.

Dieser wurde mit Deckel verschlossen, die Zellen durch vorsichtiges Kippen gleichméBig
suspendiert und in das Stativ das Casy® gegeben.

Die Zellzahl pro ml Zellsuspension wurde von dem CASY™ unter Beriicksichtigung der
zuvor durchgefiihrten Verdiinnungsschritte (50 ul Zellsuspension auf 10 ml CASY-Ton)

ermittelt.

3.2.8.4 Ansetzen der Zellsuspension fiir den MTT-Test

Der nach Kapitel 3.2.8.3 gemessene Wert wurde anschlieBend dazu verwendet, das Volumen an

Medium zu errechnen, um das die Zellsuspension verdiinnt werden musste, damit eine Anzahl

von 5000 Zellen pro Well erreicht wurde. Da ein Volumen von 100 pl Zellsuspension in jede

42



Vertiefung gegeben wurde, musste folglich eine Konzentration von 5000 Zellen/100 ul angesetzt

werden.

Rechenansatz fiir Wellplatten mit 6 x 12 gefiillten Wells

1. Berechnung des benétigten Zellsuspensions-Volumens
Fir den Versuchsaufbau des MTT-Tests mussten auf der “72-Stunden-Platte”
(Erlauterungen s. Kap 3.2.8.5.) 6 x 12 = 72 Wells befiillt werden (vgl. Tabelle 3 auf S. 40).
Hinzu kamen 1 x 8 Wells fiir die “O-Stunden-Platte” (Erlduterungen ebenfalls an o. g.
Stelle). Um einen Pipettierverlust zu kompensieren, wurde hierzu noch ein Volumen von
10 Wells addiert. Es wurde also ein Volumen an Zellsuspension fiir 90 Wells benétigt. Jedes
Well wurde mit 100 ul Suspension befiillt. Folglich ergab sich ein bendtigtes Volumen von
9 ml.

2. Berechnung der benétigten Zellzahl
Da sich in jedem Well 5000 Zellen befinden sollten, ergab sich eine benétigte Zellzahl von
90 (Anzahl der Wells) x 5000 (Zellen pro Well) = 450.000.

_ 450.000 Zellen

Zellen
X[

—Y: Volumen der in Kap. 3.2.8.3, Punkt 1, genannten Zellsuspension, welches mit Medium
verdiinnt werden muss, um die errechneten 9 ml Zellsuspension mit 450.000 Zellen
herzustellen

— X:in Kap. 3.2.8.3, Punkt 7 gemessene Konzentration

Herstellung der Zellsuspension fiir die Durchfiihrung des MTT-Tests
1. Ineinen 15 ml Falcon-Tube wurden 9 ml minus dem zuvor ermittelten Volumen Y (s. 0.)
vorgelegt.
2. Die Zellsuspension wurde auf einem Schiittler resuspendiert und hiervon das ermittelte

Volumen Y in den Tube gegeben.

3.2.8.5 Aufbereitung der Platten fiir die Inkubation

Um die toxische Wirkung der zu untersuchenden Substanzen auf die zu untersuchenden Zelllinien
auszuwerten, wurden die Zelllinien 72 Stunden mit den Substanzen inkubiert. Zur
Gewihrleistung eines normalen Wachstums der Zelllinien in den Vertiefungen vor Aufbringen der
Substanzen, wurden die Zelllinien zundchst ohne die Substanzen fiir 24 Stunden in den

Wellplatten inkubiert. Hiernach wurde bei einer Fraktion die Konzentration an Zellen gemessen
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(“0-Stunden-Platte™) und eine andere Fraktion mit den Substanzen versehen (‘“72-Stunden-

Platte™). Die Messung der “0-Stunden-Platte” lieB in Bezug auf die Extinktionsmessungen der
“72-Stunden-Platte” zusétzliche Aussagen iiber das Wachstumsverhalten der unbehandelten

Zellen in dem Versuch sowie Riickschliisse auf die Zytotoxizitdt der Testsubstanzen zu.

Auswertung der “0-Stunden-Platte”
1. Acht Wells pro Zelllinie der ,,0-Stunden-Platte* wurden mit jeweils 100 ul der nach Kap.
3.2.8.4 hergestellten Zellsuspension befiillt und fiir 24 Stunden in den Inkubator gestellt.
2. In die mit Zellsuspension gefiillten Wells der ,,0-Stunden-Platte wurden mit der
Multipette jeweils 100 pl RPMI 1640 aus einem 50 ml-Tube gegeben.
3. AnschlieBend wurde das Uberleben der Zelllinien vor Zugabe der Substanzen ermittelt

(siehe folgendes Kapitel).

Auswertung der “72-Stunden-Platte”

1. 72 Vertiefungen der ,,72-Stunden-Platte wurden mit jeweils 100 ul der nach Kap. 3.2.8.4
hergestellten Zellsuspension befiillt und zusammen mit der ,,0-Stunden-Platte fiir 24
Stunden in den Inkubator gestellt.

2. In die gefiillten Vertiefungen der ,,72-Stunden-Platte” wurden jeweils 50 upl der
Substanzen bzw. testsubstanz-freies Medium, dem Plattenbelegungsschema entsprechend
(vgl. Tabelle 3), gegeben.

3. Danach wurde die Platte fiir 72 Stunden in einen Inkubator gestellt. AnschlieBend erfolgte
die Messung des Zelliiberlebens mittels MTT-Test (s. folgendes Kapitel).

3.2.8.6 Messung des Zelliiberlebens
Wie eingangs in Unterkapitel 3.2.8 beschrieben kann die Anzahl der vitalen Zellen photometrisch
durch das Ausmal} der Reduktion des MTT photometrisch nachgewiesen werden.
1. Indie mit der jeweiligen Zellliniensuspension befiillten Wells wurden jeweils 10 ul MTT
gegeben und die Platte fiir drei Stunden im Inkubator inkubiert.
2. Leukidmiezellen wurden zentrifugiert (Relative Centrifugal Force [RCF] 1300, 7
Minuten). Wenn es sich bei den Zelllinien nicht um Leuk&miezellen handelte, wurde
dieser Schritt ibersprungen.

3. Das Medium in den Wells wurde jeweils bis 1 mm {iber dem Boden abgesaugt.

3 0-Stunden-Platte: so genannt, da diese im Gegensatz zur “72-Stunden-Platte” zu keiner Zeit mit den
Substanzen inkubiert wurde

4 72-Stunden-Platte: so genannt, da diese nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden mit den Substanzen
ausgewertet wurde
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4. Es wurden jeweils 100 pl Lyse in jeden Well gegeben, wodurch die Zellen lysiert und die
Formazankristalle aufgeldst wurden.

5. Die Platte wurde auf einen Schiittler gegeben und fiir 10 Minuten bei einer Frequenz von
600/Min. geschiittelt.

6. AnschlieBend wurde die Extinktion der gelosten Formazan-Kristalle als Surrogat fiir den
Anteil noch lebender Zellen mittels Photometer bei einer Messwellenldnge von 590 nm
und einer Referenzwellenldnge von 650 nm gemessen. Die ermittelten Daten wurden fiir

die spétere Auswertung als Excel-Datei gespeichert.

3.2.9 Herstellung von Zellpellets
Fiir die Untersuchungen zur mRNA- und Protein-Expression wurden von den jeweiligen
Zelllinien Pellets hergestellt:
1. Der beim Passagieren der Zellen iiberbleibende Rest an Zellsuspension wurde in einen
mit Zellliniennamen versehenen 15-ml-Tube gegeben.
2. Dieser wurde in einer Zentrifuge bei einer RCF (s. 0.) von 1300 fiir 5 Minuten
zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand vorsichtig abdekantiert.
4. Das Zellpellet wurde mit 1 ml Phosphatgepufferter Salzlosung (kurz PBS von engl.:
Phosphate Buffered Saline) resuspendiert und in einen mit Zellreihenbezeichnung,
Datum und Passagennummer versehenen Eppendorf-Tube gegeben.
5. Dieser wurde fiir 5 Minuten bei einer RCF von 1300 zentrifugiert und die iiber dem Pellet
stehende Losung wie in Punkt 3 dekantiert.
6. Der Rest der iiberstehenden Losung wurde vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt und
verworfen, bis in dem Eppendorf-Tube nur noch das Zellpellet iibrig war.

7. Der Tube mit dem Zellpellet wurde bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.2.10 Quantitative Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion

Die ,,Quantitative Reverse-Transcriptase-Polymerase-Chain-Reaction (qRT-PCR) ist ein
Verfahren zur Amplifizierung und gleichzeitigen Quantifizierung der Expression von bestimmten
Gensequenzen auf mRNA-Ebene. In dieser Arbeit wurde auf diese Weise die Expression von
Survivin, VDAC, Kv1.5 und der PKM2 in 18 neoplastischen padiatrischen, zwei neoplastischen
adulten und einer nichtneoplastischen embryonalen Zelllinie untersucht. Hierzu wurde die mRNA
nach ihrer Extraktion aus der Zelle (Kap. 3.2.10.1) zundchst mittels einer ,,Reversen

Transkriptase* in DNA umgeschrieben (Kap. 3.2.10.2). und anschlieBend mittels Sequenz-
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spezifischen Primer in einer PCR amplifiziert (Kap. 3.2.10.3). Durch genspezifische Fluoreszenz-
markierte Sonden konnte nach jedem PCR-Zyklus iiber die Fluoreszenz im PCR-Ansatz die
Menge an amplifiziertem Zielgen ermittelt werden und damit Riickschliisse auf die mRNA
Expression des Zielgenes gezogen werden. Um Zellzyklus-bedingte Schwankungen der mRNA -
Expression zu kompensieren wurden diese Vorgdnge mit jeweils drei verschiedenen Pellets pro

Zelllinie durchgefiihrt und die Ergebnisse anschliefend gemittelt.

3.2.10.1 Extraktion der RNA fiir die qRT-PCR

Die Extraktion von RNA als Grundlage fiir die Durchfiihrung einer qRT-PCR fiir die Messung
der Expression in den jeweiligen Zellen erfolgte mit Hilfe des ,,QlAamp-RNA-Isolation-Kit*
geméil den Vorgaben des Herstellers unter RNase-freien Bedingungen.

1. Die zu untersuchenden Zellpellets wurden aufgetaut, die Zellstrukturen mit den dafiir
vorgesechenen Reagenzien in entsprechenden Tubes lysiert und die Losung
homogenisiert.

2. Nach Zugabe von Ethanol erfolgte die Bindung der RNA an eine speziell dafiir
vorgesehene Silica-Gel-Membran.

3. Durch Waschvorgidnge wurden zelluldre Riickstdnde und Verunreinigungen von der
Membran entfernt. Spuren von DNS wurden dabei durch zusitzliche Behandlung mit
einem RNase-freien DNase-Set eliminiert.

4. AnschlieBend wurde die reine RNA in 30-100 ul RNase-freiem Wasser eluiert.

5. Die RNA-Qualitit und Quantitdt wurde mittels des ,,2100-Bioanalysators von Agilent

kapillarelektrophoretisch analysiert.

3.2.10.2 Reverse-Transkriptase-Reaktion
Im néchsten Schritt mussten aus der isolierten mRNA komplementire DNA-Strange (cDNA)
synthetisiert werden. Die dafiir notwendige reverse Transkription wurde mit dem ,,Superscript™-
I11-First-Strand-Synthesis-System-for-RT-PCR* von Invitrogen™ an 0,1 pg RNA entsprechend
der Vorschriften des Herstellers durchgefiihrt:
1. Die Losung mit der RNA wurde fiir 5 Minuten bei 65° C denaturiert und anschlieBend
sofort auf Eis abgekiihlt.
2. Dann wurde diese mit RNase-freiem Wasser, abhédngig von den ermittelten RNA-
Konzentrationen auf 100 ng/10 pl verdiinnt.
3. Zu 10 pl wurde ein Gemisch aus dNTPs und einem Oligo-dT-Primer pipettiert und dieser
Ansatz fiir 2 Minuten bei 42° C inkubiert.
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4. Nachfolgend wurde eine Mischung aus Puffer, Dithiothreitol (DTT), einem RNase-
Inhibitor und der Reversen-Transkriptase zugesetzt, sorgfiltig gemischt und dieser
Ansatz erneut bei 42° C iiber 50 Minuten inkubiert.

5. Die Reverse Transkriptase wurde durch Erwdrmung von 15 Minuten bei 70° C wieder
inaktiviert und der Transkriptionsvorgang mit dem entstandenen Endprodukt eines
mRNA-cDNA-Hybrids beendet.

6. In einem letzten Schritt wurde die noch vorhandene RNA durch Inkubation fiir 20
Minuten bei 37° C mit RNase H aus dem Ansatz entfernt, womit die Isolation der cDNA

abgeschlossen wurde.

3.2.10.3 Real-Time-TagMan®-Polymerase-Chain-Reaction

Die Real-Time-TagMan®PCR-Analysen wurden im Zentrallabor des Universitéitsklinikums
Miinster und durch dort angestelltes Personal durchgefiihrt. Der Autor dieser Dissertation nahm
bei der Durchfithrung dieser Prozesse nicht teil. Diese auf den Arbeiten der Forschergruppen um
Holland et al. (1991) [197] und Lee et al. (1993) [198] beruhende Methode hat den entscheidenden
Vorteil der gleichzeitigen Amplifikation und quantitativen Analyse von PCR-Produkten in einem
Reaktionsansatz.

Hierbei wird das entstandene PCR-Produkt (die vervielfiltigte DNA), iiber sogenannte TagMan®-
Sonden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Sonden bestehen aus einem Oligonukleotid,
welches komplementéir zu den zu amplifizierenden DNA-Sequenzen und an beiden Enden jeweils
mit einem fluoreszierenden Farbstoff verbunden ist. Der sogenannte Reporter-Farbstoff am 5°-
Ende der Sonde wird bei Bestrahlung mit einem Laser normalerweise durch strahlungsfreien
Energietransfer (Fluorescence Resonance Energy Transfer = FRET) auf den sogenannten
Quencher-Farbstoff am 3’-Ende in seinen fluoreszierenden Eigenschaften gehemmt. Letzterer
Effekt wird aufgehoben, wenn sich Reporter- und Quencher-Farbstoff rdumlich voneinander
entfernen. Eine derartige Trennung entsteht durch die zusétzliche 5°-3°-Exonuklease-Aktivitét der
Taq-Polymerase, welche eigentlich fiir die Elongation des neu synthetisierten DNA-Stranges
notwendig ist. Dabei wird das 5’-Ende der Sonde mit dem Reporter-Farbstoff abgetrennt. Die
dadurch bedingte Zunahme an Fluoreszenz dieses Farbstoffs lédsst sich leicht quantifizieren und
korreliert mit der Menge neu synthetisierter DNA.

Die Expression des Referenzgens GAPDH (s. Kap. 2.1.1.1) diente hier als endogene Kontrolle
und Bezugsgrofie. Als Negativkontrolle dienten Proben mit reinem Wasser. Bei den Analysen
kamen von der Firma Applied Biosystems vorgefertigte TagMan®-Assays mit den entsprechenden
Primern und Sonden zur Anwendung (s. Kap. 3.1.4). Zusétzlich wurde ein ,,2x-Universal-PCR-
Master-Mix“ (enthélt die Polymerasen) hinzugefiigt und das Ganze mit einer Diethyldicarbonat-

Losung (DEPC, inaktiviert RNasen) aufgefiillt. Zur Durchfiihrung der Messungen wurde das
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,»ABI Prism 7700 Sequence Detection System fiir die Quantifizierung der mRNA verwendet.
Dazu wurden die oben beschriebenen Ansitze maschinell mit Hilfe des ,,Tecan Genesis 150
Robotic* in 384-Well Platten pipettiert, mit Deckel versehen, abzentrifugiert und die PCR nach
folgendem Verfahren durchgefiihrt:

e Zunéchst erfolgte die Aktivierung der Tag-Polymerase fiir 10 Minuten bei 95° C.

e Darauf folgten 40 Zyklen der Amplifikation. Dazu war jeweils zunéchst eine kurze Phase

von 15 Sekunden bei 95° C fiir die Denaturierung der cDNA notwendig.
e Dann folgte jeweils 1 Minute Synthese bei 60° C.

Alle cDNA Proben wurden in einem Analysenlauf jeweils 2-mal analysiert.

3.2.10.4 Auswertung der PCR-Daten

Die Amplifikation der cDNA wurde durch die Sequence Detection Software (SDS2.2, Applied
Biosystems) erfasst und ausgewertet: Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz in dem PCR-
Ansatz gemessen und konnte somit graphisch dargestellt werden (x-Achse: Zyklenzahl; y-Achse:
Fluoreszenzintensitét). Es ergab sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf. Der erste Wendepunkt
bezeichnet den Zyklus, ab dem die Amplifikation in die exponentielle Phase iibergeht (engl.:
Threshold-Cycle, Abk.: Ct —Wert). Dieser Ct-Wert korreliert mit der Menge an cDNA-Molekiilen
im PCR-Ansatz. Der zweite Wendepunkt ergibt sich durch den Verbrauch der Substrate.

Zur Berechnung der relativen Expression der Zielgene im Vergleich zum Referenzgen GAPDH
wurde die Differenz zwischen den Ziel-RNA-Ct-Werten und den GAPDH-Ct-Werten ermittelt (=
ACT). Liegt die Ziel-RNA stark exprimiert vor, ergibt sich eine niedrige Differenz bzw. ein
niedriger ACT-Wert. Ein hoher ACT-Wert ist demnach Folge einer niedrigen Expression der Ziel-
RNA. Zum Erreichen einer besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde die ,,2"22¢T-Methode*
angewandt. Wie man dem Namen ableiten kann, ergibt sich der Ergebniswert aus der
Potenzierung der Basis ,,Zwei* mit einem negativierten sogenannten ,,AACT-Wert™ als Exponent.
Der AACT-Wert ist der Wert der Differenz vom ACT-Wert einer Referenz-Zelllinie als Minuend
minus dem ACT-Wert der jeweiligen untersuchten Zelllinie als Subtrahend (AACT = ACTRreferenz-
zelllinie — ACTunersuchte  zelinie). Die  222T-Methode erlaubt einen besseren Vergleich der
Expressionsdaten als der ACT-Wert allein, da (anndhernd) lineare positive Beziehungen
geschaffen werden: Entspricht der 2-24°T-Wert eines Zielgens einer Zelllinie beispielsweise der
Zahl ,,5“ bedeutet dies, dass das entsprechende mRNA-Gentranskript in dieser Zelllinie
anndhernd flinfmal so hiufig vorliegt, wie in der Referenz-Zelllinie. Um diese Beziehung zu
verdeutlichen, wird dieser Wert im internationalen Sprachgebrauch auch ,,Fold Change* (Abk.:

FC; dt. = x-fache Anderung) genannt.
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Eine wiinschenswerte, da valide Referenz wire der Mittelwert der ACT-Werte mehrerer
padiatrischer nicht-neoplastischer Zelllinien. Nicht-neoplastische Zellen lassen sich jedoch (im
Gegensatz zu manchen neoplastischen Primérzellen) nur durch Transfektion mit Viren-DNA
immortalisieren und damit fiir diese Tests zuginglich machen. Die Erfolgsquote ist hier jedoch
sehr gering, sodass nur wenige Exemplare existieren [199]. AuBlerdem sind fast alle dieser
Exemplare sehr empfindlich und anspruchsvoll in der Zellkultur. Die embryonale nicht-
neoplastische Zelllinie HEK-293 hingegen ldsst sich ausreichend gut kultivieren. Aullerdem war
die Kultivierung dieser Zelllinie bereits im Arbeitskreis etabliert, sodass diese sich als Referenz

angeboten hat.

3.2.11 Western Blot

Ein Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen aus Zellextrakten mittels spezifischer
Antikorper.

Hierfiir mussten die Proteine zundchst aus Zellpellets isoliert (Kap. 3.2.11.1) und verdiinnt (Kap.
3.2.11.2) sowie ein Poly-Acrylamid- und Trenngel hergestellt werden (Kap. 3.2.11.3). Des
Weiteren wurden die Proben vorbereitet (Kap. 3.2.11.4) und in einer Gelelektrophorese
aufgetrennt (Kap. 3.2.11.5). Die im Elektrophorese-Gel aufgetrennten Proteine wurden auf eine
Membran transferiert (,,geblottet®; s. Kap. 3.2.11.6), um anschlieBend mittels Antikdrpern die
gewiinschten Proteine auf der Membran sichtbar zu machen. (Kap. 3.2.11.7). Um einer
Denaturierung und Umsetzung der Proteine vorzubeugen, wurden die Proben bei den Vorgéngen,

welche geldste Proteine beinhielten, in einem Behélter mit Eis gehalten.

3.2.11.1 Lysieren der Zellen
1. Zu 10 ml RIPA- Puffer wurde eine Tablette Complete Mini hinzugegeben. Diese enthalt
einen Protease-Inhibitor-Cocktail, welcher die Umsetzung der Proteine durch Proteasen
verhindert. Der Puffer (500 ml) setzt sich zusammen aus:
o 15 ml NaCl
o 5 ml0,08mmol/l IGEPAL®-CA-630-Losung
o 25 ml Desoxycholinsdure: Bedingt die Zell-Lyse und Solubisierung von
Membranproteinen
o 5 ml 10% Sodiumduodecylsulfat (SDS): Fiihrt zur Auflésung der Tertidr- und
Quartérstruktur der Proteine
o 25 ml 1 mmol/l Tris-Cl pH 8
o 425 ml gereinigtes H,O
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In die Tubes mit den jeweiligen Zellpellets wurden jeweils 100 ul der hier unter Punkt 1
hergestellten Losung gegeben.

Die Losung wurde anschlieBend mit einem Schiittler resuspendiert und fiir 10 Minuten
auf Eis gestellt. Dieser Vorgang wurde 2 Mal wiederholt, um sicherzustellen, dass die
unter Punkt 1 genannten Reaktionen in ausreichender Menge abgelaufen sind.

Der Ansatz wurde 15 Minuten bei 4 °C und einer RCF von 14000 zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein neues Eppendorf-Tube gegeben.

3.2.11.2 Messung der Proteinkonzentration und Verdiinnung des

Proteinlysates

Damit die Konzentrationen der spéter spezifisch nachzuweisenden Proteine der verschiedenen

Zelllinien verglichen werden konnten, mussten die Gesamtprotein-Konzentrationen der

verschiedenen Zelllinien-Proteinlysate gleich sein. Zu diesem Zweck wurden diese

Konzentrationen der verschiedenen Losungen in einem Photometer gemessen und die Losungen,

entsprechend ihres Absorptionskoeffizienten, verdiinnt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit von Thermo Scientific.

1.

In eine 96-Well-Platte wurden die Proteinstandards mit den absteigenden
Proteinkonzentrationen gegeben. Die Analyse der Proteinstandards erfolgte als
Doppelbestimmung aus denen dann Extinktionsmittelwerte fir die jeweilige
Konzentration ermittelt wurden.

Das ,,Working Reagent* (WR) wurde hergestellt, indem 50 Teile BCA Reagenz A und 1
Teil BCA Reagenz B zusammengegeben wurden.

o BCAReagenz B enthélt Cu?* + SO,2". Cu?* wird durch die Biuret-Reaktion durch
Proteine in alkalischem Medium zu Cu'* reduziert. Cu'* fithrt durch Chelat-
Bildung mit Bicinchoninischer Sdure (Bicinchoninic Acid (BCA)), welches in
dem BCA Reagenz A enthalten ist, zu einem violett-geférbten Reaktionsprodukt.
Die Konzentration dieses Reaktionsproduktes korreliert folglich mit der
Proteinkonzentration der Losung und kann photometrisch bestimmt werden.

Entsprechend der Anzahl der zu untersuchenden Zelllinien wurden jeweils 200 pl des
WR in jeweils 2 benachbarte Kammern der 96-Well-Platte gegeben.

Es wurden jeweils 95 ul gereinigtes H,O in neue Eppendorf-Tubes vorgelegt.

Jeweils 5 pl der in Kap 3.2.11.1 hergestellten Losungen wurden in diese Tubes gegeben,
so dass eine Verdiinnung von 1:20 entstand.

Diese Losung wurde durch einen Schiittler gemischt und es wurden zweimal jeweils 20

ul in die, wie unter Punkt 3 beschrieben, mit der WR vorgefiillten Vertiefungen gegeben.
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7. Die Platte wurde auf einem Plattenschiittler fiir 30 Sekunden geschiittelt und anschlieSend
bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert.

8. Die 96-Well-Platte wurde in ein Photometer gegeben und die Extinktionen der violetten
Cu*-Komplexe mit Bicinchonischer Sdure bei einer Wellenldnge von 562 nm bestimmt.
Die Konzentration der Proteinlosungen wurde {iber eine Bezugskurve aus den
Proteinstandards ermittelt.

9. Anhand der ermittelten Proteinkonzentrationen wurde das Volumen an PBS bestimmit,
welches zum Volumen der in Kap. 3.2.11.1 hergestellten Losung gegeben werden musste,
um eine Losung mit einer Proteinkonzentration von 2,2 mg/ml herzustellen, welche fiir

die anschlieBende Auftrennung der Proteine durch die Gelelektrophorese gewiinscht war.

3.2.11.3 Herstellung eines Gels fiir die Gel-Elektrophorese

Das Gel fiir die Gelelektrophorese besteht in der Regel aus zwei Bereichen: Sammelgel und
Trenngel. Die Proteine werden in Taschen gegeben, welche sich im Bereich des Sammelgels
befinden. Bei Anschluss des Gels an einen Stromkreis diffundieren die Proteine durch das
Sammelgel in den Bereich des Trenngels, welches eine hohere Konzentration an Poly-Acrylamid
aufweist. Je grofer die Proteine, umso mehr Wechselwirkungen ergeben sich mit dem Poly-
Acrylamid und umso langsamer diffundieren diese folglich durch die Gele. Die Grofle der
Proteine korreliert mit ihrem Molekiilgewicht, sodass dieses durch diese Methode mitbestimmt
wird. Je groBer der Anteil an Poly-Acrylamid im Gel, umso mehr Wechselwirkungen entstehen
mit den Proteinen, welche durch das Gel diffundieren. Der passende Anteil an Acrylamid im

Trenngel ergibt sich folglich aus dem Molekiilgewicht der zu untersuchenden Proteine:

Proteingrofie Acrylamid- Anteil
36 -205KD 5%
24 —205 KD 7,5 %
14 - 205 KD 10 %
14 -66 KD 12,5 %
14 -45KD 15 %

1. Fir die Herstellung eines Trenngels (Mengenangaben fiir 2 Gele angegeben; beschrieben
fiir einen Poly-Acrylamid- Anteil von 10 %) wurden in ein 50 ml Tube gegeben:
a. 3,75 ml einer “4 x Tris/SDS-pH-8,8-Losung®. Diese Losung wiederum wurde
folgendermaBen hergestellt:
i. 45,5 g Trisbase wurden in 150 ml H,O (HPLC) gelost.
ii. Hierzu wurde 1g SDS gegeben.
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iii. Der pH wurde, nach Eichung des pH- Meters, mit 1N (Normal = 1 Mol/l)
HCI auf 8,8 eingestellt.
iv. Die Losung wurde mit H,O (HPLC) auf 250 ml aufgefiillt.
b. 5 ml einer 30 % Acrylamide/Bis-Losung von Bio-Rad (Verhéltnis 37,5:1)
c. 6,25 ml gereinigtes H,O,
d. 100 pl einer 10 % Ammoniumpersulfat-Losung (APS) (polymerisiert in
Verbindung mit TEMED) und
e. 10 ul einer TEMED-Losung (polymerisiert in Verbindung mit APS)?
2. Das Sammelgel wurde hergestellt, indem man in einen 10-ml-Tube folgende Losungen
gab:
a. 2,5 ml einer ,,4 x Tris/SDS-pH-6,8-Losung®. Diese wurde folgendermalien
hergestellt:
1. 6,05g Trisbase wurden in 40 ml H,O (HPLC) gel6st.
ii. Eswurden 0,4 g SDS hinzugegeben.
iii. Der pH wurde mit IN HCL auf 6,8 eingestellt.
iv. Die Losung wurde mit H,O (HPLC) auf 100 ml aufgefiillt.
b. 1,3 ml einer 30 % Acrylamide/Bis-Losung von Bio-Rad (Verhiltnis 37,5:1)
c. 6,1 ml H,O
d. 50 pl einer 10 % AP- Losung (s. 0.) und
e. 10 ul einer TEMED- Losung (s. 0.)
3. Die Glasplatten wurden mit Spiilmittel gewaschen, getrocknet, mit Alkohol desinfiziert
und in den GelgieBstand eingesetzt.
4. Das Trenngel wurde mit einer Pasteur-Pipette ohne Einschluss von Luftblasen bis zu einer
Markierung gegeben, die 5,5 cm {iber dem unteren Ende der Glasplatte gemacht wurde.
5. Auf dieses wurde gereinigtes H,O bis zur Oberkante der Glasplatten pipettiert.
6. Das Gel wurde stehen gelassen bis der Polymerisationsprozess abgelaufen war (5 -15
Minuten).
7. AnschlieBend wurde das Wasser abgekippt, der Rest mit einem Tuch aufgesogen und das
Sammelgel bis zur Oberkante der Glasplatten auf das Trenngel gegeben.
8. Indieses wurde der (desinfizierte) Kamm, der die Taschen fiir die Proteineingabe schafft,
eingesetzt.
9. Das Gel wurde fiir 5-15 Minuten stehen gelassen, bis auch das Sammelgel polymerisiert

war.

5> Da bei Zugabe dieser Substanzen die Polymerisation beginnt, wurden sie erst kurz vor dem GieBen des
Gels hinzugegeben.

52



10. Um ein Austrocknen zu vermeiden wurde das Gel in feuchten Tiichern und mit dem

Kamm in den Taschen im Kiihlschrank gelagert.

3.2.11.4 Probenvorbereitung fiir die Elektrophorese

Um Schwankungen der Proteinexpression in den verschiedenen Phasen des Wachstums der

Zelllinien auszugleichen, wurden die Proteine der jeweiligen Zelllinie fiir die Bestimmung im

Western Blot aus mindestens drei verschiedenen Passagen extrahiert:

1.

3.

Je 30 pl von drei nach Kap. 3.2.11.1 hergestellten und nach Kap. 3.2.11.2 verdiinnten
Proben verschiedener Passagen einer Zelllinie wurden in ein neues Eppendorf-Tube
gegeben.
In diesen wurden 10 pl ,,4x Probenpuffer gegeben. Aufgrund gesundheitsschiadlicher
Substanzen in dieser Losung, wurde mit diesen Losungen unter einem Abzug gearbeitet.
100 ml dieses Puffers setzen sich zusammen aus:

a. 40 ml 40 % Glycerin,

b. 20 ml 20 % Mercaptoethanol,

c. 8g8% SDS,

d. 25ml 0,25 M Tris pH 6,8,

e. 10 mg Bromphenolblau
Das Tube wurde in einen ,,Thermomixer* gegeben, fiir einige Sekunden geschiittelt und

zwecks Proteindenaturierung insgesamt 5 Minuten bei 95 °C inkubiert.

3.2.11.5 Elektrophorese

Die Elektrophorese dient der Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekiilgewichtes und ihrer

Ladung.

1.

Die Gelplatten wurden in die Gelhalterung der Elektrophorese-Kammer eingespannt und
diese anschlieBend in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt.

Die Elektrophorese-Kammer wurde bis zur entsprechenden Markierung mit Laufpuffer
befiillt. 500 ml des 5-Fach-Konzentrates wurden wie folgt hergestellt:

o 7,55 g Trisbase, 36 g Glycin und 2,5 g SDS wurden auf 500 ml mit gereinigtem
H>O aufgefiillt. Fiir einen Elektrophorese-Vorgang wird ca. 1 Liter 1 x
konzentrierten Puffers bendtigt. Hierfiir wurden also zu 200 ml Puffer 800 ml
H,O gegeben.

In die erste Tasche des Gels wurden 10 pl “Precision Plus Protein™ Western C Standard
Dual Color” von Bio Rad gegeben. Hierbei handelt es sich um eine

Standardproteinlésung mit Proteinférbung. Durch die Anférbung der Proteine kann man
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wihrend der Elektrophorese sehen, wie weit die verschiedenen Proteine bereits durch das
Gel gewandert sind.

4. Jeweils 30 pl der nach Kap. 3.2.11.4 hergestellten Losungen wurden, nach Zelltyp und
Alphabet angeordnet, in jeweils eine andere Tasche im Gel gegeben.

5. Die Elektrophorese-Kammer wurde an einen Stromkreis mit einer Spannung von 70 Volt
angeschlossen bis die Banden das Trenngel erreichten (ca. 30 Min.).

6. AnschlieBend wurde die Spannung auf 120 Volt hochgeregelt bis die Proteinfraktion der
Standardproteinlosung, welche dem Molekiilgewicht der erwarteten kleinsten
nachzuweisenden Proteinfraktion der Proben entsprach, bis zum unteren Ende des Gels

gewandert ist (ca. 2 Std.).

3.2.11.6 Blotten

Beim Blotten werden die aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine Membran iibertragen. Dies
geschieht durch einen Blotting-Puffer, der einem elektrischen Strom folgend, zunédchst durch das
Gel diffundiert, dabei die Proteine 16st und mitnimmt und anschliefend durch eine Membran
diffundiert, welches die Proteine nicht hindurch ldsst. Dieser Schritt ist notwendig, da die
Membran, im Gegensatz zum Gel, den spezifischen Nachweis der Proteine durch Antikorper
ermdglicht.

1. Ein 10-fach konzentrierter Blotting-Puffer wurde folgendermal3en hergestellt:

o Eswurden 72 g Glycin in einen Kolben gegeben.
o Hierzu wurden 15g Tris hinzugefligt.
o Der Kolben wurde auf 500 ml aufgefiillt.

2. Vor Verwendung musste dieser in 1-facher Konzentration und in Mischung mit Methanol
vorliegen. Bei einem Nachweis von kleinen Proteinen (z. B. bei Verwendung eines 12,5%
Acrylamid-haltigen Gels) wird eine Losung mit 10% Methanol empfohlen, bei groen
Proteinen (10% Gel) werden 20% Methanol empfohlen. Zur Herstellung von 500 ml eines
geeigneten Blotting-Puffers mit 10% Methanol wurden also gegeben:

o 50 ml Blotting-Puffer zu
o 400 ml gereinigtem H,O und
o 50 ml Methanol

3. Die Glasplatten, die das Gel enthielten, wurden aus dem Stativ entnommen und mit einem
Plastikspatel voneinander getrennt.

4. Die beiden Gele (Sammelgel, Trenngel) wurden mit einem Plastikspatel an ihrer Grenze
voneinander getrennt und das Sammelgel verworfen.

5. Das Trenngel wurde zum Equilibrieren mit einer sterilen Pipette fiir 15 Min. in eine kleine

Schale mit Blotting-Puffer gegeben.
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6. Das Blot-Papier wurde fiir mindestens 15 Minuten mit einer sterilen Pinzette in eine grof3e
Schale mit Blotting-Puffer gegeben.

7. Eine Membran wurde auf die GroBe des Trenngels zugeschnitten, in eine kleine Schale
mit reinem Ethanol gegeben, kurz geschwenkt und eine Minute liegen gelassen.

8. Anschlielend wurde diese Membran 5—15 Minuten mit in die groe Schale zum Blot-
Papier gegeben.

9. Das Blot-Papier wurde auf die Unterlage der Blot-Maschine gegeben.

10. Darauf wurde die Membran gelegt, die zur spiteren Orientierung mit einem Skalpell
unten links angeschnitten wurde.

11. Auf die Membran wurde das Gel gelegt.

12. Auf dieses wurde wiederum eine zweite Lage Blot-Papier gegeben und mit einem Tube
festgewalzt.

13. Der Deckel der Blot-Maschine wurde verschlossen und fiir 45 Minuten eine Spannung
von 15 V angelegt.

14. Wihrenddessen wurde ein Blockingpuffer hergestellt. Dies ist eine Losung aus 0,1%
Tween- PBS-L6sung mit 5 % Milchpulver und dient dem Schutz der Membran vor dem
Binden von unspezifischen Antikdrpern.

15. Nach Ablaufen der 45 Minuten wurde das Gel verworfen und die Membran fiir eine

Stunde in einer Schale mit 0,1 % Tween- Blocking-Puffer-Losung inkubiert.

3.2.11.7 Proteinnachweis mittels Antikorper
Das Blotten der Proteine auf die Membran ermdglicht den Nachweis spezifischer
Proteinsequenzen durch komplementire Antikorper (AK). Die Bindung dieser Antikérper wird
dadurch sichtbar gemacht, dass ein zweiter Antikorper, welcher z.B. mit einer ,,Horse-Radish-
Peroxidase* (HRP) gekoppelt ist, an ersteren bindet. Die HRP katalysiert eine Reaktion, deren
Produkt in Verbindung mit Luminol eine Lumineszenz bewirkt, welche von einer speziellen
Kamera detektiert werden kann. Je groBBer die Anzahl der Proteine, welche Sequenzen aufweisen,
die zu den Antikdrpern kohérent sind, umso mehr Antikdrper binden. Je mehr Antikdrper binden,
um in so groerem Umfang findet die chemolumineszente Reaktion statt und umso mehr
Photonen wiederum detektiert die Kamera. Da die Proteine durch die Elektrophorese aufgetrennt
wurden, lasst der Western Blot also nicht nur eine Beurteilung {iber die Menge an Proteinen mit
einer bestimmten Proteinsequenz zu, sondern auch dariiber, wie grof3 die Proteine sind, die diese
Sequenz aufweisen.
1. Die Antikérper werden von den Herstellern in hoher Konzentration geliefert. Daher
mussten diese vor Benutzung mittels einer 0,1-%-Tween-5-%-Milchpuffer-PBS-Losung

oder 0,1-%-Tween-5-%-Bovine-Serum-Albumin-Lésung (abhingig vom verwendeten
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Antikorper) verdiinnt werden. Die jeweilig geforderte Verdiinnung wurde den
Herstellerinformationen der Antikérper entnommen.
o Herstellung einer Beta-Aktin-AK-Losung
i. Es wurden 10 ml einer PBS-0,1-%-Tween-5%-Milchpulver-Lsg.
hergestellt.
ii. 10 ul Beta-Aktin-Antikorper wurden aufgetaut und anschliefend kurz
zentrifugiert.
iii. Diese 10 pul wurden zu den 10 ml der in (i) hergestellten Losung gegeben:
10 pl/ 10 ml = Verdiinnung 1:1000
Die Blockierungslosung aus der Schale mit der Membran wurde verworfen und die
Membran mit PBS gespiilt.
Eine Schale wurde mit der in Punkt 1 hergestellten Antikorperldsung befiillt und in diese
dann die Membran gegeben.
Damit die Antikorper die kohérenten Proteinsequenzen der Proteine auf der Membran
binden, wurde die Schale (je nach Antikorper) fiir 1-12 Stunden bei Raumtemperatur in
einer Petrischale oder bei 4 °C auf einem Schiittler im Dunkeln stehen gelassen.
Wihrenddessen wurde eine 0,1-%-Tween-PBS-Lésung (ohne Milchpulver) hergestellt.
Zur Herstellung von 500 ml dieser Losung wurden also zu 499,5 ml PBS, 0,5 ml Tween
gegeben. Das Tween bewirkt eine stirkere Losung der Proteine von der Membran.
Haben die Antikorper die Proteine gebunden, wurde die Losung, welche zuvor in der
Schale war, abgekippt und die in Punkt 5 hergestellte Losung in die Schale gegeben,
sodass die Membran in dieser Losung schwamm. Diese wurde kurz per Hand geschiittelt
und die Lésung ebenfalls verworfen.
AnschlieBend wurde die gleiche Losung erneut in die Schale gegeben und diese dann fiir
5-10 Minuten auf einen Schiittler gegeben. Dieser Vorgang wurde 2 Mal wiederholt.
Dieses dient der Entfernung nicht spezifisch gebundener Antikdrper von der Membran.
Es wurde hierbei darauf geachtet, dass die Seite der Membran, auf welcher die Proteine
gebunden waren, oben lag, um ein mechanisches Losen der Proteine durch das Schiitteln
zu vermeiden.
Wihrenddessen wurde die Losung mit dem zweiten Antikorper hergestellt. Abhéngig
vom ersten Antikorper enthielt diese Losung Antikorper, welche spezifisch gegen
,»,Rabbit-Antikorper” oder ,,Mouse-Antikdrper gerichtet waren: War der 1. Antikorper
vom ,Rabbit“ wurde als zweiter Antikdrper also ein ,,Anti-Rabbit-Antikdrper™
verwendet. Entsprechend wurde, abhingig von der Losung mit dem ersten Antikorper,

BSA oder Milchpulver mit PBS-0,1%-Tween-Lsg. als Verdiinnungsmedium verwendet.
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Dieser wurde auBlerdem Precision Protein™ Strep Tactin-HRP Conjugate von Bio Rad
hinzugesetzt. Die nétige Verdiinnung dieser Antikérper mit Blockierungslosung wurde
den Herstellerangaben entnommen.

o Herstellung einer Anti-Mouse-Losung (fiir z. B. Beta-Aktin)

a. Es wurden 10 ml einer PBS-0,1%-Tween-5%-Milchpulver-Losung
hergestellt.

b. Die Anti-Mouse-Antikérper wurden aufgetaut und anschlieBend kurz
zentrifugiert.

c. Aus diesem wurden 2 pl zu den 10 ml der in Punkt 1 hergestellten
Losung geben: 2 ul/10 ml - Verdiinnung 1:5.000 (Hersteller-
Empfehlung: 1:1000 — 1:10.000).

d. Es wurden 1 pl ,,Strep Tactin HRP Conjugate* hinzugegeben: 1 pl/ 10
ml = Verdiinnung 1:10.000.

o Herstellung einer Anti-Rabbit-Losung: Wie die Herstellung einer Anti-Mouse-
Antikorper-Losung, mit dem Unterschied, dass der Hersteller eine Verdiinnung
von 1:1.000 — 1:20.000 empfiehlt.

9. Eine Schale wurde mit der in Punkt 8 hergestellten Antikorperldsung befiillt und in diese
dann die Membran gegeben.

10. Die Schale wurde fiir einen Tag bei 4 °C auf einem Schiittler stehen gelassen, so dass der
zweite Antikorper sich in ausreichendem Malle an den ersten binden konnte.

11. Schritt 7 wurde wiederholt. Da die ,,Strep Tactin HRP-Losung* lichtsensibel ist, musste
hier jedoch darauf geachtet werden, dass die Schalen, welche die Membranen
beinhalteten, lichtdicht abgedeckt waren. AuBlerdem wurde beim letzten Waschschritt
eine pure PBS-Losung anstelle der 0,1 % Tween- PBS- Losung verwendet.

12. 1,5 ml einer ,,Jmmobilon Western HRP Substrate Peroxidase Solution von Millipore
wurden zu 1,5 ml einer ,,Jmmobilon Western HRP Substrate Luminol Solution* gegeben.
Erstere Losung enthélt das Substrat, welches durch die HRP, welche am zweiten
Antikorper gebunden ist, zu Peroxid umgesetzt wird. Die zweite Losung enthélt Luminol,
welches durch das Peroxid oxidiert wird und dadurch luminesziert.

13. In dieser Losung wurde die Membran fiir eine Minute geschwenkt.

14. Die Membran wurde anschlieBend mit einer sterilen Pinzette zum Abtropfen aus der
Schale genommen und anschlieBend, ohne Luftblaseneinschluss, auf eine Klarsichtfolie
gelegt.

15. Die Folie mit der Membran wurde in eine lichtdichte Fotokabine gelegt, in welcher mit

Hilfe einer Kamera das Ausmal} der Chemolumineszenz detektiert wurde. Die bendtigte
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Belichtungszeit hing vom zu bestimmenden Antikorper ab (von 5 Minuten fiir B-Actin

bis zu 20 Minuten fiir Survivin).

3.2.11.8 Losen der Antikorper von der Membran (,,Strippen®)
Das Strippen dient dem Ldsen von Antikorpern von der Membran. Dieses ist notwendig, wenn
sich nach mehrmaligem Proteinnachweis unspezifische Banden nachweisen lassen oder man ein
Protein nachweisen mdchte, welches ein dhnliches Molekiilgewicht aufweist, wie ein bereits mit
dieser Membran nachgewiesenes Protein. Es kann einige Male gestrippt werden. Allerdings
konnen dadurch lédngere Belichtungszeiten oder sensiblere chemolumineszente Substanzen
erforderlich werden.
1. Die Membran wurde fiir 5-15 Minuten bei Raumtemperatur in einer Schale mit dem
Stripping-Puffer ,,Plus Western Blot Stripping Buffer* inkubiert.
2. Der Puffer wurde verworfen und mit einer PBS-0,1%-Tween-Lsg. dreimal fiir jeweils
fiinf Minuten auf einem Schiittler abgewaschen.
3. AnschlieBend wurde die Membran mit einem Blockingpuffer (PBS, 5% Milchpulver,
ohne Tween) fiir 30 Minuten blockiert.
4. Es wurde, wie in Kap. 3.2.11.7 beschricben, mit 5 Minuten Belichtungszeit
nachgewiesen, ob noch Antikdrper zu detektieren waren. Wenn dies nicht der Fall war,

konnte die Membran erneut mit Antikorpern inkubiert werden.

3.2.12 Berechnung, Statistische Analyse und
graphische Darstellung

3.2.12.1 Bestimmung des relativen Zell-Uberlebens

Pro Versuch wurde der Effekt jeder Substanzkonzentrationskombination in vier benachbarten
Wells photometrisch gemessen (siehe Plattenbelegungsschema bzw. Tabelle 3 auf S. 40). Aus den
vier Extinktionen (= optische Dichte [OD]) wurden die Mittelwerte (QOD),

Standardabweichungen und Variationskoeffizienten berechnet.

Zur Ermittlung der Hemmung der Zellvermehrung bzw. Abtdtung der Zellen durch die jeweiligen
Substanzkonzentrationen wurde die @OD der fiir 72 Stunden mit Substanzen inkubierten
Suspension mit derjenigen in Beziehung gesetzt, welche fiir die gleiche Zeit ohne zugegebene
Substanzen inkubiert wurde (Co auf der Zellkulturplatte, s. Tabelle 3 auf S. 40). Dies entspricht
dem Verhiltnis der iiberlebenden Zellen nach Inkubation mit den Substanzen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle zum identischen Zeitpunkt. Der Ubersichtlichkeit halber soll hierfiir

stellvertretend die Bezeichnung relatives Zell-Uberleben (RU) verwendet werden:

58




.. @0D nach 72 Std. Inkubation mit Substanzen
RU [%] = - x 100
@0D nach 72 Std. Inkubation ohne Substanzen

Die hier aufgezeigten Kalkulationen wurden mittels Microsoft Excel 2013® durchgefiihrt. Zur

graphischen Darstellung diente die Software SigmaPlot, Version 11.0 (Systat Software GmbH,
Erkrath, Deutschland).

3.2.12.2 Bestimmung der Glso- Konzentrationen

Die Glso (= Growth Inhibition of 50 % of exposed cells) beschreibt die Substanzkonzentration,
die nach der entsprechenden Inkubationszeit von 72 Stunden zu einer 50-%igen Hemmung des
Zellwachstums fiihrt. Nach der Formel im vorangegangenen Unterkapitel erhdlt man bei den in
dieser Arbeit verwendeten filinf steigenden Substanzkonzentrationen entsprechend fiinf
abnehmende Werte, welche teils tiber und unter 50 % lagen.

Anhand dieser Werte wurde die Glso mithilfe folgender Formel ermittelt:

, [RU > 50%] — [RU < 50 %] ) -
_ 0 ~ - 0
Gl — (50 — [RU < 50%] + ( [SK bei RU > 50%] — [SK bei RU < 5005]) ~ [SK bet RU> 50 %]
% ( [RU > 50%)] — [RU < 50 %] )
[SK bei RU > 50%] — [SK bei RU < 50 %]

[RU>50%] : niedrigste Konzentration, bei der das o. g. Verhdltnis (RU) noch > 50% war;
[RU<50%)] : héchste Konzentration, bei der das o. g. Verhdltnis (RU) schon < 50% war;
SK: Substratkonzentration.

LCso-Werte (= Lethal Concentration for 50 % of exposed cells) wurden bei den verwendeten
Substanzkonzentrationen in vielen Substanz-Konzentrations-Konstellationen nicht erreicht. Da
bei mangelnder Anzahl und teils sogar komplettem Ausbleiben an erreichten LCso-Werten ein
(reliabler) Vergleich der Parameter nicht moglich ist, wird auf die Erléduterung des Algorithmus
sowie die Darstellung der Auswertung in dieser Dissertation verzichtet.

Zur Berechnung und graphischen Darstellung wurden dieselben Programme wie zur Bestimmung

des relativen Zell-Uberlebens verwendet.

3.2.12.3 Bestimmung der Effekte der Substanzkombinationen

Durch Subtraktion des relativen Zell-Uberlebens der Kontrolle (100 %) mit dem relativen Zell-
Uberleben nach Inkubation mit der jeweiligen Substanz in der jeweiligen Konzentration erhilt
man die Wachstumshemmung (GI, engl. Growth Inhibition®):

GI [%] = 100 [%] — RU [%]

¢ Im Hinblick auf eine allgemein gebriuchliche bzw. standardisierte Nomenklatur soll fiir den Terminus
»Wachstumshemmung® die Abkiirzung GI (engl. Growth Inhibition) gelten
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Das Ausmall der Wachstumshemmung wurde in 3 verschiedene Kategorien bzw. Effektgruppen
unterteilt. Die Berechnungen sowie graphische Darstellungen erfolgten ebenfalls mit o. g.

Software.

1. Additiver/ supraadditiver Effekt

Definition

Die Wachstumshemmung (GI) durch die Kombination der Substanzen ist gleich (additiv) bzw.
groBer (supraadditiv) als die Summe der Wachstumshemmungen vom konventionellen

Zytostatikum (KC”) und DCA in den jeweiligen Konzentrationen alleine.

Graphische Charakterisierung (s. Kap. 4.1.2):

Die mit den schwarzen Siulen (relatives Zell-Uberleben nach Inkubation mit einem
konventionellen Zytostatikum allein) in Gruppen stehenden grauen Sdulen (das relative Zell-
Uberleben nach Inkubation mit DCA [10 oder 25 mmol/l] allein bzw. in Kombination mit einem
konventionellen Zytostatikum) verkleinert sich bei zunehmender Konzentration des
konventionellen Zytostatikums um mindestens den gleichen Wert, wie die schwarze Saule. Das
Vorliegen dieses Effektes wird in den Graphen in Kap. 4.1.2 mit einem ,,+* an der entsprechenden

Sdule dargestellt.

Mathematischer Algorithmus:

Wie bereits oben genannt, ist die Definition eines ,,additiven* Effektes erfiillt, wenn die
Wachstumshemmung  der  Substanzkombination  (Glkombination) =~ der ~ Summe  der

Wachstumshemmungen der Substanzen in den jeweiligen Konzentrationen allein entspricht:

GIKombination Definition additiv = G[KC allein in Konzentration X T G[DCA allein in KonzentrationY

Wie eingangs in diesem Kapitel genannt, erhélt man die Wachstumshemmung aus der Subtraktion
des relativen Zell-Uberlebens der Kontrolle (100 %) mit dem relativen Zell-Uberleben nach

Inkubation mit der jeweiligen Substanz. Hieraus wiederum ergibt sich folglich:

GII(omb. Def. add. = (RUKontr. - RUKC allein in Konz. X) + (RUKontr. - RUDCA allein in Konz. Y)

In Bezug auf die in dieser Arbeit erhobenen Parameter liegt also ein additiver Effekt vor, wenn
die tatsdchliche bzw. in dieser Arbeit gemessene Wachstumshemmung durch Kombination

(Glkombination tatsichiich) der Wachstumshemmung der Definition (Glkombination Definition additiv) €ntspricht:

GIKombination tatsiachlich — GIKombination Definition additiv = 0

Die tatsdachliche Wachstumshemmung durch Kombination erhélt man analog zu den o. g.:

7 Folgend gilt dieses Akronym fiir den Begriff ,,konventionelles Zytostatikum*
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GIKombination tatsichlich = RUKontrolle - RUKombination bei Konzentrationen X und Y

So ergibt sich:

(RUKontrolle'RUKC allein in Konz. x) )

0= (RUKontrolle' RUKombination bei Konz. X und Y) - ( 3 3
+ (RUKontrolle’RUDCA allein in Konz. Y)

Ist die Wachstumshemmung durch die Kombination vom konventionellen Zytostatikum mit DCA
grofBer als die Summe der Wachstumshemmungen durch Einzel-Inkubation, so erhdlt man anhand
dieser Formel einen Wert > 0, womit die Kriterien der Definition eines supraadditiven (starker als
additiven) Effektes erfiillt sind.

Es wurden jedoch selten Werte > 10 (= >10 % hohere Wachstumshemmung durch Kombination
als die Summe der Wachstumshemmungen nach Inkubation mit den Einzelsubstanzen) erreicht
und unter Beriicksichtigung der Variation der Ergebnisse (visualisiert durch die Fehlerbalken)
ergaben sich hier i. d. R. keine relevanten Abgrenzungen zu den additiven Effekten. Aus diesem
Grund wurde den supraadditiven Effekten in dieser Arbeit keine eigenstidndige Kategorie

zugewiesen.

2. Nicht-additiver, nicht antagonistischer kombinatorischer (NANAK) Effekt®

Definition:

Die Kombination des konventionellen Zytostatikums mit DCA weist zwar eine stirkere Toxizitét
auf als die Substanzen alleine, jedoch betrdgt die Wachstumshemmung durch Kombination
weniger als die Summe der durch die Substanzen allein bedingten Wachstumshemmungen (womit

die Definition eines additiven Effektes nicht erfiillt ist).

Graphische Charakterisierung

Die in Gruppen stehenden schwarzen und dazugehdrigen grauen Sdulen ndhern sich bei

zunehmender Konzentration des konventionellen Zytostatikums einander an.

Mathematische Analyse

Die beim additiven Effekt genannte Formel ergibt einen Wert < 0 und die beiden beim

antagonistischen Effekt genannten Formeln (s. u.) ergeben jeweils Werte > 0.

3. Antagonistischer Effekt
Definition
Die Kombination der Substanzen fiihrt zu einer geringeren Wachstumshemmung als die

Inkubation mit einer der Substanzen allein. Hierbei konnen zwei Fille auftreten:

8 Der Ubersichtlichkeit halber wird im Folgenden lediglich das Akronym NANAK-Effekt genannt.
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1. Die Kombination des konventionellen Zytostatikums mit DCA fiihrt zu einer geringeren
Zytotoxizitdt bzw. Wachstumshemmung als die Inkubation mit dem konventionellen
Zytostatikum allein. Diese Art eines antagonistischen Effektes wird fortan ,,Antagonismus
gegeniiber der Zytostatika-Wirkung® genannt.

2. Die Kombination von DCA mit dem konventionellen Zytostatikum fiihrt zu einer geringeren
Wachstumshemmung als die Inkubation mit DCA allein. Diese Konstellation soll fortan mit dem

Terminus ,,Antagonismus gegeniiber der DCA-Wirkung® beschrieben werden. Gelegentlich

zeichnete sich ein hoheres relatives Zelliiberleben nach Inkubation mit dem konventionellen
Zytostatikum allein als in der Kontrolle ab (s. Zelllinie MNNG-HOS nach Inkubation mit
Cisplatin). Daher gilt fiir die Erfiillung der Definition eines Antagonismus gegeniiber der DCA-
Wirkung die Einschrankung, dass die Zunahme des relativen Zelliiberlebens durch Kombination
mit dem konventionellen Zytostatikum grofer sein muss als die Zunahme des relativen
Zelliberlebens durch Inkubation mit dem konventionellen Zytostatikum allein in der
entsprechenden Konzentration (zum Verstdndnis s. auch die Erkldrung zur graphischen

Charakterisierung).

Graphische Charakterisierung

Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung: Eine graue Séaule ist grofer als die
dazugehdrige schwarze Saule. Das Vorliegen dieses Effektes wird in den Graphen der folgenden
Unterkapitel mit einem ,,1* an der entsprechenden Séule dargestellt.

Antagonismus gegeniiber der DCA-Wirkung: Eine graue Séule, welche das relative Zell-
Uberleben nach Inkubation mit den Substanzkombinationen reprisentiert, ist linger als die
entsprechende graue Siule, welche das relative Zell-Uberleben nach Inkubation mit DCA allein
reprasentiert. Jedoch gilt, dass die Langenzunahme der grauen Sdule grofer sein muss als die
Langenzunahme der dazugehorigen schwarzen Saule (vgl. Einschrankung der Definition). Das
Vorliegen dieses Effektes wird in den Graphen der folgenden Unterkapitel mit einem ,,II* an der

entsprechenden Sdule dargestellt.

Mathematische Analyse

Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung:

Im Umkehrschluss zur oben genannten Definition (und einen simpleren Algorithmus darstellend)
ergibt sich: Das relative Zelliiberleben nach Inkubation mit dem konventionellen Zytostatikum
(in der Konzentration X) allein ist gleich oder niedriger als das relative Zelliiberleben nach
Inkubation mit der Kombination vom konventionellen Zytostatikum in der entsprechenden

Konzentration und DCA (in Konzentration Y):

RUKC alleinin Konz.X ~— RUKombination bei Konzentration X und Y <0

62



Antagonismus gegeniiber der DCA-Wirkung:

Analog zum Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung ergibt sich:

RUDCA allein bei Konz.Y — RUKombination bei Konzentration X und Y <0

Synergistische Effekte (welche sich durch eine iiberproportionale Zunahme der Zytotoxizitit der

Einzelsubstanzen durch Substanzkombination darstellen) wurden nicht beobachtet.

3.2.12.4 Korrelationsanalysen

Der Grad der Korrelationen und die Signifikanz zwischen den verschiedenen Parametern
(mRNA-Expression und Sensibilitit der acht getesteten Zelllinien gegeniiber einer Substanz, etc.)
wurden mittels des Produkt-Moment-Korrelationskoeffizienten nach Pearson als auch des
Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten errechnet. Hierfiir und fiir die Erstellung der
entsprechenden Graphen wurde ebenfalls die Software SigmaPlot verwendet. Letztere wurden als

signifikant angesehen, wenn p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der In-vitro-Zytotoxizititstests

4.1.1 Effekt der Substanzen allein

4.1.1.1 DCA

Durch Inkubation von DCA allein wurden keine Glso oder LC50-Werte erreicht (Ausnahme:
DAOQOY sowie MOLT4 bei 25 mmol/l DCA). Aus diesem Grund sind hier die relativen Zell-
Uberleben (RU, s. Kap. 3.2.12.1) aufgefiihrt:
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Abbildung 4.1: Relatives Uberleben [%] der aufgefiihrten Zelllinien nach einer Inkubation von 72 Std. mit
10 und 25 mmol/l DCA in Bezug zur unbehandelten Kontrolle. Fehlerbalken = Standardabweichung, MB:
Medulloblastom, OS: Osteosarkom. Anzahl der Versuche: CCRF-CEM n = 19, HL-60 n = 17, Molt4 n =
24, REHn =20, DAOY n =17, UW228.2 n = 18, MNNG-HOS: n = 20, OSTn =15

Bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l reagierten die Zelllinien der Entitdt Leukdmie am
sensibelsten. Der Mittelwert der relativen Zell-Uberleben der vier Zelllinien dieser Entitiit betrug
77 % * 2,4. MOLT4 (relatives Zell-Uberleben = 63 %) reagierte am sensibelsten auf die
Behandlung mit 10 mM DCA.

Die Zelllinien der Entitdten Medulloblastom und Osteosarkom wiesen durch hohere relative Zell-
Uberleben eine hohere Resistenz gegeniiber DCA auf. Das mittlere relative Zell-Uberleben der
Entitit Medulloblastom lag bei 91 % (UW228.2: 87 %, DAOY: 96 %). Die relativen Zell-
Uberleben der Entitiit Osteosarkom lagen mit 89 % (MNNG-HOS) und 90 % (OST) innerhalb
des Wertebereichs der Entitit Medulloblastom.

Uber alle Zelllinien gemittelt fiihrte die alleinige Inkubation mit 10 mmol/l zu einem Abfall des

relativen Zell-Uberlebens auf 83,7 %.
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Alle getesteten Zelllinien reagierten auf eine DCA-Konzentration von 25 mmol/l mit einem
niedrigeren relativen Zell-Uberleben als auf eine Konzentration von 10 mmol/l. Der Mittelwert
der relativen Zell-Uberleben aller Zelllinien betrug 60 % und lag somit um 24 % niedriger als
nach Inkubation mit 10 mmol/l. Die Auspragung dieser Differenz unterschied sich jedoch
zwischen den verschiedenen Entitéiten bzw. Zelllinien: Die relativen Zell-Uberleben der Entitiit
Leukdmie standen bei einer DCA-Konzentration von 25 mmol/l in Bezug zu 10 mmol/l in einem
weitestgehend konstanten Verhiltnis zueinander (relatives Zell-Uberleben bei 25 mmol/l im
Mittel 15 % niedriger). Dies traf nicht auf die anderen Entitéten zu: Die Medulloblastom-Zelllinie
DAOY, welche bei 10 mmol/l die hochste Resistenz unter allen getesteten Zelllinien aufwies
(relatives Zell-Uberleben: 96%), reagierte auf eine Konzentration von 25 mmol/l mit einem
relativen Zell-Uberleben von 30 % am sensibelsten. Erst dann folgen die Leukimie-Zelllinien

MOLT4 (relatives Zell-Uberleben: 45 %) und REH (relatives Zell-Uberleben: 56 %).

4.1.1.2 Cisplatin

Die Substanz Cisplatin wirkte gegen alle in diesem Versuch verwendeten Zelllinien zytotoxisch.
Mit Ausnahme von UW228.2 konnten bei allen Zelllinien Glso-Werte in dem untersuchten
Konzentrationsbereich bis einschlieBlich 100 pmol/l ermittelt werden (der Mittelwert der
relatives Zell-Uberleben von UW228.2 nach Inkubation mit 100 pmol/1 lag bei 65,1 £ 15,7 %, n
= 4). Um die Unschérfe bei fehlendem Glso von UW228.2 zu verringern, wurde bei der
Errechnung des Mittelwertes sowie bei den Korrelationsanalysen flir diese Zelllinie eine Glso von
100 umol/l angegeben. Die Glso-Werte der Leukdmie-Zelllinien lagen mit einem Wertebereich
von 53 (REH) bis 59 umol/l (MOLT4) relativ nah beieinander und gleichzeitig leicht unter dem
Mittelwert aller getesteten Zelllinien (X = 65 %; s. ,,Mean‘ auf Abbildung 4.2). Eine weniger
sensible Entitdt stellte das Osteosarkom dar, deren getestete Zelllinien Glsp-Werte von 67
(MNNG-HOS) bzw. 77 (OST) umol/l aufwiesen.

Obwohl die Leukdmie-Zelllinien, wie bei Inkubation mit DCA (zumindest bei 10 mmol/1), auch
gegeniiber Cisplatin die hochste Sensibilitdt zeigten, konnte bei den getesteten Zelllinien keine
Korrelation zwischen den Glso-Parametern bei Cisplatin und den Variabilitdtsraten nach
Inkubation mit DCA (10 und 25 mmol/l) festgestellt werden (weder mit dem

Korrelationskoeffizienten nach Pearson noch mit der Rangkorrelation nach Spearman).
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Abbildung 4.2: Lineare Darstellung der Glso von Cisplatin bei den verschiedenen Zelllinien. Fehlerbalken
= Standardabweichung; angezeigt ist der Mittelwert von n Versuchswiederholungen: CCRF-CEM n = 3,
HL-60 n = 3, MOLT4 n = 4, REH n = 4, DAOY n = 4, UW228.2 Glsy bei n = 4 jeweils nicht erreicht,
MNNG-HOSn =4, OSTn =3

4.1.1.3 Doxorubicin

Die Glsp-Werte fiir Doxorubicin konnten fiir alle getesteten Zelllinien in dem untersuchten
Konzentrationsbereich (bis 10 umol) ermittelt werden. Der Mittelwert aller Zelllinien betrug 0,9
umol/l. Auch gegeniiber Doxorubicin waren die Leukimie-Zelllinien am sensibelsten
(Wertebereich von 0,02 [REH] bis 0,52 umol/l [CCRF-CEM]). Die Osteosarkom-Zelllinien
wiesen die geringste Sensibilitit auf (Glso MNNG-HOS: 2,59 umol/l; GIso OST:1,82 umol/l). Die
ermittelten Glso-Konzentrationen zeigten so insgesamt Differenzen um das 119fache (zwischen
REH und MNNG-HOS, s. o.). Auch hier zeigten sich zwischen den Glso-Parametern bei
Doxorubicin und den relativen Zell-Uberleben nach Inkubation mit DCA — sowohl bei einer
Konzentration von 10 als auch 25 mmol/l — keine Korrelationen.

Es konnte jedoch eine Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf Cisplatin
(welches die DNA platiniert, u. a. zu DNA-Strang-Querverkniipfungen fiihrt, die Bildung von
ROS stimuliert [190] und iiber ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transporter ausgeschleust wird
[200]) und Doxorubicin (welches mit der DNA interkaliert, u. a. die Topoisomerase I und II
hemmt und ebenfalls iiber ABC-Transporter ausgeschleust wird [201]) festgestellt werden (r =
0,781, p =0,0382, Korrelation nach Pearson).

66



Leukemia Medulloblastoma Osteosarcoma

\ Mean

Gl,, [pmol/l]

0,1 1

0,01

Abbildung 4.3: Logarithmische Darstellung der Glso von Doxorubicin bei den verschiedenen Zelllinien.
Fehlerbalken = Standardabweichung,; angezeigt ist der Mittelwert von n Versuchswiederholungen: CCRF-
CEMn =4, HL-60 n = 3, MOLT4n =3, REHn =4, DAOY n = 3, UW228.2 n = 4, MNNG-HOS n = 4,
OSTn=3

4.1.14 Etoposid

Analog zu den Testungen von Cisplatin und Doxorubicin waren die leukdmischen Zelllinien
gegeniiber Etoposid am sensibelsten (Wertebereich der Glso von 0,19 umol/l [REH] bis 2,43
umol/l [CCRF-CEMY]); die Medulloblastom-Zelllinie DAOY zeigte sich als Etoposid-sensitiver
Phéanotyp (Glso= 0,7 umol/l), wiahrend UW228.2 resistenter gegeniiber Etoposid auftrat (Glso =
26,8 umol/l). Die beiden Osteosarkom-Zelllinien wiesen fiir MNNG-HOS eine Glso von 4,66
umol/l und fiir OST eine Glso von 3,65 umol/l auf. Der Hemmer der Topoisomerase II und
Induzierer von DNA-Einzelstrang- und -Doppelstrangbriichen korrelierte in seiner Zytotoxizitét
signifikant mit Cisplatin (r = 0,777, p = 0,0398, Korrelationskoeffizient nach Pearson) und
Doxorubicin (rs = 0,929, p < 0,001, Spearman‘scher Rangkorrelationskoeffizient), welche ihre

Wirkung ebenfalls iiber Interaktionen mit der DNA hervorrufen (s. o.).
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Abbildung 4.4: Logarithmische Darstellung der Glsy von Etoposid bei den verschiedenen Zelllinien.
Fehlerbalken = Standardabweichung; angezeigt ist der Mittelwert von n Versuchswiederholungen: CCRF-
CEM n = 3, HL-60 Gls59 bei n = 3 nur Imal erreicht, MOLT4 n = 4, REHn =4, DAOY n =3, UW228.2 n
=4, MNNG-HOSn =4, OSTn =3

4.1.1.5 SN38

Die Sensibilitit der getesteten Zelllinien gegeniiber SN38, welches sich dem Komplex aus DNA-
Topoisomerase I und DNA anlagert und somit zu DNA-Doppelstrangbriichen fiihrt, korrelierte
stark mit derjenigen gegeniiber Etoposid (Hemmer der Topoisomerase II, fithrt ebenfalls zu DNA-
Strangbriichen). Dies spiegelt sich einerseits durch den Vergleich der Abbildung 4.4 mit
Abbildung 4.5 wider als auch durch hohe Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r = 0,993)
sowie Spearman (rs = 0,976) bei hoher Signifikanz (p jeweils < 0,001). Es ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass die Glso-Werte fiir SN38 im Schnitt um 2 Log-Stufen niedriger lagen
(Mittelwert der Glso-Werte fiir Etoposid: 4,97 umol/l, Mittelwert der Glso-Werte fiir SN38: 0,05
umol/l).
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Abbildung 4.5: Logarithmische Darstellung der Glsyp von SN38 bei den verschiedenen Zelllinien.
Fehlerbalken = Standardabweichung; angezeigt ist der Mittelwert von n Versuchswiederholungen: CCRF-
CEM n = 3, HL-60 Glsp bei n = 3 nur Imal erreicht, MOLT4 n = 3, REHn = 4, DAOY n =3, UW228.2 n
=3, MNNG-HOSn=4,08Tn =3

4.1.1.6 Temozolomid

Das Alkylanz Temozolomid wies von den anderen in diesem Kapitel aufgefiihrten
konventionellen Zytostatika grundsdtzlich abweichende zytotoxische Parameter auf: Die
Zelllinien der Entitit Leukdmie zeigten die hochsten Glso-Werte (von 406 umol/l (REH) bis 723
pmol/l (MOLT4)), die Zelllinien der Entitéiten Medulloblastom und Osteosarkom waren sensibler.
Unter den beiden letztgenannten Entitdten war die Zelllinie UW228.2 jedoch auch hier die
resistenteste (Glso: 245 umol/l). Es bestand eine signifikante negative Korrelation zwischen der
Sensibilitdt der Zelllinien gegeniiber Temozolomid (repréasentiert durch die Glso der Zelllinien)
und DCA bei 10 mmol/l (reprisentiert durch das relative Zell-Uberleben, vgl. Kap. 4.1.1.1):
Korrelationskoeftizient nach Pearson = -0,731, p = 0,0392; Korrelation nach Spearman = -0,905,
p=<0,001).
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Abbildung 4.6: Logarithmische Darstellung der Glsy von Temozolomid bei den verschiedenen Zelllinien.
Fehlerbalken = Standardabweichung; angezeigt ist der Mittelwert von n Versuchswiederholungen: CCRF-
CEMn =4, HL-60 n = 3, MOLT4 n = 5, REHn = 4, DAOY n = 3, UW228.2 n = 3, MNNG-HOS n = 4,

OSTn=3

4.1.1.7 Ubersicht der Korrelationen

Glso . RU DCA
Doxorubicin GIso Etoposid GlIso SN38 (10 mmol/l]
Pearson Pearson
Glso Cisplatin r: 0,781 r:0,777
p: 0,0382 p: 0,0398
Spearman Spearman
GlIso Doxorubicin rs: 0,929 5. 0,905
p: 02x10° p:02x10°
Pearson
r: 0,993
. -6
GIso Etoposid p: 0,912 x 10
Spearman
re: 0,976
p:02x10°
Pearson
r:-0,731
Glso p:0,0392
Temozolomid Spearman
rs: -0,905
p:02x1 0°

Tabelle 4: Tabellarische Ubersicht der signifikanten (p <0,05) Korrelationen nach Pearson und Spearman
beziiglich der Toxizitit der verwendeten Substanzen; RU: relatives Zell-Uberleben
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4.1.2 Effekt der Kombinationen
4.1.2.1 Uberblick

Eine detaillierte nach Substanzkombination und Zelllinie sortierte tabellarische Darstellung der
Ergebnisse des in Kap. 3.2.12.3 aufgefiihrten Algorithmus befindet sich in Unterkapitel 9.1
(Anhang). Der Ubersichtlichkeit halber ist in diesem Kapitel lediglich eine tabellarische
Zusammenfassung dieser Ergebnisse aufgefiihrt und dies auch nur, wenn diese Effekte {iberhaupt
in relevanter Anzahl auftraten.

Additive/supraadditive Effekte traten bei den hier analysierten 400 Kombinationstestungen (€&
8 Zelllinien x 5 unterschiedliche konventionelle Zytostatika x 5 verschiedene Konzentrationen
des jeweiligen konventionellen Zytostatikum x 2 divergierende Konzentrationen von DCA) in
insgesamt 71 = 17,75% der Fille auf. Dabei fanden sich diese Effekte in 35 Féllen bei einer DCA-
Kombination von 10 mmol/l sowie in 36 Féllen bei einer Konzentration von 25 mmol/l. Hiervon
kam es in 17 Fallen zu einer supraadditiven Wachstumshemmung von > 5 % (davon 12 Félle bei
10 mmol/l sowie 5 Félle bei 25 mmol/l DCA). In 6 Fillen kam es zu einer supraadditiven
Wachstumshemmung von > 10 % (4 davon bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l und 2
davon bei einer Konzentration von 25 mmol/l). Eine detailliertere substanz- und
zelllinienspezifische Analyse erfolgt in den folgenden Unterkapiteln.

Antagonistische Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum zeigten sich von den
insgesamt 400 Kombinationstestungen (s. 0.) in 41 Féllen (25 hiervon bei 10 mmol/l sowie 16
hiervon bei 25 mmol/l DCA). In 14 dieser Fille kam es zu Herabsetzungen der Toxizitdt des
konventionellen Zytostatikums von > 5 % (8 bei 10 mmol/l sowie 6 bei 25 mmol/l DCA) und in
5 Fillen zu entsprechenden Wirkungsverlusten von > 10 % (2 Fille hiervon bei 10 mmol/l sowie
3 Falle bei 25 mmol/l DCA). Diese Effekte traten lediglich bei den Zelllinien der Entitdten
Medulloblastom sowie Osteosarkom auf — bei den Leukédmie-Zelllinien fanden sich keine
antagonistischen Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum. Anzahl und Ausmaf
dieser Effekte waren nicht nur abhéngig von der Zelllinie, sondern auch vom verwendeten
konventionellen Zytostatikum (s. folgende Unterkapitel).

Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung hingegen zeigten sich in insgesamt 32 Fillen der
400 Kombinationstestungen: In 18 Féllen bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l sowie in
14 Fallen bei 25 mmol/l DCA. In 9 dieser Félle zeigten sich Abschwéchungen der Zytotoxizitét
> 2 % (5 bei 10 mmol/l sowie 4 bei 25 mmol/l DCA). In einer Kombinationstestung (bei 10
mmol/l DCA) ergab sich eine Zytotoxizititsreduktion um > 4 %. Werte > 5 % wurden nicht
erreicht.

Auch zu den Ergebnissen dieses Algorithmus findet man eine detaillierte Darstellung im Anhang.
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Wie den Balkendiagrammen in den folgenden Unterkapiteln zu entnehmen ist, zeichnete sich in
allen getesteten Zelllinien weitgehend eine dosisabhingige Zytotoxizitit fiir die verwendeten
konventionellen Zytostatika und DCA ab (= je hoher die jeweilige Konzentration, umso geringer

das Zell-Uberleben).

4.1.2.2 Effekt der Kombination von DCA und Cisplatin

Fiir die Kombination von Cisplatin mit DCA zeigten sich insgesamt 27 additive/ supraadditive
Effekte bei den insgesamt 80 Kombinationstestungen’. 13 davon traten bei einer DCA-
Konzentration von 10 mmol/l auf, 14 zeigten sich bei einer DCA-Konzentration von 25 mmol/l
(s. Tabelle). Sowohl bei 10 als auch bei 25 mmol/l DCA traten diese Art von Effekt numerisch am
haufigsten bei einer Cisplatin-Konzentration von 1 pmol/l — bzw. einem molaren Verhéltnis von
1:10.000 respektive 1:25.000 — auf (s. entsprechende Markierungen an den Graphen).
Supraadditive Effekte von > 10 % traten bei dieser Cisplatin-Konzentration jedoch lediglich
einmal auf (Zelllinie: MNNG-HOS, DCA-Konzentration: 25 mmol/l), wihrend diese bei 10
pmol/l zweimal auftraten (Zelllinie MNNG-HOS, DCA-Konzentration: 10 sowie 25 mmol/l; s.
auch Kap. 9.1.1).

10 mmol/l DCA 25 mmol/l DCA
Cisplatin- | Molares | pee oo | pereree | Effekte | MO |peride| Effekte | Effekte
Konzentrati | Verhéltnis i =50 ~10% Verhiltnis n =50, ~10%
on [umol/] | KC:DcA | "™# =270 =V ' kc:pcA | ™8 | =7 =170
0,01 1:1.000.000 3 1:2.500.000 4
0,1 1:100.000 2 1 (DAOY) 1:250.000 3
. . 1 (MNNG- | 1 (MNNG-
1 1:10.000 4 1 (DAOY) 1:25.000 5 HOS) HOS)
. 1 (MNNG- | 1 (MNNG- . 1 (MNNG- | 1 (MNNG-
10 1:1.000 3 HOS) HOS) 1:2.500 2 HOS) HOS)
100 1:100 1 1:250

Tabelle 5: Zusammenfassung der additiven/ supraadditiven Effekte bei den 8 verwendeten Zelllinien

Ein Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung zeichnete sich lediglich bei der
Zelllinie OST bei der Substanzkombinationskonstellation von Cisplatin 10 umol/l und DCA 10
mmol/l ab (Wirkungsabschwichung von Cisplatin von 2,9 %).

Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung ergaben sich bei den 80 Kombinationstestungen
insgesamt 9-mal: 7-mal bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l, 2-mal bei einer DCA-

Konzentration von 25 mmol/l (s. entsprechende Markierungen an den Graphen).

% & 8 Zelllinien x 5 verschiedene Konzentrationen des jeweiligen konventionellen Zytostatikums x 2
divergierende Konzentrationen von DCA
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Abbildung 4.7: Kombination von DCA und Cisplatin in den verschiedenen Leukdmie-Zelllinien

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - Cisplatin alleine; T—1: Cisplatin + 10 mmol/l DCA; BB : Cisplatin + 25 mmol/l DCA
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Abbildung 4.8: Kombination von DCA und Cisplatin in den in den jeweiligen Zelllinien der Entitiiten
Medulloblastom und Osteosarkom

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - Cisplatin alleine; =1: Cisplatin + 10 mmol/| DCA; BB : Cisplatin + 25 mmol/l DCA
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4.1.2.3 Effekt der Kombination von DCA und Doxorubicin

Fiir die Kombination von Doxorubicin mit DCA zeigten sich insgesamt lediglich in 5 von 80
Fallen additive/ supraadditive Effekte. Vier dieser Effekte traten auf bei einer Doxorubicin-
Konzentration von 0,01 umol/l: Jeweils zwei davon bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/I
(= molares Verhiltnis von 1:1.000.000, Zelllinien: DAOY und OST) sowie 25 mmol/l (= molares
Verhiltnis von 1:2.500.000, Zelllinien: DAOY und MNNG-HOS). Eine zusétzliche
Wachstumshemmung > 5 % (6,85 %) ergab sich lediglich bei der Zelllinie DAOY bei 0,01 pmol/l
und 10 mmol/l DCA. Der fiinfte additive/ supraadditive Effekt zeigte sich bei der Zelllinie HL-
60 in der Konstellation mit 0,001 pmol/l Doxorubicin bei 25 mmol/l DCA (4,9 %).
Antagonistische Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum ergaben sich bei den
80 Kombinationstestungen insgesamt 4-mal: In der Zelllinie DAOY bei 10 mmol/l DCA und 0,1
sowie 1 pmol/l Doxorubicin, aulerdem in der Zelllinie OST bei 10 pumol/l Doxorubicin mit 10
sowie 25 mmol/l DCA. Die maximale Wirkungsabschwichung betrug hier 1,1 % (vgl. Kap.
9.1.2).

Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung ergaben sich insgesamt 5- von 80-mal (s.
entsprechende Markierungen an den Graphen). Eine niedrigere Wachstumshemmung in Bezug
zum Effekt von DCA allein von > 2 % zeigte sich lediglich einmal bei der Zelllinie MNNG-HOS
(DCA: 25 mmol/l, Doxorubicin: 0,001 umol/l).
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Abbildung 4.9: Kombination von DCA und Doxorubicin in den verschiedenen Leukdmie-Zelllinien
Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - Doxorubicin alleine; T—1: Doxorubicin + 10 mmol/l DCA; B : Dox. + 25 mmol/l DCA
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Abbildung 4.10: Kombination von DCA und Doxorubicin in den in den jeweiligen Zelllinien der Entitdiiten
Medulloblastom und Osteosarkom

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - Doxorubicin alleine; T”—1: Doxorubicin + 10 mmol/l DCA,; BB : Dox. + 25 mmol/l DCA
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4.1.2.4 Effekt der Kombination von DCA und Etoposid

Additive/ supraadditive Effekte ergaben sich fiir die Kombination von Etoposid mit DCA in 12
von den 80 Féllen: 7-mal bei 10 mmol/l DCA und 5-mal bei 25 mmol/l. Die molaren Verhéltnisse
1:1.000.000, 1: 2.500.000 und 1:100.000 schienen durch ein Auftreten dieser Effekte in jeweils 3
Zelllinien besonders giinstig fir eine produktive Interaktion der Substanzen zu sein (zur
Zuordnung zu den Zelllinien s. entsprechende Markierung an den Graphen). Insbesondere die
Zelllinie DAOY schien auf die Kombination aus Etoposid und DCA sensibel zu reagieren: Bei
einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l fand sich in Kombination mit 0,01 umol/l Etoposid eine
supraadditive Wachstumshemmung von 19 % sowie in Kombination mit 0,1 pmol/l eine

entsprechende Wachstumshemmung von 16 %.

10 mmol/l DCA 25 mmol/l DCA
If(fgse"lft‘in Vlfr‘l’lzrtijs Effekte | Effekte | Effekte | Molares Verhaltnis | Effekte | Effekte | Effekte
1 0 0 . 1 0 0
on [umol/l] | KC: DCA insg. >5% >10% KC:DCA insg. | >5% | >10%
001 | 1:1.000000| 3 |1@aov)|1maov)| 1:2.500.000 3
. 2 (DAOY, .
0.1 1100000 | 3 | 2080% |1 oaow)|  1:250.000 1
1 1:10.000 | 1 1:25.000 1
10 1:1.000 1:2.500
100 1:100 1:250

Tabelle 6: Zusammenfassung der additiven/ supraadditiven Effekte bei den 8 verwendeten Zelllinien

Antagonistische Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum ergaben sich
insgesamt in 19 von den 80 Féllen: 11 Fille bei 10 mmol/l DCA sowie 8 Fille bei 25 mmol/l
DCA. Besonders ungiinstig fiir eine Zytotoxizitit waren die molaren Verhiltnisse 1:1000 sowie
1:2500: Hier zeigten sich nicht nur numerisch, sondern auch qualitativ die relevantesten
Wirkungsabschwichungen. Der stirkste ,,Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung*
fand DCA 25 mmol/l und Etoposid 10 pmol/l in der Zelllinie OST

rkungsabschwachung gegenuber Etoposid alleine: o). Der zweitstarkste entsprechende
(Wirkungsabschwichung gegeniiber Etoposid alleine: 16,9 %). D itstirk. prechend

sich bei

Effekt ergab sich in derselben Zelllinie und Etoposidkonzentration bei einer DCA-Konzentration
von 10 mmol/l mit einer Wirkungsabschwéchung von 12,7 %. Bei Etoposidkonzentrationen von
0,01 sowie 0,1 pmol/l wurden keine antagonistischen Effekte gegeniiber dem konventionellen
Zytostatikum beobachtet. Wie eingangs erwéhnt, fanden sich diese generell bzw. iiber alle

Konzentrationsschemata ebenso nicht in den Leukdmie-Zelllinien (s. auch Kap. 9.1.3).
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10 mmol/l DCA 25 mmol/l DCA
Etoposid- | Molares | e | Berekte | Effekte| MO | Effekte| Effekte | Effekte
Konzentrati | Verhéltnis ins ~50, ~10% Verhiéltnis ins ~50, ~10%
on [umol/1] | KC : DCA & | =0 | =V ke peA & | =20 =070
0,01 1:1.000.000 1:2.500.000
0,1 1:100.000 1:250.000
1 1:10.000 3 1 (DAOY) 1:25.000 1
3 (0sT, 2 3 (0ST,
(OST,
. MNNG- . UW228.2, 2 (OST,
10 1:1.000 4 HOS, MNNG- 1:2.500 4 MNNG. UW228.2).
UW228.2) HOS)
100 1:100 4 1:250 3 1 (UW228.2) [ 1 (UW228.2)

bei den 8 verwendeten Zelllinien

Es

Kombinationsversuche von DCA mit Etoposid.

fanden

sich keine

sAntagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung“

fir

Tabelle 7: Zusammenfassung der antagonistischen Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum

die

79



Leukimie-Zelllinien

CCRF-CEM HL-60
120 120
gwo 1 5100 1 +
= T + + = I T
L T % ]
= 80 + I = 80 T
2 2
= =
2 2 +
> 60 5 60 +
1 1
2 2
N 40 N 40
v v
= 2
- -
= 20 1 = 20 1
] ]
& &
0- T T T 0- T T T
0 0.01 01 1 10 100 0 0.01 0.1 1 10 100
Etoposid [pmol/l] n=3 Etoposid [pmol/l] n=23
MOLT4 REH
120 120
gmo 1 gmo 4
g g [
< 80 1 < 80 '[
%) %)
= '[ =
- -
S 60 S 60
1 1
S S
> 40 1 > 40 1
L L
2 2
- -
= 20 A = 20 1
D D
& &
0 L] 0- T T
0 0.01 01 1 10 100 0 0.01 0.1 1 10 100
Etoposid [pmol/1] n=4 Etoposid [pmol/1] n=4

Abbildung 4.11: Kombination von DCA und Etoposid in den verschiedenen Leukdmie-Zelllinien
Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W Fioposid alleine; T—1: Etoposid + 10 mmol/l DCA; B8 : Etoposid + 25 mmol/l DCA
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Medulloblastom-Zelllinien
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Abbildung 4.12: Kombination von DCA und Etoposid in den in den jeweiligen Zelllinien der Entitdten
Medulloblastom und Osteosarkom

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - [toposid alleine; T”—1: Etoposid + 10 mmol/l DCA,; B8 : Etoposid + 25 mmol/l DCA
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4.1.2.5 Effekt der Kombination von DCA und SN38

Insgesamt ergaben sich additive/supraadditive Effekte bei den Kombinationstestungen von
DCA mit SN38 viermal (in den 80 Kombinationstestungen): dreimal bei 10 mmol/l DCA und
0,0001 umol/I SN38 (molares Verhiltnis 1:108, Zelllinien: REH, UW2282, MNNG-HOS) sowie
einmal bei 25 mmol/l DCA und 0,001 pmol/l SN38 (molares Verhiltnis 1:25x10°, Zelllinie: HL-
60). Supraadditive Wachstumshemmungen > 5 % zeigten sich nicht.

Antagonistische Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum traten hingegen 12-
von 80-mal auf: 7-mal bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l und 5-mal bei 25 mmol/l.
Das molare Verhiltnis von 1:10.000 bzw. 1:25.000 erwies sich als besonders kontraproduktiv im

Hinblick auf eine gewiinschte zytotoxische Wirkung in Kombination (vgl. Kap. 9.1.4).

10 mmol/l DCA 25 mmol/l DCA
SN38- | Molares oo | Bffekte |Effekte]| MOS | Eerkie| Effekte | Effekte
Konzentration | Verhéltnis i 50 ~10% Verhéltnis i =50 ~10%
[umoll] |KC:DCA| ™& | =7 | =10 gc.pca| & | =70 | =00
0,0001 1:108 1 1:25x107
0,001 1:107 1:25x10°
0,01 1:108 1 1 (pAOY) 1:25x10°
2 (DAOY,
0,1 1:10° 2 MNNG- 1:25x10* 2
HOS)
. 1 (MNNG- . 1 (MNNG-
1 1:10.000 3 HOS) 1:25.000 3 HOS)

Tabelle 8: Zusammenfassung der antagonistischen Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum
bei den 8 verwendeten Zelllinien

Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung zeigten sich zweimal in den 80
Kombinationstestungen mit dieser Substanz: Bei einem molaren Verhiltnis von 1:10% in der
Zelllinie DAOY (-1,5 % Wirkungsabschwichung in Bezug zur Wachstumshemmung durch
Inkubation mit DCA allein) sowie bei einem molaren Verhiltnis von 1:25x107 in der Zelllinie

MNNG-HOS (-1,8 % entsprechender ,,Wachstumshemmungs-Verlust").
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Abbildung 4.13: Kombination von DCA und SN38 in den verschiedenen Leukdmie-Zelllinien

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze

+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - SN38 alleine; T™: SN38 + 10 mmol/l DCA; i : SN38 + 25 mmol/l DCA
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Abbildung 4.14: Kombination von DCA und SN38 in den in den jeweiligen Zelllinien der Entitditen
Medulloblastom und Osteosarkom

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze
+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - SN38 alleine; T”: SN38 + 10 mmol/l DCA; i : SN38 + 25 mmol/l DCA

84



4.1.2.6 Effekt der Kombination von DCA und Temozolomid

Additive/ supraadditive Effekte ergaben sich fiir die Kombination von DCA mit Temozolomid
in insgesamt 23 von den 80 Fillen: Bei 10 Kombinationskonstellationen mit 10 mmol/l DCA
sowie 13 Konstellationen mit 25 mmol/l DCA. Im Hinblick auf diesen Effekt besonders giinstige
molare Verhiltnisse von Temozolomid zu DCA waren 1:1.000 bzw. 1:2.500 (s. folgende Tabelle).
Der stirkste supraadditive Effekt zeigte sich mit einer zusétzlichen Wachstumshemmung von 16,6
% (im Vergleich zur Summe der Einzeleffekte) in der Zelllinie DAOY bei 1 pmol Temozolomid
und 10 mmol/l DCA (vgl. Kap. 9.1.5).

10 mmol/l DCA 25 mmol/l DCA
KC-— | Molares | poe i | Effekte | Effekte | MO8 | perovie | Effekte | Effekte
Konzentrati| Verhiltnis n =50 ~10% Verhiltnis n ~50 ~10%
on[umol/l]| KC:DCA | ™8 | =7 | =V fgc.pca| ™ | =0 | =00
0,1 1:1.00.000 | 2 1:2.50.000] 2 | 1¢0s1)
| 1:10.000 | 2 Z%DSAT())“ 1maov)| 1225000 | 4 |1 (oay)
. 2 (DAOY, ) 1 (MNNG-
10 1:1.000 5 o 1:2.500 5 oo
) 1 .
100 1:100 U | owas) 1:250 2
1000 1:10 1:25

Tabelle 9: Zusammenfassung der additiven/ supraadditiven Effekte bei den 8 verwendeten Zelllinien

Antagonistische Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum zeichneten sich bei 5
von 80 Kombinationskonstellationen ab. 3 dieser Effekte ergaben sich bei einer DCA-
Konzentration von 10 mmol/l: In der Zelllinie DAOY bei 100 und 1000 umol/l Temozolomid
sowie in der Zelllinie OST bei 100 pmol/l Temozolomid. Die Wirkungsabschwéchung durch die
zusétzliche Inkubation mit DCA betrug in diesen Féllen < 1 %. Zwei dieser Effekte zeigten sich
bei einer DCA-Konzentration von 25 mmol/l: Bei einer Temozolomid-Konzentration von jeweils
100 pmol/l in den Zelllinien MNNG-HOS (Wirkungsabschwéchung durch DCA-Inkubation um
3 %) sowie OST (Wirkungsabschwichung 8,2 %). Wéhrend die molaren Verhéltnisse 1:1.000
bzw. 1:2.500 fiir das Entstehen von additiven/supraadditiven Effekten besonders geeignet zu sein
schienen (s. 0.), zeigten sich ,,Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung® iiberwiegend
bei Verhiltnissen um eine Zehnerpotenz niedriger (1:100 sowie 1:250).

Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung ergaben sich in 14 von den 80 Fillen (s.
entsprechende Markierung an den Graphen). sechsmal ergab sich eine Wirkungsabschwéichung
um > 2 %. Wirkungsabschwéichungen der Wirkung von DCA > 4 % durch eine zusétzliche

Inkubation mit Temozolomid zeigten sich nicht.
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Abbildung 4.15: Kombination von DCA und Temozolomid in den verschiedenen Leukdmie-Zelllinien

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze
+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W 7om0zolomid alleine; T Temozolomid + 10 mmol/l DCA; B - Tem. + 25 mmol/l DCA
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Abbildung 4.16: Kombination von DCA und Temozolomid in den in den jeweiligen Zelllinien der Entitiiten
Medulloblastom und Osteosarkom

Relatives Zell-Uberleben: Definition s. Kap. 3.2.12.158

n: Unabhdngig voneinander durchgefiihrte Versuchsansdtze
+: additiver/ supraadditiver Effekt; I: antag. Effekt gegeniiber dem KC; II: antag. Effekt gegeniiber DCA
W - 7omozolomid alleine; T: Temozolomid + 10 mmol/l DCA; BB Tem. + 25 mmol/l DCA
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4.2 Ergebnisse der mRNA-Expressions-

Analysen

4.2.1 Kvl.5

Die Expression (angegeben in ,,Fold Change* (FC), vgl. Kap. 3.2.10.4) von Kv1.5 zwischen den

verschiedenen Entitdten und Zelllinien variierte zum Teil erheblich. So war dieser Kaliumkanal
in der Neuroblastom-Zelllinie SMS-KCN (FC = 141) 3300-mal stirker exprimiert als in der
Ewing-Sarkom-Zelllinie STA-ET1 (FC = 0,043). Jeweils zehn der neoplastischen Zelllinien

wiesen eine hohere bzw. niedrigere Expression von Kv1.5 im Vergleich zur nichtneoplastischen

Referenz-Zelllinie HEK-293 (FC = 1) auf. Die Expression war weitestgehend abhidngig von der

Entitét der Zelllinien:

Die Ewing-Sarkom-Zelllinien gehdren der einzigen der sechs getesteten pédiatrischen
neoplastischen Entitdten an, welche in Bezug auf die Referenz-Zelllinie sowohl eine
hohere als auch niedrigere Expression an Kv1.5 aufwiesen: Der lonenkanal lag bei der
Zelllinie CADO-ES1 héher und bei den anderen drei Zelllinien dieser Entitdt niedriger
exprimiert vor. Mit einem Fold Change von 5,5 war Kv1.5 bei CADO-ES1 auflerdem
iiber zehnmal stirker exprimiert als der Mittelwert der drei anderen Zelllinien dieser

Entitit (X =0,52).

Die Expressionsraten von Kv1.5 in den vier leukdmischen Zelllinien betrugen im Mittel
ein Fiinftel (FC = 0,19) der Expressionsrate in der Referenzzelllinie. Eine relativ geringe
Standardabweichung von 0,16 indiziert zudem eine relativ homogene niedrige
Expression.

Beide getesteten Medulloblastom-Zelllinien exprimierten den Kanal Kv1.5 mit einem
Mittelwert der FCs von 14 deutlich stirker als die Referenz-Zelllinie.

Kv1.5 wurde zwar in allen vier getesteten Zelllinien der Entitit Neuroblastom einheitlich
starker exprimiert als in der Referenz-Zelllinie. Die Streuung war hier jedoch die grofite
von allen getesteten Entititen: Die FCs lagen hier in einem Wertebereich von 1,1 fiir SH-
SYS5Y bis 141 fiir SMS-KCN (Standardabweichung 64,6).

Die beiden Zelllinien der Entitdt Osteosarkom zeigten vergleichbare Expressionslevel,
die deutlich iiber denen der Referenzzelllinie lagen (4 FC: 21).

Die Expression von Kv1.5 in beiden getesteten Rhabdomyosarkom-Zelllinien lag mit

einem Fold Change von @ 0,71 unter der der Referenz. Die Streuung war, wie bei den

Leukdmie-Zelllinien, mit einer Standardabweichung von 0,16 relativ gering.
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e Die beiden adulten neoplastischen Zelllinien A549 und HTB-56 wichen in Bezug auf die
Expression von Kv1.5 mit einem Fold Change von 0,67 bzw. 1,43 nicht stark von der

nicht-neoplastischen Referenz ab.

Zelllinie FC c Zelllinie FC c
CADO-ESI1 5,47* 6,48 IMR-5 31,3 51,9
0 STA-ET1 0,04 0,03 ) SMS-KCN 141* 101
= STA-ET2.1 0,88 0,05 z SHEP 10,5 7,15
VH-64 0,65 0,63 SH-SY5Y 1,1 1,25
CCRF-CEM 0,11 0,10 «»nn | MNNG-HOS 19,2 22,1
- HL-60 0,43 0,28 O OST 22.8 30,1
MOLT4 0,09* 0,08 W RD 0,6* 0,14
REH 0,12 0,11 R RH-30 0,8* 0,20
/M DAOY 16,7 21,04 Z, A549 0,67 0,15
= UW228.2 11,9 16,2 < HTB-56 1,43% 1,32

Tabelle 10: Relative mRNA-Expression des Gens Kvl.5 in Bezug auf die nicht-neoplastische embryonale
Zelllinie HEK-293 (FC = 1). Zwecks Erhdhung der Reliabilitit bzw. Reduktion von messfehlerbedingten
Abweichungen wurden jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro Zelllinie gemittelt.
Entsprachen sich zwei Werte und der dritte Wert divergierte davon mit mehr als der 3-fachen
Standardabweichung, wurde dieser nicht mit in diese Auswertung itibernommen. Die entsprechenden Werte
sind mit * indiziert. 6. Standardabweichung; ES: Ewing-Sarkom; L: Leukdmie; MB: Medulloblastom; NB:
Neuroblastom,; OS: Osteosarkom; RS: Rhabdomyosarkom; AN: Adulte neoplastische Zelllinien.
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Abbildung 4.17: Logarithmische Darstellung der relativen mRNA-Expressions-Level des Gens Kv1.5 in den
verschiedenen neoplastischen Zelllinien in Bezug auf die embryonale nicht-neoplastische Zelllinie HEK-
293. Zwecks Erhohung der Reliabilitdt bzw. Reduktion von messfehlerbedingten Abweichungen wurden
jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro Zelllinie gemittelt. Die Streuung dieser 3
Messungen ist jeweils durch den Fehlerbalken dargestellt. Entsprachen sich zwei Werte und der dritte Wert
divergierte davon mit mehr als der 3-fachen Standardabweichung, wurde dieser nicht mit in dieses
Diagramm iibernommen. Die entsprechenden Balken sind mit * indiziert. ES: Ewing-Sarkom; L:
Leukdmie; MB: Medulloblastom; NB: Neuroblastom; OS: Osteosarkom; RS: Rhabdomyosarkom;
AN: Adulte neoplastische Zelllinien;, ENN: Embryonale nicht-neoplastische Zelllinie.
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4.2.1.1 Korrelation der Kvl.5-mRNA-Expressionsrate mit dem
Ansprechen auf die Substanzen

In die Korrelationstests gingen die Ergebnisse der Zytotoxizitétstests der acht hierbei getesteten
Zelllinien mit den fiinf verwendeten konventionellen Zytostatika sowie DCA ein (s. Kap. ,,4.1.1
Effekt der Substanzen allein®). Es konnten insgesamt drei signifikante Korrelationen zwischen
der Expression der mRNA des Gens von Kv1.5 und diesen genannten Parametern ermittelt

werden, auf welche im Folgenden niher eingegangen wird:

DCA, 10 mmol/l

Anhand der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse bestand eine signifikante Korrelation zwischen
dem relativen Zell-Uberleben nach Inkubation mit DCA bei einer Konzentration von 10 mmol/l
— nicht jedoch bei 25 mmol/l — und der Expression von mRNA fiir Kv1.5 lediglich nach
Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (r; = 0,905, p = 2 x 107). Die Produkt-Moment-
Korrelation nach Pearson (r = 0,707) war mit p = 0,0501 knapp nicht mehr signifikant. Die
Korrelationskoeffizienten wiesen einen positiven Wert auf, was im Kontext der

Versuchsdurchfithrungen dieser Arbeit bedeutet, dass eine Zelllinie weniger sensibel gegeniiber
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Abbildung 4.18: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf 10 mmol/l DCA
und der jeweiligen Kv1.5-mRNA-Expressionsrate

Doxorubicin

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson zwischen den Glso-Werten der verschiedenen Zelllinien
flir Doxorubicin und der Expression der mRNA fiir Kv1.5 betrug 0,771 (p = 0,025). Dies bedeutet,
dass die getesteten Zelllinien auch gegeniiber Doxorubicin einen Selektionsvorteil hatten, wenn

sie eine hohere Expressionsrate von Kv1.5-mRNA aufweisen.
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Abbildung 4.19: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf Doxorubicin und
der jeweiligen Kv1.5-mRNA-Expressionsrate

Temozolomid

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson von -0,857 (p = 0,00178) zeigte durch sein negatives
Vorzeichen eine kontrdre Beziehung zwischen der Expression von mRNA fiir Kv1.5 und den Glso-
Werten nach Inkubation mit Temozolomid in Bezug zu den oben genannten Substanzen: Je mehr
Kvl.5 exprimiert war, umso sensibler waren die Zelllinien gegeniiber dem Wirkstoff

Temozolomid.
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Abbildung 4.20: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf Temozolomid
und der jeweiligen Kvi.5-mRNA-Expressionsrate

4.2.2 PKM2

Das Gen fiir die PKM2 war insgesamt — im Vergleich zur nicht-neoplastischen embryonalen
Referenzzelllinie — gering exprimiert: Lediglich vier der 20 neoplastischen Zelllinien wiesen eine
hohere Expression auf. Drei dieser vier Zelllinien gehorten der Entitdt Leukdmie an. Mit einem
Range von 0,3 (UW228.2) bis 2,13 (MOLT) war die Streuung der Expressionsraten relativ klein

und entsprach in etwa der von Survivin (s. u.).
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Zelllinie FC ¢ Zelllinie FC ¢
CADO-ES1 0,75 0,30 IMR-5 0,66 0,32

@ STA-ETI 0,48 0,11 e | SMS-KCN 0,34 0,03
= STA-ET2.1 0,67 0,19 z SHEP 0,43 0,04
VH-64 1,05 0,19 SH-SY5Y 0,44 0,18
CCRF-CEM 0,54 0,46 » | MNNG-HOS 0,43 0,05

g HL-60 1,74 0,90 © OST 0,51 0,07
MOLT4 2,13 0,58 § RD 0,66 0,18

REH 1,51 1,10 I~ RH-30 0,82 0,09

e DAOY 0,42 0,05 z A549 0,97 0,20
= UW228.2 0,30 0,02 < HTB-56 0,51 0,06

Tabelle 11: Relative mRNA-Expression des Gens PKM in Bezug auf die nicht-neoplastische embryonale
Zelllinie HEK-293 (FC = 1). Zwecks Erhdhung der Reliabilitit bzw. Reduktion von messfehlerbedingten
Abweichungen wurden jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro Zelllinie gemittelt. o:
Standardabweichung; ES: Ewing-Sarkom; L: Leukdmie; MB: Medulloblastom; NB: Neuroblastom; OS:
Osteosarkom; RMS: Rhabdomyosarkom; AN: Adulte neoplastische Zelllinien.

PKM2
2,5 A

N
o
1

=
_|
_|

Fold change in reference to
the ACT of HEK293
[$,]

0,5

ES L MB NB 0s RS AN ENN
f————————— Pediatric neoplastic cell ines ———— Reference
Abbildung 4.21: Lineare Darstellung der relativen mRNA-Expressions-Level des Gens PKM?2 in den
verschiedenen neoplastischen Zelllinien in Bezug auf die embryonale, nicht-neoplastische Zelllinie HEK-
293. Zwecks Erhohung der Reliabilitdt bzw. Reduktion von messfehlerbedingten Abweichungen wurden
jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro Zelllinie gemittelt. Die Streuung dieser 3
Messungen ist jeweils durch den Fehlerbalken dargestellt. ES: Ewing-Sarkom,; L: Leukdmie; MB:
Medulloblastom; NB: Neuroblastom; OS: Osteosarkom; RS: Rhabdomyosarkom; AN: Adulte

neoplastische Zelllinien; ENN: Embryonale nicht-neoplastische Zelllinie.

4.2.2.1 Korrelation der PKM2-mRNA-Expressionsrate mit dem
Ansprechen auf die Substanzen

Fir die Expressionsrate der mRNA fiir die PKM2 wurden ebenfalls drei signifikante

Korrelationen mit den Ergebnissen der Zytotoxizitétstests festgestellt:
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DCA, 10 mmol/l

Der Pearson-Produkt-Moment-Korrelationskoeftizient fiir die Expressionsrate der mRNA fiir die
PKM2 mit dem relativen Zell-Uberleben der Zelllinien nach Inkubation mit 10 mmol/l DCA
betrug -0,759 (p = 0,0291). Wie auch die Abbildung 4.22 verdeutlicht, ging eine hohere
Expressionsrate somit mit einer héheren Sensibilitit gegeniiber 10 mmol/l DCA einher. Analog
zu den Korrelationsanalysen bei der Kv1.5-Expression war die Korrelation fiir die Expression der

PKM2 mit dem relativen Zell-Uberleben nach Inkubation mit DCA, 25 mmol/l, nicht signifikant.

25
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Cell viability [%] after 72 h incubation with 10 mmol/l dichloracetate
compared to untreated controls

Abbildung 4.22: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf 10 mmol/l DCA
und der jeweiligen PKM2-mRNA-Expressionsrate.

SN38

Eine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression fiir die PKM2 und der Sensibilitét
gegeniiber SN38 bestand nur nach dem Spearman’schen Korrelationskoeffizienten (rs = -0,786, p
= 0,0149). Der Korrelationskoeffizient nach Pearson war nicht signifikant (p = 0,25). Dem
Ergebnis zufolge war eine Zelllinie umso sensibler gegeniiber SN38, je mehr PKM2-mRNA sie
exprimierte.
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Abbildung 4.23: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf' SN38 und der
jeweiligen PKM2-mRNA-Expressionsrate.

93



Temozolomid
Dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r = 0,81, p = 0,0096) zufolge verminderte eine
erhohte Expression der mRNA fiir die PKM2 die Sensibilitit der Zelllinien gegeniiber der

alkylierenden Substan ™
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Abbildung 4.24: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf Temozolomid
und der jeweiligen PKM2-mRNA-Expressionsrate.

4.2.3 Survivin

Der Wertebereich der Fold Changes war mit einem Intervall von 1,79 (von 0,71 [MNNG-HOS]
bis 2,5 (SHEP)) relativ klein. Survivin wurde in 13 der 20 neoplastischen Zelllinien stirker
exprimiert als in der nicht-neoplastischen Referenz-Zelllinie HEK-293. Eine gleichsinnige
Expressionsrate aller Zelllinien pro Entitdt in Bezug auf die Referenz bestand nur in den Entitdten
Medulloblastom (> 1), Osteosarkom (< 1) und den adulten neoplastischen Zelllinien (>> 1). Die
beiden adulten neoplastischen Zelllinien exprimierten Survivin bei einem Mittelwert der Fold

Changes von 14,86 wesentlich stirker als die pédiatrischen neoplastischen Zelllinien (Mittelwert
1,34).
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Zelllinie FC c Zelllinie FC o
CADO-ES1 0,86 0,59 IMR-5 1,15 0,14
n STA-ET1 2,35 0,25 ) SMS-KCN 1,80 0,75
- STA-ET2.1 0,94 0,23 z SHEP 2,50 1,94
VH-64 2,06 0,54 SH-SYS5Y 0,91 0,60
CCRF-CEM 1,57 0,47 » | MNNG-HOS 0,71 0,23
- HL-60 1,23 0,18 © OST 0,94 0,06
MOLT4 0,89 0,32 2 RD 0,98 0,44
REH 1,10 0,39 E RH-30 1,46 0,12
=) DAOY 1,32 0,07 Z, A549 19,36 16,86
= UW228.2 1,32 0,57 < HTB-56 10,37 7,24

Tabelle 12: Relative mRNA-Expression des Gens Survivin in Bezug auf die nicht-neoplastische embryonale
Zelllinie HEK-293 (Fold Change = 1). Zwecks Erhéhung der Reliabilitit bzw. Reduktion von
messfehlerbedingten Abweichungen wurden jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro
Zelllinie gemittelt. o: Standardabweichung; ES: Ewing-Sarkom,; L: Leukdmie; MB: Medulloblastom; NB:
Neuroblastom; OS: Osteosarkom; RMS: Rhabdomyosarkom, AN: Adulte neoplastische Zelllinien.
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Abbildung 4.25: Logarithmische Darstellung der relativen mRNA-Expressions-Level des Gens Survivin in
den verschiedenen neoplastischen Zelllinien in Bezug auf die embryonale, nicht-neoplastische Zelllinie
HEK-293. Zwecks Erhohung der Reliabilitit bzw. Reduktion von messfehlerbedingten Abweichungen
wurden jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro Zelllinie gemittelt. Die Streuung dieser 3
Messungen ist jeweils durch den Fehlerbalken dargestellt. ES: Ewing-Sarkom,; L: Leukdmie; MB:
Medulloblastom; NB: Neuroblastom; OS: Osteosarkom; RS: Rhabdomyosarkom; AN: Adulte

neoplastische Zelllinien; ENN: Embryonale nicht-neoplastische Zelllinie.
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4.2.3.1 Korrelation der Survivin-mRNA-Expressionsrate mit dem
Ansprechen auf die Substanzen

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Expressionsrate der mRNA fiir Survivin
mit den relativen Zell-Uberleben der getesteten acht Zelllinien nach Inkubation mit DCA oder
den Glso-Werten nach Inkubation mit den Substanzen Cisplatin, Doxorubicin, Etoposid, SN38

oder Temozolomid festgestellt werden.

4.2.4 VDACI1

VDACI1 wurde in jeweils 10 der 20 neoplastischen Zelllinien starker bzw. schwécher exprimiert
als in der nicht-neoplastischen Referenz-Zelllinie HEK-293. Die Streuung der Expressionen war
bei einem Intervall der Fold Changes von 1,11 (0,6 [SMS-KCN] bis 1,72 [STA-ET1]) die
geringste von allen getesteten Genen. Lediglich die Entitdt Osteosarkom (< 1) und die adulten
neoplastischen Zelllinien (> 1) wiesen jeweils gleichsinnige Expressionsraten in Bezug auf die

Referenz auf.

Zelllinie FC c Zelllinie FC c
CADO-ES1 1,04 0,50 IMR-5 0,89 0,35
» STA-ET1 1,72 0,41 e | SMS-KCN 0,60 0,01
= | STA-ET2.1 0,85 0,22 z SHEP 0,98 0,24
VH-64 1,56 0,17 SH-SY5Y 0,92 0,59
CCRF-CEM 0,99 0,34 «» | MNNG-HOS 0,77 0,22
. HL-60 1,27 0,74 © OST 0,96 0,35
MOLT4 1,46 0,46 g RD 0,75 0,11
REH 1,17 0,44 ~ RH-30 1,40 0,37
e DAOY 0,65 0,06 z A549 1,51 0,29
= UW228.2 1,04 0,15 < | HTB-56 1,16 0.19

Tabelle 13: Relative mRNA-Expression des Gens VDACI in Bezug auf die nicht-neoplastische embryonale
Zelllinie HEK-293 (Fold Change = 1). Zwecks Erhéhung der Reliabilitit bzw. Reduktion von
messfehlerbedingten Abweichungen wurden jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro
Zelllinie gemittelt. o: Standardabweichung; ES: Ewing-Sarkom,; L: Leukdmie; MB: Medulloblastom,; NB:
Neuroblastom; OS: Osteosarkom; RMS: Rhabdomyosarkom; AN: Adulte neoplastische Zelllinien.
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Abbildung 4.26.: Lineare Darstellung der relativen mRNA-Expressions-Level des Gens VDACI in den
verschiedenen neoplastischen Zelllinien in Bezug auf die embryonale, nicht-neoplastische Zelllinie HEK-
293. Zwecks Zwecks Erhohung der Reliabilitit bzw. Reduktion von messfehlerbedingten Abweichungen
wurden jeweils die Ergebnisse der Messungen aus 3 Pellets pro Zelllinie gemittelt. Die Streuung dieser 3
Messungen ist jeweils durch den Fehlerbalken dargestellt. ES: Ewing-Sarkom,; L: Leukdmie; MB:
Medulloblastom; NB: Neuroblastom, OS: Osteosarkom,; RS: Rhabdomyosarkom,; AN: Adulte

neoplastische Zelllinien; ENN: Embryonale nicht-neoplastische Zelllinie.

4.2.4.1 Korrelation der VDAC1-mRNA-Expressionsrate mit dem
Ansprechen auf die Substanzen

Eine signifikante Korrelation der Expressionsrate der mRNA fiir das Porin VDACI mit dem
relativen Zell-Uberleben bzw. Glso nach Inkubation mit den verwendeten Substanzen wurde fiir

zwei Beziehungen festgestellt:

DCA

Eine erhohte Expression von mRNA fiir den VDACI ging gemél dem Pearson-Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizienten r = -0,857 (p = 0,00178) mit verminderten relativen Zell-Uberleben der
Zelllinien gegeniiber 10 mmol/l DCA einher.
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Abbildung 4.27: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf 10 mmol/l DCA
und der jeweiligen VDACI1-mRNA-Expressionsrate.

Temozolomid

Es bestand in den durchgefiihrten Untersuchungen eine positive signifikante Beziehung zwischen
der Expression der mRNA fiir VDAC]1 und der Resistenz der Zelllinien gegeniiber Temozolomid
(Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) = 0,905, p=2 x 107).
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Abbildung 4.28: Darstellung der Korrelation zwischen dem Ansprechen der Zelllinien auf Temozolomid
und der jeweiligen VDACI-mRNA-Expressionsrate.

4.2.5 Korrelationen der mRNA-Expression der
getesteten Targets untereinander

Es wurden drei signifikante Korrelationen zwischen der Expressionsrate der mRNA der vier

getesteten Targets untereinander ermittelt:
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Kv1.5 und PKM2
Die Beziehung zwischen der mRNA-Expression fiir die PKM2 und den Kv1.5 war negativ
(Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) = -0,725, p = 0,0418): Je mehr mRNA fiir die PKM2

exprimiert war, umso niedriger war die jeweilige Expressionsrate fiir den Kv1.5.

Kv1.5 und VDAC1
Es bestand eine negative Korrelation zwischen der Expression der mRNA vom VDAC1 und dem

Kv1.5 (Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) = -0,741, p = 0,0354).

PKM2 und VDAC1

Der Pearson-Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient fiir die Beziechung zwischen der mRNA-
Expression von PKM2 und VDACI betrug 0,871 (p = 0,00485). Eine hohe Expressionsrate der
mRNA fiir die PKM2 ging dementsprechend mit einer hohen Expression der mRNA fiir den
VDACI einher.

4.3 Ergebnisse der Western-Blots

Um zu ermitteln, ob sich die Ergebnisse der mRNA-Expression mit der Expression auf Protein-
Ebene decken oder ob post-translational (nach Umcodieren der Gen-Information von RNA- auf
Aminosauresequenz) weitere Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien vorlagen,
sollten fiir die im letzten Kapitel genannten Expressionsprodukte zusétzlich Western-Blots an

allen 18 in Kapitel 3.1.1 genannten pédiatrischen neoplastischen Zelllinien durchgefiihrt werden.

4.3.1 Kvl.5

Beim Versuch der Quantifizierung bzw. des Nachweises der Expression des Gens Kv1.5 auf
Proteinebene konnten trotz diverser Optimierungsversuche aufgrund unspezifischer Bindungen
des Antikorpers keine auswertbaren Blots erhalten werden, sodass auf die Analyse der
Proteinexpression von Kv1.5 verzichtet wurde. Die verwendete Standardproteinldsung (s. Kap.
3.2.11.5) sowie die B-Actin-Bande wurden hingegen bei jeder Versuchswiederholung regelrecht
dargestellt.

Eine mogliche Ursache fiir diese Beobachtung konnte eine zu geringe Konzentration des Antigens
gewesen sein. Ein Indiz, dass dies hier vorgelegen haben konnte, waren die hohen CT-Werte
(Threshold-Cycle, vgl. Kap. 3.2.10.4) bei der qRT-PCR fiir die Ermittlung der mRNA-Expression
fiir dieses Gen: Der Mittelwert der CT-Werte aller Zelllinien fiir dieses Gen betrug 30, war damit
der hochste unter allen vier getesteten Genen und lag im Mittel tiber 78 % hoher als der Mittelwert
der CT-Werte fiir das Referenzgen. Je niedriger die Protein-Expression, umso hoéher sind die

Anspriiche an die Spezifitit des verwendeten Antikdrpers. Auch, wenn der Hersteller des
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verwendeten Antikorpers eine hohe Spezifitit angibt, konnten die Anforderungen an diese bei den
verwendeten Zelllinien zu hoch gewesen sein.

Leanza et al. (2014) [202] hatten fiir sich das Problem einer zu niedrigen Kv1.5-Proteinexpression
erkannt und ihre Western-Blots daher nicht an Zell-Lysaten, sondern an membran-angereicherten
subzelluldren Fraktionen durchgefiihrt [202].

Eine proteolytische Zersetzung der untersuchten Antigene als Grund fiir die nachgewiesenen
unspezifischen Bindungen konnte ausgeschlossen werden, da diese zum Teil Proteinen mit
hoheren Molekulargewichten als das Zielprotein zuzuordnen waren.

Zwecks Vermeidung einer ineffizienten Blockierung der Membran wurden verschiedene
Zusammensetzungen des Blockingpuffers angewendet. Dies hatte jedoch leider keinen Einfluss
auf die hier beschriebene Problematik.

Eine Uberladung des Gels mit Protein, welche zu unspezifischen Bindungen des Antikorpers IgG
fiihren kann, ist eine hédufige Fehlerquelle und ebenfalls fiir die angewendete

Versuchsdurchfithrung denkbar.

4.3.2 PKM2

Auch fiir dieses Protein war, trotz regelrechter Darstellung der verwendeten
Standardproteinlosung (s. Kap. 3.2.11.5) sowie der B-Actin-Bande bei keiner einzigen Zelllinie
ein Nachweis im Western-Blot gelungen. Jedoch war der Grund hierfiir das Ausbleiben einer
Bindung. Ob eine Kreuz-Reaktion zwischen Blockingpuffer und einem der Antikdrper, ein
insuffizienter Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran, ein zu exzessives Waschen der
Membran, zu geringe Antikdrperkonzentrationen oder eine andere der zahlreichen Fehlerquellen

Ursache hierfiir war, konnte nicht eruiert werden.

4.3.3 Survivin

Das antiapoptotische Protein Survivin (s. Kap. 2.2.1) mit der relativen Molekiilmasse von 16 kDa
konnte in allen untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.29). Mit dem
Ziel einer objektiveren Quantifizierung der jeweiligen zelllinien-spezifischen Menge an Survivin
wurden die Signalstiarken der chemolumineszenten Reaktionen an der Survivin-Bande mit denen
an der B-Actin-Bande durch die Software ,,Imagel* ins Verhéltnis gesetzt. Die so erhaltenen
Zahlenwerte (s. Tabelle 14) sind aufgrund einer besseren Anschaulichkeit in Abbildung 4.30
graphisch dargestellt.

Die relativen Expressionsraten auf Proteinebene variierten deutlich innerhalb des untersuchten
Panels pédiatrischer Tumorzelllinien: Die Werte reichen von 0,11 fiir die Neuroblastom-Zelllinie

SHEP bis 1,5 fiir die Leukdmie-Zelllinie CCRF-CEM.
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Abbildung 4.29: Western-Blot zur Quantifizierung des Apoptose-Inhibitors Survivin und der Referenz f3-
Actin in den verschiedenen pddiatrischen neoplastischen Zelllinien. Dargestellt ist das Ausmaf3 der
chemolumineszenten Reaktionen an den jeweiligen Banden. Dieser Versuch wurde gemeinsam mit der
ehemaligen Doktorandin Johanna Mollenkamp durchgefiihrt und diese Graphik wird so auch in ihrer
Dissertation aufgefiihrt [203]

Tabelle 14.: Densitometrische Auswertung der Abbildung 4.29.
Es ist das Verhdltnis der Signalstirke der chemolumineszenten Reaktion an der Survivin-Bande in Bezug

zu derjenigen an der f-Actin-Bande dargestellt.

Zelllinie Relative Zelllinie Relative
Expression Expression
CADO-ESI 0,46 IMR-5 0,62
" STA-ETI1 0,15 o | SMS-KCN 1,00
= STA-ET2.1 0,22 z SHEP 0,11
VH-64 0,42 SH-SY5Y 0,48
CCRF-CEM 1,50 «» | MNNG-HOS 0,41
. HL-60 1,09 o OST 0,55
MOLT4 0,79 » RD 0,97
REH 0,18 R RH-30 0,32
@ DAOY 0,89
= UW228.2 0,32
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Abbildung 4.30: Visuelle Darstellung der Ergebnisse der densitometrischen Auswertung zur Survivin-
Expression (s.Tabelle 14).

4.3.3.1 Korrelation der Proteinexpressionsrate von Survivin mit der
entsprechenden mRNA-Expressionsrate und der Sensibilitit
gegeniiber den Substanzen

Es wurden keine signifikanten Korrelationen zwischen der Expressionsrate von Survivin auf
mRNA und derjenigen auf Proteinebene ermittelt. Ebenfalls fanden sich keinerlei signifikante
Korrelationen zwischen der Proteinexpression von Survivin mit den Zelliiberlebens-Parametern
nach Inkubation mit den hier getesteten konventionellen Zytostatika (Glso) oder DCA (relatives
Zell-Uberleben).

4.3.4 VDACI

Das Porin VDACI (vgl. Kap. 2.1.2.1.2) besitzt eine relative Molekiilmasse von 32 kDa und wurde
in allen getesteten Zelllinien exprimiert (s. Abbildung 4.31).

Auch hier wurden die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung (s. Tabelle 15 auf S. 104) in
einer Abbildung graphisch dargestellt (s. Abbildung 4.33).

Die relativen Expressionsraten auf Proteinebene reichten von 0,1 fiir die Medulloblastom-
Zelllinie UW228.2 bis 2,58 fiir die Neuroblastom-Zelllinie IMR-5.

Wie schon bei der relativen Expression von VDAC1 auf mRNA-Ebene zeigte sich auch auf

Proteinebene zumeist keine Entitéts-spezifische Expression.
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Abbildung 4.31: Western-Blot zur Quantifizierung des Porins VDACI und Referenzproteins f-Actin in den
verschiedenen pddiatrischen neoplastischen Zelllinien. Dargestellt ist die originale (nicht nach Entitdten
sortierte) Aufnahme von der Membran.
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Abbildung 4.32: Zerschnittene und nach Entititen angeordnete Aufnahme von Abbildung 4.31. EWS:
Ewing-Sarkom, MB: Medulloblastom, NB: Neuroblastom, OS: Osteosarkom, RMS: Rhabdomyosarkom.
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Zelllinie E‘;;ﬁ'svlzn Zelllinie E‘;;ig‘svlgn
CADO-ESI 0,51 IMR-5 2,58
" STA-ET1 0,85 " SMS-KCN 1,15
M STA-ET2.1 0,42 z SHEP 031
VH-64 0,98 SH-SY5Y 1,17
CCRF-CEM 1,25 » | MNNG-HOS 0,47
. HL-60 0,64 C OST 0,73
MOLT4 1,85 2 RD 1.24
REH 0,28 & RH-30 0,80
o DAOY 0,75
= UW2282 0,10

Tabelle 15: Densitometrische Auswertung der Abbildung 4.31. Es ist das Verhdltnis der Signalstdrke der
chemolumineszenten Reaktion an der VDACI-Bande in Bezug zu derjenigen an der [-Actin-Bande
dargestellt. ES: Ewing-Sarkom, L: Leukdmie, MB.: Medulloblastom, NB: Neuroblastom, OS: Osteosarkom,
RMS: Rhabdomyosarkom.
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Abbildung 4.33: Visuelle Darstellung der Ergebnisse der densitometrischen Auswertung zur VDACI-
Expression (s. Tabelle 15).

4.3.4.1 Korrelation der Proteinexpressionsrate von VDAC1 mit der

entsprechenden mRNA-Expressionsrate und der Sensibilit:t
gegeniiber den Substanzen

Gleichsam wie fiir Survivin haben sich fiir die Proteinexpression von VDAC!1 weder mit der
VDACI!-Expressionsrate auf mRNA-Ebene noch mit den Toxizitdtsdaten der verwendeten
Substanzen (reprisentiert durch Glso-Parameter bzw. relatives Zell-Uberleben) signifikante
Korrelationen abgezeichnet. Aussagen der Fachliteratur zur post-transkriptionalen Steuerung

dieser Gene werden in der Diskussion (Kap. 5.3) aufgefiihrt.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der In-vitro-Zytotoxizitats-
Tests

5.1.1 Effekt von DCA alleine
5.1.1.1 Uberblick iiber die aktuelle Datenlage

Im Hinblick auf die meisten pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Daten von DCA,
wie z. B. die Aktivierung der PDH, die Reduktion des AYm und die Erhhung der Konzentration
von ROS durch DCA bei Konzentrationen im Bereich von 0,2 mmol/l, besteht in der Literatur
weitestgehend Ubereinstimmung.

Hinsichtlich der antineoplastischen Wirkung von DCA gehen die Ergebnisse verschiedener
Forschergruppen sowie deren Bewertung jedoch zum Teil auseinander: Wéhrend die meisten
anfangs in Kapitel 2 genannten Studien erfolgversprechende Ergebnisse (in vivo und in vitro) mit
starken Reduktionen der Zellviabilitit und Induktion der Apoptose bei Konzentrationen von 0,5
bis 5 mmol/l beschreiben, ermittelten die ebenfalls dort genannten Studien von Heshe et al. (2011)
[12] und Stockwin et al. (2010) [13] (in vitro) eher moderate Effekte. Heshe et al. (2011) [12]
untersuchte die relativen Zell-Uberleben nach einer Inkubation von 72 Stunden mit 10 mmol/l
DCA!" an den 18 in Kapitel 3.1.1 genannten pédiatrischen neoplastischen Zelllinien. Hier ergab
sich ein Mittelwert von 80,8 %. Des Weiteren konnte in der Arbeit von Heshe et al. (2011) [12]
bei einer Konzentration von 10 mmol/l DCA (Inkubationsdauer: 48 Stunden), nur eine sehr
geringe Apoptose-Induktion nachgewiesen werden. Erst bei einer Konzentration von 50 mmol/l
DCA stieg diese auf einen Wert {iber 80 % an [12].

In-vitro-Zell-Viabilititstests aus der Arbeit von Stockwin et al. (2010) [13] von 13 verschiedenen
adulten neoplastischen Zelllinien ergaben einen Mittelwert der ICso'! von 27 + 6 mmol/l DCA.
Erhohte Level einer Apoptoseinduktion wurden erst bei einer DCA-Konzentration von 25 mmol/l
erreicht [13].

Die DCA-vermittelte Hemmung des Zellwachstums erfolgt den Autoren zufolge demnach ohne
Apoptoseinduktion. Dies steht im Einklang mit der Arbeit von Sun et al. (2010) [4], welche nach

vier Tagen Inkubation mit 5 mmol/l DCA zwar eine Abnahme der Zellviabilitit von 60-80 % in

10 die erreichbare Konzentration mit einem akzeptablem Profil an UAW bei adulten Menschen in vivo
betrigt ca. 0,5 mmol/l; s. Kap. 2.4.2

I Definition ICso: Substanzkonzentration, welche zu einer Reduktion einer “C-Leucin-Aufnahme von 50
% im Vergleich zu unbehandelten Zellen fiihrte. Dieser Prozess diente als Indikator der
Proteinsyntheserate insgesamt, iiber welche auf die Zellviabilitit geschlossen wurde [13]
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drei verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien ermittelte, was jedoch ebenfalls ohne
Apoptoseinduktion geschah. Stockwin et al. (2010) [13] folgerten aus ihren Ergebnissen, dass die
Depolarisierung der (hyperpolarisierten) Mitochondrienmembran nicht zwangsldufig in einer
Apoptose resultiert und widersprechen somit einer gingigen Meinung, womit ein wichtiger
Wirkmechanismus von DCA in Frage gestellt wird (s. Kap. 2.4.1).

Die unterschiedlichen Ergebnisse sind u. a. darauf zuriickzufiihren, dass die ermittelten Parameter
aus Versuchen in-vitro generell moderat waren, wéahrend sich starke Effekte vor allem bei In-vivo-
Experimenten zeigten [126], [204]. Diese Beobachtung lisst auf einen niedrigeren Stellenwert
des Einflusses von DCA auf die einzelne neoplastische Zelle als auf die Interaktion der Zelle mit
dem Organismus schlieBen. Fiir Ersteres seien hier beispielsweise die — auch in In-vitro-
Versuchen machbaren — Beobachtungen einer (vermeintlichen, s. 0.) Induzierung der Apoptose
und einer Hemmung der fiir die Proliferation bedeutsamen abnormen Synthese von essentiellen
Substraten, proliferativen Metaboliten und Transkriptionsfaktoren (s. Kap. 2.4.1 und 2.2.3)
genannt. Im Gegensatz hierzu konnen die Effekte von DCA im Hinblick auf eine Minderung des
metastatischen Potentials, der Neoangiogenese, der Sekretion hdmatopoetischer Faktoren (durch
Abbau von HIF-1a, siehe ebenfalls 0. g. Kap.), etc. nur in vivo ermittelt werden. Folgerichtig
stellen Papandreou et al. die alleinige Evaluation von DCA durch In-vitro-Versuche in Frage
[204]. Eine weitere Begriindung der eher moderaten Effekte in vitro kénnte die — in vivo
eigentlich erwiinschte — DCA-vermittelte Minderung der ,,Microenvironmental Acidosis®
darstellen: H*-Ionen schiddigen sowohl nicht-neoplastische als auch neoplastische Zelllinien,
wobei letztere durch verschiedene Resistenzmechanismen weniger sensibel sind (vgl. Kap.:
2.2.3.1). Wiahrend die von neoplastischen Zellen induzierte Azidose in Verbindung mit ihrer
relativen Insensibilitdt im Organismus einen Selektionsvorteil darstellt, wiirde diese sich in einer
Monokultur in der Petrischale durch seine toxischen Eigenschaften mit der Folge einer
niedrigeren Wachstumsrate als Nachteil auswirken. Uberdies verteilen sich H'-Ionen im
Organismus tiber ein grofleres Volumen, sodass Neoplasien hier mit geringeren Konzentrationen
konfrontiert sein diirften. Durch eine Minderung der ,,Microenvironmental Acidosis* wiirde DCA
folglich den durch Azidose hervorgerufenen Selektionsdruck auf neoplastische Zelllinien in vitro

reduzieren und somit, zumindest teilweise, seine antineoplastischen Effekte kompensieren.

5.1.1.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Angesichts der oben genannten Erkenntnisse ist es retrospektiv bzw. nach Studium der aktuellen
Literatur nicht {iberraschend, dass auch in dieser Arbeit eher moderate Effekte durch eine
Inkubation mit DCA allein erzielt wurden. Die Ergebnisse bei einer Konzentration von 10 mmol/l
DCA entsprachen weitestgehend denen aus der Arbeit von Heshe et al. (2011) [12]. Der Mittelwert

der relativen Zell-Uberleben fiir die acht pédiatrischen neoplastischen Zelllinien der Entititen
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Leukdmie, Medulloblastom und Osteosarkom unterschied sich zwischen diesen beiden
Versuchsreihen um 2,5 Prozentpunkte (Glso wurden in beiden Arbeiten nicht erreicht):
e Ergebnis in dieser Arbeit: 83,7 %
e  Ergebnis von Heshe et al. (2011) [12]: 81,2 %

Ein Vergleich der Mittelwerte der relativen Zell-Uberleben der einzelnen Entitiiten zeigt hingegen
groBere Unterschiede auf:

o Ergebnisse in dieser Arbeit: @ Leukdmie 77 %, @ Medulloblastom 91 %, O

Osteosarkom 89 %
o Ergebnisse von Heshe et al. (2011) [12]: @ Leukédmie 87,5 %, @ Medulloblastom
67,5 %, @ Osteosarkom 82,5 %

Die Wirkung von DCA allein auf pédiatrische neoplastische Zelllinien ist lediglich ein
Nebenaspekt dieser Dissertation. Hauptfokus soll auf den Interaktionen mit den konventionellen
Zytostatika liegen. Daher wird an dieser Stelle auf eine detailliertere Gegeniiberstellung der
Ergebnisse verzichtet. Ein Vergleich dieser Ergebnisse ist jedoch zwecks Evaluation der
Reproduzierbarkeit relevant. Hierauf wird jedoch in Kapitel 5.1.2.1.2 noch differenziert
eingegangen.
Die Effekte bei Inkubation mit 25 mmol/l DCA waren stérker, wie die durch Stockwin et al. (2010)
[13] ermittelten erhohten Level der Apoptoseinduktion bei dieser Konzentration erwarten lieBen
(s. 0.). Jedoch waren auch diese mit einem im Schnitt 24 % niedrigeren relativen Zell-Uberleben
nur moderat (Mittelwert aus allen acht getesteten Zelllinien: 60 %). Heshe et al. (2011) [12] hat
bei einer Konzentration von 25 mmol/l nicht getestet, weshalb ein Vergleich der Ergebnisse an
dieser Stelle entfallt.
Nennenswerte entititsspezifische Effekte von DCA fanden sich nicht: Die auf die in dieser Arbeit
getesteten Entitéiten bezogenen Mittelwerte der relativen Zell-Uberleben unterschieden sich nach
Inkubation mit 10 mmol/l um maximal 14,6 % (s. o0.). Diese Beobachtungen decken sich mit
denen von Heshe et al. (2011) [12], bei welchen sich die Mittelwerte der relativen Zell-Uberleben
der verschiedenen Entitédten lediglich um maximal 15 % unterschieden (s. 0.). Bei 25 mmol/l
zeigte sich zwischen den entsprechenden relativen Zell-Uberleben eine maximale Differenz von
lediglich < 18 %. Aus diesem Grunde wird hier auf ein ndheres Eingehen auf entitdtsspezifische
Effekte verzichtet.
Fiir das unterschiedliche Ansprechen der Medulloblastom-Zelllinie DAOY bei 10 mmol/I
(relatives Zell-Uberleben: 96 % -> resistenteste aller hier getesteten Entitiiten) und 25 mmol/l
(relatives Zell-Uberleben: 30,5 % = sensibelste aller hier getesteten Zelllinien) DCA konnte

keine Erklarung gefunden werden.
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Nicht erwiinschte, die Zytotoxizitdt gegeniiber neoplastischen Zelllinien abschwichende Effekte
einer Substanz treten in der Regel bei zunehmender Konzentration dieser Substanz stérker hervor.
Um diese Effekte besser bewerten zu konnen, haben Versuche unter Einsatz von hohen
Konzentrationen der zu evaluierenden Substanz einen hohen Stellenwert. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten In-vitro-Zytotoxizititstests bei einer niemals zuvor an pédiatrischen
neoplastischen Zelllinien gepriiften Konzentration von 25 mmol/l, bei welchen sich derartige
unerwiinschte zytotoxizititsmindernde Effekte nicht zeigten, leisten somit einen Beitrag dazu,
Anbhaltspunkte fiir diese Effekte bei DCA alleine in (pédiatrischen) neoplastischen Zelllinien, in
vitro, weiter auszurdumen. Diese Resultate ergéinzen hierdurch die in der Einleitung (s. Kap. 2)
genannten, an adulten Zelllinien erlangten Ergebnisse sowie diejenigen von Heshe et al. (2011)
[12], und leisten somit einen zusétzlichen Beitrag im Evaluationsprozess hinsichtlich einer
Indikation fiir eine potentiell erfolgversprechendere Studie (alleiniger) Applikation von DCA bei

péadiatrischen Zelllinien in vivo (zur Motivation hierfiir vgl. letztes Unterkapitel 5.1.1.1).

5.1.2 Diskussion der In-vitro-Kombinations-
Zytotoxizititstests

Wie in Kapitel ,,2.5 Zielsetzung der Arbeit” beschrieben, kann die Kombination verschiedener
Pharmaka sowohl erwiinschte als auch unerwiinschte Effekte haben. Neben dem Ausschluss
antagonistischer Interaktionen ist daher von Interesse, ob additive oder gar synergistische Effekte
nachweisbar sind. Eine DCA-vermittelte Apoptoseinduktion wurde durch zahlreiche Studien
festgestellt und ist nach herrschender Meinung Folge einer Wiederherstellung der Mdoglichkeit
einer intrinsischen Apoptoseinduktion (vgl. Kap. 2), wenngleich dies von manchen
Forschungsgruppen nicht beobachtet werden konnte (vgl. Kap. 5.1.1.1). In Kapitel 3.2.1 wurde
bereits dargelegt, dass sich Erwartungen auf erwiinschte Effekte im Hinblick auf eine
Kombination von DCA mit Substanzen ergeben, welche ihre Wirkung iiber diesen Mechanismus
ausiiben. Zahlreiche Studien, die diese Erwartungen bestdtigen, sowie Begriindungen zur
Auswahl der in dieser Arbeit verwendeten konventionellen Zytostatika wurden dort ebenfalls
genannt. Ergebnisse aus Studien, welche die Kombination von DCA mit letzteren untersucht
haben, werden in den jeweiligen folgenden Unterkapiteln vorgestellt. Hier sei lediglich
vorweggenommen, dass die oben genannte Studie von Stockwin et al. (2010) [13], welche
aufgrund ihrer In-vitro-Versuche den Effekten von DCA alleine verhalten gegeniibersteht (s. o.),
Kombinationstherapien mit DCA eine potentielle Bedeutung beimessen und demzufolge
diesbeziiglich zu einer weitergehenden préklinischen Evaluation anregen. Dies beruht auf dem
Nachweis einer Wirkungsverstiarkung bei Kombinations-Zytotoxizitatstests mit DCA + Cisplatin

sowie DCA + Topotecan, welche durch diese Arbeitsgruppe ebenfalls durchgefiihrt wurden.
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Ferner sind Synergismen in anderen Wirkmechanismen beschrieben. Sowohl der monoklonale
Antikorper Bevacizumab als auch DCA (s. Kap. 2.4.1) inhibieren durch Hemmung von VEGF
die Neoangiogenese. Durch Kombination dieser beide Wirkstoffe konnte eine, verglichen mit den
jeweiligen Monotherapien, ausgepragt stirkere Hemmung des Wachstums von zwei Glioblastom-
Xenografts in Mausen nachgewiesen werden [205]. Ebenfalls wurde bei Korrelation mit einer
HIF1-a-Suppression durch Kombination von Arsentrioxid mit DCA eine Potenzierung der
Zytotoxizitdt dieser Substanz in Mammakarzinom-Zelllinien beobachtet [206].

Sorafenib ist ein Proteinkinase-Hemmer gegen die RAF- und Tyrosinkinase, welcher u. a. auch
den VEGF-Signalweg beeintrachtigt. Die Kombination von Sorafenib mit DCA ergab in sechs
hepatozelluldren Karzinom-Xenografts dhnliche Ergebnisse (Tumorgrofie in Kombination -87 %
vs. Kontrolle -36 %) [207]. Auf weitere Beispiele mit synergistischen Effekten (vgl. ebenfalls die
eingangs in Kap. 2 genannten Studien), auch mit anderen Wirkmechanismen'? wird hier aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht niher eingegangen.

Antagonistische Interaktionen, im Gegensatz zu oben Genanntem, beschreibt lediglich das Paper
von Heshe et al. (2011) [12], demzufolge die Zytotoxizitdt von Cisplatin und Doxorubicin in
einigen der getesteten péadiatrischen neoplastischen Zelllinien durch eine Koinkubation mit DCA,
in vitro, reduziert und sogar aufgehoben wurde.

Mit Ausnahme des Papers von Heshe et al. (2011) [12] ldsst sich durch das Studium der Literatur
beziiglich der Kombination von DCA mit anderen Zytostatika eine zukiinftig potentiell
bedeutsame Rolle in der klinischen Onkologie ableiten. Auch bei den Kombinationsversuchen
zeigten sich gewichtige Wirkungsverstarkungen insbesondere in vivo.

Dennoch ist diese Arbeit, trotz fehlender Versuche in vivo, von Relevanz, da sie die einzigen
veroffentlichten beobachteten antagonistischen Interaktionen von DCA mit konventionellen
Zytostatika bei gleichzeitiger Inkubation'® unter dhnlichen Bedingungen und in demselben Labor
erneut untersucht. Insbesondere die Tatsache, dass die Arbeit von Heshe et al. (2011) [12] die
einzige Studie ist, welche die Effekte einer Kombination an pédiatrischen Zelllinien ermittelt hat,
macht eine erneute Untersuchung an diesen Zelllinien bedeutsam:

e Vergleichbare Ergebnisse in dieser Arbeit mit denen von Heshe et al. (2011) [12] wéren
ein weiterer Anhaltspunkt fiir ein divergierendes Ansprechen padiatrischer gegeniiber
adulten Zelllinien auf eine Kombinationstherapie mit DCA.

e Vergleichbare Ergebnisse dieser Arbeit mit den =zahlreichen Studien aus der

internistischen Onkologie, bzw. von Heshe et al. (2011) [12] abweichende

12 z. B. Proteasominhibitoren wie Bortezomib [208], COX-Inhibitoren wie Sulindac [209],
Hormonrezeptormodulatoren wie Tamoxifen [210]
13's. Ergebnisse bei sequentieller Inkubation von Olszewski et al. (2010) [196] im néchsten Unterkapitel
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Beobachtungen wiren ein Hinweis auf eine mangelnde Reliabilitit'4 des verwendeten
praklinischen Versuchsmodells zur Evaluation der Effekte von DCA in Kombination mit
anderen Substanzen.
Auf die in dieser Arbeit erhobenen Parameter hinsichtlich der beobachteten Effekte soll in den
einzelnen Unterkapiteln spezifisch eingegangen werden. An dieser Stelle sei jedoch erwéhnt, was
fiir alle Kombinationstestungen gleichermal3en gilt: Auch in den Féllen, in denen die Definition
eines ,,Antagonismus gegeniiber der DCA-Wirkung* (s. Kap. 3.2.12.3 auf S. 59) erfiillt ist,
bewirkt die gleichzeitige Inkubation von DCA mit dem konventionellen Zytostatikum immer

noch eine hohere Zytotoxizitit als die alleinige Inkubation mit dem konventionellen

Zytostatikum. Wenn nicht gleichzeitig ein ,,Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung*
vorliegt (Definition s. ebenfalls Kap. 3.2.12.3 auf S. 59), wird in diesen Fillen somit das
eigentliche Ziel der Kombination einer zusitzlichen Zytotoxizitit gegeniiber neoplastischen
Zelllinien erreicht. Wie in Kapitel 4.1.2 genannt, waren die ,,Antagonismen gegeniiber der DCA-
Wirkung* zudem schwach ausgepragt's.

Eine bedeutsame Wachstumshemmung zeigte sich in der Regel erst bei hoheren Konzentrationen
des konventionellen Zytostatikums. Dies spiegelt sich in einer, in den Graphen zu den
Zytotoxizitits-Kombinationstests anfangs (bzw. auf der linken Seite der X-Achse) recht
konstanten Hohe der gleichfarbigen Sdulen wider, welche erst bei hohen Konzentrationen des
konventionellen Zytostatikums abnehmen. Dies fiihrt dazu, dass im Bereich niedriger Zytostatika-
Konzentrationen bereits durch kleine Schwankungen des relativen Zell-Uberlebens nach oben —
beispielsweise durch eine Variation der Ergebnisse — die Definition eines ,,Antagonismus
gegeniiber der DCA-Wirkung“ (vgl. Kap. 3.2.12.3 auf S. 59) erfiillt ist. Siehe hierzu
beispielsweise Abbildung 4.7 auf S. 73 zu der Kombinationstestung Cisplatin-DCA an der
Zelllinie MOLT4: Bei 10 mmol/l DCA in Kombination mit 0,01 sowie 0,1 umol/l Cisplatin
wurden ,,Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung™ nachgewiesen. Im Gegensatz zum
»Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung® (welcher nicht bei den leukdmischen
Zelllinien auftrat) zeigte sich der ,,Antagonismus gegeniiber der DCA-Wirkung* verteilt in allen
untersuchten Zelllinien sowie bei allen konventionellen Zytostatika. Dies konnte ein Indiz fiir die
oben bereits genannte zugrundeliegende mangelnde Reliabilitdt bzw. gegen einen manifesten
zelllinienspezifischen Effekt darstellen. Dariiber hinaus ist eines der Ziele dieser Arbeit eine

Evaluation des Einflusses von DCA auf die Zytotoxizitit von konventionellen Zytostatika und

14 Definition: Grad der Replizierbarkeit von Ergebnissen unter gleichen Bedingungen. Da diese Thematik
in Kap. 5.1.2.1.2 ausfiihrlich diskutiert wird, wurde diesbeziiglich kein eigenstiandiges
Auswertekapitel verfasst..

15 Auftreten in insgesamt 32 von 400 Fillen, 9 Fille mit einer Wirkungsabschwichung >2 %, ein Fall mit
einer Wirkungsabschwichung >4 %
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nicht vice versa. Vor diesem Hintergrund wird den ,,Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung™
in der Diskussion lediglich eine untergeordnete Rolle beigemessen. Der Vollstindigkeit halber

sollen diese dennoch erwahnt werden.

5.1.2.1 Kombination von DCA und Cisplatin

5.1.2.1.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

Die im letzten Kapitel erwédhnten, durch Stockwin et al. (2010) [13] beschriebenen,
synergistischen Effekte wurden bei Versuchsreihen mit Konzentrationen im Bereich von 0,3-30
mmol/l fiir DCA und 0,1-10 umol/l fiir Cisplatin an der Zelllinie A549 (etabliert aus einem
humanen Lungen-Adenokarzinom eines Erwachsenen) beobachtet. Es wurde hierfiir ein
Combination Index von 0,004 errechnet (CI; additiver Effekt: CI =1, Synergismus: CI < 1,
Antagonismus: CI> 1) [13].

Xie et al. (2011) [211] fiihrten In-vitro-Zytotoxizititstests im Bereich von 2-16 mmol/l DCA in
Kombination mit 0,5-16 umol/l Cisplatin an der Zelllinie HeLa (etabliert aus Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms bei einer 30-jahrigen Patientin) durch. Eine Synergie dieser Substanzen wurde
erst ab einer DCA-Konzentration von > 4 mmol//l und Cisplatin-Konzentration von > 4 pumol/l
beobachtet. Gleichsam nahm die Synergie mit steigender Konzentration zu, sodass der R-Index
(RI; additiver Effekt: RI = 1, Synergismus: RI >1) bei 16 mmol/l DCA in Kombination mit 16
pmol/l Cisplatin am hochsten war (RI = 1,6, p = 0,01). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden In-
vivo-Studien an Zervixkarzinom-Xenografts durch diese Forschergruppe bereits begonnen [211].
Olszewski et al. (2010) [196] untersuchten die Effekte einer Kombination von verschiedenen
Platinverbindungen mit DCA an zwei SCLC-Zelllinien. Eine gleichzeitige Inkubation von DCA
und Cisplatin, Oxaliplatin oder Picoplatin zeigte den Autoren zufolge wenig Einfluss auf das
relative Zell-Uberleben. Hingegen wurde eine signifikant verstirkte Zytotoxizitit bei den

Platinverbindungen Carboplatin, Satraplatin, JM118 und Oxoplatin durch eine gleichzeitige

IC500xaliplatin

IC500xaliplatint DCA > 4: bei der SCLC-Zelllinie

Kombination mit DCA beobachtet (u. a. Ratio:

DMS 153 - Senkung der ICsyo durch Kombination auf < 1/4). Eine Applikation von DCA drei
Tage nach einer Vorinkubation mit Platinverbindungen schwichte die Zytotoxizitit fast aller
dieser Substanzen in zwei NSLC-Zelllinien ab. Ebenso wurde der Effekt von DCA durch eine
nachtriagliche Inkubation mit Cisplatin oder Etoposid drei Tage nach Vorinkubation mit DCA
abgeschwicht [196]. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Effekt einer Kombination mit DCA nicht
nur von der gewihlten Platinverbindung, sondern auch von der zeitlichen Abfolge der Applikation

abhéngt.
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Zytotoxizititstests von Fiebiger et al. (2011) [212] ermittelten fiir die (hochresistente) NSCLC-
Zelllinie UMC-11 eine Potenzierung der Wirkung von Carboplatin, Satraplatin und JM118 durch
Kombination mit DCA (10 mmol/l) um das 1,4 - 2,4-Fache.
Eine Studie von Garon et al. (2014) [213] konnte keine Synergie durch die Kombination von
Cisplatin (0,03-2 pmol/l) mit DCA (0,15-10 mmol/l) unter normoxischen Bedingungen bei den
zwei untersuchten NSCLC-Zelllinien feststellen. Diese traten jedoch bei einer Wiederholung der
Versuche unter hypoxischen Bedingungen (0,5 % O, 5 % CO) zutage. Sauerstoffmangel stellt
einen wichtigen Stimulus fiir die Expression der PDK dar. Dadurch gewinnt, laut These der
Autoren, die Hemmung der PDK durch DCA unter hypoxischen Bedingungen an Bedeutung,
womit die starkeren Effekte der Kombination mit DCA in diesem Milieu zu erkldren sind [213].
Durch Synthese einer Substanz, bestehend aus zwei Molekiilen DCA und einem Molekiil Platin,
welches ,,Mitaplatin“ getauft wurde, lieB sich die Wirkung der Kombination noch weiter
verstirken. So ermittelten Xue et al. (2012) [214] an einer cisplatin-resistenten humanen
epidermoiden Adenokarzinom-Zelllinie nach Inkubation mit:

e DCA alleine ein relatives Zell-Uberleben von 78 %,

e Cisplatin alleine ein relatives Zell-Uberleben: von 51%,

e einer Kombination von Cisplatin und DCA ein relatives Zell-Uberleben von 49 %,

e Mitaplatin ein relatives Zell-Uberleben von 38 %.
Auch in einer Induktion der Apoptose war diese Substanz effektiver als die anderen genannten
Versuchsreihen [214].
Wie eingangs erwihnt, ergaben sich hingegen in den von Heshe et al. (2011) [12] durchgefiihrten
Zytotoxizitétstests an pédiatrischen neoplastischen Zelllinien durch Koinkubation von DCA zu
Cisplatin Reduzierungen bis hin zu kompletter Aufthebung der Zytotoxizitit von Cisplatin. Diese
Effekte waren hier weitestgehend konzentrations- und zelllinienunspezifisch: Sie traten sowohl
bei 1 mmol/l DCA in Kombination mit 10 umol/l Cisplatin (= Konzentrationsverhéltnis 100:1) an
den vier auch in dieser Dissertation verwendeten Zelllinien der Entitdt Leukdmie und an zwei
Rhabdomyosarkom-Zelllinien wie auch bei 10 mmol/l DCA in Kombination mit 100 pmol/l
Cisplatin (= Konzentrationsverhiltnis ebenfalls 100:1) an den jeweils zwei auch in dieser
Dissertation untersuchten Zelllinien der Entititen Osteosarkom (MNNG-HOS, OST) und
Medulloblastom (DAOY, UW228.2) auf.
Weiterhin wurde in der Arbeit von Heshe et al. (2011) [12] eine verminderte Cisplatin-vermittelte

Caspase 3-Aktivierung bei zunehmender DCA-Konzentration beobachtet.
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5.1.2.1.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Die in dieser Arbeit ermittelten und in Kapitel 4.1.2.2 dargestellten iiberwiegenden ,,nicht-
additiven, nicht-antagonistischen kombinatorischen*! bis ,,additiven/ supraadditiven* Effekte!’
bei Kombination von DCA und Cisplatin in vitro sind schwécher als die in der Mehrzahl eher
synergistischen als additiven Effekte, welche in oben genannter Literatur an adulten
neoplastischen Zelllinien ermittelt wurden.

Ein direkter Vergleich der Ergebnisse von Heshe et al. (2011) [12] mit denjenigen dieser Arbeit
ist nur in einem Teil der Fille moglich. Identische Konzentrationsverhéltnisse und identische

Wirkstoffkonzentrationen wurden lediglich in folgenden Zelllinien getestet:

Zelllinie Wirkstoffkonzentrationen | Ermittelter Effekt bei | Ermittelter Effekt in
in beiden Arbeiten Heshe et al. 2011 dieser Arbeit

DAOY NANAK NANAK
Cisplatin: 100 umol/l

UW228.2 DCA: 10 mmol/l Antagonistisch Additiv/supraadditiv

MNNG-HOS Antagonistisch NANAK
Verhéltnis: 1:100

OST Antagonistisch NANAK

Tabelle 16: Identische Konzentrationsverhdltnisse sowie Konzentrationen und deren Effekte in dieser Arbeit
und bei Heshe et al. 2011 [12]; NANAK-Effekt: nicht-additiver, nicht-antagonistischer kombinatorischer
Effekt (Definition s. Kapitel 4.1.2.2)

und

(2011) [12] hinsichtlich dieser Zelllinien-

Wirkstoftkonstellation konnten mit Ausnahme von DAOY also nicht reproduziert werden. Bei

Die Ergebnisse von Heshe et al.

der Zelllinie UW228.2 ergaben sich sogar entgegengesetzte Effekte.

Bei den leukdmischen Zelllinien CCRF-CEM, HL60, MOLT4 und REH gibt es in dieser Arbeit
zwar Konzentrationsverhiltnisse, welche sich mit denjenigen von Heshe et al. (2011) [12] (1:100)
decken, jedoch wurde in dieser Arbeit diec von Heshe et al. (2011) [12] angewendete

Wirkstoftkonzentration von 1 mmol/l DCA nicht getestet.

Wirkstoffkonzentr Ermittelter Wirkstoffkonzentra Ermittelter
Zelllinie ationen bei Heshe Effekt bei tionen in dieser Effekt in dieser
et al. 2011 Heshe et al. Arbeit Arbeit
CCRF-CEM Antagonistisch NANAK
Cisplatin: 10 pmol/I — Cisplatin: 100 mol/1
HL60 DCA: 1 mmol/i | Antagonistisch | pea: 10 mmol/ NANAK
MOLT4 Antagonistisch NANAK
Verhéltnis: 1:100 Verhéltnis: 1:100
REH Antagonistisch NANAK

Tabelle 17: Identische Konzentrationsverhdltnisse bei unterschiedlichen Konzentrationen und deren Effekte
in dieser Arbeit und bei Heshe et al. (2011) [12]; NANAK-Effekt: nicht-additiver, nicht-antagonistischer

kombinatorischer Effekt (Definition s. Kapitel 4.1.2.2)

18 NANAK-Effekte: in 52 von 80 Kombinationsschemata
17 additive/ supraadditive Effekte: in 27/ 80 Kombinationsschemata
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Vor dem Hintergrund der o. g. divergierenden Ergebnisse bei identischen Konzentrationsschemata
nicht iiberraschend, wurden auch die in diesen Konstellationen von Heshe et al. (2011) [12]
ermittelten Effekte nicht reproduziert.
Dies ist auch daher von Bedeutung, weil das potentiell therapeutische Konzentrationsverhiltnis
in ebendiesem Bereich von ungefihr 1:100 liegen wiirde:

e Ermittelte durchschnittliche Blutplasma-Spitzenkonzentration in einer Studie zum

Cisplatin-Drug-Monitoring: 1,93 mg/l [215] = 6,5 pmol/l
e DCA-Konzentration mit einem tolerablem Auftreten von UAW: ca. 0,5 mmol/l (vgl.
Kap. 2.4.2)

- 6,5 umol/1: 0,5 mmol/l1 = 1:100
In diesem Konzentrationsverhéltnis wurde hier lediglich einer der 27 additiven/ supraadditiven
Effekte ermittelt (UW228.2, s. Tabelle 16).
Der einzige in dieser Arbeit ermittelte ,,Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-Wirkung* bei
der Substanzkombination DCA-Cisplatin wurde bei einem Konzentrationsverhéltnis von 1:1000
festgestellt (10 umol/I Cisplatin, 10 mmol/l DCA, in der Zelllinie OST. s. Kap. 4.1.2.2).
Diese Dissertation wiederholte die von Heshe et al. (2011) [12] durchgefiihrten In-vitro-
Kombinations-Zytotoxizitétstests an zwei Zelllinien der Entitdit Rhabdomyosarkom nicht, weil
sich dort ohnehin nur schwach ausgepriagte Effekte zeigten.
Wie auch die durch Heshe et al. (2011) [12] bei 1 und 10 mmol/l DCA ermittelten
(antagonistischen) Effekte war auch die Anzahl der durch diese Dissertation bei 10 und 25 mmol/I
DCA ermittelten NANAK- bis additiven/ supraadditiven Effekte nicht abhéngig von der DCA-
Konzentration'®. Eine Zunahme der Effekte mit steigender Cisplatin-Konzentration zeichnete sich
ebenfalls nicht ab'®. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der im letzten Unterkapitel
genannten Arbeit von Xie et al. (2011) [211], in welcher von einer positiven Korrelation der
synergistischen Effekte bei zunechmender DCA- und Cisplatin-Konzentration berichtet wird.
Grund hierfiir konnten jedoch die unterschiedlichen verwendeten Konzentrationen sein: Xie et al.
(2011) [211] testeten im Bereich DCA 2, 4, 8 und 16 mmol/l und Cisplatin 4, 8, 12 und 16 pmol/I.
Wie man den Fehlerbalken der Graphen zu den MTT-Substanzkombinationstestungen dieser
Arbeit und derjenigen von Heshe et al. (2011) [12] entnehmen kann, waren die Ergebnisse zu den

jeweiligen Versuchszeitriumen — im Gegensatz zu den Ergebnissen der zwei Arbeiten

18 13 additive/ supraadditive Effekte bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l, 14
additive/supraadditive Effekte bei 25 mmol/l, vgl. Tabelle 5 auf S. 77
19 vgl. ebenfalls Tabelle 5 auf S. 78
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untereinander — reproduzierbar (Einreichung der Publikation von Heshe et al. (2011) [12]: Februar
2010, Zeitpunkt der MTT-Kombinationstestungen dieser Arbeit: 2011).

Ein gewisses AusmaB an Variabilitit des Zell-Uberlebens nach Inkubation mit Substanzen beim
MTT-Test bei verschiedenen Versuchsdurchfiihrungen (vor allem mit groBem zeitlichem
Abstand) ist bekannt und wird allgemein toleriert. Diese konnen beispielsweise bedingt sein durch
unterschiedliche Zellteilungsraten der Zelllinien zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Zelllinien
proliferieren direkt nach dem Auftauen aus der Kryokonservierung meist langsamer, auch im
spéteren Verlauf zeichnet sich eine phasenweise schnellere und langsamere Proliferation ab).
Auch aufgrund von Versuchsdurchfiihrungen durch verschiedene Laboranten kdénnen
Schwankungen auftreten — selbst wenn alle nach derselben ,,Standard Operating Procedure®
(SOP) arbeiten.

Die divergierenden Ergebnisse zwischen der Arbeit von Heshe et al. (2011) [12]*° und dieser
Arbeit?!, welche in demselben Labor mit denselben Zelllinien (identische Quelle aus der
Kryokonservierung), Materialien, Apparaten und den gleichen Medien generiert wurden, zeigen
eine schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Eine mogliche Erklirung hierfiir ist eine Anderung der ,,Standard Operating Procedure® beim
MTT-Test, welche im Zeitraum zwischen dem Beginn der beiden Arbeiten erfolgte: Die
Vorinkubation vor Zugabe der Substanzen zwecks Gewdhrleistung eines normalen Wachstums
der Zelllinien betrug in dieser Arbeit 24 Stunden (vgl. Kapitel 3.2.8.5), wihrend sie bei Heshe et
al. (2011) [12] 72 Stunden betrug. Auch wenn die Zelllinien in beiden Arbeiten anschlielend fiir
72 Stunden mit den Substanzen inkubiert wurden, konnte eine divergierende Vorinkubation das
Endresultat beeinflussen: nach ldngerer Vorinkubationszeit ist zum Zeitpunkt der Auswertung des
MTT-Tests mehr Ndhrmedium umgesetzt. Dies bedeutet unter anderem einen niedrigeren
Glukosegehalt sowie eine erhohte Laktatkonzentration, welche wiederum einen erniedrigten pH-
Wert bedingt. In Kapitel 5.1.1.1 wurde bereits die Hypothese dargelegt, dass DCA durch
Hemmung des Warburg-Effekts und damit einhergehender Minderung der Microenvironmental
Acidosis in einer, wie hier vorliegenden, Monokultur zu einer Erhohung des relativen Zell-
Uberlebens und somit zu vermeintlich antagonistischen Effekten fiihren kann.

Es erscheint zudem wahrscheinlich, dass auch unterschiedliche Glukosekonzentrationen einen
starken Einfluss auf die Ergebnisse bei der Evaluation der Effekte von DCA haben diirften,
welches in seinen Wirkmechanismen selbst fulminant den Glukose-Stoffwechsel beeinflusst (vgl.
Kap.2.4.1): Eine durch dulere Umsténde hervorgerufene Verédnderung der Glukosekonzentration

diirfte erwarteter Weise wiederum einen Einfluss auf die Wirkung von DCA haben.

20 weitestgehend antagonistische Effekte durch Kombination
2! bis auf eine Ausnahme NANAK- bis additive/ supraadditive Effekte durch Kombination
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Bereits eine durch verschiedene Laboranten unterschiedlich gewéhlte Zellteilungsrate fiir die
Passage der Zellkultur hat u. a. einen Einfluss auf den pH-Wert, die Nahrstoffversorgung im
Allgemeinen und den Glukose-Stoffwechsel im Speziellen. Die bereits als Ursache fiir eine
Variabilitdt der Ergebnisse des MTT-Tests aufgefiihrte Abhingigkeit von dem durchfiihrenden
Laboranten kénnte hier folglich eine grofere Rolle spielen als bei anderen Fragestellungen und
dadurch ebenfalls zu stark abweichenden Ergebnissen fiihren.

Hinzu kommt, dass In-Vitro-Versuche die bereits in Kapitel 5.1.1.1 genannten Wirkmechanismen
(Minderung der Neoangiogenese, Minderung der Sekretion hdmatopoetischer Faktoren, etc.)
nicht berlicksichtigt, woraus die allgemein positiveren Ergebnisse aus In-Vivo-Studien
resultieren.

Bei der préklinischen Evaluation von DCA sollte man die hier genannte Kritik am Versuchsmodell
berticksichtigen und die auf diesem Wege gewonnenen Erkenntnisse entsprechend werten.

Auch wenn diese Arbeit mehr Zelllinien in zahlreicheren Konzentrationskonstellationen sowie
bei hoheren DCA-Konzentrationen (vgl. Kap. 5.1.1.2) getestet hat, ist bei den genannten
fulminanten Auswirkungen abweichender Assayvariablen (Vorinkubationszeit, Wahl der Zell-
Teilungsrate, etc.) den Ergebnissen dieser Arbeit im Vergleich zu den Resultaten von Heshe et al.
(2011) [12] keine hohere Validitdt zuzuschreiben. Dennoch entkréften sie eine potentiell aufgrund
der von Heshe et al. (2011) [12] ermittelten Ergebnisse aufgestellte Vermutung eines grundlegend
unterschiedlichen Ansprechens von padiatrischen und adulten neoplastischen Zelllinien. Hieraus
ergibt sich nicht nur eine weiterhin eventual bedeutsame Rolle von DCA auch in der Therapie
padiatrischer Patienten, sondern auch die Folgerung, dass die weitaus zahlreicheren Erkenntnisse
aus der Erforschung adulter neoplastischer Erkrankungen in Bezug auf DCA, zumindest
teilweise, auf die padiatrische Onkologie {ibertragbar sein konnten.

19 der insgesamt 27 additiven/ supraadditiven Effekte traten in den Zelllinien DAOY, UW228.2
und MNNG-HOS auf, was fiir eine besonders giinstige Interaktion der Substanzen in diesen
Zelllinien spricht. Interessanterweise wurde bei der Zelllinie OST hingegen nur flir zwei der 10
Kombinationskonstellationen ein additiver/ supraadditiver Effekt festgestellt. Aulerdem zeigte
sich auch in dieser Zelllinie der einzige ermittelte ,,Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-
Wirkung® fiir die Kombination Cisplatin-DCA. Eine entititenspezifische Empfehlung fiir diese
Kombination kann somit auf Grundlage dieser Erkenntnisse nicht ausgesprochen werden. Es
wiren folglich weitere Tests unter Hinzunahme weiterer Zelllinien dieser Entitét aufschlussreich.
Auf die neun bei dieser Kombination ermittelten ,,Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung*
wird aus genannten Griinden (s. Kap. 5.1.2) sowie im Hinblick auf eine Priorisierung in dieser

Arbeit nicht weiter eingegangen.
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Die hier genannten synergistischen Effekte bei den Versuchsdurchfiihrungen anderer
Forschungsgruppen, wurden fiir Cisplatin im Bereich therapeutischer Dosierungen in vivo erzielt
(= 6,5 umol/l [215], s. 0.). Dies ist auch der Konzentrationsbereich, bei dem diese Arbeit die

12 sowie AusmaB? an additiven/ supraadditiven Effekten beobachten konnte (vgl.

grofBite Anzah
Kap. 4.1.2.2). Fiir DCA wurden Synergismen in dieser Kombination jedoch in den haufigeren
Féllen an adulten neoplastischen Zelllinien (vgl. letztes Kapitel) erst bei Konzentrationen iiber
dem therapeutischen Bereich (ca. 0,5 mmol/l, s. 0.) ermittelt.

Trotzdem sollte eine weitere Evaluation von DCA-Cisplatin-Kombinationstherapien erfolgen, da
bereits additive Effekte die Prognose signifikant verbessern konnen. Des Weiteren sind, analog
zu den Erkenntnissen {iber eine Inkubation mit DCA alleine (s. Kap. 5.1.1), auch in Kombination
mit Cisplatin starkere Effekte in vivo zu erwarten. Die hier aufgezeigten Erkenntnisse zeugen von
einem noch groflen Bedarf weiterer Forschung, welche auch im Fachbereich der padiatrischen
Onkologie sinnvoll ist.

Eine weitere praklinische Evaluation sollte als Schlussfolgerung dieser Erkenntnisse. ..

e durch In-vivo-Versuche stattfinden, um der Modulation des Metabolismus der Neoplasie
im Hinblick auf die Interaktion mit dem Organismus (Neoangiogenese,
Microenvironmental Acidosis, etc.) durch DCA Rechnung zu tragen. Hier wiren
beispielsweise Xenograft-Transplantationen mit den hier verwendeten pédiatrischen
Tumor-Zelllinien sinnvoll.

e die Beobachtungen iiber die Abhédngigkeit der Wirkung von der zeitlichen Applikation
bei pédiatrischen neoplastischen Zelllinien priifen (Wirkungsverstirkung bei
Koinkubation, Wirkungsabschwéchung bei Vorinkubation mit einer der beiden
Substanzen; vgl. Ergebnisse von Olszewski et al. (2010) [196] im letzten Unterkapitel
5.1.2.1.1). Dies lieBe sich sowohl in vivo als auch in vitro realisieren.

e die Beobachtung der Abhéngigkeit der Wirkung von den atmosphérischen Bedingungen
implizieren (starkere Wirkung unter hypoxischen Bedingungen; vgl. Studie von Garon et
al. (2014) [213] im letzten Unterkapitel 5.1.2.1.1). Von besonderem Interesse wéren dabei
Tests, welche den Einfluss von Anderungen der atmosphérischen CO»- (Einfluss auf den
pH-Wert) und O,-Konzentration (Einfluss auf die PDK-Expression [213]) unabhéngig
voneinander untersuchen. Dies lieBe sich in vitro durch Versuchswiederholungen unter

entsprechenden Einstellungen am Inkubator leicht bewerkstelligen.

229 Fille bei 1 umol/1 Cisplatin (= Konzentrationsverhiltnis von 1:10.000 bzw. 1:25.000), 5 Fille bei 10
umol/l Cisplatin (= Konzentrationsverhéltnis 1:1000 — 1:2.500)
2 alle 3 supraadditiven Effekte > 10 % bei 1 und 10 pmol/1 Cisplatin
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e die Erfahrung iiber die Abhéangigkeit der Wirkung von der Art der Platinverbindungen
beachten (vgl. Beobachtungen von Olszewski et al. (2010) [196] im letzten Unterkapitel:
Stiarkere Wirkung bei Carboplatin, Satraplatin, JM118 und Oxoplatin als bei Cisplatin,
Oxaliplatin oder Picoplatin; auBerdem Xue et al. (2012) [214]: Hohere Sensibilitét
gegeniiber Mitaplatin).

Sollten trotz der genannten Vorziige in vivo kiinftige Untersuchungen zu therapeutischen
Zugéngen zum Warburg Effekt in vitro erfolgen, wiren erginzende Untersuchungen zu In-vitro-
Artefakten obligatorisch. Um ein potentiell geeignetes pridiktives In-vitro-Modell fiir DCA-
Wirkungen zu erhalten, sollten aus diesem Grund die diskutierten EinflussgroBen wie bspw. eine
unterschiedliche Vorinkubation der Zelllinien vor Auftragen der toxischen Substanzen,
unterschiedliche Glukosekonzentrationen, Ausmall der DCA-vermittelten Reduktion des
Selektionsdruckes durch Azidose (vgl. letzter Abschnitt von Kap. 5.1.1.1) gepriift werden.

Die hier postulierte Abhingigkeit der Ergebnisse von den genannten Versuchsbedingungen lésst
alle vorhandenen In-vitro-Daten kritisch hinterfragen und verbietet direkte klinische

Konsequenzen im Sinne von Heilversuchen.

5.1.2.2 Kombination von DCA und Doxorubicin

5.1.2.2.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

Die Erkenntnisse iiber Kombinationsversuche von Doxorubicin und DCA sind noch gering: Diese
Arbeit ist erst die dritte {iberhaupt, welche sich mit diesem Thema auseinandergesetzt hat und
nach Heshe et al. (2011) [12] die zweite im Zusammenhang mit padiatrischen neoplastischen
Zelllinien.

Durch die zusétzliche Inkubation von (DCA 20 mmol/l) zu Doxorubicin (0,5 umol/l) wurde in
einer Arbeit von Dai et al. (2014) [216] das relative Zell-Uberleben einer adulten humanen
Leberzellkarzinom-Zelllinie (HCC-LM3) durch additive Effekte von 72 % auf 39,5 % verringert
(relatives Zell-Uberleben nach Inkubation mit DCA [20 mmol/l] alleine: 79 %). Ahnliche
Ergebnisse wurden in einer anderen Zelllinie (SMMC-7721) der gleichen Entitdt beobachtet:
relatives Zell-Uberleben bei Inkubation von DCA alleine: 89 %, relatives Zell-Uberleben bei
Inkubation mit Doxorubicin alleine: 47 %; relatives Zell-Uberleben bei Inkubation mit DCA +
Doxorubicin: 37 %). DCA alleine zeigte bei der nicht-neoplastischen Hepatozyten-Zelllinie LO,
keine zytotoxischen Figenschaften. Auch erhohte es in dieser Zelllinie die Zytotoxizitdt von
Doxorubicin durch Koinkubation nicht (relatives Zell-Uberleben 42.89% versus 43.62%,
p>0.05). Dariiber hinaus traten durch Kombination hervorgerufene signifikant erhohte ROS-
Level und Apoptoseraten nur in den beiden neoplastischen, jedoch nicht in der nicht-

neoplastischen Hepatozyten-Zelllinie auf. Gleichsinnig mit der Reduzierung der ROS durch
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zusitzliche Inkubation mit dem Thiol-Antioxidanten NAC (10 mmol/l) nahmen die Zytotoxizitét
von DCA komplett und diejenige von Doxorubicin und der Kombination beider Substanzen stark
ab. Umgekehrt erhohten sich diese Parameter durch zusétzliche Inkubation von BSO (Inhibitor
der y-Glutamylcystein-Synthetase; fiihrt durch verminderte Synthese des Antioxidans Glutathion
zu geringerer ROS-Reduzierung, wodurch deren Konzentration steigt). Die Autoren
unterstreichen hiermit die bedeutungsvolle Rolle der ROS im Wirkungsmechanismus von DCA
(auch in Kombination mit anderen Substanzen) [216].

Eine signifikante Wirkungsverstarkung durch die Kombination von DCA mit Doxorubicin zeigte
sich auch in vivo durch ein vermindertes Tumorwachstum von HCC-LM3-Xenografts in Médusen
(Vergleich Gewicht zur Kontrolle: Doxorubicin 75,5%, DCA: 82 %, Doxorubicin + DCA: 56 %)
[216].

Heshe et al. (2011) [12] untersuchten den Einfluss der Koinkubation von DCA zu Doxorubicin
lediglich an den Leukémie-Zelllinien MOLT4 und CCRF-CEM. Fiir diese Versuche wurde eine
DCA-Konzentration von 1 mmol/l und eine Doxorubicin-Konzentration von 10 pmol/l gewahlt
(= Konzentrationsverhéltnis 1:100). Hier zeigten sich ein kompletter Verlust der Zytotoxizitdt und
eine verminderte Caspase-3-Aktivierung von bzw. durch Doxorubicin in Kombination mit DCA,
dhnlich zu den oben genannten Ergebnissen bei Cisplatin [12].

In einer Studie zur Doxorubicin-Plasmaspitzenkonzentration bei Kindern wurde nach Infusion
von 30 mg/ m? Kérperoberfliche aus 87 Blutproben von 27 Kindern im Alter von 1,6 - 20 (@ 4,3)
Jahren ein Mittelwert von 273 pg/l ermittelt (geometrischer Variationskoeffizient = 46 %) [217].

Dies entspricht umgerechnet einer Konzentration von = 0,5 pmol/l.

5.1.2.2.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Auch wenn liber die Kombination DCA-Doxorubicin im Vergleich zu DCA-Cisplatin nur wenige
Erkenntnisse vorliegen, sind die Ergebnisse dieser Arbeit in einen dhnlichen Zusammenhang zu
setzen: Es wurden in der vorhandenen Literatur fiir diese Kombination antagonistische bis
additive Effekte ermittelt (s. Kap 5.1.2.2.1) und gleichermallen liegen die in dieser Arbeit
ermittelten tiberwiegenden NANAK-Effekte?* (vgl. Kap. 4.1.2.3) zwischen diesen beiden Polen.
Im Gegensatz zu den Kombinationstestungen zu DCA-Cisplatin, wo ein Teil der
Kombinationstestungen dieser Arbeit mit denen von Heshe et al. (2011) [12] teilweise
vergleichbar (gleiches Konzentrationsverhdltnis) bis identisch (auch kongruente absolute
Konzentrationen) waren, sind die Versuche zur Kombination DCA-Doxorubicin weniger

konform: Heshe et al. (2011) [12] testete bei einem Konzentrationsverhéltnis von 1:100 bei 1

2 NANAK-Effekte: 65 von 80 Kombinationskonstellationen; neben vier ,,Antagonismen gegeniiber der
Zytostatika-Wirkung®, 6 ,,Antagonismen gegeniiber der DCA-Wirkung* und 5 additiven/
supraadditiven Effekten (vgl. Kap. 4.1.2.3)
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mmol/l DCA und 10 umol/l Doxorubicin, wéhrend diese Arbeit die Effekte bei
Konzentrationsverhéltnissen von 1:2,5 x 107 bis 1:1000 sowie DCA-Konzentrationen um eine
Zehnerpotenz hoher und mehr evaluierte. Somit opponieren die in diesem Unterkapitel
diskutierten Ergebnisse den von Heshe et al. (2011) [12] gemachten Beobachtungen weniger
aussagekriftig als im letzten Unterkapitel 5.1.2.1: Es wire mdglich, dass bei einem
Konzentrationsverhéltnis von 1:100 in der Tat vermehrt antagonistische Effekte auftreten als bei
den in dieser Dissertation verwendeten Konzentrationsverhéltnissen.

Einen Anhaltspunkt fiir diese These ldsst sich auch aus den Ergebnissen dieser Dissertation
ableiten: Mehr als noch bei der Kombination DCA-Cisplatin zeichnete sich hier (ebenso bei den
iibrigen konventionellen Zytostatika, s. folgende Unterkapitel) eine Abhéngigkeit der
Effektqualitit (antagonistisch, additiv, etc.) von der Doxorubicin-Konzentration bzw. dem
Konzentrationsverhéltnis zwischen DCA und Doxorubicin ab: Die additiven/ supraadditiven
Effekte traten ausschlieBlich bei Doxorubicin-Konzentrationen bis 0,01 pmol/l (=
Konzentrationsverhiltnisse: 1:2,5 x 107 bis 1:1.000.000) zutage, wihrend ,,Antagonismen
gegeniiber der Zytostatika-Wirkung® erst ab Doxorubicin-Konzentrationen > 0,1 umol/l (=
Konzentrationsverhéltnisse 1:100.000 bis 1:1000) auftraten. Es wére also mdglich, dass dieser
Trend sich bei einem Verhéltnis von 1:100 fortgesetzt hitte. Trotzdem ist nicht damit zu rechnen,
dass bei diesem Konzentrationsverhéltnis in Versuchsreihen dieser Arbeit die unerwiinschten
Interaktionen die Mehrzahl ausgemacht hitten — oder wie bei Heshe et al. (2011) [12]
ausschlieBlich aufgetreten wiren?. Abgesehen davon ist das in dieser Arbeit mitgetestete
Konzentrationsverhéltnis von 1:1000 klinisch relevanter: Bei einer an Kindern in vivo ermittelten
Plasma-Spitzenkonzentrationen nach Doxorubicin-Standard-Dosis-Applikation von = 0,5 umol/I
(s. letztes 5.1.2.2.1) und der therapeutischen DCA-Konzentration von = 0,5 mmol/l (vgl. Kap.
1.4.2.1.2) ergibt sich ebendieses therapeutisch potentiell relevante Konzentrationsverhéltnis.
Hier muss jedoch angemerkt werden, dass die Abhangigkeit der Effektqualitdt von der
Konzentration auch durch das verwendete Versuchsmodell bedingt sein kann: Niedrige
Einzeldosis-Konzentrationen korrelieren mit niedrigen Einzeldosis-Effekten. Bewirken
beispielsweise Substanz A und Substanz B alleine jeweils in niedriger Konzentration eine
Wachstumshemmung von 10 %, so muss der kombinatorische Effekt fiir die Erfiillung der
Definition eines additiven Effektes lediglich 20 % betragen. Bewirken diese Substanzen in

hoéherer Konzentration bei Einzel-Inkubation jeweils eine Wachstumshemmung von 50 %, so

25 bei einem Konzentrationsverhiltnis von 1:100.000, 1:10.000 und 1:2500 sowie 1:1000 traten in dieser
Arbeit lediglich in jeweils einem von 16 Kombinationstestungen ein Antagonismus gegeniiber der
Zytostatika-Wirkung auf; bei den anderen sechs getesteten Konzentrationskonstellationen (1:25.000,
1:250.000, 1:1.000.000, 1:2.500.000, 1:10"7, 1:2,5x1077) ergaben sich keinerlei entsprechenden
Effekte)
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muss die Kombination fiir die Erfiilllung der Definition eines additiven Effektes zur Abtotung aller
Zellen fiihren. Es ist offensichtlich, dass dies wesentlich weniger wahrscheinlicher ist. Auch sind
Ergebnisse bei niedrigem relativen Zell-Uberleben weniger reliabel, da ,,Ausreifier bei niedriger
Zellzahl mehr zum Tragen kommen.

Uber die Eignung des angewendeten Versuchsmodells und (neben unterschiedlichen Wirkstoff-
Konzentrationen und Konzentrations-Verhdltnissen potentielle weitere) Erkldrungen zu den
divergierenden Ergebnissen zwischen dieser Arbeit und denjenigen von Heshe et al. (2011) [12]
wurde in Kapitel 5.1.2.1.2 bereits differenziert diskutiert. Demgemaf wird an dieser Stelle hierauf
verzichtet und lediglich darauf hingewiesen, dass auch die Ergebnisse aus dem angewendeten In-
vitro-Modell zur Kombination von DCA mit Doxorubicin sowie infolgedessen die daraus
gezogenen Schlussfolgerungen vor dem Hintergrund der genannten Kritik zu werten sind.
Dennoch tragen diese Ergebnisse auch hier zum weiteren Wissensstand bei: Wéhrend Dai et al.
und Heshe et al.(2011) [12] in ihren Ver6ftentlichungen jeweils lediglich iiber die Effekte an zwei
neoplastischen Zelllinien einer Entitét und bei jeweils einer Konzentration von DCA berichten (s.
0.), sind in dieser Arbeit die entsprechenden Effekte bei acht Zelllinien aus drei verschiedenen
Entitdten unter Inkubationsschemata mit zwei verschiedenen DCA-Konzentrationen in
Kombination mit jeweils fiinf verschiedenen Doxorubicin-Konzentrationen dargelegt. Wie auch
bei DCA-Cisplatin war keine eindeutige Abhéngigkeit der Kombinations-Effekte von der DCA-
Konzentration zu verzeichnen®.

Interessanterweise zeigten sich bei den beiden Zelllinien, welche die einzigen antagonistischen
Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum aufwiesen (DAOY und OST) — gleichsam
wie in der Zelllinie OST bei der Kombination DCA-Cisplatin — gleichzeitig auch 3 der 5 hier
ermittelten additiven/supraadditiven Effekte. Auch wenn sowohl ,,Antagonismen gegeniiber der
Zytostatika-Wirkung* (wie bei allen anderen Kombinationstests auch) sowie ,,Antagonismen
gegeniiber der DCA-Wirkung* hier bei den leukdmischen Zelllinien nicht auftraten, kann man
somit nicht undifferenziert der Kombination DCA-Doxorubicin in dieser Entitit eine stirkere
kombinatorische Wirksamkeit zuschreiben.

Stockwin et al. (2010) [13] ermittelten, dass Zelllinien mit mitochondrialen Defekten in
besonderem Malle DCA-sensibel sind. Aus diesem Grunde empfehlen sie fiir eine weitere
klinische Evaluation die Selektion von Patienten, welche sich durch Neoplasien mit dieser

Eigenschaft auszeichnen oder alternativ die Kombination von DCA mit Substanzen, welche die

26 2 additive/ supraadditive Effekte bei 10 mmol/l DCA vs. 3 entsprechende Effekte bei 25 mmol/ DCA; 3
antagonistische Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum bei 10 mmol/l DCA vs. 1
entsprechender Effekt bei 25 mmol/l DCA; jeweils 3 antag. Effekte gegeniiber DCA bei 10 und 25
mmol/l DCA, s. Kap. 4.1.2.3
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Mitochondrien schéadigen [13]. Sowohl fiir Cisplatin als auch fiir Doxorubicin wurde, neben den
in Kapitel 5.1.2 genannten Interaktionen mit der DNA im Nukleus, eine Schidigung der
mitochondrialen DNA in besonderem Mafe nachgewiesen [218], [219]. Die Ahnlichkeit in der
Wirkungsweise und die in dieser Arbeit ermittelte positive Korrelation von Doxorubicin und
Cisplatin auf das relative Zell-Uberleben der hier untersuchten acht pidiatrischen neoplastischen
Zelllinien?” wiren eine mogliche Erklirung fiir die Analogie der gennannten Erkenntnisse iiber
die Kombinationen DCA-Cisplatin und DCA-Doxorubicin (neben vielen anderen, wie bspw.
Resistenzmechanismen wie z. B. Drug-Efflux). Wiirde dies zutreffen, so lieBen sich auch fiir
zukiinftige Arbeiten vergleichbare Ergebnisse erwarten.

Das Fazit zur Kombination von DCA mit Doxorubicin féllt dhnlich aus wie fiir die Kombination
mit Cisplatin: Es handelt sich um eine potentiell gewinnbringende Kombination, welche unter

den in Kapitel 5.1.2.1.2 genannten Forschungsanregungen weiter evaluiert werden sollte.

5.1.2.3 Kombination von DCA und Etoposid

5.1.2.3.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

In der in Kapitel 5.1.2.1.1 genannten Studie von Olszewski et al. (2010) [196] iiber die
Kombination von DCA mit verschiedenen Platinverbindungen wurde gleichfalls die Kombination
von DCA mit Etoposid untersucht. Hier zeigte sich ebenfalls eine signifikant erhdhte Zytotoxizitét
durch die Koinkubation von DCA (10 mmol/l) zu Etoposid in den beiden getesteten SCLC-
Zelllinien. Den Ergebnissen zu den Platinverbindungen entsprechend fiihrte eine Vorinkubation
von DCA (drei Tage) vor Etoposid und eine Vorinkubation von Etoposid (vier Tage) vor DCA zu
einer Wirkungsabschwichung (erstere jedoch nicht signifikant) [196].

Morfouace et al. veroffentlichten im Jahre 2012 [220] eine Studie, in welcher die Effekte der
Kombination von DCA mit Etoposid in zwei aus Ratten gewonnenen Gliom-Stammzellen und
einer ebenfalls aus Ratten gewonnenen, nicht-neoplastischen neuralen Stammzelle untersucht
wurden. DCA alleine erhdhte hier in den beiden neoplastischen Zelllinien bei einer Konzentration

von 1 mmol/l die Expression von p53 (10 bzw. 27fach) und Foxo3 (4 bzw. 31fach). Beides sind

u. a. Transkriptionsfaktoren fiir die proapoptotischen Faktoren Noxa, Puma, Bim und Bad. So
wurde auch eine erhdhte Expression der die Bax-abhédngige Apoptose vermittelnden (vgl. Kap.
2.1.2.1.2) Faktoren Bad, Noxa und Puma um das 2-5 fache ermittelt. Ebenfalls wurde durch DCA
alleine in Konzentrationen bis 1 mmol/l neoplasie-spezifisch die LDH-Aktivitét erniedrigt und
die oxidative Phosphorylierung rekonstituiert. Dennoch wurde in den Gliom-Stammzellen keine
erhohte ROS-Produktion und konsekutive Apoptose festgestellt. Der Effekt auf die Zellviabilitét

und Proliferation war nur gering ausgeprégt. Letzteres traf ebenso auf eine alleinige Inkubation

27 Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman r; = 0,714, p = 0,0374, vgl. Kap. 4.1.1.3
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mit Etoposid (50 umol/1) oder alleinige Bestrahlung (5 Gray) zu. Eine Vorinkubation (48 Stunden)
mit 1 mmol/l DCA vor Etoposid-Applikation oder Bestrahlung jedoch fiihrte in den beiden
neoplastischen (hingegen nicht in der nicht-neoplastischen) Zelllinien zu einer Steigerung der
Zelltodrate von jeweils ca. 15 % auf ca. 75 % und einer mindestens dreifachen Erhdhung der
Caspase-Aktivitét (i. e. DEVDase) [220].

Um die Effekte in vivo an Xenografts zu evaluieren, wurde in derselben Arbeit Médusen eine der
bereits fiir die In-vitro-Versuche verwendeten Gliom-Stammzelllinie injiziert. Die vier
verschiedenen Versuchsgruppen erhielten A: Keine Intervention (Kontrolle), B: Mit DCA (0,075
g/ml) versetztes Trinkwasser, C: Intraperitoneale Etoposid-Injektionen (200 pg) fiir 5 von 7 Tagen
iiber 40 Tage, D: Etoposid-Injektionen und mit-DCA-versetztes Trinkwasser. Erwarteter Weise
waren die Effekte von DCA alleine in vivo, im Vergleich zu in vitro, wesentlich stérker. Die
Kombination von DCA mit Etoposid potenzierten auch hier die Effekte der Substanzen alleine.
So maBen die Tumoren in der Kontrollgruppe 681 mm?® + 71, in der Etoposid-Gruppe 653 mm® +
79, in der DCA-Gruppe 322 mm?® + 54.8 (47 % im Vergleich zur Kontrolle) und in der
Kombinationsgruppe 67 mm® + 11.2. Die additionale Gabe von DCA fiihrte also zu einer
zusitzlichen Abnahme des Tumorvolumens um fast 90 % zu derjenigen von Etoposid alleine.
Vergleichbare Ergebnisse wurden bei intrakraniellen Xenografts ermittelt [220].

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die ermittelten synergistischen Effekte der Kombination
von DCA und Etoposid in vitro nicht nur im therapeutischen Konzentrationsbereich von Etoposid
(Mittelwert des Peak-Levels von 30 adulten Probanden: 30 pug/ml = 51 umol/l [221]), sondern
auch nahe desjenigen von DCA beobachtet wurden (0,5 mmol/l, vgl. Kap. 2.4.2).

5.1.2.3.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Obwohl die oben genannten Ergebnisse der anderen Forschergruppen zur Kombination von DCA
und Etoposid ebenfalls sehr vielversprechend sind, fielen die Ergebnisse dieser Arbeit, verglichen
mit denen der Kombinationsversuche von DCA mit Cisplatin und Doxorubicin, trotz der
insgesamt 12 additiven/ supraadditiven Effekte, bescheidener aus:

Neben den hauptsichlichen NANAK-Effekten, zeigten sich in den vier Zelllinien der Entitéten
Medulloblastom und Osteosarkom ab einer Konzentration von 1 pmol/l insgesamt 19
LAntagonismen  gegeniiber der Zytostatika-Wirkung“.  Hieraus ergibt bei 80
Konzentrationskonstellationen beziiglich dieser Substanzkombinationstestung ein Anteil von =
24 %. Dies ist insofern potentiell auch klinisch bedeutsam, als dass das Ausmal} dieser Effekte
(sowohl numerisch als auch qualitativ) vor allem bei Etoposid-Konzentrationen von 10 und 100

umol/1 auftrat?®, also im fiir diese Substanz therapeutisch relevanten Konzentrationsbereich (= 50

28 = bei Etoposid-DCA-Konzentrationsverhiltnissen von 1:1000 bzw. 2500 und 1:100 bzw. 250
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umol/l, s. 0.). Erkldarungen fiir diese zelllinienspezifischen Unterschiede in Bezug auf die Effekte
der Kombination von DCA mit Etoposid finden sich in der aktuellen Literatur nicht.

Auch in den Versuchsreihen zu dieser Substanzkombination geht das Auftreten von
,Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung* haufig mit dem gleichzeitigen Auftreten
von additiven/ supraadditiven Effekten bei anderen Konzentrationen des konventionellen
Zytostatikums in derselben Zelllinie einher. Mit 19 % und 16 % Wirkungsverstiarkung (iiber einen
rein additiven Effekt hinaus) bei Etoposidkonzentrationen von 0,01 bzw. 0,1 umol/l zeigten sich
in der Zelllinie DAOY bei 10 mmol/l DCA?® sogar die stirksten supraadditiven Effekte aller
Versuchsergebnisse der Kombination DCA-Etoposid, wihrend sich bei den hoheren
Etoposidkonzentrationen ausschlieBlich ,,Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung®
abzeichneten. Dies zeugt von einer sehr komplexen und stark konzentrationsabhingigen
Interaktion der verwendeten Substanzen. Auch die beobachteten antagonistischen
Kombinationseffekte sind vor dem Hintergrund der bereits dargelegten Modellkritik zu werten.
Insbesondere im Hinblick auf die In-vivo-Beobachtungen von Morfouace et al. (2012) [220]
ergibt sich die Motivation zu weiterer Evaluation dieser Substanzkombination. Anregungen zu

Versuchsoptimierungen finden sich in Kapitel 5.1.2.1.2.

5.1.2.4 Kombination von DCA und SN38
5.1.2.4.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand
Uber die Effekte einer Kombination von DCA und SN38/ Irinotecan ist gegenwirtig noch keine
Literatur vorhanden. Dies trifft ebenfalls auf andere Topoisomerase-I-Inhibitoren wie
Camptothecin, etc. zu. Lediglich in Bezug auf Topotecan liegen zu dieser Thematik Erkenntnisse
vor: Die hier mehrfach zitierte Studie von Stockwin et al. (2010) [13] ermittelte in In-vitro-
Zytotoxizititstests fiir die Kombination von DCA (0,3-30 mmol/l) und Topotecan (0,3-300
nmol/l) in der Zelllinie A549 (etabliert aus einem humanen Lungen-Adeno-Karzinom) einen
Combination Index von 0.15 (< 1 = Synergismus, vgl. Kap. 5.1.2.1.1, [13]).
Die maximale Plasmakonzentration von therapeutischen Dosierungen von SN38 betrdgt =~ 0,1
umol/1:
e Bei cinem 21 jihrigen Patienten nach einer Dosis von 20 mg/m? Irinotecan wurde eine
,repriasentative® SN38-Spitzenkonzentration von 30 ng/ml (= 0,08 umol/l) ermittelt
[222].
e Bei einer 60 Jahre alten Frau betrug die SN-38-Spitzenkonzentration nach Applikation
von 420 mg Irinotecan 0,1 umol/l [223].

29 = Konzentrationsverhiltnis 1:1.000.000 bzw. 1:100.000
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e Bei 8 Probanden im Alter von 56 — 67 Jahren wurde nach einer Irinotecan-Dosis von 100

mg/m? eine SN-38-Spitzenkonzentration von im Mittel 0,08 pmol/l gemessen [224].

5.1.2.4.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Wie bei der Kombination von DCA mit Etoposid waren in den In-vitro-Zytotoxizitatstests bei der
Kombination mit SN38 vermehrt ,,Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung® zu
beobachten. Diese traten ebenso in allen vier Zelllinien der beiden Entitdten Medulloblastom und
Osteosarkom auf, zeigten sich hier jedoch in weniger Konzentrationskonstellationen (12/ 80 [=
15 %] anstelle von 19, vgl. Kap. 4.1.2.5) und waren hier schwicher ausgeprigt (nur 5
antagonistische Effekte > 5 % vs. 8 entspr. Effekte). Gleichermallen traten die antagonistischen
Effekte, auBler bei OST (antagonistischer Effekt erst bei 1 pumol/l) hier in den betroffenen
Zelllinien u. a. im therapeutischen Bereich von SN38 auf (0,1 umol/l, s. 0.).

In der Zelllinie DAOY ergaben sich bei einer DCA-Konzentration von 10 mmol/l vier
,Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung“, wihrend ein solcher bei 25 mmol/l nur
einmal auftrat. Auch wenn in vielen anderen Substanzkombinationsversuchen in anderen
Zelllinien und mit anderen konventionellen Zytostatika das Verhéltnis aus erwiinschten und
unerwiinschten Interaktionen zwischen 10 und 25 mmol/l DCA relativ konstant ist, zeigt dies,
dass die Ergebnisse bei 10 mmol/l DCA nicht generell auf die Verhiltnisse bei 25 mmol/l DCA
(und vice versa) iibertragbar sind. Dies bedeutet, dass das verwendete Versuchsmodell, abgesehen
von der bereits in den letzten Unterkapiteln abgehandelten Versuchsmodell-Kritik, auch keine
validen Riickschliisse auf die Interaktionen bei der eigentlich klinisch relevanten DCA-
Konzentration von 0,5 mmol/l zuldsst. Zumal letztere um den Faktor 20 viel starker von 10 mmol/I
abweicht als 25 mmol/l (Faktor 2,5).

Auch hier kann zum jetzigen Zeitpunkt die Ursache fiir diese =zelllinien- und
konzentrationsspezifischen Unterschiede in Bezug auf die Effekte der Kombination von DCA mit
SN38 nicht genannt werden. Die Vergleichbarkeit der Effekte der Kombinationen von DCA mit
Etoposid und SN38, im Gegensatz zu den direkt mit der DNA und zusdtzlich mit den
Mitochondrien interagierenden Zytostatika Cisplatin und Doxorubicin, kénnte in der Ahnlichkeit
der Wirkmechanismen dieser Substanzen begriindet sein: Beide fithren zu DNA-Strangbriichen
durch Inhibition einer DNA-Topoisomerase (SN38: Topoisomerase I, Etoposid: Topoisomerase
I, vgl. Kap. 3.2.15.1.2). Weitere Erkenntnisse, wie DCA im Detail zur Steigerung der
Zytotoxizitdt von Zytostatika fiihrt bzw. Veri- und Falsifikationen der teilweise widerspriichlichen
Erkenntnisse, konnten in Zukunft wiederum auch Aufschluss iiber die Realitidtsnidhe dieser These
geben.

Kontraproduktive Effekte durch die Kombination von DCA mit SN38 wurden in leukdmischen

Zelllinien im Rahmen der Versuchsansitze dieser Arbeit nicht festgestellt. Bei den vier getesteten
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Zelllinien der Entitdten Medulloblastom und Osteosarkom standen die 12 antagonistischen
Effekte numerisch hinter den 28 erwiinschten (NANAK bis additiven/ supraadditiven) Effekten.
Dabher ergeben sich, vor allem unter Berticksichtigung der Ergebnisse von Stockwin et al. (2010)
[13], durch die Kombination von SN38 und DCA vielversprechende Wirkungen, die ebenso wie
mit den anderen konventionellen Zytostatika zu einem Fortsetzen der priaklinischen Evaluation

mit entsprechenden genannten Versuchsmodell-Optimierungen auffordern.

5.1.2.5 Kombination von DCA und Temozolomid

5.1.2.5.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

Michelakis et al. untersuchten die Wirkung von DCA auf Glioblastom-Stammzelllinien. Hierbei
wurde eine Apoptoseinduktion, HIF1a-Hemmung, p53-Aktivierung und Weiteres bereits durch
DCA alleine (0,5 mmol/l) in vitro beobachtet. Eine Koinkubation mit 100 umol/l Temozolomid
verstarkte die Aktivierung bzw. Expression einiger Apoptosemarker zusitzlich. Fiinf
Glioblastompatienten erhielten additional zu ihrer Standardtherapie (OP, Radiotherapie und
Temozolomid) 6,25 mg/kg KG DCA tiglich (@ Plasmakonzentration: 0,44 mmol/l £ 0,16) zu
unterschiedlichen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf. Diese Intervention verstdrkte auch hier die
in vitro erhobenen Parameter, verglichen zur Standardtherapie alleine. Die beste Prognose hatte
der Patient, bei welchem DCA nach Diagnosestellung von Anfang an Bestandteil des
Therapieschemas war. [9].

Die hier hiufig zitierte Arbeit von Heshe et al. 2011 [12] publizierte die Effekte einer
Kombination von Temozolomid (100 pmol/l) und DCA (10 mmol/l), also einem
Konzentrationsverhéltnis von 1:100, an den pédiatrischen Leukdmie-Zelllinien MOLT4 und
CCRF-CEM. Hierbei wurde weder eine relevante Abschwidchung noch Verstirkung der
Zytotoxizitdt von Temozolomid durch DCA beobachtet [12]

In einer Studie von Wicks et al. 2014 [225] wurde an intrakraniellen hochgradigen Gliom-
Allografts in Ratten untersucht, ob die dosis-limitierte Zytotoxizitidt oraler DCA-Therapie durch
Implantation von mit-DCA-versetzten Wafern gesteigert werden kann. Hierbei wurde ein
signifikant erhohtes Uberleben in der Gruppe mit implantierten Wafern gegeniiber der Gruppe
unter oraler DCA-Einnahme (p = 0,05) sowie der Kontrolle (p = 0,02) beobachtet. Eine
zusitzliche Implantation von DCA-Wafern zu einer Kombinationstherapie aus Bestrahlung und
oraler Temozolomid-Gabe fiihrte hingegen nicht zu einer signifikanten Verldngerung des
mittleren Uberlebens, verglichen mit der Radio-Temozolomid-Therapie alleine (40 vs. 34 Tage,
jedoch 2 vs. 0 Langzeit-Uberlebende) [225].

Zu der Kombination von DCA mit anderen Alkylantien, wie z. B. Melphalan, Procarbazin,

Busulfan, Cyclophosphamid, Trofosfamid, Ifosfamid, etc. liegen zum jetzigen Zeitpunkt noch
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keine Erkenntnisse vor, sodass hier keine potentiell auf Temozolomid libertragbaren Ergebnisse
genannt werden konnen.

Die Temozolomid-Spitzenkonzentration wurde in einer Untersuchung zur Pharmakokinetik
dieser Substanz in 39 Kindern im Alter von 0,7-21,9 Jahren nach einer Dosis von 150-200 mg/m?

mit im Mittel 9,1 mg/l = 47 umol/l beziffert [226].

5.1.2.5.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Was das Verhiltnis aus erwiinschten und unerwiinschten Interaktionen angeht, nimmt die
Kombination DCA-Temozolomid hinter der Kombination DCA-Cisplatin®® mit 23 additiven/
supraadditiven zu 5 ,,Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung* von insgesamt 80
Konzentrationskonstellationen den zweiten Platz ein.

Den Ergebnissen der anderen vier Substanzkombinationen aus Kapitel 4.1.2 entsprechend zeigten
sich in diesem In-vitro-Versuchsmodell die antagonistischen Effekte gegeniiber dem
konventionellen Zytostatikum lediglich in den Entititen Medulloblastom und Osteosarkom (bei
hohen Konzentrationen des konventionellen Zytostatikums) und ebenfalls ergaben sich die
Mehrzahl der additiven/ supraadditiven Effekte in ebendiesen Entitdten (bei niedrigen
Zytostatika-Konzentrationen).

Wihrend die Ergebnisse dieser Arbeit denjenigen von Heshe et al. (2011) [12] hinsichtlich der
beobachteten Effekte in den leukdmischen Zelllinien bei der Kombination DCA-Cisplatin sowie
DCA-Doxorubicin entgegen stehen, sind sich die beobachteten Effekte der beiden Arbeiten fiir
die Kombination DCA-Temozolomid einander dhnlicher: Es zeigten sich weder produktive noch
kontraproduktive Interaktionen bei Heshe et al. (2011) [12] (s. Kap. 5.1.2.5.1), wihrend in dieser
Arbeit ausschlieBlich NANAK- bis additive/ supraadditive Effekte auftraten®!.

Die Bedeutung des guten Verhéltnisses aus erwiinschten und nicht erwiinschten Interaktionen fiir
diese Substanzkombination wird relativiert durch die Tatsache, dass die hier ermittelten
antagonistischen Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum vor allem nahe der
therapeutischen Konzentration von = 50 umol/l (vgl. Kap. 5.1.2.5.2) ermittelt wurden*. Trotzdem
ergeben die im letzten Unterkapitel und hier genannten Resultate genug Erkenntnisse, um der

Kombination DCA-Temozolomid eine potentiell vielversprechende Wirkung zuzusprechen,

30 DCA-Cisplatin: 27 additive/ supraadditive Effekte, 1 Antagonismus gegeniiber der Zytostatika-
Wirkung, vgl. 4.1.2.2

3! bei den beiden identischen ,,Versuchswiederholungen® in den gleichen Zelllinien (CCRF-CEM und
MOLT4) sowie identischen DCA und Temozolomid-Konzentration ergaben sich in dieser Arbeit
jeweils NANAK-Effekte

32 4 der 5 antagonistischen Effekte gegeniiber dem konventionellen Zytostatikum traten bei einer
Temozolomid-Konzentration von 100 umol/l auf
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welche eine weitere Evaluation unter den in Kapitel 5.1.2.1.2 vorgeschlagenen Aspekten sinnvoll

erscheinen ldsst.

5.2 Diskussion der mRNA-Expressions-
Analysen

5.2.1 Kvl.5
5.2.1.1  Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

Spannungsabhingige Kaliumkanéle sind neben der in Kapitel 2.1.2.1.2 genannten Funktion fiir
die Apoptoseinduktion in vielen verschiedenen physiologischen Prozessen, von der Proliferation
iiber Immunmodulation, Migration, Adhédsion, Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials,
Muskeltonus, Kontrolle von Aktionspotentialen, etc., involviert. Der an den meisten dieser
Vorginge beteiligte Subtyp Kv1.5, ist somit auch in fast allen nicht-neoplastischen Zellen
exprimiert, wobei die Expressionsrate hier stark vom Zelltyp, Entwicklungsstadium (in der Regel
stark erhohte Expression in fetalen Zelllinien) und Zellzyklus (starke Expression vor allem in der
G1-Phase) abhingig ist [74]. Der Kanal ist sowohl an der Plasmamembran (pmKv1.5) als auch
an der Mitochondrienmembran (mtKvl.5) lokalisiert und iibernimmt dort unterschiedliche
Funktionen, welche u. a. eine gleichgerichtete Wirkung haben (beispielsweise eine Beteiligung
an proapoptotischen Prozessen). In Zelllinien glatter Muskulatur wurde eine erhdhte Apoptoserate
bei erhohter Expression und eine verminderte Apoptoserate durch Herabregulation von Kv1.5
ermittelt [202].

Uberraschenderweise war die Expressionsrate in der Mehrzahl der zahlreich untersuchten
neoplastischen Zelllinien erhoht, jedoch wurden auch viele Zelllinien mit verminderten
Expressionsraten beschrieben [74], [227]. AuBBerdem bestand eine positive Korrelation zwischen
der Expression von Kv1.5 und dem Malignitdtsgrad von Rhabdomyosarkomen [228] und
Nierentumoren [74], ebenso wie der klinischen Aggressivitit von Neoplasien glatter
Muskelzellen [229]. Im Gegensatz dazu sind jedoch auch negative Korrelationen zwischen der
Kv1.5-Expression und der klinischen Aggressivitdt von non-Hodgkin-Lymphomen [74], dem
Grading von Gliomen [73] und héhere Uberlebensraten von Glioblastompatienten mit einer
hoheren Expressionsrate von Kv1.5 beschrieben [230].

Die Funktion von Kvl1.5 scheint abhédngig von der Zelllinie zu sein, da eine Inhibition dieses
Kanals beispielsweise die Proliferation von Astrozyten [231], nicht jedoch von Oligodendrozyten
[232], [233] hemmt. Dies konnte die gegensinnigen Expressionsraten und das gleichzeitige
Auftreten von positiven und negativen Korrelationen mit dem Malignititsgrad in verschiedenen

neoplastischen Zelllinien erklédren.
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5.2.1.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage
Die Ergebnisse dieser Arbeit, mit sowohl erhdhten als auch erniedrigten Expressionsraten von
Kv1.5%, stehen im Einklang mit der genannten Literatur. Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist die
oben genannte Beobachtung einer stark vom Zellzyklus abhéngigen Expression von Kv1.5. Dies
wiirde zudem die gro3e Anzahl an ,,Ausreiflern innerhalb einer Zelllinie (aus drei verschiedenen
Passagen) bei der Messung der mRNA-Expression begriinden.

Ein weiterer Erkldrungsansatz wire die genannte zelllinienspezifische Funktion: Wahrend der
Kaliumkanal in der einen Zelllinie eine antiapoptotische Funktion innehat und dadurch eine
Mutation, welche zu einer erhéhten Expression von Kvl1.5 fiihrt, in dieser Zelllinie einen
Selektionsvorteil darstellt, bedeutet eben eine solche Mutation einen Nachteil fiir eine andere
Zelllinie, in welcher Kv1.5 eine proapoptotische Funktion ausfiihrt. Dies wiirde sich
dementsprechend ebenfalls in gegensinnigen Expressionsraten abbilden.

Die Tatsache, dass divergierende Funktionen bereits in zwei ,,verwandten“ Zelltypen, den
Astrozyten und Oligodendrozyten (beides Subtypen von Neuroglia), beobachtet wurde, konnte
auch die in dieser Arbeit ermittelten kontraren Expressionsraten von Kv1.5 innerhalb der Entitdt
Ewing-Sarkom begriinden: Die Zelllinie CADO-ES1 exprimierte Kv1.5 zehnfach hoher als die
anderen drei Zelllinien dieser Entitdt, welche zudem im Gegensatz zu CADO-ES1 auch eine
niedrigere Expressionsrate als die Referenz-Zelllinie aufwiesen (vgl. Kap. 4.3.1). Eine andere
potentielle Erklarung hierflir konnte die in dieser Zelllinie bestehende t(21,22)-Translokation mit
daraus resultierendem EWS/ERG-Fusionstranskript darstellen (die anderen Zelllinien weisen eine
t(11,22)-Translokation mit einem EWS/FLI1-Fusionstranskript auf, s. Kap. 3.1.1.1). Da das Gen
fiir Kv1.5 auf Chromosom 12 lokalisiert ist [234] miissten fiir einen Zusammenhang zwischen
dieser Translokation und einer erhohten Kvl.5-Expressionsrate jedoch die Folgen der
Translokation auf den Metabolismus und nicht lediglich die Translokation alleine urséchlich sein.
In der aktuellen Literatur finden sich hierzu keine analogen Ergebnisse bzw. theoriestiitzende
Informationen. Eine Evaluation dieses potentiellen Zusammenhanges bedarf folglich weiterer

Forschungsarbeit.

5.2.1.3 Korrelationen der Kvl.5-mRNA-Expressionsrate mit der
Sensibilitat gegeniiber verschiedenen Substanzen

Leanza et al. (2014) [202] untersuchten die Korrelation der Kv1.5-mRNA-Expressionsrate mit

der Sensibilitédt u. a. gegeniiber Cisplatin und Etoposid in 59 verschiedenen Zelllinien. Ebenso

33 Jeweils zehn neoplastische Zelllinien weisen eine hdhere und niedrigere Expressionsrate als die nicht-
neoplastische Referenz auf, vgl. Kap. 4.2.1
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wie in dieser Arbeit wurden keine signifikanten Korrelationsindices fiir diese Substanzen
beobachtet [202]. Die signifikanten Korrelationen aus dieser Arbeit werden in den folgenden

Kapiteln diskutiert:

5.2.1.3.1 DCA

Es haben sich bereits einige Forschergruppen mit der Rolle von Kv1.5 in Bezug auf eine DCA-
vermittelte Apoptoseinduktion beschéftigt. So wurde u. a. eine erhohte Expression von Kv1.5
infolge einer DCA-Inkubation in verschiedenen Zelllinien ermittelt (Bonnet et al (2007) [2] und
Xieetal. (2011) [211],was jedoch von Stockwin et al. (2010) [13], nicht bestitigt werden konnte).
Dies ist jedoch die erste Studie, welche eine Korrelation zwischen der Kv1.5-Expression und der
Sensibilitdt gegeniiber DCA untersucht hat, wodurch keine Vergleichsmoglichkeiten gegeben
sind.

Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass Korrelations-Analysen, welche
Ergebnisse aus einem In-vitro Modell beinhalten, ebenfalls im Kontext der in Kapitel 5.1.2.1.2
genannten Modell-Kritik zu werten sind. Dies trifft fiir die Korrelation mit der Expressionsrate
von Kv1.5 ebenso wie fiir die beobachtete signifikante Korrelation mit der PKM2 (s. Kap.
5.2.2.3.1) sowie VDACI (vgl. Kap. 5.2.4.3.1) zu, sodass in den folgenden genannten Kapiteln
nicht mehr auf diese Problematik hingewiesen wird. Ebenso sind Korrelationsanalysen
hinsichtlich der Toxizitédt einer Substanz und der Expression eines Targets, welches durch diese
Substanz in seiner Expression beeinflusst wird, schwer zu beurteilen.

Die durch Bonnet et al. (2007) [2] sowie Xie et al. (2011) [211] gemachte Beobachtung einer
durch DCA-Inkubation stimulierten Expression von Kv1.5 kénnte so jedoch die in dieser Arbeit
ermittelte signifikante positive Korrelation** zwischen der Kv1.5-Expression und dem relativen
Zell-Uberleben nach DCA-Inkubation erkldren: Setzt man die in Kapitel 2.1.2.1.2 genannte
proapoptotische Funktion von Kv1.5%° voraus, hat eine (DCA-vermittelte) Erhohung der
Expression von Kv1.5 in Zelllinien mit einer vormals niedrigen Expressionsrate auf diese einen
stiarkeren Effekt hinsichtlich der Verschiebung des Gleichgewichts pro- und antiapoptotischer
Prozesse als auf Zelllinien, welche bereits eine hohe Expressionsrate von Kv1.5 aufweisen. Dies
geht folglich mit einer hoheren Sensibilitdt gegeniiber DCA von Zelllinien mit einer niedrigen
Expressionsrate von Kv1.5 einher (= positive Korrelation zwischen Expressionsrate und den
relativen Zell-Uberleben).

Interessanterweise war eine signifikant positive Korrelation auch bei dem Zytostatikum

Doxorubicin zu beobachten, welches ebenso wie DCA den mitochondrialen Stoffwechsel stark

3% nach Spearman (rs) = 0,905, p =2 x 10 -7, vgl. Kap. 4.2.1.1
35 ein Kanal, welcher den Efflux von K*-Ionen begiinstigt und somit die K*-vermittelte Hemmung der
Caspasen aufhebt
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beeinflusst [235]. Hingegen wurde eine signifikant negative Korrelation bei Temozolomid
ermittelt, fiir welches keine direkte Interaktion mit den Mitochondrien beschrieben ist. Die
positiven Korrelationen konnten demnach alternativ zur bereits genannten These auch Folge
DCA- und Doxorubicin-induzierter mtKv1.5-vemittelter antiapoptotischer Effekte sein, welche
die ebenfalls durch diese Substanzen ausgelosten proapoptotischen Effekte der Kv1.5 an der
Plasmamembran (pmKv1.5) dominieren. Dies wire zumindest auch eine potentielle Erklarung
fiir das im letzten Unterkapitel beschriebene hiufigere Auftreten erhohter Expressionsraten von
Kv1.5 in neoplastischen Zelllinien.

Die in der Literatur sich teils nicht entsprechenden Erkenntnisse in verschiedenen Zelllinien und
das in dieser Arbeit ermittelte Ergebnis zeugen von einem noch nicht zufriedenstellenden

Verstindnis iiber die Funktion dieses Kanals.

5.2.1.3.2 Doxorubicin

Han et al. (2007) [236] beobachteten ein Einhergehen der Doxorubicin-induzierten Apoptose mit
einer signifikanten Zunahme der K*-Tonenstromdichte in der getesteten Magen-Adenokarzinom-
Zelllinie SGC7901. Eine Blockierung dieses lonenstromes fiihrte zu einer Minderung der
Apoptoserate. Gleichsam ging eine erh6hte Expressionsrate von Kv1.5 mit einer groleren K-
Ionenstromdichte und Sensitivitit gegeniiber Doxorubicin einher, was mit einer Herabregulation
von Kv1.5 antagonisiert werden konnte [236]. Diese Ergebnisse entsprechen der in der Literatur
vorwiegend als proapoptotisch beschriebenen Funktion von Kwvl.5. Ein Vergleich von
Korrelationen zwischen einer Kvl1.5-Expression und der Sensibilitit gegeniiber anderen
Anthracyclinen (Epirubicin, Idarubicin, Daunorubicin) kénnen aus Mangel an entsprechender
Literatur nicht gebracht werden. Die in dieser Arbeit ermittelte positive Korrelation (nach Pearson
=0,771; p = 0,025, vgl. Kap. 4.2.1.1) zwischen der Kv1.5-mRNA-Expressionsrate und den Glso
bei Doxorubicin steht diesen Erkenntnissen entgegen.

Eine mogliche Erklarung fiir die hier ermittelte Beziehung wiren die in Kapitel 5.2.1.1 genannten
Beobachtungen zelllinienspezifischer Eigenschaften von Kvl1.5, welche sich u.a. durch einen

gegensinnigen Einfluss auf die Apoptose darstellen konnten.

5.2.1.3.3 Temozolomid

Es existiert bislang keine verdffentlichte Studie, welche die Rolle von Kvl.5 fiir die
Apoptoseinduktion durch alkylierende Substanzen untersucht hat. Folglich stehen auch keine
Korrelationsdaten zum Vergleich zur Verfiigung. Im Gegensatz zu der signifikanten positiven
Korrelation zwischen der Kvl1.5-mRNA-Expressionsrate und den Glsp bei Doxorubicin-

Inkubation unterstiitzt der negative Korrelationskoeffizient in Bezug auf eine Temozolomid-
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Inkubation (nach Pearson: r = -0,857; p = 0,00178) die herrschende Meinung iiber die
proapoptotische Funktion von Kv1.5.

Ein entgegengesetzter Korrelationskoeffizient in Bezug auf das Verhéltnis zwischen der
Expressionsrate von Kv1.5 und den Glsp bei Temozolomid zu den entsprechenden
Korrelationskoeffizienten nach Inkubation mit den anderen verwendeten Substanzen ist nicht
vollkommen {iberraschend: Wie in Kapitel 4.1.1.6 beschrieben wurde, weist das Alkylanz
Temozolomid von den anderen in dieser Arbeit verwendeten Substanzen grundséitzlich
abweichende Parameter auf. So sind die Leukédmie-Zelllinien gegeniiber Temozolomid, im
Gegensatz zu allen anderen getesteten Substanzen, resistenter als die Zelllinien der anderen
beiden getesteten Entititen. Insbesondere hinsichtlich der Korrelationskoeffizienten bei den
Expressionsanalysen von DCA und Temozolomid waren durch die ebenfalls dort genannte
signifikante negative Korrelation zwischen der Sensibilitdt der Zelllinien gegeniiber
Temozolomid und DCA (10 mmol/l) gegensétzliche Vorzeichen zu erwarten.

Der bedeutendste Unterschied zwischen der alkylierenden Substanz Temozolomid und dem
interkalierenden Pharmakon Doxorubicin in Bezug auf eine Interaktion mit Kv1.5 ist die bereits
oben genannte, zusitzlich zur Wechselwirkung mit der DNA im Nukleus stattfindende Reaktion
von Doxorubicin mit der mitochondrialen Membran [235], [237] und mtDNA [218]. Ein
divergierender Einfluss von pmKvl.5 und mtKvl.5 auf eine Zytostatika-vermittelte
Apoptoseinduktion als weitere potentielle Ursache fiir die entgegengesetzte Korrelation dieser

Substanzen soll daher auch an dieser Stelle genannt werden.

5.2.2 PKM2
5.2.2.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

In Kapitel 2.2.3 wurde bereits beschrieben, dass die PKM2 sowohl in nicht-neoplastischen als
auch in neoplastischen Zelllinien exprimiert wird, wobei in letzteren und in Zellen embryonalen
Ursprungs zumeist eine erhohte Expressionsrate beobachtet wurde. Zudem liegt in neoplastischen
Zelllinien eine Verschiebung des Dimer-Tetramer-Verhéltnisses zugunsten der weniger aktiven
Dimer-Form (,,Tumor-PKM2*) vor. An der Stelle wurden ebenfalls Beobachtungen von
Selektionsvorteilen genannt, welche mit dieser Verdnderung einhergehen. Diese werden
untermauert durch Versuche, in welchen ein siRNA-Silencing in vielen neoplastischen Zelllinien
eine Apoptose induzierte und zu einer bedeutenden Tumor-Regression in Xenografts flihrte [238],
[239]. Auch konnte die Progression von humanen NSCLC-(H1299-)Xenografts in Mausen durch
eine Verschiebung des Dimer-Tetramer-Gleichgewichts zugunsten der aktiveren Tetramer-Form

mithilfe des PKM2-Aktivators TEPP-46 vermindert werden [240].
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Jedoch auch fiir dieses Zielgen gibt es zahlreiche Beobachtungen, welche der herrschenden
Meinung iiber die Rolle der PKM?2 fiir die Onkogenese widersprechen: So berichten Li et al.
(2014) [98], dass viele neoplastische Zelllinien eine niedrige oder sogar ausbleibende Expression
der PKM2 aufweisen. Bluemlein et al. (2011) [241] demonstrierten hingegen, dass die Expression
der PKM2 sowohl in neoplastischen als auch nicht-neoplastischen Nieren-, Lungen-,
Schilddriisen-, Blasen- und Kolon-Zelllinien gegeniiber derjenigen der PKM1 dominiert. Auch
widersprechen sie der anerkannten Beobachtung, dass die PKM2 vermehrt in proliferierenden
Zellen exprimiert wird, wihrend die PKM1 hauptsichlich in nicht-proliferierenden Zellen
dominiert [241]. Des Weiteren konnten Cortés-Cros et al. (2013) [242] keine Effekte durch ein
PKM2-Knockdown ermitteln und Israelsen et al. (2013) [243] beobachteten dadurch sogar eine
Beschleunigung der Kanzerogenese in einem Maus-Model eines Mamma-Karzinoms. Dariiber
hinaus zeigten Spoden et al. (2009) [244], dass eine Hemmung der PKM2 Zellen vor einer
glukosemangel-induzierten Apoptose schiitzt. Letztgenannte Arbeit zeigt zudem eine kontext-
abhingige Rolle der PKM2 auf: Unter physiologischen Glukose-Konzentrationen fiihrt eine
Inhibition der PKM2-Aktivitdt zu einer signifikanten Minderung der Zell-Verdopplungsrate und
-Proliferation, wéhrend dies unter niedrigen Glukosekonzentrationen eine Zunahme der

genannten Parameter bewirkt [244].

5.2.2.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage

Die Tatsache, dass die relative Expression der PKM2 in den hier getesteten 18 pédiatrischen und
zwei adulten neoplastischen Zelllinien so gering ist (lediglich vier Zelllinien weisen eine starkere
Expression als die Referenz auf, vgl. Kap. 4.2.2), kann eventuell damit erklart werden, dass die
Referenz-Zelllinie HEK-293 aufgrund ihres embryonalen Ursprungs bereits eine erhohte
Expression aufweist [98]. Ein Vergleich der PKM2-Expressionsrate in pédiatrischen
neoplastischen Zelllinien mit derjenigen in nicht-neoplastischen Zellen mit ,normaler*
Expression ist durch diese Versuchsreihe somit nicht gegeben. Dennoch machen die
vergleichbaren Ergebnisse der PKM2-Expressionsraten in den péddiatrischen und adulten
neoplastischen Zelllinien in dieser Arbeit (mit Ausnahme der drei Zelllinien HL-60, MOLT4, und
REH aus der Entitdt Leukdmie) eine grundsétzlich divergierende Funktion der PKM2 in

péadiatrischen neoplastischen Zelllinien unwahrscheinlich.

5.2.2.3 Korrelationen der PKM2-mRNA-Expressionsrate mit der
Sensibilitit gegeniiber verschiedenen Substanzen

Fir eine Ermittlung der Morphologie der PKM2 (als Tetramer oder Dimer) sind
immunhistologische Untersuchungen erforderlich. Da jedoch das Vorliegen einer Dimer- oder

Tetramer-Form der PKM2 die Auspriagung des Warburg-Effektes entscheidend beeinflusst (vgl.
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Kap. 2.2.3.2), sind ausschlieBliche mRNA-Expressionsanalysen nur von beschrankter

Aussagekraft.

5.2.2.3.1 DCA

Aufgrund der Tatsache, dass die Mehrzahl der verdffentlichten Studien der PKM2 eine
antiapoptotische Funktion zuschreiben, war fiir die Beziehung der PKM2-Expressionsrate mit den
relativen Zell-Uberleben der getesteten Zelllinien nach Inkubation mit verschiedenen apoptose-
induzierenden Substanzen ein positiver Korrelationskoeffizient zu erwarten (je hoher die
Expression umso resistenter die Zelllinie). Da Anastasiaou et al. (2011) [245] eine Abnahme der
Pyruvatkinase-Aktivitdt der PKM2 durch eine ROS-vermittelte Oxidation dieses Enzyms
beobachteten [245], welche die in Kapitel 2.2.3 genannten Selektionsvorteile noch weiter
verstirkt, traf diese Erwartung insbesondere auf das ROS-Stimulanz DCA (vgl. Kap. 2.4.1) zu.
Somit sind die Ergebnisse dieser Arbeit fiir die Beziehung der Expressionsrate der PKM2 und den
relativen Zell-Uberleben nach DCA-Inkubation unerwartet (nach Pearson: r=-0,759; p=0,0291,
vgl. Kap. 4.2.2.1), ebenso wie fiir die Korrelation zwischen der Kv1.5-Expression und den
relativen Zell-Uberleben nach Doxorubicin-Inkubation.

Eine Erkldrung fiir den in dieser Arbeit ermittelten negativen Korrelationskoeffizienten stellen
jedoch die Erkenntnisse von Luo et al. (2011) [246] und Prigione et al (2014) [247] dar:
Demzufolge ist der HIF-1a, zusétzlich zu den in Kapitel 2.2.1 genannten Eigenschaften, ein
Transkriptionsfaktor fiir die PKM. Interessanterweise existiert zudem eine positive
Riickkopplung, indem die PKM2 wiederum den HIF-1a stimuliert [246], [247]. Wie bereits in
Kapitel 2.4.1 geschildert, fiihrt DCA zu einem vermehrten Abbau und einer verminderten
Expression dieses Transkriptionsfaktors, was gemall den hier genannten Erkenntnissen wiederum
in einer verminderten Expression der PKM resultiert. Dies beeinflusst vor allem Zelllinien, deren
Metabolismus besonders stark von der PKM2-Expression abhingt bzw. dieses Enzym besonders

stark exprimieren, womit eine negative Korrelation gegeben wire.

5.2.2.3.2 SN38

Die signifikante negative Korrelation (nach Spearman r; = -0,786, p = 0,0149) zwischen der
Expressionsrate der PKM2 und den Glso bei SN38 ist ebenso wie fiir DCA unerwartet.
Erklarungen hierfiir konnten die von Spoden et al. (2009) [244] beobachtete kontext-abhéngige
Funktion oder die von anderen in Kapitel 5.2.2.1 genannten Autoren postulierte fehlende
neoplasie-spezifische Bedeutung bzw. sogar antiproliferative Funktion der PKM2 fiir den

Stoffwechsel sein.
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5.2.2.3.3 Temozolomid

Der in dieser Arbeit ermittelte positive Korrelationskoeffizient (nach Pearson = 0,81, p = 0,0096)
zwischen der PKM2-Expressionsrate und den Glso der Zelllinien bei Temozolomid entspricht der
Erwartung gemél der aktuellen Erkenntnisse einer mehrheitlich antiapoptotischen und
proliferativen Funktion der PKM2 (vgl. Kap. 2.2.3.2). Die Tatsache, dass der hier genannte
Korrelationskoeffizient in Bezug auf Temozolomid gegeniiber denen der anderen Substanzen
entgegengesetzt ist, ist aufgrund der bereits in Kapitel 5.2.1.3.3 genannten Erkenntnisse nicht

iiberraschend.

5.2.3 Survivin
5.2.3.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

In Kapitel 2.2.1 wurde bereits beschrieben, dass Survivin in adulten nicht-neoplastischen
Zelllinien nicht oder kaum exprimiert wird, jedoch embryonale und viele neoplastische Zelllinien
eine erhohte Expressionsrate aufweisen. Hierin sowie iiber die herrschende Meinung einer
antiapoptotischen Funktion dieses Genproduktes stimmen die vorhandenen Publikationen
weitestgehend iiberein. Entsprechende Erkenntnisse gibt es bereits ebenfalls umfangreich fiir
padiatrische Neoplasien: In ihrem Review iiber die Rolle von Survivin in pédiatrischen
Neoplasien berichten Fangusaro et al. (2006) [60] iiber eine Expression dieses Genproduktes in
iiber 50 % der zahlreichen untersuchten pédiatrischen neoplastischen Zelllinien, wihrend es in
den entsprechenden nicht-neoplastischen Zelllinien abwesend war. Auch hier wurden haufig
positive Korrelationen mit dem histologischen Grad oder negative Beziehungen mit der Prognose

beobachtet [60].

5.2.3.2 Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage
Der Nachweis einer Survivin-Expression in den in dieser Arbeit getesteten pédiatrischen und
adulten neoplastischen Zelllinien und der embryonalen nicht-neoplastischen Zelllinie entspricht
den Erwartungen angesichts der aktuellen Datenlage.

Die relative Expression der pédiatrischen Zelllinien weicht zwar nicht stark von der Referenz ab
und ist in sieben Zelllinien sogar <1. Da die Referenz-Zelllinie HEK-293 jedoch als embryonale
Zelllinie, analog zu der PKM2, eine erhdhte Survivin-Expressionsrate aufweist (s. Kap. 2.2.1),
kann, im Vergleich zu nicht-embryonalen und nicht-neoplastischen pédiatrischen Zelllinien, von
einer erhohten Expression ausgegangen werden. Der Nachweis einer Abwesenheit von Survivin
in nicht-neoplastischen padiatrischen Zelllinien ist bereits ausreichend erfolgt (s. 0.).

Auffallend ist die iiber zehn Mal hohere Expressionsrate von Survivin in den beiden adulten

Zelllinien (A549, HTB-56) im Vergleich zu den 18 pédiatrischen neoplastischen Zelllinien (9@
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FCadut: 14,86 vs. @ FCpadiariseh: 1,34; vgl. Kap. 4.2.3), welche die Vermutung einer gewichtigeren
Rolle von Survivin in adulten Neoplasien nahelegt. Eine differenziertere Auseinandersetzung mit
dieser Thematik wire sinnvoll, wiirde jedoch den Rahmen dieser Arbeit sprengen und sollte daher

an anderer Stelle behandelt werden.

5.2.3.3 Korrelationen der Survivin-mRNA-Expressionsrate mit der
Sensibilitat gegeniiber verschiedenen Substanzen

Die acht getesteten Zelllinien weisen mit einem Intervall der relativen Survivin-Expressionsraten
von 0,71 (MNNG-HOS) bis 1,57 (CCRF-CEM) kaum unterschiedliche Ergebnisse auf: Die
Zelllinie mit der hochsten Expressionsrate weist nicht einmal doppelt so viel mRNA fiir Survivin
auf wie die Zelllinie mit der niedrigsten Expressionsrate (Differenz der FCs: 0,86). Somit stellt
diese Zelllinienkonstellation eine schlechte Voraussetzung dar, um Korrelationsanalysen
durchzufiihren, was auch das Ausbleiben der erwarteten signifikanten Korrelationen in diesem
Fall erkldren konnte. Eine insgesamt weniger bedeutungsvolle Funktion von Survivin in

padiatrischen Zelllinien kdme als Erklarung ebenfalls in Betracht (s. letztes Unterkapitel).

5.2.4 VDACI1

5.2.4.1 Uberblick iiber den publizierten Wissensstand

Wie bereits in Kapitel 2.1.2.1.2 beschrieben, hat der Anionenkanal VDACI eine grundlegende
Bedeutung fiir die apoptotische Signalkaskade. Diese Erkenntnisse werden unterstiitzt durch
Beobachtungen, in welchen eine Uberexpression von VDAC1 (und dessen damit einhergehende
Oligomerisierung mit der Folge eines Cytochrom-c-Effluxes) nicht nur die apoptotische Schwelle
reduziert, sondern bereits fiir sich eine Apoptose induziert. Dementsprechend wurde eine positive
Korrelation zwischen der VDAC-Expressionsrate und der Sensibilitdt verschiedener Zelllinien
gegeniiber diversen Substanzen beschrieben [49]. Weiterhin konnte durch VDACI1-Silencing, u.
a. in NSCLC-Zelllinien, eine Cisplatin-induzierte Apoptose inhibiert und eine Endostatin-
induzierte Apoptose vermindert werden, wihrend letztere durch eine VDAC1-Uberexpression
verstarkt wurde. Insgesamt wird der VDACI als ein potentiell bedeutsames ,,Angriffsziel” fiir
eine neue Generation von antineoplastischen Pharmaka angesehen [49].

Paradoxerweise exprimieren einige neoplastische Zelllinien erhohte Level an VDACI [49]. Bei
Patienten mit NSCLC wurde von Grills et al. (2011) [72] sogar eine negative Korrelation der
VDACI1-Expressionsrate mit der Prognose beobachtet.

5.2.4.2 [Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Datenlage
Das in dieser Arbeit ermittelte inhomogene AusmaBl der VDACI-Expression in den

verschiedenen untersuchten pédiatrischen Zelllinien mit sowohl erhdhten als auch verminderten
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Expressionsraten (vgl. Kap. 4.2.4) ist vergleichbar mit Beobachtungen an adulten neoplastischen
Zelllinien (s. 0.). Eine grundlegend divergierende Eigenschaft dieses Kanals in padiatrischen und

adulten Neoplasien ist somit unwahrscheinlich.

5.2.4.3 Korrelationen der VDAC1-mRNA-Expressionsrate mit der
Sensibilitit gegeniiber verschiedenen Substanzen

Wie in der Zielsetzung dieser Arbeit formuliert (Kap. 2.5.2), soll hier die von Heshe et al. (2011)
[12] aufgestellte These gepriift werden, dass dieser an der &uBleren Mitochondrienmembran
lokalisierte Kanal fiir die von ihm beobachteten antagonistischen Effekte der Kombinationen von
DCA mit den konventionellen Zytostatika Cisplatin und Doxorubicin, welche mit dieser
Membran interagieren, verantwortlich sei. In den Kombinations-Zytotoxizititstests unserer
Arbeit wurden fiir die Kombination von DCA sowohl mit Cisplatin als auch mit Doxorubicin
hingegen die niedrigste Anzahl an Antagonismen gegeniiber der Zytostatika-Wirkung im
Vergleich mit den anderen — nicht mit der duferen Mitochondrienmembran interagierenden
Substanzen — beobachtet®®. Die These von Heshe et al. (2011) [12] wird hierdurch folglich nicht
bestétigt. Somit ist die Auswahl dieses Zielgens fiir die Expressionsanalysen dieser Arbeit
retrospektiv nicht relevant. Nichtsdestotrotz zeigen die Korrelationsanalysen neben den Analysen
des letzten Kapitels interessante Ergebnisse, wodurch die gewonnenen Erkenntnisse dennoch

einen Zugewinn fiir die Wissenschaft darstellen:

5.24.3.1 DCA
Die in dieser Arbeit ermittelte signifikante negative Korrelation zwischen der Expressionsrate von
VDAC] und den relativen Zell-Uberleben der Zelllinien nach Inkubation mit DCA (nach Pearson
r = -0,857; p = 0,00178; vgl. Kap. 4.2.5) entspricht den Erwartungen geméf der genannten
Erkenntnislage einer mehrheitlich als proapoptotisch beschriebenen Funktion des VDACI.
Insbesondere in Bezug auf das mROS-Stimulanz DCA wurde diese Korrelation auch aufgrund
folgender spezifischer Funktionen von VDAC(1) postuliert:
e mROS stimulieren die Assemblierung von VDAC-Oligomeren in der dufleren
Mitochondrienmembran und erméglichen so den Efflux von Cytochrom ¢ [52],
e VDACI sind permeabel fir mROS und fithren somit durch eine oxidative Schadigung
von Proteinen, Lipiden und DNA im Zytosol bzw. Nukleus zu einer Apoptoseinduktion
[49],
e ROS stimulieren die VDAC1-Expression [248], wodurch sich deren proapoptotischen

Effekte im Sinne einer positiven Riickkopplung verstarken,

36 Cisplatin: 1, Doxorubicin: 4, Etoposid 19, SN38: 12, Temozolomid: 5, vgl. Kap. 4.1.2
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e Die (DCA-vermittelte) Depolarisation der Mitochondrienmembran mit der damit
einhergehenden Erhéhung der Offnungswahrscheinlichtkeit der MPTP (vgl. Kap. 2.4.1)

wird durch VDAC vermittelt [2]
Die genannten Erkenntnisse anderer Forschergruppen iiber die Eigenschaften von VDACI in
adulten neoplastischen Zelllinien und die gleichsinnigen Ergebnisse dieser Arbeit an
péadiatrischen Korrelaten weisen VDACI eine potentiell bedeutsame Rolle bei der préklinischen
Evaluation und eventuell zukiinftig klinischen Indikationsstellung von DCA (auch fiir das

Fachgebiet der Pidiatrie) zu.

5.2.4.3.2 Temozolomid

Die in dieser Arbeit ermittelte positive Korrelation zwischen der Expressionsrate von VDACI
und den Glsp bei den getesteten Zelllinien (nach Pearsonr= 0,905, p=2x 10-7; vgl. Kap. 4.2.4.1)
steht den genannten Erwartungen, im Gegensatz zu DCA, entgegen. Dieses Ergebnis reiht sich
somit an die Beobachtungen einer negativen Korrelation mit der Prognose in NSCLC von Grills
et al (2011) [72] an. Zusammen mit der noch nicht verstandenen Tatsache einer erhohten
Expressionsrate in einigen neoplastischen Zelllinien wird somit die in Kapitel 2.1.2.1.2 genannte
Aussage einer komplexen und noch nicht vollends ergriindeten Funktion von VDACI
unterstrichen.

Fir eine Erkldrung der entgegengesetzten Korrelationskoeffizienten in Bezug auf die
Expressionsrate des VDAC1 und den Glso bei Temozolomid gegeniiber der entsprechenden
Expressionsrate und den relativen Zell-Uberleben nach Inkubation mit DCA siehe ebenfalls das
Unterkapitel ,, Temozolomid* unter der Abhandlung iiber das Zielgen Kv1.5 (Kap. 5.2.1.3.3).
Analog dazu wird auch hier aufgrund der zahlreichen gegensinnigen Beobachtungen
verschiedener Forschergruppen, welche ebenfalls hinsichtlich dieser Thematik von einem noch
nicht zufriedenstellenden Verstdndnis tiber die Funktion dieses Proteins zeugen, zu weiterer

Forschung angeregt.

5.2.5 Korrelationen der mRNA-Expression der
getesteten Targets untereinander

5.2.5.1 Kvl.5 und PKM2
Die negative Korrelation von Kv1.5 und PKM2, welche in dieser Arbeit ermittelt wurde®’ 14sst
sich durch die Funktion der Anaplastischen Lymphomkinase (ALK) erkldren. Die ALK ist ein

Protein aus der Gruppe der Rezeptortyrosinkinasen, welche unter physiologischen Bedingungen

37 Pearson‘sche Korrelation (r) = -0,725, p = 0,0418, vgl. Kap.4.2.5
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wichtige Funktionen bei der Entwicklung des Nervensystems {ibernimmt. Sie wird jedoch in
vielen Neoplasien als onkogenes Fusionsprotein exprimiert [249]. Fiir die NPM-ALK, einem
Fusionstranskript in anaplastisch-grof3zelligen Lymphomen, wurde eine direkte Phosphorylierung
der PKM2 nachgewiesen, wodurch diese gechemmt wird. Gleichzeitig hemmt die NPM-ALK die
Glykogensynthasekinase-3 (GSK3p, [250]). In ihrer aktiven Form fiihrt die GSK3p u. a. zu einer
Translokation von Nuclear Factor of Activated T-Cells (NFAT) in den Nukleus. Der NFAT ist ein
Transkriptionsfaktor, welcher die Expression von Kv1.5 herunterreguliert. Eine vermindert aktive
GSK3p ergibt somit eine verminderte Translokation von NFAT, wodurch vermehrt Kv1.5
exprimiert werden [251].

Eine vermehrt exprimierte (NPM-)ALK geht folglich mit einer niedrigeren Expression von
PKM2 und einer hoheren Expression von Kvl.5 einher, wihrend bei Zelllinien, welche eine
niedrige Expression der (NPM-)ALK aufweisen, gegensitzliche Expressionsmuster dieser beiden

untersuchten Ziel-mRNA zu erwarten sind.

5.2.5.2 Kvl.5und VDACI1

Der grundlegende Mechanismus fiir die in dieser Arbeit ermittelte negative Beziehung der
mRNA-Expression von Kv1.5 und VDACI (s. Kap. 4.2.5) konnte das Onkogen ,, Akt darstellen,
welches in vielen neoplastischen Zellen iiberexprimiert vorliegt [252]. Die Proteinkinasen,
welche durch das Gen exprimiert werden, sind an =zahlreichen proliferativen und
antiapoptotischen Prozessen beteiligt: So fiihrt eine erhdhte Expression von Akt zu einer
Hemmung der GSK3p [253]. Wie im letzten Abschnitt beschrieben, fiihrt eine Hemmung der
GSK3p zu einer verminderten Translokation des NFAT in den Nukleus, wodurch vermehrt Kv1.5
exprimiert werden.

Zusétzlich zum Einfluss auf die Expression von Kv1.5 {ibt die GSK3p auch eine Wirkung auf die
Aktivitit von VDAC aus: In ihrer aktiven Form phosphoryliert diese VDACs an der
Mitochondrienmembran, wodurch letztere weniger affin fiir die Hexokinase Il sind. Eine Bindung
der Hexokinase Il an VDAC fiihrt zu dessen Inaktivierung. Durch eine Akt-abhéngige Hemmung
der GSK3 B werden folglich weniger VDAC phosphoryliert, welche somit vermehrt durch die
Hexokinase II inaktiviert werden [253]. Es muss hier erwiahnt werden, dass der letztgenannte
Mechanismus lediglich einen Einfluss von Akt auf die Aktivitat auf VDAC auf Proteinebene und
nicht auf Genregulationsebene darstellt. Durch zahlreiche andere Beispiele aus der
Molekularbiologie, bei welchen Enzyme sowohl kurzfristig auf Proteinebene als auch langfristig

auf Genebene reguliert werden, ist letzteres aber wahrscheinlich.
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5.2.5.3 PKM2 und VDACI1

Die in dieser Arbeit ermittelte positive Korrelation von r = 0,871 nach Pearson zwischen der
Expression der PKM2 und derjenigen von VDAC1 wird von der “PIPs” (Human Protein-Protein
Interaction Prediction), einer Datenbank der University of Dundee, Schottland, bestétigt. Diese
gibt mit einem r von 0,85 ein vom oben genannten Wert nur minimal abweichendes Ergebnis an
[254]. Durch die hohe Signifikanz des Ergebnisses dieser Arbeit (p = 0,00485) und aufgrund des
fast identischen Ergebnisses von mindestens einer anderen unabhingigen Forschergruppe, kann
hier von einem &uBerst reliablen Ergebnis ausgegangen werden. Auch wenn beide Gene eine
bedeutende Rolle fiir die Apoptose spielen (s. Kap. 2.2), sind in der Literatur keine Beziechungen

genannt, welche den hier ermittelten Zusammenhang der beiden Gene erkléren.

5.3 Diskussion der Western-Blots

Folgender Abschnitt bezieht sich nur auf die Zielgene, fiir welche ein Proteinnachweis erfolgreich
war (Survivin und VDACT).

Der Tatsache, dass die Ergebnisse der qRT-PCR dieser Arbeit nicht signifikant mit den jeweilig
entsprechenden Ergebnissen der Western-Blots korrelieren, kénnen zwei Ursachen zugrunde
liegen: Zum einen kann die posttranslationale Modifikation der mRNA so umfangreich sein, dass
sich die Expressionen auf mRNA- und Proteinebene fiir signifikante Ergebnisse nicht ausreichend
decken. Zahlreiche post-translationale Modifikationen sind sowohl fiir Survivin [255] als auch
fiir VDACs [256] beschrieben.

Zum anderen konnte eine geringe Reliabilitdt der angewendeten Protein-Expressionsbestimmung
bei hoher Varianz der Messergebnisse zu einem zu starken Abweichen von den Ergebnissen der
mRNA-Expression gefiihrt haben. Da ein erfolgreicher Nachweis der entsprechenden Proteine
jeweils lediglich einmal erfolgte, sind hierzu jedoch keine Aussagen moglich.

Messfehler- oder streuungsbedingt abweichende Proteinexpressionsparameter wiirden auch das
Ausbleiben signifikanter Korrelationen dieser Parameter mit dem Uberleben der Zelllinien nach
Inkubation mit den verwendeten Substanzen erkldren. Eine Bestdtigung der Ergebnisse der
mRNA-Expression und der darauf beruhenden aufgestellten Thesen dieser Dissertation durch

ihnen entsprechende Ergebnisse der Expression auf Proteinebene steht folglich noch aus.
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9 Anhang

9.1 Ergebnisse der Analyse der

Kombinations-Effekte der In-vitro-

Zytotoxizitats-Tests

Hier aufgefiihrt sind die Ergebnisse der in Kap. 4.1.2 dargelegten Algorithmen hinsichtlich der

Auswertung der additiven/ supraadditiven sowie antagonistischen Effekte gegeniiber dem

konventionellen Zytostatikum. Die Ergebnisse,

welche additive/

supraadditive

sowie

antagonistische Effekte aufzeigen, sind grau hinterlegt. Diese indizierten Werte geben das

Ausmal des supraadditiven bzw. antagonistischen Effektes (iiber den Grenzwert zur Erfiillung

der jeweiligen Definition) in Prozent wieder.

9.1.1 Cisplatin

CCRF-CEM Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 24 -0,7 21,1 30,9
0,1 -6,2 -4,2 17,3 274
1 0,2 0.5 23,7 32,1
10 -7,3 -8,2 16,2 234
100 -22,0 -26,7 1,5 4,9
HL-60 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -0,3 -0,6 16,2 23,5
0,1 2,1 1.9 14,4 26,0
1 -1,6 1.7 14,8 25,8
10 -0,9 -0,1 15,5 24,0
100 -11,3 -16,9 5,2 7,2
MOLT4 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -5,4 -3,6 33,7 53,8
0,1 -7,4 -6,3 31,8 51,1
1 -5,0 -7,0 34,2 50,4
10 -8,6 -11,8 30,5 45,6
100 -36,5 -52,6 2,6 4,8

XIX




REH

Additive/ supraadditive Effekte

Antag. Effekte g_e_geniiber dem KC

Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -4,2 -4,9 18,5 37,7
0,1 -2,7 -2,7 20,0 39,9
1 24 3.6 25,1 46,3
10 -5,7 -6,0 17,0 36,7
100 -19,5 -38,6 3,2 4,0
DAOY Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 14 0.8 7,7 69,5
0,1 9.4 -6,2 15,7 62,4
1 7.2 -17,6 13,5 51,1
10 0.8 -23,7 7,1 44,9
100 -3,6 -56,6 2,7 12,0
UW?228.2 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 0.5 33 14,4 37,8
0,1 -8,9 3.6 5,0 38,0
1 -3,5 -6,8 10,4 27,7
10 2.0 0.7 15,9 35,1
100 1.8 -9,8 15,7 24,6
MNNG-HOS Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 3.8 2.5 15,9 28,0
0,1 1.5 0.9 13,5 26,4
1 4.3 113 16,4 36,8
10 13.1 16.2 25,1 41,7
100 -8,0 -17,8 4,0 7,7
OST Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Cisplatin-Konzentration Cisplatin + 10 Cisplatin + 25 Cisplatin + 10 Cisplatin + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -4,3 0.5 54 37,4
0,1 -4,6 -3,2 5,1 33,7
1 4.2 0.2 5,5 37,1
10 -12,6 -6,4 -2,9 30,5
100 -7,5 -23,2 2,2 13,6

XX




9.1.2

CCRF-CEM

Doxorubicin

Additive/ supraadditive Effekte

Antag. Effekte g_e;_;eniiber dem KC

Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -6,7 -5,8 15,9 23,5
0,01 -11,3 -12,7 11,3 16,6
0,1 -194 -26,2 3,2 3,1
1 21,5 -26,4 1,2 3,0
10 -19.8 -26,2 2,8 3,2
HL-60 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Doxorubicin - Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -0,6 4.9 11,8 20,3
0,01 -2,4 -1,2 9,9 14,2
0,1 -2,3 -34 10,0 12,0
1 -10,6 -10,5 1,8 4,9
10 -8,5 -9,9 3,9 5,5
MOLT4 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -3,4 -8,9 31,3 42,6
0,01 -20,6 -32,2 14,1 19,2
0,1 -29,6 -40,7 5,1 10,7
1 -314 -43,6 3,3 7,8
10 -31,4 -42.8 3,3 8,6
REH Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -8,3 -25,1 11,3 18,8
0,01 -11,5 -29,5 8,1 14,5
0,1 -154 -39,5 4,2 4.4
1 -16,9 -40,1 2,7 3.8
10 -17,1 -39,9 2,5 4,0
DAOY Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -5,1 -4,6 10,7 75,6
0,01 6.9 0.4 22,7 80,6
0,1 -17,0 -44.3 -1,1 35,9
1 -16,2 -73,3 -0,4 6,9
10 -15,5 -78,2 0,3 2,0
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UW228.2

Additive/ supraadditive Effekte

Antag. Effekte g_e_geniiber dem KC

Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/l] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -2,4 -2,5 16,7 37,5
0,01 -6,8 -13,7 12,3 26,4
0,1 -10,7 -28,7 8.4 11,3
1 -14,6 -34,2 4,5 5,8
10 -15,3 -35,4 3,9 4,6
MNNG-HOS Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -1,4 -2,7 7,2 22,5
0,01 -1,1 0.8 7,5 26,0
0,1 -6,9 -10,2 1,7 15,0
1 -8,3 -20,5 0,3 4,7
10 -8,1 -23,2 0,5 2,0
OST Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Doxorubicin- Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25 | Doxorubicin + 10 | Doxorubicin + 25
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,001 -4,6 2,1 8,6 40,0
0,01 34 -2,9 16,6 39,2
0,1 -5,5 -12.3 7,7 29,7
1 -6,8 -30,8 6,4 11,3
10 -14,1 -42.2 -0.9 -0.1

9.1.3 Etoposid

CCRF-CEM Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 14 1.1 17,1 28,4
0,1 14 -2,1 17,1 25,1
1 -9,0 -194 6,7 7,8
10 -13,2 -23,1 2,5 4,1
100 -13,6 -23,2 2,2 4,1
HL-60 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -1,1 0.8 11,9 20,0
0,1 -6,6 -4,3 6,3 14,9
1 2.4 2.2 15,4 214
10 -2,5 -1,6 10,4 17,6
100 -10,2 -4,7 2,8 14,5

XXII




MOLT4

Additive/ supraadditive Effekte

Antag. Effekte g_e_geniiber dem KC

Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -7,3 -7,1 32,0 44,5
0,1 -20,4 -26,6 19,0 24,9
1 -35,0 -44,7 4,4 6,9
10 -34,1 -43,3 53 8,3
100 -34,8 -43,6 4,6 7,9
REH Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -4,3 -6,5 17,9 39,8
0,1 -14,3 -32,2 7,9 14,1
1 -18,6 -40,7 3,7 5,6
10 -19,0 -39,8 3,3 6,5
100 -20,5 -41,6 1,8 4,7
DAOY Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 19.0 3.4 22,9 88,0
0,1 16,0 -1,3 19,8 77,3
1 -134 -67,5 -9.5 17,1
10 -5,9 -87,4 -2,0 -2.8
100 -5,3 -83,8 -1,4 0,8
UW228.2 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 4.1 -0,4 14,0 25,5
0,1 5.5 3.1 15,4 28,9
1 2,7 -143 7,2 11,6
10 -15,9 -36,6 -6,0 -10.8
100 -14,1 -38,3 4.2 -12.5
MNNG-HOS Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -7,0 -6,6 10,6 27,7
0,1 9,2 -12,0 8,4 22,3
1 -22,0 -36,1 4.4 -1,9
10 -29,5 -40,4 -11,9 -6,2
100 -18,8 -38,5 1.2 4.3
OST Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Etoposid-Konzentration Etoposid + 10 Etoposid + 25 Etoposid + 10 Etoposid + 25
[umol/1] mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,01 -4,4 -7,8 2,7 31,5
0,1 -6,0 -11,0 1,0 28,2
1 -1,5 -29,6 -0,4 9,7
10 -19,8 -56,2 -12,7 -16.9
100 -8,0 -43,8 -0,9 -4.5
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9.1.4 SN38

CCRF-CEM Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 + 25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 -8,4 -6,9 16,2 26,7
0,001 -6,8 -7,0 17,8 26,5
0,01 -18,3 27,4 6,4 6,1
0,1 -20,4 -30,0 4,3 3,5
1 -17,3 -28,3 7,4 5,3
HL-60 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 + 25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 -2,4 2,1 14,7 21,5
0,001 -1,9 4.0 15,2 27,5
0,01 -4,2 -4,1 12,9 19,4
0,1 -5,4 -6,5 11,7 17,0
1 -8,9 -10,5 8,2 13,1
MOLT4 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 + 25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 -4,8 -9,6 28,6 43,0
0,001 -15,7 -29,2 17,7 234
0,01 -29.4 -43,4 4,0 9,2
0,1 -29,0 -43,0 43 9,6
1 -27,5 -43.,8 5,8 8,8
REH Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 + 25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 4.8 -5,9 27,7 37,5
0,001 -16,5 -33,9 6,4 9,5
0,01 -19.9 -394 3,0 4,0
0,1 -19.4 -38,2 3,5 5,2
1 -20,0 -39,7 2,9 3,7
DAOY Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 + 25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 -3,7 -0,5 -2.5 65,9
0,001 -0,1 -27,7 1,1 38,7
0,01 -9,0 -61,1 -7.8 53
0,1 -7,8 -65,2 -6.6 1,3
1 -1,5 -67,2 0.3 -0.8

XXIV




UW228.2

Additive/ supraadditive Effekte

Antag. Effekte g_e_geniiber dem KC

SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 +25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 2.1 -1,0 16,5 38,0
0,001 -0,6 -6,8 13,8 32,2
0,01 -53 -31,5 9,1 7,5
0,1 -12,4 -40,8 2,0 -1,.8
1 -7,4 -37,5 7,0 1,5
MNNG-HOS Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 +25 SN38 + 10 SN38 +25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 0,5 -3,0 7,4 22.9
0,001 -1,7 -2.8 5,1 23,2
0,01 -4.9 -20,9 1,9 5,1
0,1 -12,5 -26,4 -5.7 -0.4
1 -14,1 -35,0 -1.2 -9.1
OST Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
SN38-Konzentration SN38 + 10 mmol/l SN38 + 25 SN38 + 10 SN38 + 25
[umol/1] DCA mmol/l DCA mmol/l DCA mmol/l DCA
0,0001 2,2 -7,6 14,5 34,9
0,001 -3,6 -15,6 13,1 27,0
0,01 -15,7 -33,2 1,0 9,3
0,1 -13,1 -38,4 3,6 4,1
1 -19,3 -43.3 -2,6 -0.8

9.1.5 Temozolomid

CCRF-CEM Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 -3,3 -5,5 18,0 27,2

1 -3,2 -3,2 18,2 29,5

10 -10,3 -10,1 11,0 22,6

100 -4,0 3.8 17,3 36,5

1000 -18,4 -26,3 2,9 6,4
HL-60 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 -3,6 -84 11,0 14,5

1 -4,7 -1,3 9,9 21,6

10 -6,5 0.8 8,1 23,7

100 -1,2 0.5 13,3 234

1000 -11,4 -18,5 3,1 4,4

XXV




MOLT4

Additive/ supraadditive Effekte

Antag. Effekte g_e_geniiber dem KC

Temozolomid - Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/l] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 -5.8 -6,3 334 54,1

1 -3,6 -4.8 35,6 55,6

10 03 03 39,6 60,7

100 -8,0 -22,8 31,3 37,6

1000 -35,3 -50,4 3,9 10,0
REH Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 -1,2 -4.4 22,9 42,8

1 -0,1 2.2 23,9 44,9

10 -2.8 -4.7 21,3 42,5

100 -5,7 -16,3 18,4 30,9

1000 -21,2 -42.2 2,8 49
DAOY Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 -1,5 -8,7 3,0 52,5

1 16,6 9.9 21,1 71,1

10 6.0 4.9 10,5 66,1

100 -4,9 -55,5 -0.4 5,7

1000 -5,4 -59,9 -0.9 1,3
UW228.2 Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 3.2 1.0 16,1 37,2

1 -0,1 4.7 12,8 40,9

10 2.0 -4.2 14,9 32,0

100 6.4 21,1 19,3 15,1

1000 -11,5 -34.4 1.4 1,8
MNNG-HOS Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 -2,1 -0,7 8,6 29,0

1 -3.5 34 7,2 33,1

10 0.9 5.2 11,6 349

100 -9,0 -32,8 1,8 -3.1

1000 -10,3 -29,2 0,4 0,5
OST Additive/ supraadditive Effekte Antag. Effekte gegeniiber dem KC
Temozolomid- Temozolomid + 10 | Temozolomid + | Temozolomid + | Temozolomid +
Konzentration [umol/1] mmol/l DCA 25 mmol/l DCA | 10 mmol/l DCA | 25 mmol/l DCA

0,1 33 5,6 4.3 39,9

1 9,9 1.8 10,9 36,0

10 5.8 3.1 6,8 37,3

100 -1,1 -42.4 -0,1 -8.2

1000 -0,4 -31,7 0,6 2,5

XXVI




