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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur In-vitro-Zytotoxizitét der Substanzen
Etoposid, Vincristin, Gemcitabin, Cytarabin und STI 571
an vier humanen Ewing-Tumor-Zelllinien

Julia Daria Koster

Ewing-Tumore (ET) sind nach den Osteosarkomen die zweithdufigsten primir malignen Knochen-
tumore im Kindesalter. Eine systemische Chemotherapie der ET gehdrt zum weltweiten Therapie-
standard fiir alle Stadien. So konnen Uberlebensraten von iiber 50 % erreicht werden. Patienten in
fortgeschrittenen Stadien haben jedoch immer noch eine schlechte Prognose. Es ist deshalb
wichtig, dass neue Medikamente und Therapiekonzepte gefunden werden. Zur Zeit gibt es kein
offizielles In-vitro-Screening-Programm, in dem ET-Zelllinien systematisch untersucht werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluierung der toxischen Wirkung der Substanzen

Etoposid, Vincristin, Gemcitabin, Cytarabin und STI 571 an vier humanen ET-Zelllinien.

Es wurde versucht, folgende Fragestellungen zu beantworten:

o  Welche Wirkung zeigen die klinisch bei ET wirksamen Substanzen Etoposid und Vincristin
in vitro?

o  Welche Wirkung zeigen die klinisch beim ET noch nicht getesteten Substanzen Gemcitabin,
Cytarabin und STI 571 bei ET-Zelllinien in vitro, und kénnen sie zu weiteren Untersuchungen
empfohlen werden?

e  Wird durch Koinkubation mit STI 571 die Wirkung der untersuchten Substanzen beeinflusst?

Im Versuch wurden Testkonzentrationen gewahlt, die sich im mittleren Konzentrationsbereich an

klinisch erreichbaren Plasmaspiegeln orientierten. Es wurde eine Gesamtrangliste fiir die Wirkung

aller untersuchten Substanzen und die Sensibilitét der einzelnen Zelllinien ermittelt.

Insgesamt reagierten die vier untersuchten Zelllinien unterschiedlich sensibel auf die

verschiedenen Testsubstanzen. Die Zelllinien VH-64 und STA-ET-1 waren sensibler als die

Zelllinien STA-ET-2.1 und CADO-ES-1.

Etoposid und Vincristin zeigten in klinisch erreichbaren Konzentrationen auch in vitro deutliche

wachstumshemmende Effekte.

Mit Gemcitabin konnte eine deutliche Wachstumsreduktion in einem therapeutisch relevanten

Konzentrationsbereich beobachtet werden. Im Vergleich dazu benétigte Cytarabin wesentlich

hohere Konzentrationen fiir eine vergleichbare Wirkung. Mit STI 571 wurden trotz Nachweis von

c-KIT fiir alle untersuchten Zelllinien erst bei sehr hohen, therapeutisch bisher nicht erreichbaren

Konzentrationen wachstumshemmende Effekte gesehen. In der Gesamtrangliste dieser

Versuchsreihe lag Gemcitabin auf dem ersten Platz, gefolgt von Vincristin und Etoposid auf den

Platzen zwei und drei. STI 571 belegte den vierten und Cytarabin den fiinften Platz.

Von den drei klinisch bei ET noch nicht untersuchten Substanzen kann nur Gemcitabin zu

weiteren Untersuchungen bei ET empfohlen werden.

Die Kombination mit STI 571 hat die Wirkung der einzelnen Testsubstanzen beeinflusst. In

Kombination mit STI 571 konnte an den untersuchten Zelllinien eine Wirkverstarkung der

Substanzen Etoposid, Vincristin, Gemcitabin und Cytarabin beobachtet werden. Demnach konnte

STI 571 in Kombination mit konventioneller Chemotherapie moglicherweise eine Therapieoption

bei ET sein, die in weiterfiihrenden praklinischen und klinischen Untersuchungen zu priifen ist.
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Kapitel 1: Einleitung 1

1.1

Einleitung

Zielsetzung

Die Weltgesundheitsorganisation WHO schliefit die Familie der Ewing-Tumore (ET) in
die Gruppe der chemosensiblen Krebserkrankungen ein [113]. Wird die Erkrankung in
einem frithen Stadium entdeckt und chemotherapeutisch sowie lokal behandelt, liegt die
Langzeitiiberlebensrate bei iiber 50 % [91;93]. Ohne Chemotherapie und bei Patienten im
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium ist die Prognose wesentlich schlechter [21;93].
Seit Mitte der 80er Jahre fithrt das US National Cancer Institute (NCI) In-vitro-
Screeningtests durch. Verschiedene Zelllinien der hiufigsten Krebserkrankungen werden
auf Chemosensibilitdt gegeniiber unterschiedlichen zytotoxischen Substanzen untersucht.
In diesem Screening werden ET nicht iiberpriift [10]. Zwar sind einzelne Screeningtests
in der Literatur zu finden, dennoch gibt es zur Zeit kein In-vitro-Screening-Programm, in
dem ET-Zelllinien systematisch untersucht werden [23;83]. Ein systematisches Screening
ist jedoch sinnvoll und schliesst diese Liicke. Die Inzidenz der ET ist gering, die Zahl der
therapeutisch wirksamen Medikamente ist begrenzt. Vornehmlich Kinder sind betroffen.
Oft liegen keine Daten iiber den klinischen Einsatz der Medikamente bei Kindern vor.
Viele Medikamente zeigen zahlreiche Nebenwirkungen, und es besteht das Risiko einer
sekunddren Tumorentwicklung. Es ist daher wichtig, eine Vorauswahl potentiell
zytotoxisch wirksamer Substanzen in vitro zu treffen, die dann in nachfolgenden
préklinischen und klinischen Studien weiter erprobt werden kdnnen.

Um eine erste Abschitzung des therapeutischen Potentials neuer Substanzen bei der
Behandlung der ET zu erméglichen, wurden parallel die bereits in der Therapie der ET
erfolgreich etablierten Zytostatika Vincristin und Etoposid untersucht.

In der Therapie anderer solider Tumore, wie dem nicht-kleinzelligen Bronchial-
Karzinom(CA) und Adeno-CA des Pankreas zeigte die neue Substanz Gemcitabin
vielversprechende Erfolge [2;15;16;20;98;99]. Cytarabin wird zwar nicht in der
Standardtherapie solider Tumoren eingesetzt, ist aber strukturell eng mit Gemcitabin
verwandt und wurde deshalb in die Untersuchungen einbezogen [73].

STI 571 stellt ein vollig neues Konzept in der Krebstherapie dar. Die Substanz hemmt
unter anderem die Tyrosinkinasen ABL, BCR-ABL, c-ABL, c-ARG, platelet-derived
growth factor (PDGF)-Rezeptor und c-KIT [28;44;58]. Bei verschiedenen ET-Zellen
konnten die Tyrosinkinasen c¢-ABL, c¢-ARG, PDGF-Ro, PDGF-Rf und c¢-KIT

nachgewiesen werden [61;115]. STI 571 konnte daher auch bei ET wirksam sein.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluierung der toxischen Wirkung der oben

aufgefiihrten Substanzen unter folgenden Fragestellungen:

e  Welche Wirkung zeigen die klinisch bei ET wirksamen Substanzen Etoposid und
Vincristin in vitro?

e  Welche Wirkung zeigen die klinisch beim ET noch nicht getesteten Substanzen
Gemcitabin, Cytarabin und STI 571 bei Ewing-Zelllinien in vitro und kénnen sie zu
weiteren Untersuchungen empfohlen werden?

e Ineinem zweiten Schritt wurden die getesteten Substanzen mit STI 571 kombiniert.
Die Frage lautet, ob durch Koinkubation mit STI 571 die Wirkung der untersuchten

Substanzen beeinflusst wird.



Kapitel 1: Einleitung 3

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

Familie der Ewing-Tumore

Atiologie

1921 erstmals vom Pathologen James Ewing beschrieben, wird die Familie der Ewing-
Tumore (ET) heute in drei Subtypen unterteilt: Ewing-Sarkom (ES), atypisches Ewing-
Sarkom und maligner peripherer neuroektodermaler Tumor (PNET) [25;34;110].

Allen ist ein charakteristisches Chromosom-22-Rearrangement gemeinsam [25].

Die Atiologie ist noch unklar. Wahrscheinlich handelt es sich um eine Gruppe von
Entitdten neuroektodermaler Genese, die sich im Spektrum ihrer neuronalen Differenzie-

rung unterscheiden [48;107].

Epidemiologie

Es handelt sich um eine seltene Tumorerkrankung, dennoch sind ET nach den
Osteosarkomen die zweithdufigsten primér malignen Knochentumore im Kindesalter. Die
jéhrliche altersstandardisierte Inzidenz der ET betrdgt ca. 3 Fille pro einer Million
Bevdlkerung im Alter unter 15 Jahren. Jugendliche in der ersten und zweiten Lebens-
dekade sind besonders hdufig betroffen. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei
15 Jahren. Mit einer Verteilung von 1,5:1 besteht eine Pradisposition fiir das ménnliche

Geschlecht [55].

Klinik, Lokalisation, Metastasierung

Die Erstsymptome sind unspezifisch. Lokaler oder generalisierter Schmerz, Schwellung
sowie nachfolgender Funktionsverlust gehoren zu den Leitsymptomen. Vor allem
Tumore in Beckenlokalisation werden wegen geringer Beschwerden oft erst spét erkannt
[94;95].

Manifestationsort der ET ist zumeist das Becken, gefolgt von den Diaphysen langer
Rohrenknochen, allen voran Femur, Tibia und Fibula [55].

Oft verdecken benachbarte Korperhdhlen und / oder grofBe Muskeln das Tumorwachstum,
so dass viele Tumore bei Diagnosestellung tiber 100 ml Tumorvolumen aufweisen.

Die héufigsten Fernmetastasierungsorte sind Lunge, Knochen und Knochenmark [94].
Zur Zeit der Diagnosestellung konnen bei 20-25 % der Patienten bereits Fernmetastasen

festgestellt werden [95].
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1.24

1.2.5

1.2.6

Histologie, Molekulargenetik, Diagnose

ET gehoren histologisch der Gruppe der klein-, blau- und rundzelligen Tumore an.
Neuronale Marker werden nicht exprimiert. Das atypische ES unterscheidet sich durch
eine grofizellige Morphologie und / oder Expression neuronaler Marker. Im PNET
miissen definitionsgemil Homer-Wright-Rosetten und / oder mindestens zwei neuronale
Marker nachweisbar sein [111].

Zu den neuronalen immunhistochemischen Markern zihlen die Neuronen-spezifische
Enolase (NSE), das Protein S-100, Synaptophysin, Chromogranin, Gliafaserprotein und
die Antikorper Leu-7 und PGPy 5 [94;109].

In den meisten ET konnen Glykogen in der PAS-Féarbung, Vimentin und das MIC-2-
Genprodukt (CD 99) nachgewiesen werden [25;26;94].

Charakteristisch fiir ET ist ein typisches Chromosom-22-Rearrangement. Zumeist handelt
es sich um eine t(11;22)-Translokation. In den {ibrigen Fillen ist eine t(21;22)- oder
t(7;22)- Translokation beobachtet worden [25].

Beweisend fiir die Diagnose ET sind die typische Morphologie und immunhisto-
chemischen Befunde sowie der Nachweis einer Translokation (t11;22)(q24;ql2),
t(21;22)(q22;q12) oder t(7;22)(p22;q12) im Tumorgewebe [94].

ET werden histopathologisch als hochmaligne (G3) klassifiziert [94].

Stadieneinteilung

Zur Zeit besteht keine einheitliche Definition der TNM-Stadien. Bei Diagnosestellung
kann bei den meisten ET eine Weichteilkomponente nachgewiesen werden, wihrend
Lymphknotenmetastasen als Raritdt gelten. Man unterscheidet daher zwischen loko-
regiondrer Erkrankung (Stadium II) und hdmatogen disseminierter Erkrankung (Stadium

V) [95].

Therapie

Da ohne systemische Chemotherapie die 5-Jahres-Uberlebensrate unter 10 % liegt, ist
eine systemische Chemotherapie in Kombination mit Lokaltherapie weltweiter Therapie-
standard fur alle Stadien [95].

ET metastasieren frithzeitig, daher wird vor der Lokaltherapie eine mehrwdchige initiale
Chemotherapie durchgefiihrt. Erst danach folgt eine Lokaltherapie. An diese schlieft sich
eine weitere Chemotherapie an. Die Gesamtdauer der Therapie erstreckt sich iiber ca. 10

Monate [94;95].
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1.2.6.1

1.2.6.2

Lokaltherapie

Fiir eine erfolgreiche Therapie ist die Lokaltherapie essentiell. Es stehen verschiedene
chirurgische und radiotherapeutische Alternativen zur Verfiigung. Eine alleinige Radio-
therapie birgt ein hoheres Risiko fiir ein Lokalrezidiv, so dass bei resektablen Tumoren
eine onkologisch vollstindige Resektion durchgefithrt wird. Bei nicht vollstindig im
Gesunden resizierten Tumoren und / oder histologisch nachgewiesenem schlechten
Ansprechen auf die prdoperative Chemotherapie schlie3t sich eine Radiatio an. Priméar
nicht resektable Tumore werden nach Chemotherapie zunéchst primér bestrahlt. Die
Dosis der Radiatio liegt zwischen 44,8 und 60 Gray. Sie wird entsprechend der priméren

und / oder postoperativen Situation abhidngig vom Alter des Patienten eingestellt [94;95].

Chemotherapie

Weltweit sind die Therapieprotokolle sehr dhnlich. In aktuellen Protokollen werden drei
bis fiinf Medikamente kombiniert [95]. Alkylierende Substanzen (Ifosfamid (IFO),
Cyclophosphamid (CYC)) und Anthracycline (Doxorubicin (DOX), Synonym
Adriamycin (ADR)) stehen an erster Stelle. Etoposid (ETO), Actinomycin D (ACT) und
Vincaalkaloide (Vincristin (VCR)) gehoren ebenfalls zu den héaufig eingesetzten
Substanzen. Methotrexat, Carboplatin oder Cisplatin sind weniger wirksam [94;95].

Die Hochdosistherapie (HDT) ist zum Einen in ihrer Wirksamkeit und zum Anderen
toxisch bedingt begrenzt. Nur ein Teil der Patienten profitiert von der Hochdosistherapie.
Es konnten verbesserte Uberlebensprognosen bei Patienten mit priméren Lungen- und
Knochenmetastasen (5-Jahres-Uberlebensrate 34% mit vs. 5% ohne HDT) und bei
Patienten mit einem Friihrezidiv (< 2 Jahre) (4-Jahres-Uberlebensrate 17 % mit vs. 2 %
ohne HDT) beobachtet werden. Daher ist es wichtig, auch nach neuen Therapiekonzepten

zu forschen [37].
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Die Abb. 1 gibt das aktuelle Therapieprotokoll der EURO-E.W.LN.G. 99 -Studie wieder.
Die Patienten werden entsprechend dem initialen Tumorstadium und histologischen
Ansprechen in drei Gruppen unterteilt: Standardrisiko (R1), Hochrisiko (R2) und eine
experimentelle Gruppe (R3) fiir Patienten mit Metastasen in Knochen, Knochenmark oder

multifokaler Metastasierung [74;95].

Tumorvolumen (TV) <200 ml, lokalisiert

Tumorvolumen > 200 ml, lokalisiert
pulmonale, pleurale Metastasierung

Metastasierung in
- Knochen

- Knochenmark

- multifokal

VIDE x 6

VCR 1,5 mg/md
IFO 3000 mg/m%/d
DOX 20 mg/m%d
ETO 150 mg/m%d

d1

d1, d2,d3
d1, d2,d3
d1, d2, d3

R1

- OP, good response (gr)
- bei frither Radiotherapie
TV <200 ml + Radiotherapie
TV <200 ml + Radiotherapie + OP (gr)

RANDOMISIERUNG

VACx 7

VCR 1,5 mg/m*d dl
0,75 mg/m*d dl, d2
CYC 1500 mg/m?*d dl

2

O

4

—_ —_
—_

H.

R2

- OP, poor response (pr)
- bei frither Radiotherapie
TV 2200 ml + Radiotherapie +/- OP
TV <200 ml + Radiotherapie + OP (pr)
- pulmonale, pleurale Metastasen

RANDOMISIERUNG

VAIX7

VCR 1,5 mg/m¥d dl
ACT 0,75 mg/m¥d dl,d2

MIFO 3000 mg/m/d dl,d2
11
2
4

][]

—_ —_ —_
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Abb. 1: EURO-E.W.IL.N.G. 99, Therapieschema [74]
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1.2.7

1.3

Prognose und prognostische Faktoren

Die Prognose erschliefit sich aus der Ausbreitung des Tumors bei Diagnosestellung
(Primértumorvolumen und Dissemination) und dem Ansprechen des Tumors auf die
Therapie [21;67;90].

Mit modernen Therapieschemata kann eine 5-Jahres-Uberlebensrate bei lokalisierter
Erkrankung von mehr als 50 % erreicht werden [67]. Bei rein pulmonaler / pleuraler
Metastasierung liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei ca. 36 % [90]. Patienten mit primé-
ren Metastasen, ungilinstigem Ansprechen auf die Chemotherapie oder einem Tumor-

rezidiv haben eine schlechtere Prognose [93].

P-Glykoprotein assoziierte Multi-Drug-Resistance

Eines der Haupthindernisse fiir eine erfolgreiche Chemotherapie ist die Resistenz eines
Tumors gegeniiber den eingesetzten Zytostatika. Es sind mehrere Mechanismen zur
Entwicklung einer unspezifischen Zytostatika-Resistenz, auch Multidrug-Resistance
(MDR) genannt, bekannt. Bei der klassischen Form der MDR soll ein transmembrandses
P-Glykoprotein (Pgp) die Substanzen verstérkt wieder aus der Zelle hinausbeférdern. Es
handelt sich um ein aktives ATP-abhéngiges Transportprotein. Auferdem soll der
Zytostatika-Influx mittels Pgp vermindert werden. Hieraus folgt eine Reduktion der
Zytostatikaakkumulation in der Tumorzelle [45;47;103].

Pgp lasst sich auch in normalen Geweben, bevorzugt in diversen Transportepithelien wie
z.B. adulten Nebennierenrindenzellen, renalen proximalen Tubulusepithelien, Diinn- und
Dickdarmmucosazellen und auch hidmatopoetischen Stammzellen finden [18;36;123].
Dies weist auf eine Pgp-Funktion im Rahmen normaler Transport- und Sekretions-
vorginge hin. Dennoch ist die physiologische Funktion des Pgp noch weitgehend unklar.
Es wird vermutet, dass es sich um einen Schutzmechanismus gegen toxische Substanzen
handeln konnte. Weiterhin kdnnte Pgp eine Rolle bei der Steroidhormonsekretion und
Regulation des Epithelzellvolumens spielen [18;36;123;127;128].

Ein Pgp-kodierendes Gen ist das mdrl-Gen [19]. Dieses ist in multidrugresistenten
Zelllinien haufig nachweisbar. Auch in zwei der vier untersuchten Zelllinien konnte eine
Pgp-Expression nachgewiesen werden.

Fiir zahlreiche Substanzen konnte ein Pgp-vermittelter Resistenzmechanismus gezeigt
werden. Es handelt sich zumeist um hydrophobe Naturprodukte, sowie ihre
semisynthetischen und synthetischen Analoga. Zu ihnen z&hlen u. a. die Vincaalkaloide
wie z.B. Vincristin, die Anthracycline wie z.B. Doxorubicin und die Epidophyltoxine wie

z.B. Etoposid [4;70].
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Da viele der Pgp-Substrate Bestandteil padiatrisch-onkologischer Therapieprotokolle
sind, spielt die Pgp-assoziierte MDR eine wichtige Rolle fiir Resistenzentwicklungen bei
kindlichen Tumorerkrankungen. In Gewebeproben von 21 Kindern mit ES fand sich eine
signifikante Korrelation der histochemischen Detektion von Pgp mit dem
morphologischen Chemotherapie-Response, sowie Tendenzen zu einer negativen
Beeinflussung der Langzeitiiberlebensrate [108].

In den letzten Jahren sind verschiedene MalBnahmen untersucht worden, um die
klassische MDR zu iiberwinden. Dazu gehdren ausweichende Therapien mdrl/Pgp-
exprimierender Tumore mit Substanzen, bei denen dieser Resistenzmechanismus keine
Rolle spielt. Zu diesen Substanzen zdhlen u.a. auch Antimetabolite, wie die in dieser
Arbeit untersuchten Therapeutika Gemcitabin und Cytarabin.

Ein weiter Ansatz war der Einsatz sogenannter Chemosensitizer. Zu diesen gehoren z.B
Calciumkanalblocker wie Verapamil, Calmodulin-Antagonisten, ProteinkinaseC-
Inhibitoren, Immunsuppresiva wie Ciclosporin, Antibiotika und Surfactant [35]. Diese
sensibilisieren die Pgp-exprimierenden Zellen, indem sie die hydrophobe Bindung der
Zytostatika an Pgp hemmen oder selbst als Pgp-Substrat fungieren. Da aber auch gesunde
Gewebe wie hamatopoetische Stammzellen Pgp exprimieren, zeigten Kombinationen von
Pgp-Modulatoren mit Chemotherapie eine stark ausgepriagte Hamatotoxizitdt. Die Zyto-
statikadosierungen mussten deswegen deutlich reduziert werden, die erhofften
Fortschritte konnten nicht erreicht werden [4;35;70;124].

Die Abb. 2 zeigt ein Modell des Pgp eingebettet in die Plasmamembran einer Tumorzelle.
Mittels Hydrolyse eines ATP-Molekiils werden die Pgp-Substrate aktiv aus der Zelle
entfernt [46;47].

ut \iw.u:i:

LT

puuu“'( 1)

Abb. 2: Pgp-Modell [46;47]
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1.4

Protein-Tyrosinkinasen

Proteinkinasen spielen als Teil von Signaltransduktionsketten eine wichtige Rolle in
vielen zentralen biologischen Prozessen wie Zellwachstum, Stoffwechsel,
Differenzierung und Apoptose. Tyrosinkinasen sind eine Untergruppe der Proteinkinasen.
Sie binden ATP und ibertragen Phosphatgruppen von ATP auf Tyrosinreste
verschiedener Substrate. Die Deregulation von Protein-Tyrosinkinasen ist ein zentraler
Faktor fiir abnormes Wachstum und Uberleben von bosartigen Zellen. Protein-
Tyrosinkinase-Inhibitoren hemmen Tyrosinkinasen und unterbrechen so diese
deregulierten Signaltransduktionsketten [28;58].

Bei c-kit handelt es sich um ein Protoonkogen. Es befindet sich auf dem langen Arm des
Chromosom 4 und codiert den transmembrandsen Rezeptor c-KIT/CD 117. Dieser besitzt
eine Tyrosinkinasekomponente, welche strukturelle Beziehungen zu dem PDGF-Rezeptor
und dem clony stimulating factor-1-(CSF-1)-Rezeptor hat [143]. Der Ligand fiir ¢-KIT ist
der Stammzellfaktor (stem cell factor (SCF)). Er kann in zwei Formen vorliegen. [5;62].
Die l6sliche Form bindet an c-KIT und beeinflusst unter anderem Differenzierung,
Migration, Zelliiberleben und —proliferation [40]. Fiir die membrangebundene Form
besteht die Hypothese, dass die Stabilitidt des c-KIT-Rezeptors verstirkt wird [86]. In
einer Studie von Smithey et al. konnte ¢c-KIT bei 71 % der untersuchten ET-Zelllinien

beobachtet werden [115].
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Die Abb. 3 zeigt, dass bei allen in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien der ¢-KIT/CD
117-Rezeptor durchflusszytometrisch iiber einen Fluoreszenz-markierten Antikdrper auf
der Zelloberfliche nachgewiesen werden konnte. Mittels RT-PCR wurden fiir CADO-ES-
1 die Tyrosinkinasen c-ABL, c-ARG, PDGF-Ra und PDGF-RfB und fiir VH-64 die
Tyrosinkinasen c-ABL c-ARG, und PDGF-RJ} belegt [61].
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Abb. 3: Durchflusszytometrischer c-KIT/CD 117-Antikérper-Nachweis
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1.5

1.5.1

Ubersicht iiber die verwendeten Zytostatika

Auswahl der Substanzen

In der vorliegenden Arbeit wurde die antiproliferative Wirkung verschiedener Substanzen
am ET getestet und miteinander verglichen.

Zum Einen wurden Substanzen gewihlt, die bereits erfolgreich in der ET-Therapie
eingesetzt werden. Hierzu zéhlen Etoposid und Vincristin [74;95]. Zum Anderen wurden
Substanzen gewahlt, die noch nicht in der ET-Therapie eingesetzt werden, jedoch
aufgrund ihres Wirkungsmechanismus und vielversprechender Ergebnisse klinischer
Studien an anderen Tumoren eventuell auch zur Therapie des ET in Frage kommen.
Gemcitabin wurde untersucht, da die Substanz in der Therapie anderer solider Tumore
wie dem nicht-kleinzelligen Bronchial-CA und Adeno-CA des Pankreas Wirksamkeit
zeigte [2;15;16;20;98;99]. Gleichzeitig konnte die Lebensqualitit bei Patienten mit
infauster Prognose verbessert werden [13]. Aullerdem ist Gemcitabin, anders als Etoposid
und Vincristin, kein Pgp-Substrat [99]. Gemcitabin kdnnte daher eine Therapiealternative
bei ET-Patienten mit Pgp-positiven Tumoren sein. Die Substanz Cytarabin wurde
getestet, da sie strukturell eng mit Gemcitabin verwandt ist. Sie ist ebenfalls kein Pgp-
Substrat. In der Therapie solider Tumore spielt sie wegen ihrer kurzen Halbwertszeit
(HW2Z) nur eine untergeordnete Rolle [73].

STI 571 stellt ein vollig neues Konzept in der Krebstherapie dar. Verschiedene Tyrosin-
kinasen wie z.B. ABL, BCR-ABL, c-ABL, ¢c-ARG, PDGF-R und c¢-KIT werden mit
niedrigen STI 571-Konzentrationen selektiv gehemmt [28;44;58]. Bei ET-Zellen konnten
die Tyrosinkinasen c-KIT, c-ABL, c-ARG, PDGF-Ra und PDGF-RP nachgewiesen
werden [61;115]. Bei Patienten mit malignen Erkrankungen, die mit der Aktivierung der
Tyrosinkinasen ABL, PDGF-R oder c-KIT assoziiert sind, zeigte der Protein-
Tyrosinkinase-Inhibitor STI 571 Wirksamkeit [30]. Dies fiihrte zu der Annahme, dass
STI 571 auch in der Therapie der ET eingesetzt werden konnte.

In der Literatur wurden Synergismen, additives und antagonistisches Zusammenspiel von
STI 571 mit anderen Zytostatika beschrieben [68;75]. In einer zweiten Versuchsserie
wurde untersucht, ob STI 571 die Wirkung der einzeln getesteten Substanzen moduliert.

Die Testsubstanzen der ersten Versuchsreihe wurden hierzu mit STI 571 koinkubiert.
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1.5.2

1.5.2.1

Etoposid

In der Abb. 4 ist die Strukturformel von Etoposid dargestellt. Etoposid gehort zur Gruppe
der Podophyllotoxinderivate [8]. Es ist ein Pgp-Substrat. In den aktuellen ET-
Therapieprotokollen wird die Substanz in Kombination mit weiteren Zytostatika als Teil
der Induktionstherapie eingesetzt. Ein Beispiel ist das VIDE-Schema, eine Kombination
von Vincristin, Ifosfamid, Doxorubicin und Etoposid (vgl. auch Abb. 1) [74]. Eine

Hochdosistherapie mit Etoposid und autologem Stammzellrescue wird in klinischen

Studien erprobt [37].
CH,
(o) (0]
OH
o
OH

Abb. 4: Strukturformel Etoposid

Wirkungsmechanismus

Die Topoisomerase II ist ein DNA-Reparaturenzym. Etoposid hemmt die Topoisomerase
II phasenspezifisch in der S- und G2-Phase der Mitose. Es werden DNA-Strangbriiche
induziert, gleichzeitig findet eine Hemmung der DNA-Reparatur statt. Etoposid
beeinflusst die Anordnung der Mikrotubuli nicht. In hohen Konzentrationen wirkt die
Substanz auch auf ruhende Zellen zytozid [8;131]. Weitere Wirkmechanismen sind die
intrazelluldre Bildung freier Radikale, die Vernetzung der DNA mit Nucleoproteinen,
Hemmung des Thymidineinbaus in die DNA und die Hemmung des Nucleosidtransportes

in die Zelle [8].
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1.5.2.2

1.5.2.3

Pharmakokinetik

Fir Kinder kann die Kinetik von Etoposid als offenes Zweikompartimentmodell
dargestellt werden. Nach i.v. Verabreichung steigt die Flache unter der Konzentrations-
Zeitkurve proportional mit der verabreichten Etoposid-Dosis an [140].

Bei Kindern wurden fiir Etoposid je nach eingesetzter Dosis verschiedene Plasmakonzen-
trationen ermittelt. So erreichte die Standarddosis von 150 mg/m?, iiber zwei Stunden
taglich, Plasmaspitzenspiegel von 23,4 +/- 3,0 mg/l. Dabei wurden Konzentrationen von
> 10 mg/l iiber 10,7 +/- 2,6 h, Konzentrationen von 1-10 mg/1 iiber 37,2 +/- 8,4 h und
Konzentrationen von < 1 mg/l iiber 47,9 +/- 9,8 h gemessen.

Die Steady-State-Konzentration lag unter i.v. Gabe iiber 96 h mit einer Gesamtdosis von
450 mg/m? Etoposid bei 3,4 +/- 0,7 mg/l.

Bei kontinuierlicher Infusion von 1800 mg/m? {iber vier Tage wurden Steady-State-
Konzentrationen von 13,8 +/- 2,8 mg/l erreicht. Es zeigten sich 7,9 (+/- 2,6)-mal langer
Konzentrationen von > 10 mg/l und 2,3 (+/- 0,4)-fach linger Konzentrationen < 1,0 mg/1 ,
sowie eine um den Faktor 0,7 (+/- 0,8) kiirzere Exposition fiir die Konzentrationen 1 - 10
mg/] gegeniiber der Gabe von niedrigdosiertem Etoposid [140].

Kinder, die Etoposid im Rahmen der Hochdosistherapie erhalten hatten, erreichten eine
Clearance von 15,5 ml/min per m? (+/- 30,6 %), der Anteil ungebundenen Etoposids lag
im Median bei 7,0 % mit einer hohen Intra- und Intervariabilitat [141].

Patienten mit eingeschrinkter Leber- und / oder Nierenfunktion zeigten eine verlang-
samte Plasmaclearance im Vergleich zu Patienten mit normaler Leber- und
Nierenfunktion [131].

Im Plasma koénnen neben unverdndertem Etoposid geringfiigige Konzentrationen eines
cis-Laktons und des trans- und cis-Isomers von 4-Desmethylepipodophyllinsaure-9-(4,6-
O-ethyliden-b-d-Glucopyranosid) nachgewiesen werden [131].

Etoposid ist liquorgéingig. Die Liquorspiegel zeigen erhebliche individuelle
Schwankungen. Sie liegen zwischen 0 und 14,3 % des korrespondierenden

Plasmaspiegels [131].

Nebenwirkungen

Hauptnebenwirkungen sind akute Unvertrdglichkeitsreaktionen, Myelosuppression,

Carcinogenitit, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Alopezie [117].
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1.5.2.4

1.5.2.5

Indikation

Im Rahmen von Kombinationschemotherapien wird Etoposid u. a. bei folgenden Tumor-
erkrankungen eingesetzt: ES, REL-EICESS, kleinzelliges-Bronchial-Ca, zur palliativen
Therapie des fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Bronchial-CA, HL, NHL, AML im
Kindes- und Erwachsenenalter, Hodentumore, Chorion-CA der Frau [95;131].

In Monotherapie wird Etoposid zur palliativen systemischen Behandlung fortgeschrit-

tener Ovarial-CA nach Versagen von platinhaltigen Standardtherapien angewandt [131].

Dosierung

Die Dosierung ist abhidngig von dem Therapieprotokoll, das sich fiir die jeweilige

Erkrankung als wirksam erwiesen hat. Zumeist betrdgt das Therapieintervall 3 — 4

Wochen. Es ist abhéngig von der Erholung der hdmatologischen Parameter (Leukozyten,

Thrombozyten) [131].

Kinder und Erwachsene erhalten Etoposid in Dosierungen im Bereich von:

e tiglich 50 — 100 mg Etoposid / m? Kdrperoberflache (KOF) an 5
aufeinanderfolgenden Tagen;

e  oder tdglich 120 — 150 mg Etoposid / m?* KOF an den Tagen 1, 3 und 5 [131];

e Im Behandlungsprotokoll EURO-E.W.LN.G. 99 (in VIDE- Kombination):
150mg/m*KOF als 1 — 2 h Infusion an den Tagen 1, 2, und 3 iiber 6 Wo. [74];

e Bei Hochrisikopatienten wird Etoposid als Bestandteil einer Hochdosistherapie in
Kombination mit Stammzelltransplantation erprobt. Hier liegen die
Etoposidkonzentrationen bei insgesamt 1800 mg/m? an den Tagen -6 bis -3 vor

Stammzelltransplantation (Tag 0), das entspricht 450 mg/m?/d [74].
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1.5.3

1.5.3.1

1.5.3.2

Vincristin

Die Abb. 5 =zeigt die Strukturformel von Vincristin. In den aktuellen ET-
Therapieprotokollen wird Vincristin in Kombination mit weiteren Substanzen eingesetzt.
Hierzu zdhlen z.B. das VIDE (Vincristen, Ifosfamid, Doxorubicin, Etoposid)-, das VAI
(Vincristin, Actinomycin, Ifosfamid)- oder das VAC (Vincristin, Actinomycin,
Cyclophosphamid)- Schema [74;95]. Es handelt sich um ein Zytostatikum aus der Gruppe
der Vincaalkaloide [8;134]. Auch Vincristin ist ein Pgp-Substrat.

&
s
i

CH,

Abb. 5: Strukturformel Vincristin

Wirkmechanismus

Vincristin hemmt die Spindelapparatausbildung durch Zerstérung der Mikrotubuli, indem
es an mikrotubuldre Proteine, vor allem Tubulin, bindet. So kommt es zur irreversiblen

Hemmung der Zellteilung in der Metaphase der Mitose [8;134].

Pharmakokinetik

Gibt man Vincristin oral, so wird die Substanz so gut wie nicht resorbiert. Nach i.v. Gabe
sind nach wenigen Minuten nur noch geringe Konzentrationen der verabreichten
Vincristin-Dosis im Plasma nachzuweisen. Innerhalb von 15 - 30 Minuten nach der
Injektion werden tiber 90 % der Substanz im Gewebe verteilt [ 134].

Die Gesamtkonzentration nimmt nach i.v. Applikation im Plasma triphasisch ab. Die
initialen, mittleren und terminalen Halbwertszeiten liegen bei 5 min, 2,3 h und 85 h. Der
Bereich fiir die terminale Halbwertszeit umfasst 19 - 155 h [134].

Nach i.v. Gabe werden in der Zerebrospinalfliissigkeit nur sehr geringe, therapeutisch

unwirksame Konzentrationen nachgewiesen [134].
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1.5.3.3

1.5.3.4

1.5.3.5

Vincristin wird zu 44 % an Plasmaproteine gebunden. Die Substanz wird groftenteils in
der Leber metabolisiert. Die Elimination erfolgt zu ca. 80 % biliéir. Uber die Nieren
werden bis zu 20 % der verabreichten Dosis innerhalb von 24 h unveréndert bzw. in Form
von Metaboliten ausgeschieden [134].

Zur Pharmakokinetik bei Kindern gibt es fiir Vincristin nur wenige Untersuchungen. Die
Intra- und Interpatienten Variabilitét ist grof3 [43]. In einer Studie wurde neu an ALL
erkrankten Kindern ohne vorherige Chemotherapie 1,5 mg/m’ Vincristin als Bolus
gegeben. Es zeigte sich im Median (25te und 75te Perzentile) eine
Gesamtkorperclearance von 228 (128 - 360) ml x min"' x m?, eine AUC von 6,7 (4,2 -
12,3) mg x I x min'l, eine Eliminations-HWZ t;,, = 6,6 (6,1 - 7,5) min und t;,3 = 1001
(737 - 1325) min, sowie ein Verteilungsvolumen im Steady-State von 262 (158 - 469)
1/m? [49].

Nebenwirkungen

Zu den Hauptnebenwirkungen zdhlen eine ausgepriagte Neurotoxizitit, das Syndrom der

inadiquaten ADH-Sekretion, Stomatitis, Mucositis, Ubelkeit, Erbrechen, Alopezie [117].

Indikation

In Kombination mit anderen onkologisch wirksamen Substanzen wird Vincristin u.a. bei
folgenden Indikationen eingesetzt: Sarkomen (ES, osteogenes Sarkom, Rhabdomyo-
sarkom), ALL, HL, NHL, metastasiertes Mamma-CA, kleinzelliges Bronchial-CA,
Wilms-Tumor und Neuroblastom. Bei therapierefraktéiren, idoepathischen Thrombozyto-

penien (Morbus Werlhof) wird Vincristin als Monotherapie angewandt [134].

Dosierung

Die Dosis wird entsprechend der Indikation, dem angewendeten Kombinations-
chemotherapieplan und dem Zustand des Patienten individuell gewidhlt. Im Allgemeinen
werden folgende Dosierungen angewandt:

Kinder:

e mit einem Gewicht bis zu 10 kg: 0,05 mg/kg Korpergewicht, i.v., 1/Wo. [134];

e mit einem Gewicht von 10 kg und mehr: 2 mg/m? KOF, i.v., 1/Wo. [134];

e EURO-E.W.LN.G. 99 Therapieprotokoll: 1,5 mg/m? KOF; 1/Wo.[74];

Erwachsene:

e 1,4 mg/m?KOF,iv., 1/Wo.;

Die maximale Dosis betrigt 2 mg pro Patient / Wo. [134].
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1.54

1.54.1

Gemcitabin (27,2 -Difluordesoxycytidin, dFdC)
Die Strukturformel der Substanz Gemcitabin wird in der Abb. 6 wiedergegeben.
Gemcitabin gehdrt zur pharmakotherapeutischen Gruppe der Nukleosidanaloga. Es
unterscheidet sich vom natiirlichen Nukleosid Deoxycytidin durch 2 Fluoratome in der
C,-Position des Desoxyribosezuckers [42;99].
Die Strukturformel ist auch der des Cytarabin sehr dhnlich. Statt der zwei Fluoratome
besitzt Cytarabin eine OH-Gruppe (vgl. auch Abb. 8 Strukturformel Cytarabin).
Gemcitabin ist kein Pgp-Substrat [99].
NH,
NP

A

o
[3

CH,OH

F OH

Abb. 6: Strukturformel Gemcitabin

Wirkmechanismus

Die Abb. 7 zeigt den Wirkmechanismus von Gemcitabin.

So wie natiirliche Nukleoside wird auch Gemcitabin (dFdC) durch die Deoxycytidin-
kinase intrazelluldar zu Gemcitabinmono-, -di- und -triphosphat (dFdCMP, dFdCDP und
dFdCTP) metabolisiert [42;99]. Als aktive Metaboliten werden dFdCDP und dFdCTP
angesehen [42].

Die zytotoxische Wirkung von Gemcitabin beruht hauptséchlich auf der Hemmung der
DNA-Synthese. Der eine Metabolit (dFACDP) blockiert die Ribonukleotidreduktase.
Diese katalysiert die Reaktion, welche Deoxynukleosidtriphosphate fiir die DNA-
Synthese liefert. So kommt es zu einer allgemeinen Reduktion der Konzentration von
Deoxynukleosiden und im Speziellen von Deoxycytosintriphoshat (dCTP) (Abb. 7
Reaktion 1) [41;42;99].

Der andere Metabolit (dFdCTP) konkurriert mit dCTP um den Einbau in die DNA. Durch
Reduktion des intrazellulirem dCTP-Pools wird der Einbau von dFdCTP in die DNA
verstirkt (Abb. 7 Reaktion 2).

AuBlerdem modifiziert die Minderung des dCTP-Pools die Aktivitit der Deoxycytidin-
kinase. Diese wird im ,,Feedback* durch dCTP gehemmt. Durch die Entleerung des Pools
kommt es zum Fehlen dieser Feedback-Hemmung und gesteigerten Umsetzung von
Gemcitabin (dFdC) zu dFACMP und in Folge zu dFdACDP und dFdCTP (Abb. 7 Reaktion
3).
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Weiterhin wird die dCMP-Deaminase beeinflusst. Wie dCTP wird dFACMP ebenfalls
durch die dCMP-Deaminase katabolisiert. Normalerweise findet durch dCTP eine
Stimulation des Enzyms statt. Allerdings hebt die Reduktion des dCTP-Pools diese
Wirkung auf (Abb. 7 Reaktion 4). Zusitzlich hemmt dFdCTP die Aktivitit der dCMP-
Deaminase (Abb. 7 Reaktion 5).

Durch die Blockierung der dCMP-Deaminase wird auch die verlangsamte Elimination
von dFdCTP und somit anhaltende Hemmung der DNA-Synthese erklért.

Ferner wird durch Gemcitabin auch die CTP-Synthetase blockiert, so dass die Synthese
des natiirlichen Substrats dCTP ebenfalls gehemmt wird (Abb. 7 Reaktion 6). In Folge
dessen kommt es zu einer zusitzlichen Entleerung des dCTP-Vorrats und zu einer
Hemmung der RNA-Synthese (Abb. 7 Reaktion 7). Weiterhin kann Gemcitabin selbst in
geringem Ausmalf in die RNA eingebaut werden.

Nachdem dFACTP in die DNA eingebaut wurde, erfolgt der Einbau eines weiteren
Nukleotids. Dies wird ,,masked chain termination® genannt. Es schiitzt Gemcitabin vor
den korrekturlesenden Reparaturenzymen, so dass es nur schwer erkannt und kaum aus
dem DNA-Strang wieder entfernt wird.

Im Prinzip bedeutet dieser Einbau von Gemcitabin eine vollstindige Hemmung der

weiteren DNA-Synthese, was zum Zelltod fiihrt [41;42;63;99].

RNA DNA

CTP \

<+~—{6}——— dFdCTP------—- . dCTP

1
1
1
l T i dCDP «——— CDP
1

uTP A
dFACDP -------- oo
l T
[}
[}
dFdCMP Y . dFdUMP
dFdC ~
(Gemcitabin) > dFdU
Abb. 7: Metabolismus und Wirkmechanismus von Gemcitabin; ----- = Inhibition; = Reaktion

[99]



Kapitel 1: Einleitung 19

1.54.2

1.54.2.1

1.54.3

Pharmakokinetik von Gemcitabin

Es gibt nur wenige Daten iiber den klinischen Einsatz von Gemcitabin bei Kindern.

In einer Phase-I-Studie wurde die Substanz bei Kindern mit soliden Tumoren untersucht.
Die pharmakokinetischen Parameter nach Kurzinfusion von 1000 — 2100 mg/m?
Gemcitabin iiber 30 min waren den bei Erwachsenen erhobenen Werten dhnlich. Die
Plasmaverteilung und —elimination waren schnell. Fiir die meisten Patienten konnten sie
mit einem offenen Zweikammermodell beschrieben werden. Die Hauptplasmaelimina-
tions-HWZ lag bei 13,7 min. Die Clearance bei 2140 ml/min/m? (130 I/h/m?). Das
Steady-State-Volumen lag im Median fiir Gemcitabin zwischen 11,5 - 27,5 1/m? Es
wurden Gemcitabin-Plasmaspitzenspiegel im Median zwischen 14,0 - 49,0 pg/ml und
dFdU-Plasmaspitzenspiegel im Median zwischen 31,0 - 86,4 pg/ml gemessen [104].
Gemcitabin wurde in einer anderen Studie an Kindern mit refraktéren hdmatologischen
Erkrankungen untersucht. Sie erhielten Gemcitabin in einer Dosis von 10 mg/m?/min {iber
360 min pro Woche. Die Pharmakokinetik lieB sich hier mit einem Zweikompartment-
modell beschreiben mit einer terminalen HWZ von 62 min und einer Plasmaclearance
von 2,2 /min/m? [118].

Durch die Cytidindeaminase wird Gemcitabin in der Leber, den Nieren, im Blut und
weiteren Organen metabolisiert. Zu 91 % bis 98 % wird Gemcitabin in den priméren
Metabolit 2'-Deoxy-2",2 -difluoruridin (dFdU) umgewandelt. Dieser ist inaktiv und
kommt sowohl im Plasma als auch im Urin vor. Bis 98 % Gemcitabin wird innerhalb
einer Woche im Urin ausgeschieden. Davon liegen 99 % als dFdU vor. Von den intra-
zelluldren Metaboliten (dFACMP, dFACDP und dFdCTP) wurden keine nachweisbaren
Mengen im Plasma und im Urin gefunden [42].

Pharmakokinetik von dFdCTP

Der Metabolit dFACTP wird in peripheren mononuklearen Blutzellen gefunden. Die
terminale HWZ betrdgt 0,7 — 12 Stunden. In Relation zur verabreichten Gemcitabindosis
von 35 — 350 mg/m?/30 min steigen die intrazelluliren Konzentrationen von dFdCTP.
Eine intrazelluldre Séttigung von dFdCTP wurde bei Plasma-Konzentrationen von iiber 5

ug Gemcitabin / ml gesehen [42;50].

Nebenwirkungen

Die  wichtigsten = Nebenwirkungen  sind  Myelosuppression,  Parésthesien,
Abgeschlagenheit, psychische Didmpfung, Geschmacksverinderungen, Ubelkeit,
Erbrechen, Obstipation, Hamaturie, Proteinurie, Alopezie [104;117;118].
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1.5.4.4

1.54.5

Indikation

Gemcitabin kommt in Kombinationstherapie beim Blasen-CA, nichtkleinzelligem

Bronchial-CA und Adeno-CA des Pankreas zum Einsatz [42].

Dosierung

Kinder:

Zur Anwendung von Gemcitabin bei Kindern liegen zur Zeit kaum Informationen vor.
Bei Kindern mit soliden Tumoren wurde die Substanz in einer Phase I Studie untersucht.
Die maximal tolerierte Dosis (MTD) lag bei 1200 mg/m? als 30 min Infusion fiir drei
Wochen alle vier Wochen bzw. 2100 mg/m? als 30 min Infusion fiir zwei Wochen alle
vier Wochen. Haupttoxizitit war die Myelosuppression. Andere schwere Nebenwir-
kungen waren Somnolenz, Fieber und Hypotension [104].

In einer anderen Phase-I-Studie wurde Gemcitabin an Kindern mit refraktiren hdmato-
logischen Erkrankungen untersucht. Die MTD lag bei 10 mg/m?/min iiber 360 min pro
Woche in drei aufeinander folgenden Wochen ( = 3600 mg/m?*/Woche). Hepatotoxizitét
war die dosislimitierende Toxizitdt. 30 — 50 % der Kinder bekamen Fieber oder Myalgien

[118].

Erwachsene:

e Blasen-CA (in Kombination mit Cisplatin):
1000 mg/m? KOF als 30 min. Infusion an den Tagen 1, 8 und 15 jedes 28-tdgigen
Behandlungszyklus. In Kombination mit Cisplatin 70 mg/m? KOF am Tag 2 jedes
28-tiagigen Behandlungszyklus. Anschlielend folgt eine Wiederholung des
vierwochigen Zyklus [42].

e Adeno-CA des Pankreas:
1000 mg/m? KOF als 30 min. i. v. Infusion 1/Wo. bis zu 7 Wo.
Es folgt 1 Wo. Therapiepause. Im Anschluss folgt ein Behandlungszyklus von 3 Wo.
mit 1000 mg/m? KOF i.v., 1/Wo., dann eine therapiefreie Wo. [42].

e Bronchial-CA (in Kombination mit Cisplatin):
Entweder als dreiwdchiger Behandlungszyklus mit 1250 mg/m? KOF an den Tagen 1
und &, als 30 min i.v. Infusion oder als vierwdchiger Behandlungszyklus mit 1000

mg/m? KOF an den Tagen 1, 8 und 15, als 30 min. i.v. Infusion [42].
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1.5.5

1.5.5.1

Cytarabin (4-Amino-1-(p-D-arabinofuranosyl)-1H -pyrimidin-2-on)

In der Abb. 8 ist die Strukturformel von Cytarabin abgebildet. Synonyme sind
Cytosinarabinosid, Cytosin-Arabinosid, 1-Arabinofuranosylcytosin, oder AraC [3]. Wie
Gemcitabin ist auch Cytarabin ein Zytostatikum aus der Gruppe der Nukleosidanaloga.
Von dem natiirlichen Nukleosid Deoxycytidin unterscheidet es sich nur durch die
sterische Vertauschung der OH-Gruppe am C,-Atom [3;8].

Mehrere Resistenzmechanismen sind fiir Cytarabin beschrieben worden. Dazu gehdren
eine Abnahme des Transports in die Zelle, die Abnahme der Aktivitit der
Deoxycytidinkinase, eine erhohte Aktivitit der Cytidindeaminase, eine Zunahme der Ara-
CTP-Dephosphorylation, eine Erhohung des dCTP-Pools und eine Abnahme des
Cytarabin-Einbaus in die DNA [1;9;79;120;133;138]. Cytarabin ist jedoch kein Pgp-
Substrat.

NH,

i/ |

o) N O on
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Abb. 8: Strukturformel Cytarabin

Wirkmechanismus

Cytarabin zdhlt zu den Pyrimidin-Antimetaboliten. Zundchst wird die Substanz
intrazelluldr in Arabinosylcytosintriphosphat (Ara-CTP) umgewandelt. Ara-CTP wirkt
durch verschiedene Mechanismen zytotoxisch. Zum einen wird die DNA-Synthese
beeinflusst. Durch Hemmung der DNA-Polymerase o mittels Ara-CTP kommt es zur
Hemmung der DNA-De-novo-Synthese. Die Hemmung der DNA-Polymerase  durch
Ara-CTP fiithrt zur Hemmung der DNA-Reparatur. Aulerdem wird Ara-CTP direkt in die
DNA eingebaut. Dies fiihrt wiahrend der Replikation zur stéindigen Wiederholung einer
bestimmten DNA-Sequenz. Des Weiteren wird das Zusammenfiigen kleiner nativer
DNA-Bruchstiicke blockiert und die Kettenverlangerung beendet [3;8;38;71;80].

Zum anderen konnte eine starke Hemmung der Ribonucleotid-Reduktase und eine all-
gemeine Hemmung der Glykolipid- und Glykoproteinsynthese beobachtet werden.
Insgesamt kommt es zur Dekompensation des Zellstoffwechsels, und die Zelle stirbt

[3;8].
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1.5.5.2

1.5.5.3

Pharmakokinetik

Charakteristisch fiir die Pharmakokinetik von Cytarabin ist die schnelle Elimination der
Substanz aus dem Plasma. Nach i.v. Gabe erfolgt ein rascher und fast vollstindiger
Abbau durch die Cytidindesaminase in der Leber und in anderen Geweben zu dem
inaktiven Uracil-Metaboliten Ara-U [3;119].

Bei Erwachsenen konnte nach einem Bolus von 100 mg/m? eine Plasmaspitzenkon-
zentration von 10 uM und eine Eliminations-HWZ von 7-20 min gemessen werden [114].
Bei Kindern mit ALL wurden nach einer konventionellen Dosis von 300 mg/m? als i.v.
Infusion iiber 4 h Steady-State-Plasmakonzentrationen von 5 — 20 uM beobachtet [33].
Kinder, die Cytarabin hochdosiert mit 3000mg/m? als einstiindige Kurzinfusion erhalten
hatten, erreichten Plasmaspitzenkonzentrationen von 57 - 199 uM mit einer durchschnitt-
lichen Plasmaspitzenkonzentrationen von 103 +/- 49 uM. Den Plasmaspitzenkonzen-
trationen folgte ein biexponentieller Abfall mit einer durchschnittlichen
Eliminationshalbwertszeit t;,00 = 17 min und einer durchschnittlichen terminalen
Eliminationsphase von t;,p = 4 h. Auerdem wurden Ara-U-Spitzenkonzentrationen von
durchschnittlich 501 +/- 123 uM mit einer Eliminationshalbwertszeit von t;,el = 2,3 +/-
0,6 h gemessen. Weiterhin wurden nach einem individuellen Bolus von 0,5 g/m?
Cytarabin gefolgt von einer kontinuierlichen Infusion von im Mittel 130 mg/m?/h Steady-
State-Plasmakonzentrationen von 20-35 uM erreicht [7].

Fiir Kinder konnten altersbezogene Unterschiede in der Pharmakokinetik gezeigt werden.
Bei Kindern unter zwei Jahren fiihrte eine reduzierte Cytidindeaminasekapazitit zu
proportional hdheren Cytarabin-Konzentrationen pro gegebener Dosis [97].

Zu 2 bis 20% wird Cytarabin an Plasmaeiweifle gebunden. Die Blut-Liquor-Schranke
kann von Cytarabin iiberwunden werden. Ein Anteil von 10 bis 40 % der
Plasmakonzentrationen wurde bei Dauerinfusionen im Liquor gefunden. Auf Grund der
geringen Desaminaseaktivitit im Zentralen Nervensystem (ZNS) wird Cytarabin relativ
langsam mit einer Halbwertszeit von 2 bis 11 h aus dem Liquor eliminiert.

Die Elimination aus dem Plasma erfolgt hauptsédchlich durch die Metabolisierung von
Cytarabin. Nur 4 bis 10% der verabreichten konventionellen oder hohen Dosen werden
als unveréndertes Cytarabin renal ausgeschieden. In den ersten 24 Stunden finden sich 71

bis 96 % als Ara-U im Urin wieder [3].

Nebenwirkungen

Zu den Hauptnebenwirkungen in Standarddosierung gehéren Myelosuppression,
Ubelkeit, Erbrechen und gastrointestinale Stérungen. Hochdosiert treten vor allem akute
ZNS-Toxizitit, Hautreaktionen, Fieber, Anaphylaxie, Lungentoxizitit, Conjunctivitis und

Blepharitis auf [117].
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1.5.54

1.5.5.5

Indikation

Zumeist wird Cytarabin in Kombination mit anderen Zytostatika angewandt. Indikationen
sind akute, nichtlymphatische Leukdmien bei Erwachsenen und Kindern, ALL bei
Erwachsenen und Kindern, die intrathekalen Prophylaxe und Behandlung leukédmischer
Infiltrationen des Zentralnervensystems, NHL von intermedidirem und hohem
Malignititsgrad im Erwachsenenalter, NHL im Kindesalter und die Behandlung eines
Blastenschubs bei CML [3].

In der HDT wird Cytarabin bei refraktdren NHL, refraktiren akuten nichtlymphatischen
Leukémien, refraktiren akuten lymphoblastischen Leukémien, Rezidiven akuter Leukd-
mien, Leukdmien mit besonderem Risiko, sekundéren Leukdmien nach vorausgegangener
Chemotherapie und / oder Bestrahlung, manifesten Leuk&mien nach Transformation von
Prileukdmien, zur Konsolidierung der Remission akuter, nichtlymphatischer Leukédmien

bei Patienten unter 60 Jahren und bei Blastenschub der CML eingesetzt [3].

Dosierung

Cytarabin wird meist im Rahmen von Polychemotherapien eingesetzt [3].

Zur Remissionsinduktion bei akuten Leuk&mien kommen Dosierungen von 100 bis 200
mg Cytarabin/m* KOF tiglich, meist als kontinuierliche i.v. Infusion oder als
Kurzinfusion fiir die Dauer von 5 bis 10 Tagen zum Einsatz [3].

Zur Remissionserhaltung werden Dosierungen von 70 bis 200 mg Cytarabin/m> KOF
tdglich als schnelle i.v. Injektion oder als s.c. Injektion an 5 Tagen im 4-Wochen-Abstand
angewandt [3].

Zur Therapie der NHL werden bei Kindern, abhéngig vom Krankheitsstadium und vom
histologischen Typ, Dosierungen von 75 — 150 mg/m? KOF/d in Kombinationstherapie
eingesetzt. Erwachsene erhalten z.B. im ProMACE-CytaBOM-Schema Cytarabin in einer
Dosierung 300 mg/m? KOF am Tag 8 im jeweiligen Therapiezyklus [3].

In der HDT werden Dosierungen von 1000 bis 3000 mg/m? KOF als i.v. Infusion iiber 1
bis 3 h im Abstand von 12h fiir 4 bis 6 Tage verabreicht [3].

Zur intrathekalen Therapie werden Dosierungen von 5 bis 30 mg /m? KOF einmal alle 2
bis 7 Tage gegeben. Es besteht die Gefahr kumulativer Neurotoxizitdten.

Das Dosierungsintervall sollte bei intrathekaler Applikation 3 bis 5 Tage nicht

unterschreiten [3].
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1.5.6

1.5.6.1

STI 571

Die Abb. 9 =zeigt die Strukturformel von STI 571. Es handelt sich um ein 2-
Phenylaminopyrimidinderivat. Synonyme sind Imatinibmesylat, Imatinib, Glivec'™ und
Gleevec™, CGP57148B. Die Substanz gehort zur pharmakotherapeutischen Gruppe der

Protein-Tyrosinkinase-Inhibitororen [44].

()

Abb. 9: Strukturformel STI 571

Wirkmechanismus

Der Protein-Tyrosinkinase-Inhibitor STI 571 hemmt spezifisch der Aktivitidt der
Tyrosinkinasen ABL, BCR-ABL, c-ABL, ¢c-ARG, PDGF-Rezeptor und c¢-KIT, so dass
PDGF- und SCF vermittelte zellulire Reaktionen inhibiert werden. Es kommt zur
Hemmung der Proliferation und Induktion der Apoptose [11;28;44;54;88]. (Siehe auch
Kapitel 1.4)

Die Abb. 10 zeigt ein Modell der Tyrosinkinase BCR-ABL und den Angriffspunkt des
Tyrosinkinaseinhibitiors STI 571 an der ATP-Bindungsstelle [82].
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Abb. 10: Modell der Tyrosinkinase BCR-ABL [82]
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1.5.6.2

1.5.6.3

1.5.6.4

1.5.6.5

Pharmakokinetik

Die Pharmakokinetik von STI 571 wurde an 83 Patienten mit Philadelphiachromosom
positiver CML untersucht. Die Substanz wurde in Dosierungen von 25 bis 1000 mg
verabreicht. Eine durchschnittliche Maximalkonzentration von 2,3 mg/ml (4,6 uM) wurde
unter Gleichgewichtskonzentration bei einmal tdglicher Gabe von 400 mg STI 571
erreicht. Die HWZ lag zwischen 13 und 16 h [30].

Bei gesunden Probanden wurde STI 571 nach oraler Gabe schnell resorbiert. Die mittlere
absolute Bioverfiigbarkeit lag bei 98 %. In In-vitro-Experimenten betrug bei klinisch
relevanten Konzentrationen die Plasmaproteinbindung ca. 95 %. Die Substanz war zum
groBten Teil an Albumin und a,-saurem Glykoprotein gebunden [44].

Beim Menschen zirkuliert iberwiegend der Metabolit CGP74588. Dieser zeigte in vitro
eine dhnliche Wirkung wie der unverdnderte Wirkstoff. Die Plasma-AUC des
Metaboliten lag bei nur 16 % der STI 571-Plasma-AUC [44].

Das humane P450 Enzym CYP3A4 zeigte sich in vitro verantwortlich fiir die
Metabolisierung von STI 571. Nach oralen Gabe von '‘C-markiertem STI 571 wurden
innerhalb von 7 Tagen 68 % der Dosis in den Faeces und 13 % der Dosis im Urin
wiedergefunden. Davon waren 25 % der STI 571 Dosis unverédndert, der iibrige Anteil lag

in Form von Metaboliten vor [44].

Nebenwirkungen

Zu den héufigsten Nebenwirkungen z&hlen Neutropenie, Thrombozytopenie, Anémie,
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Dyspepsie, Abdominalschmerzen,
periorbitile Odeme, Dermatitis / Ekzem / Hautausschlag, Muskelspasmen und Krimpfe,
Schmerzen der Skelettmuskulatur, Gelenkschwellung, Fliissigkeitsretention, periphere

Odeme und Ermiidung [30;44].

Indikation

Zur Zeit wird STI 571 zur Behandlung von Erwachsenen mit Philadelphiachromosom
positiver CML in der chronischen Phase nach Versagen einer Interferon-Alpha-Therapie,
in der akzelerierten Phase oder in der Blastenkrise angewandt [44]. AuBlerdem wird STI
571 zur Behandlung KIT-(CD 117)-positiver nicht resezierbarer und / oder metastasierter

GIST bei Erwachsenen eingesetzt [44].

Dosierung

Bei Kindern wird STI 571 bisher nicht angewandt. Bei erwachsenen Patienten werden je

nach Erkrankung und Stadium oral Dosierungen von 400 — 600 mg/Tag gegeben [44].
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In den Tab. 1 - Tab. 4 sind die verwendeten Materialien und deren Herkunft aufgelistet

2.1.1 Losungen und Reagenzien

Material

Herkunft

DMSO

Ethanol 96 %
Nahrmedium

Demineralisiertes
Wasser

Trypsin

Collagen

Essigsdure 99,5 %

MTT

Lysepuffer

Dimethylsulfoxid, Hybri Max, sterile; Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Apotheke der UKM; Miinster

RPMI 1640 Medium;

GibcoBRL, Cat No.: 21875-034

+ Antibiotic-Antimycotic; GibcoBRL, Cat No.: 15240-062
(Penicillin G sodium 10.000 Units/ml,

Streptomycin sulphate 10.000 ug/ml,

Amphotericin B als Fungizone® 25 pg/ml

in 0,85 % NaCl (5,5 ml auf 500 ml))

+ L-Glutamine (100x) 200 mM; GibcoBRL, Cat No.: 25030-024
+ FCS (Foetal Bovine Serum) 50 ml; (10 % FSC Medium)
GibcoBRL, Cat No.: 10108-165

hergestellt mit Milli-Q-UF;

Millipore Eschborn, Deutschland

Trypsin-EDTA-Solution

0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA pro Liter in PBS (1x)

Lot-No.: H04121-254

PAA Laboratories GmbH,Linz, Osterreich

Collagenl Typ R, aus Rattenschwanz

6 mg/ml in 0,2 % Essigsdure-Losung, pH 3,2-4,0

Cell Concepts GmbH, Umkirch, Deutschland

Order No.: Z-17C03-A

verdiinnt auf 0,2 mg/ml mit 0,1 N Essigsdure

Fluka, Chemie AG; Neu Ulm, Deutschland

EEC No.: 2005807

3[4,5- Dimethylthiazol-2 y1]-2,5 diphenyl-tetrazoliumbromide
Sigma, Deisenhofen, Deutschland; M2128, Lot.: 66H5033

5 mg MTT pro ml in PBS (Phosphatgepufferte Saline, pH 7,4)
PBS Dulbecco’s, GibcoBRL

20 g SDS ( Sodiumdodecylsulphate, Natriumdodecylsulfat); Sigma,
Deisenhofen, Deutschland

gelost in 50 ml H,O und 50 ml DMF (N,N-Dimethylformamid);
Merck, Darmstadt, Deutschland

Tab. 1: Losungen und Reagenzien
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2.1.2

2.1.3

Pipettier- und Zellkulturmaterial

Material Firma
Zellkulturflaschen, steril, 25 cm’ TPP
Zentrifugenréhrchen, steril, 14 ml TPP
sterile Pipetten, 1 ml Castor, Steripette
sterile Pipetten, 5 ml Falcon
sterile Pipetten, 10 ml Falcon
sterile Pipetten, 20 ml Falcon
sterile Pipetten, 50 ml Falcon
Standartips, 100 ul Eppendorf
Standartips, 1000 pl Eppendorf
Kombitips, 0,5 ml Eppendorf
Kombitips, 1 ml Eppendorf
Kombitips, 5 ml Eppendorf

Kulturplatten, 96 Well

Zytostatika-Handschuhe
Einmalhandschuhe

Microtest™ 96,

Tissue Culture Plate Falcon,
Becton Dickinson Labware
Order No. 353072

Nitrile 242 mm,

Satin Plus AQL 1,5;
SafeSkin GmbH, Neufahrn

Tab. 2: Pipettier- und Zellkulturmaterial

Geriite

Gerét Firma

Varipette, 10-100 pl Eppendorf

Varipette, 100-1000 pl Eppendorf

Multipette Plus Eppendorf

Akkupipette pipetus-akku; Hirschmann Laborgeréte
sterile Werkbank W.H. Mahl, Kaarst, Deutschland

CO,-Begasungsbrutschrank
(Temp. 37 C, 5 % CO,)
Schiittler

Mikroskop

Zellzahler

Assay Reader

Vakuumpumpe

Heraeus, Diisseldorf, Deutschland

IKA-VIBRAX-VXR, electronic
Typ VX2;

Janke & Kunkel

ICM 405;

Zeiss

Coulter Counter ZM;

Counter Electronics Ldt.
Dynatech MR 7000

mit Dynatech REVELATION Software
Version G 3.04

Vakuumpumpe

Tab. 3: Gerite
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2.1.4

2.1.5

Testsubstanzen

Testsubstanz Firma

Etoposid Reinsubstanz, Sigma Aldrich

Vincristin Onco Hexal ™

Gemcitabin Gemzar'™, Lilly Pharma Deutschland GmbH
Cytarabin Alexan™, Mack; Illert

STI 571 Reinsubstanz, Novartis

Tab. 4: Testsubstanzen

Zelllinien

Dr. rer. nat. F. van Valen, Labor fiir experimentelle Orthopéddie Miinster, hat die Kulturen

VH-64, STAT-ET-1 und STAT-ET-2.1 freundlicherweise zur Verfiigung gestellt [130].

Die Kultur CADO-ES-1 stammt aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland.

Durch durchflusszytometrische Bestimmung der Pgp-Expression und Nachweis der Pgp-

mRNA-Expression erfolgte eine Quantifizierung der MDR der einzelnen Zelllinien.

In der Tab. 5 werden die Charakteristika der einzelnen Zelllinien zusammengefasst.

Zelllinie CADO ES-1 VH-64 STA-ET-1 STA-ET-2.1
Klassifikation typische ES typisches ES PNET PNET
Primértumor unbekannt Metatarsus Humerus Fibula
Isolation aus Lungenmetastase | Lungenmetastase | Primdrtumor | Primértumor
Generationszeit | 35h 25,2h 40,7h 60h
Pgp-Expresssion | 60% 2% 2% 20%
Zytogenetik t21;22 t(11;22) t(11;22) del(22)(q12)
(924;q12) (924;q12)
Molekulargenetik | EWS Ex7 / EWS Ex7/ EWS Ex 7/ EWS Ex 9/
ERG Ex 6 FLI-1 Ex 6 FLI-1 Ex 6 FLI-1 Ex 4

Tab. 5: Charakteristika der vier untersuchten Zelllinien
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2.2

2.2.1

2.2.1.1

2.2.1.2

2.2.1.3

2.2.14

Methode

Es wurde unter sterilen Bedingungen  gearbeitet nach der  SOP
(Standardarbeitsanweisung) fiir In-vitro-Zytotoxizitit-Screening. (Version 1-2001, giiltig

vom 01.01.2001 bis zum 31.12.2001)
Versuchsreagenzien

Herstellung von 0,1 N Essigsidure (500 ml)

In einem 500 ml Messkolben wurden ca. 400 ml demineralisiertes Wasser vorgelegt und
mit 2,95 ml konzentriertem Eisessig versetzt. Mit demineralisiertem Wasser wurde auf
500 ml aufgefiillt. AnschlieBend wurde die Losung durch einen 0,2 pl Filter sterilfiltriert

bzw. autoklaviert.

Herstellung der Collagen-Essigsaure

45 ml 0,1 N Essigsdure wurden in ein 50 ml Falcon-Tube gefiillt. Darauf wurden 1,5 ml
Rattenschwanz Kollagen (46 mg/ ml) gegeben und beide Substanzen miteinander

vermischt.

Herstellung der MTT-Losung

250 mg MTT wurden in ein 50 ml Falcongefdl gegeben und mit 50 ml PBS-Puffer pH
7,4 gelost.

Herstellung des Lyse-Reagenzes

100 g Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulphate (=SDS)) wurden in einen 11-
Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Dann wurden getrennt je 250 ml demineralisiertes Wasser
und Dimethylformamid zugegeben. Bis zur vollstindigen Losung des SDS wurde der
Ansatz auf dem Magnetriihrer geriihrt. Zuletzt wurde die Losung iiber einen Papierfilter

in eine Braunglasflasche filtriert.
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2.2.2

2.2.2.1

2.2.2.2

2.2.23

Zellkultur

Beschichtung der Zellkulturplatten

In jede Vertiefung (Well) der 96-Loch-Zellkulturplatte wurden zundchst 50 pl Collagen-
Essigsdure pipettiert. Die Platten wurden dann iiber Nacht, unter laufender Werkbank,

getrocknet und anschlieBend mit den dazugehorigen Deckeln steril abgedeckt.

Auftauen/ Einfrieren

e  Auftauen der Zellen

In einem 37 °C warmen Wasserbad wurden die Kryotubes mit den eingefrorenen Zellen
rasch aufgetaut. AnschlieBend wurde der Inhalt in 5 ml Medium pipettiert und bei 1200
rpm fiir 5 min. bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellsuspen-
sion wurde in 8 ml Nidhrmedium aufgenommen und in 25 cm?® Zellkulturflaschen
iiberfiihrt.

e Kryokonservierung der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen zunichst in einem Gemisch aus 10 % DMSO, 10 %
FCS und 80 % RPMI Medium iiberfiihrt. Darauf wurden die Zellen in einem Zeitraum
von 16 - 24 h langsam von Raumtemperatur auf -80 °C heruntergekiihlt. Erst dann

wurden sie in fliissigem Stickstoff auf eine Temperatur von -198 °C gebracht.

Anzucht

Die Zellkulturstimme wurden in 25 cm?® Zellkulturflaschen bei 37 © C in 5 %-iger CO,-
Atmosphire im CO,-Begasungsbrutschrank geziichtet. Die Zellen wuchsen adhérent auf
dem mit Collagen beschichteten Boden der Zellkulturflasche. Als Nahrmedium wurde
RPMI 1640-Medium versetzt mit den Antibiotika Penicillin und Streptomycin, dem
Antimycoticum Amphothericin, L-Glutamin und fetalem Kélberserum eingesetzt (vgl.
Tab. 1). Dem Wachstumsverhalten der einzelnen Zelllinien entsprechend, wurden die

Stocke regelmiBig geteilt (vgl. Tab. 6).
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2.2.24

Wachstumskurven

Es ist wichtig, dass sich die Zellen wéhrend des Beobachtungszeitraumes in der
exponentiellen Wachstumsphase befinden. Bei Inkubationsbeginn sollten ausreichend
stoffwechselaktive Zellen im Ansatz sein, damit eine Reduktion der stoffwechselaktiven
Zellen durch die Behandlung sicher erfasst werden kann. Andererseits sollten nicht zu
viele Zellen ausgesiedelt werden, um wéhrend der Versuche ein exponentielles
Wachstum der Zellen zu gewéhrleisten.

Um die fiir die Versuche optimalen Bedingungen zu ermitteln, wurden vor den Versuchen
fiir jede Zelllinie Wachstumskurven unter verschiedenen Bedingungen erstellt.

Insgesamt wurden drei Versuchsbedingungen (A, B, C) gepriift.

Zunéchst wurden fiir alle drei Versuchsbedingungen 96-Wellplatten zu einer Hilfte mit
2500 und zur andere Hélfte mit 5000 Zellen pro Well einer Zelllinie in 100 pl
Zellkulturmedium resuspendiert belegt.

In der Versuchsreihe A wurde kein weiteres Medium hinzugegeben. In dem
Versuchsautbau B wurden zusétzlich 100 pl Medium in jede Vertiefung der Platten
pipettiert. Bei der Testreihe C wurde das alte Medium am jeweiligen Messtag vor dem
MTT-Test abgesaugt und durch 100 pl frisches Medium ersetzt.

Nach 24 h, 48 h, 72 h ,96 h ,120 h und 144 h wurde ein MTT-Test durchgefiihrt.

Die Zellen zeigten unter den Bedingungen der Versuchsreihen A und B sowohl mit
100 pl als auch mit 200 pl Medium ein optimales Wachstumsverhalten. Das Absaugen
des Zellkulturmediums bei der Versuchsreihe C erhohte den Variationskoeffizienten auf
teilweise iiber 25 %, da beim Absaugen offenbar in unterschiedlichem Ausmal} Zellen mit
abgesaugt wurden. Fir die Durchfiihrung der Experimente wurde das Verfahren nach der
Testreihe B zu Grunde gelegt.

Aus den Wachstumskurven der Versuchsbedingung B wurde die optimale Zellkonzen-
tration / Well bestimmt. Die Werte wurden in der Tab. 6 wiedergegeben.

Da die Zellen nicht unmittelbar nach ihrer Adhdsion in eine exponentielle
Proliferationsphase eintreten, wurden die Testsubstanzen in den In-vitro-Toxizitéts-

versuchen erst nach 72h zugesetzt.

Zelllinie Teilungsschema optimale Zellkonzentration
(Zellen/Well)

CADO-ES-1 1: 5 bzw. 1: 7; 2x/ Woche ca. 3000

VH-64 1:25 alle 4d oder 1:15 alle 3d ca. 3000

STAT-ET-1 1:10; 2x/ Woche ca. 6000

STAT-ET-2.1 1:7 bzw. 1.10; 2x/Woche ca. 9000

Tab. 6: Teilungsschema und Optimale Zellkonzentrationen pro Well der untersuchten Zelllinien
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2.2.25

2.2.2.6

2.2.2.7

Passagieren mit Trypsinlosung / Erstellen der Zellsuspension

Nach Absaugen des alten Mediums wurde ca. 1 ml Trypsinlésung pro 25 cm? (bei
CADO-ES-1 ca.1,5 ml Trypsinldsung pro 25 cm?) auf die Zellen gegeben. Die Zellkultur-
flasche wurde kurz geschwenkt, so dass sich die Trypsinlosung gleichmiBig verteilen
konnte. Danach wurde die Losung abgenommen und die Flasche fiir ca. 5 min. in den
Inkubator gestellt. Es kam zur Ablosung der Zellen. Dies wurde unter dem Mikroskop
kontrolliert. Durch Schiitteln der Kulturflasche wurde die Ablésung der Zellen vom
Collagen-beschichteten Flaschenboden vervollstéindigt. Die Zellen wurden nun mit 5 ml
Medium vom Flaschenboden gespiilt, gleichzeitig wurde die Trypsinldsung durch das
Medium neutralisiert. Anschliefend wurden die Zellen entweder passagiert oder geteilt

oder fiir die Versuche auf 96 Loch-Platten ausgesiedelt.

Passagieren der Stammkulturen

Entsprechend dem Schema, dargestellt in Tab. 6, wurde nach dem Passagieren mit
Trypsinlosung der entsprechende Anteil der Zellsuspension (z.B. 1/5 der Zellsuspension
von CADO-ES-1 in eine neue Zellkulturflasche gegeben und mit frischem Medium auf
das gewlinschte Gesamtvolumen von 8 ml aufgefiillt Das optimale Teilungsschema war
aus Vorversuchen bekannt. Die passagierten Zellen wurden wieder in den Inkubator

gestellt.

Aussiedeln der Zellen

Nach Passagieren mit Trypsinldosung wurde mit Hilfe des Coulter Counters die Zellzahl
pro ml Zellsuspension bestimmt. Anschliefend wurde das Volumen an Zellsuspension
berechnet, welches die fiir die Versuche benétigte Zellzahl enthielt. Das errechnete
Volumen Zellsuspension wurde in ein steriles Gefd3 gegeben und mit Medium auf das fiir
den Versuch benotigte Gesamtvolumen aufgefiillt und gut resuspendiert.

AnschlieBend wurden 100 pl Zellsuspension in die mit Collagen beschichtete 96-Well-
Zellkulturplatte pipettiert. Die Tab. 6 gibt die optimale Zellzahl pro Well wieder.
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2.2.3

Verdiinnungsreihen

Etoposid und STI 571 lagen als Reinsubstanzen vor. STI 571 und Etoposid wurden in
DMSO gelost, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die Konzentration der STI 571
Stammlosung betrug 10 mM. Etoposid wurde zu einer Konzentration von 10 mg/ml
gelost. Vincristin, Gemcitabin und Cytarabin wurden entsprechend der Anweisungen der
Hersteller in demineralisiertem Wasser gelost, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Fiir jede
Versuchsreihe wurde ein neues Aliquot aufgetaut.

Die Verdiinnungsreihen wurden aus der jeweiligen Stammldsung durch Zugabe von
Zellkulturmedium hergestellt.

Zuerst wurden die Stammldsungen mit Medium auf die fiir den Versuch bendtigte
Hochstkonzentration verdiinnt. Die weiteren benétigten Konzentrationen wurden dann
aus den Stammldsungsverdiinnungen durch weitere Verdiinnung mit Medium erstellt. Die
Verdiinnungsreihen wurden fiir jeden Versuch neu zubereitet und eingefroren. Zu
Versuchsbeginn wurden die Priifsubstanzen langsam auf Raumtemperatur erwérmt.

Da in den Vertiefungen durch das Aussiedeln schon 100 pl Zellsuspension vorgelegt
waren und fir die Expositionen mit einer Priifsubstanz ein Volumen von 100 pl
hinzugegeben wurde, wurden die Verdiinnungsreihen doppelt konzentriert angesetzt. Fir
die Koinkubationen mit 2 Priifsubstanzen, die jeweils in einem Volumen von 50 pl
zugesetzt wurden, wurden die Verdiinnungsreihen 4-fach konzentriert angesetzt. Durch
Vermischen mit dem Medium der Zellsuspension erhielt man dann die gewiinschte
Versuchskonzentration.

In der ersten Versuchsserie wurden die Wirkungen von zehn verschiedenen
Konzentrationen fiinf unterschiedlicher Monozytostatikaverdiinnungen mit jeweils zwei
Kontrollen verglichen. Die eine Kontrolle enthielt ausschlieBlich Zellkulturmedium, die
andere Zellkulturmedium und Losungsmittel, in dem die Priifsubstanz gelost wurde. Die
Konzentration des Losungsmittels entsprach der hochsten Losungsmittelkonzentration der
jeweiligen Testsubstanz. Da Gemcitabin und Cytarabin bei den anfangs gewdéhlten
Konzentrationen starke antiproliferative Effekte zeigten, wurde der Versuch in
niedrigerer Dosierung mit fiinf verschiedenen Konzentrationen wiederholt. Diese
Testreihe diente gleichzeitig dem Nachweis der Reproduzierbarkeit. Vier der zehn
Konzentrationen der Testsubstanz STI 571 wurden ebenfalls ein zweites Mal untersucht.

Die zweite Versuchreihe diente dem Vergleich vier unterschiedlicher Monozytostatika-
verdiinnungen ohne, und in Kombination mit STI 571. Hierzu wurden die untersuchten
Zelllinien mit fiinf verschiedenen Konzentrationen einer Monozytostatikaverdiinnung in
Kombination mit STI 571 in zwei unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert.

STI 571 wurde in den Konzentrationen 0,1 uM bzw. 1,0 uM eingesetzt. Beide Dosierun-

gen hatten in der ersten Versuchsserie keine antiproliferativen Effekte gezeigt.
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In den Kontrollen der zweiten Versuchsreihe befanden sich Zellkulturmedium und die

jeweils eingesetzte STI 571 Konzentration. Die Zelllinien CADO-ES-1 und VH-64

erwiesen sich schon bei niedriger Dosierung der Testsubstanz Cytarabin sensibel, so dass

bei STA-ET-1 und STA-ET-2.1 ein niedrigeres Konzentrationsspektrum getestet wurde.

In der Tab. 7 sind die Charakteristika der Stammldsungen dargestellt.

Die Tab. 8 und die Tab. 9 geben die Konzentrationsspektren der Versuchsreihen wieder.

Testsubstanz | Molgewicht Losungsmittel Konzentration

[g/mol] der Stammlésung
Etoposid 588.,6 demineralisiertes H,O | 10 mg/ml
Vincristin 923 DMSO 1,0 mg/ml
Gemcitabin 263,2 demineralisiertes H,O |40 mg/ml
Cytarabin 2432 demineralisiertes H,O |20 mg/ml
STI 571 589,72 DMSO 10 mM
Tab. 7: Charakteristika der Stammldsungen
Testsubstanz untersuchte Konzentrationen [uM]
Etoposid 0,100 0,250 0,500 1,00 2,50 5,00 10,0 25,0 50,0 100
Vincristin 0,050 0,125 0,250 0,500 1,25 2,50 5,00 12,5 25,0 50,0
Gemcitabin 1,00 2,50 5,00 10,0 250 50,0 100 250 500 1000
Gemcitabin 0,050 0,100 0,250 0,500 1,00
Wiederholung
Cytarabin 1,15 2,88 575 11,5 288 57,5 115 288 575 1150
Cytarabin 0,058 0,115 0,288 0,575 1,15
Wiederholung
STI 571 0,100 0,250 0,500 1,00 2,50 5,00 10,0 25,0 50,0 100
STI 571 0,100 1,00 10,0 100
Wiederholung
Tab. 8: Ubersicht iiber die untersuchten Konzentrationen der Testsubstanzen der
Monoinkubationsversuche
Testsubstanz untersuchte Konzentrationen [uM]
Etoposid 0,100 1,00 10,0 100 250
Vincristin 0,050 0,500 5,00 50,0 100
Gemcitabin 0,010 0,100 1,00 10,0 100
Cytarabin 0,115 1,15 11,5 115 1150
(CADO-ES-1,
VH-64)
Cytarabin 0,0115 0,115 1,15 11,5,0 115
(STA-ET-1
STA-ET-2.1)

Tab. 9: Ubersicht iiber die untersuchten Konzentrationen der Testsubstanzen der

Koinkubationsversuche mit STI 571in 0,1 pM und 1,0 pM Konzentration
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2.2.4

2.24.1

2.2.4.2

MTT- Test

Prinzip

Mit Hilfe des MTT- Tests wird die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen lebender
Zellen gemessen.

Zunédchst dringt das gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazolium-
Bromid (MTT) in die Zelle ein und gelangt in die Mitochondrien. Dort wird sein
Tetrazoliumring aktiv mittels mitochondrialer Dehydrogenasen geoffnet, so dass das
dunkelblaue, alkoholldsliche Formazan entsteht. AnschlieBend wird das Detergens SDS
(Natriumdodeylsulfat) hinzugegeben. Dies dient der Zelllyse und der Auflésung des
Formazans. Die Intensitdt der alkoholischen Formazanlésung kann nun photometrisch
bestimmt werden. Sie ist direkt proportional zu der Anzahl der lebenden Zellen in dem

untersuchten Material.

Durchfiihrung

An den jeweiligen Messzeitpunkten wurde in jede Vertiefung der Platte 20 pl MTT-
Losung zusitzlich zu der schon vorhandenen Fliissigkeit von 200 pl, pipettiert. Zu den
Ansitzen mit 100 pl vorgelegtem Volumen wurden nur 10 ul MTT- Losung pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 4 h, bei 37 © im Inkubator, wurde der Uberstand mittels
Unterdruck mit einer sterilen Pasteurpipette aus den einzelnen Wells abgesaugt. Danach
wurde in jedes Well 100 ul Lysereagenz pipettiert und die Platten zur Auflésung der
Zellmembranen und der Formazankristalle auf dem Riittler geschiittelt. Nach
vollstdndiger Losung der Formazankristalle wurde die Extinktion der Farbstofflosung auf

den Platten photometrisch bestimmt.
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2.2.5

Versuchsablauf

Es wurden zwei verschiedene Versuchsserien durchgefiihrt. In der ersten wurden fiinf
unterschiedliche Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen mit einer Kontrolle
verglichen. Die zweite Versuchsserie diente dem Vergleich vier unterschiedlicher Mono-
zytostatikaverdiinnungsreihen ohne und in Kombination mit STI 571.

Zunéchst wurde die fiir den Versuch benétigte Zellzahl in 100 pl Zellsuspension auf 96-
Loch-Zellkulturplatten ausgesiedelt. Eine Inkubationszeit von 72 h im Brutschrank
ermdglichte die Adhésion der Zellen und den Ubergang der Zellen in eine exponentielle
Wachstumsphase. So wurde auch sichergestellt, dass sich die Zellen im exponentiellen
Wachstum befanden. Nach 72 h erfolgte das Belegen der Platten.

In der ersten Versuchsreihe wurden die Platten mit je 100 ul Zytostatikaverdiinnung pro
Vertiefung belegt. Jeder Versuch wurde im vierfachen Ansatz durchgefiihrt.

In der zweiten Versuchsreihe wurde eine Kombination von zwei Substanzen auf die
Platten gegeben. Die Platten wurden zunichst mit 50 pl pro Vertiefung einer fixen
STI 571-Konzentration belegt. Zusitzlich wurden weitere 50 pl pro Vertiefung einer
weiteren Testsubstanz in fiinf verschiedenen Konzentrationen auf die Platten gegeben.
AnschlieBBend wurde am gleichen Tag (0 h), nach 24 h, 48 h, 72 h und nach 96 h ein
MTT- Test durchgefiihrt. So wurde der Anteil stoffwechselaktiver Zellen ermittelt.
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2.2.6

2.2.6.1

2.2.6.2

Datenverarbeitung

Allgemeine Statistik

Bei jedem Versuch wurden fiir jede Konzentration, zu jedem Messzeitpunkt vier
Messwerte (n = 4) erhoben. Der Mittelwert, die Standardabweichung und der

Variationskoeffizient wurden aus den vier Messwerten berechnet.

GIso-Wel't

Bei dem Glsp-Wert handelt es sich um die Konzentration, bei der eine 50 %-ige
Wachstumshemmung im Vergleich zur Kontrolle am jeweiligen Messzeitpunkt zu
verzeichnen war.
Die Werte konnen zum Einen direkt aus den Graphen abgelesen, zum Anderen mit
folgenden Formeln berechnet werden:
Die Gleichung einer Geraden im logarithmischen Diagramm lautet
y=m-log(x)+5b.
Die Steigung m errechnet sich mit zwei Punkten (x,/y;) und (x,/y,) zu
m= NV :
log(x,) —log(x,)
Der Gls-Wert entspricht dem x-Wert, wenn y den Wert 50 annimmt (y5,=50). Aus der

umgestellten Geradengleichung ergibt sich

log(x, )J/l —Vs0

GI,, =10 "

oder nur als Funktion der abgelesenen Punkte (x1/y) und (x2/y,):

log(x, )_J/1 —Vs0 I

Gl,=10

log(x;)—log(x;)]

Da die Graphen in einem logarithmischen Diagramm aufgetragen sind, wurden die Gls,-
Werte auch mit einer logarithmischen Formel berechnet.

Bei den Kombinationsversuchen wurden weniger Konzentrationen getestet. Um
Kombinations- und Einzelversuche besser vergleichen zu kénnen, wurden die Glsp-Werte
der Einzelversuche ein zweites Mal mit den entsprechenden Konzentrationen der
Kombinationsversuche berechnet (vgl. auch Kapitel 2.2.7: Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse und Tab. 10: Vergleich der mit verschiedener Anzahl Testkonzentrationen
berechneten Glso-Werte nach 72 h Inkubation mit STI 571 fur alle vier untersuchten
Zelllinien).



Kapitel 2: Material und Methoden 38

2.2.6.3

2.2.6.4

LCsy-Wert

Bei dem LCsp-Wert handelt es sich um die Konzentration, bei der eine 50 %-ige
Wachstumshemmung im Vergleich zur Kontrolle nach 0 h zu verzeichnen war.
LCsp-Werte wurden ebenso wie die Glsp-Werte mit der Formel fiir den logarithmischen

Mittelwert berechnet.

Dosis-Wirkungskurven

Die Dosis-Wirkungskurven wurden in halblogarithmischen Graphen dargestellt. Auf der
Abszisse sind die Konzentrationen der Testsubstanzen in uM abzulesen. Die Ordinate
gibt das relative Wachstum im Vergleich zur Kontrolle in Prozent wieder. Das Wachstum
der Kontrolle entspricht 100 %.

Zu jeder Zelllinie werden als Messpunkte jeweils die Mittelwerte der vierfachen Ansétze
angegeben. Die senkrechten Markierungen an den Messpunkten geben die Standard-

abweichung wieder.
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2.2.7

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Einzelne Versuche wurden innerhalb von Monaten wiederholt. Insgesamt zeigte sich eine
gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Die Abb. 11 und Abb. 12 zeigen exemplarisch die Dosis-Wirkungskurven des Versuchs
72 h-Inkubation mit STI 571 und der Wiederholung dieses Versuchs fiir alle vier
untersuchten Zelllinien. Der Versuch wurde unter gleichen Versuchsbedingungen, jedoch
mit weniger Testkonzentrationen wiederholt. Die Abbildungen geben daher nicht alle 10
getesteten Konzentrationen der ersten Versuchsreihe wieder.

Gleichzeitig zeigen die Abb. 11 und Abb. 12, dass STI 571 in den Konzentrationen

0,1 pM und 1,0 uM reproduzierbar keine Wachstumshemmung verursacht.

In der Tab. 10 sind die berechneten Gls-Werte fiir beide Versuche abzulesen. Fiir den
ersten Versuch wurden die Glso-Werte mit allen getesteten Konzentrationen und mit den
Testkonzentrationen des Wiederholungsversuchs berechnet. Es wird deutlich, dass bei
dem Vergleich von zwei Testreihen mit unterschiedlicher Anzahl an Testkonzentrationen
die Glsp-Werte nur mit den zu vergleichenden Testkonzentrationen berechnet werden
sollten, da es anderenfalls zu Fehlinterpretationen der Ergebnisse kdme.

Bei weniger Testkonzentrationen sind die berechneten Glso-Werte ungenauer. Dies sollte
ebenfalls bei der Bewertung der Ergebnisse bedacht werden. Dies verdeutlicht auch die
Abb. 13. Sie zeigt die Dosis-Wirkungskurve fiir CADO-ES-1 nach 72h Inkubation mit
STI 571 einmal mit der Angabe von 10 und einmal mit der Angabe von nur 5

Testkonzentrationen.
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Abb. 11: Wiederholungsversuche zum Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit der Ewing-

Zelllinien STA-ET-1 und STA-ET-2.1 nach 72 h Inkubation mit STI 571
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Abb. 12: Wiederholungsversuche zum Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit der Ewing-

Zelllinien CADO-ES-1 und VH-64 nach 72 h Inkubation mit STI 571
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72h Inkubation Versuchreihe Wiederholungsversuch
mit 10 Testkonzentrationen |mit 5 Testkonzentrationen
Testsubstanz [Zelllinie Gls5 [uM] Glso [uM]  |Gls50 [uM]
10 Testkonz. |5 Testkonz. |5 Testkonzentrationen
STI 571 CADO-ES-1 |54,0 35,7 26,0
VH-64 15,1 26,0 24,6
STA-ET-1 18,1 17,8 19,9
STA-ET-2.1 |29,0 24,0 24,1

Tab. 10: Vergleich der mit verschiedener Anzahl Testkonzentrationen berechneten Gls,-Werte

nach 72 h Inkubation mit STI 571 fiir alle vier untersuchten Zelllinien
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Abb. 13: Dosis-Wirkungskurve fiir CADO-ES-1 nach 72h Inkubation mit STI 571 mit der Angabe

von 10 bzw. nur 5 Testkonzentrationen
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3.1

Ergebnisse

In-vitro—Toxizititsscreening

Im folgenden Teil sind in den Abbildungen Abb. 14 bis Abb. 18 exemplarisch die
Ergebnisse nach 72-stiindiger Exposition mit jeweils einer Testsubstanz fiir jede der vier
untersuchten Zelllinien graphisch dargestellt. Es wurde dieser Messzeitpunkt gewéhlt, da
zum Einen bei einigen Substanzen die Effekte erst nach 72 h besonders deutlich zu sehen
waren und zum Anderen sich die Zelllinien nach 96 h zum Teil nicht mehr in der
Wachstumsphase befanden. Die Graphen der Testsubstanzen Gemcitabin und Cytarabin
fassen die Versuche mit niedrigen und hohen Konzentrationen der Testsubstanz
zusammen. Fiir die graphische und rechnerische Auswertung wurden jeweils die 1 uM

bzw. 1,15 uM-Werte der niedrigkonzentrierten Testreihe gewahlt.

Die rechnerisch ermittelten Glso- und LCsp-Konzentrationen der Testsubstanzen fir die
jeweiligen Messzeitpunkte wurden in den Tabellen Tab. 11 bis Tab. 20 zusammengefasst.
AnschlieBend wurden die ermittelten FErgebnisse mittels Ranglisten miteinander

verglichen. Diese werden in den Tabellen Tab. 21 bis Tab. 30 wiedergegeben.
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3.1.1

Inkubation mit Etoposid

120 ‘ ‘ ‘

=2 100

£ ]

=

o -
E S 80
Zs
=
g_: 60 | |||||| —O— STA-ET-1
z 2 —— STA-ET-2.1
N _ 5 —1— CADO-ES-1
=5 40 \} —O— VH-64

> H — GI50

E 20

0 (| |
0,1 1 10 100

Konzentrationen [pM]

Abb. 14: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 72 h Inkubation

mit Etoposid

Die Abb. 14 zeigt die Dosis-Wirkungskurven von vier Ewing-Zelllinien nach 72 h
Inkubation mit Etoposid.

Mit zunehmender Etoposidkonzentration konnte nach 72 h eine kontinuierliche Reduk-
tion des Anteils vitaler Zellen im Inkubationsansatz beobachtet werden. Die vier Zell-
linien reagierten unterschiedlich auf die Inkubation mit Etoposid.

Mit der Hochstkonzentration von 100 uM Etoposid wurde nach 72 h bei CADO-ES-1
und STA-ET-2.1 ein Restwachstum von ca. 35 — 45 % ermittelt, wahrend unter dieser
Konzentration bei VH-64 und STA-ET-1 nur noch 10 % vitale Zellen vorlagen.

Fiir eine 50 %-ige Wachstumshemmung waren Konzentrationen von 0,535 - 18,7 uM
Etoposid notig. Der mit Abstand niedrigste Gls;-Wert konnte bei STA-ET-1 mit
0,535 uM verzeichnet werden. Die Gls-Werte fiir CADO-ES-1 und VH-64 lagen bei
9,55 uM und 7,98 uM. Sie waren ca. um den Faktor 15 hoher als der Gls-Wert fiir STA-
ET-1. Fiir STA-ET-2.1 wurde rechnerisch ein Gls,-Wert von 18,7 uM ermittelt.
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In der Tab. 11 werden erginzend die Glso-Werte fiir alle Messzeitpunkte nach Inkubation

mit Etoposid fiir die getesteten Zelllinien aufgefiihrt.

Die Tab. 12 zeigt die LCso-Werte der vier untersuchten Zelllinien nach Inkubation mit

Etoposid zu allen Messzeitpunkten.

Insgesamt erwiesen sich STA-ET-2.1 und CADO-ES-1 resistenter gegeniiber Etoposid,
wihrend VH-64 und STA-ET-1 sensibler reagierten.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie Glso [uM]  |Glso [uM]  |GIso [uM]  |Glso [uM]
Etoposid CADO-ES-1  |» 21,4 9,55 5,55
VH-64 > 34,3 7,98 0,442
STA-ET-1 | 4 1,30 0,535 0,244
STA-ET-2.1 [P 67,8 18,7 1,38
Tab. 11: GIs-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Etoposid
Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie LCso [uM] |LCso [uM] [LCso [uM] |LCso [uM]
Etoposid CADO-ES-1 | > > 65,6
VH-64 > > 52,2 19,4
STA-ET-1 > 82,7 68,3 58,7
STA-ET-2.1 |» > > >

Tab. 12: LCso-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Etoposid

| 2 durchschnittliches Wachstum tiber 50%
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3.1.2

Inkubation mit Vincristin
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Abb. 15: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 72 h Inkubation

mit Vincristin

In der Abb. 15 werden die Dosis-Wirkungskurven der vier untersuchten Ewing-Zelllinien
nach 72 h Inkubation mit Vincristin dargestellt.

Wihrend sich STA-ET-1 und VH-64 bei allen aufgefiihrten Konzentrationen durch eine
Reduktion des Wachstums auf durchschnittlich 15 % bzw. 20 % auszeichneten, zeigten
STA-ET-2.1 und CADO-ES-1 ein anderes Wachstumsverhalten.

Im Konzentrationsbereich von 0,125 - 2,5 uM wurde bei STA-ET-2.1 ein Wachstum von
durchschnittlich 55 % erreicht. Eine Dosis von 5 pM bewirkte eine maximale
Wachstumseinschrankung auf 40 %. Die Steigerung der Konzentration auf bis zu 50 uM
fiihrte zu keiner starkeren Wachstumshemmung.

Das Zellwachstum von CADO-ES-1 wurde im Konzentrationsbereich von 0,125 — 5 uM
auf durchschnittlich 80 % reduziert. Mit Erh6hung der Konzentration auf 50 uM wurde

eine maximale Hemmung des Wachstums auf 45 % beobachtet.
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Bei den Zelllinien STA-ET-1 und VH-64 wurde nach 72h der Gls;-Wert von allen
getesteten Konzentrationen unterschritten. Das Wachstum der Zelllinie STA-ET-2.1
wurde bei einer rechnerisch ermittelten Konzentration von 3,17 uM Vincristin zu 50 %
gehemmt. CADO-ES-1 benotigte rechnerisch eine Dosis von 20,4 uM zum Erreichen der
Glsy. Die Konzentration lag somit um den Faktor 6 iiber der Vincristin-Konzentration, die
bei STA-ET-2.1 das Wachstum zu 50 % hemmte.

Die Tab. 13 fiihrt ergdnzend die Glso-Werte fiir alle Messzeitpunkte nach Inkubation mit
Vincristin fiir die getesteten Zelllinien auf.

In der Tab. 14 werden die LCsp-Werte der vier untersuchten Zelllinien nach Inkubation
mit Vincristin fiir alle Messzeitpunkte abgebildet.

Insgesamt zeigten sich auch hier die Zelllinien STA-ET-1 und VH-64 deutlich sensibler
gegeniiber Vincristin als CADO-ES-1 und STA-ET-2.1. Bei CADO-ES-1 wurde nach
72 h ein Glsp-Wert erreicht, wihrend nach 96 h das durchschnittliche Wachstum iiber

50 % lag und keine Gls, ermittelt werden konnte.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie Glso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]
Vincristin CADO-ES-1  |» > 20,4 >

VH-64 > > < <

STA-ET-1 > < < <

STA-ET-2.1 |» > 3,17 0,284

Tab. 13: Gl5,-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Vincristin

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie LCso [uM] |LCso [uM] [LCso [uM] |LCso [uM]
Vincristin CADO-ES-1 | > > >

VH-64 > > > <

STA-ET-1 > > H 0500 |«

STA-ET-2.1  |» > > B 125

Tab. 14: LCsp-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Vincristin

| 2 durchschnittliches Wachstum tiber 50%
| durchschnittliches Wachstum unter 50%

| Wachstum um +/- 50% bei dieser und allen héheren getesteten Konzentrationen
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3.1.3 Inkubation mit Gemcitabin
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Abb. 16: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 72 h Inkubation

mit Gemcitabin

Die Abb. 16 bildet die Dosis-Wirkungskurven nach 72h Inkubation mit Gemcitabin fiir
vier Ewing-Zelllinien ab. Die zwei Versuchsreihen mit Gemcitabin in hoher und niedriger
Konzentration werden zusammengefasst. Zur graphischen und rechnerischen Auswertung
wurden jeweils die 1 pM-Werte der niedrigkonzentrierten Testreihe eingesetzt.

Alle Zelllinien zeigen bei logarithmischer Darstellung eine sigmoidale Reduktion der
vitalen Zellen mit steigender Gemcitabin- Konzentration.

Die niedrigsten eingesetzten Konzentrationen 0,05 uM und 0,1 uM zeigten bei allen
Zelllinien keine Wachstumseinschrankung. Das durchschnittliche Wachstum lag bei
100 %.

Im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 - 1 uM wurde bei allen Zelllinien, bis auf VH-64,
die 50 %-ige Wachstumshemmung erreicht.

Bei einer Konzentration von 1 uM erreichten die Zelllinien STA-ET-2.1 und CADO-ES-
1 ihre jeweilige maximale Wachstumshemmung, die durch eine weitere Steigerung der
Konzentration nicht erhdht werden konnte. Gleiches galt fiir die Zelllinien STA-ET-1 und
VH-64 bei einer Konzentration von 2,5 pM.

Die hochste Hemmung wurde bei STA-ET-1 mit einem Wachstum von durchschnittlich

10 % erreicht.
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CADO-ES-1 und VH-64 konnten bis auf ein durchschnittlich 20 %-iges Wachstum
reduziert werden. STA-ET-2.1 zeigte mit durchschnittlich 30 % die geringste maximale
Wachstumshemmung.

Konzentrationen von 0,338 - 1,11 uM Gemcitabin waren fiir eine 50%-ige Wachstums-
reduktion nach 72-stiindiger Exposition nétig.

CADO-ES-1 zeigte sich am sensibelsten. Eine Konzentration von 0,338 uM bewirkte
eine 50 %-ige Wachstumseinschriankung. Die nidchsthdheren Konzentrationen (0,435 pM
und 0,436 uM) wurden bei STA-ET-1 und STA-ET-2.1 festgestellt. Die Dosis war um ca.
30 % hoher als die von CADO-ES-1 benétigte. Die hochste Konzentration zum Erreichen
des Glsp-Wertes verlangte VH-64. Mit 1,11 uM war dieser Gls;-Wert um ca. ein 2,6-
faches hoher als der von STA-ET-1 und STA-ET-2.1. und ca. 3,3-mal so hoch wie der
GIso-Wert von CADO-ES-1.

In der Tab. 15 werden ergidnzend die Glso-Werte fiir alle Messzeitpunkte nach Inkubation
mit Gemcitabin fiir die getesteten Zelllinien aufgefiihrt.

Die Tab. 16 verweist auf die LCso-Werte der vier untersuchten Zelllinien nach Inkubation
mit Gemcitabin fiir alle Messzeitpunkte.

Anders als bei Vincristin und Etoposid zeigten sich bei der Behandlung mit Gemcitabin

VH-64 und STA-ET-2.1 resistenter im Vergleich zu CADO-ES-1 und STA-ET-1.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie Glso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]
Gemcitabin CADO-ES-1  |» 1,76* 0,338 0,291
VH-64 > > 1,11%* 0,902
STA-ET-1 741 1,02%* 0,435 0,313
STA-ET-2.1 946 m 250 0,436 0,393
Tab. 15: Gl5,-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Gemcitabin
Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie LGCso [uM]  |LCso [uM] |LCso [uM] [LCso [uM]
Gemcitabin CADO-ES-1 |» > W 250 |1,12%
VH-64 4 > > 2,48%*
STA-ET-1 > B 503 2,12%* 0,853
STA-ET-2.1 > > > 6,71

Tab. 16 LCs,-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Gemcitabin

*H AV

durchschnittliches Wachstum iiber 50%
durchschnittliches Wachstum unter 50%

Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

Wachstum um +/- 50% bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
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3.1.4

Inkubation mit Cytarabin
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Abb. 17: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 72 h Inkubation

mit Cytarabin

Die Dosis-Wirkungskurven der vier untersuchten Ewing-Zelllinien nach 72 h Inkubation
mit Cytarabin werden in der Abb. 17 gezeigt. Dabei werden die zwei Versuchsreihen mit
Cytarabin in hoher und niedriger Dosierung zusammengefasst. Fiir die graphische und
rechnerische Auswertung wurden jeweils die 1,15 pM-Werte der niedrigkonzentrierten
Testreihe benutzt. Wie bei Gemcitabin fand auch hier eine sigmoidale Reduktion der
Vitalitdt in Abhdngigkeit von der Konzentration statt,

Im Konzentrationsbereich von 0,058 — 1 uM lagen die Werte aller vier Zelllinien dicht
beieinander und deutlich oberhalb der Gls;-Marke. Das durchschnittliche Wachstum lag
bei ca. 100% im Vergleich zur Kontrolle.

Die GIsp-Marke wurde von allen Zelllinien im Konzentrationsabschnitt zwischen 1 —
10 uM unterschritten. Bei einer Konzentration von 11,5 uM konnte bei allen Zelllinien
die jeweilige maximale Wachstumshemmung verzeichnet werden. FEine weitere

Steigerung der Konzentration erhdhte diese nicht.
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Jede Zelllinie zeigte eine andere maximale Wachstumsreduktion. Die hochste Hemmung
wurde bei STA-ET-1 mit einem Restwachstum von durchschnittlich 10% erreicht.
CADO-ES-1 wies durchschnittlich ein 20 %-iges Restwachstum auf. Das Zellwachstum
von VH-64 konnte bis auf durchschnittlich 30 % reduziert werden. STA-ET-2.1 zeigte
mit durchschnittlich 45 % die niedrigste maximale Wachstumshemmung. Die Glso-
Grenze wurde in diesem Fall knapp unterschritten.

Die Glsp-Werte befanden sich nach 72 h Exposition im Konzentrationsbereich von 2,04 —
6,17 puM Cytarabin. CADO-ES-1 und STA-ET-1 bendtigten die niedrigsten
Konzentrationen (2,04 und 2,06 uM), STA-ET-2.1 die hochste (6,17 uM). Mit 3,06 uM
zeigte VH-64 eine Glsp-Dosis im mittleren Bereich. Diese war um ein 1,5-faches hoher
als die von CADO-ES-1 und STA-ET-1 zum Erreichen der Gls, erforderten.

STA-ET-2.1 beanspruchte eine doppelt so hohe Konzentration wie VH-64, ferner eine 3-
mal hohere Konzentration als CADO-ES-1 und STA-ET-1.

In der Tab. 17 werden ergidnzend die Glso-Werte fiir alle Messzeitpunkte nach Inkubation
mit Cytarabin fiir die getesteten Zelllinien dargestellt.

Die Tab. 18 listet die LCso-Werte der vier untersuchten Zelllinien nach Inkubation mit
Cytarabin fir alle Messzeitpunkte auf.

Analog zum Gemcitabin erwiesen sich VH-64 und STA-ET-2.1 insgesamt resistenter im

Vergleich zu CADO-ES-1 und STA-ET-1.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie Glso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]
Cytarabin CADO-ES-1  |» 2,71% 2,04%* 2,07*
VH-64 > > 3,06 2,27*
STA-ET-1 > 2,11* 2,06%* 1,78*
STA-ET-2.1 | 4 > 6,17 4,42
Tab. 17: Gls,-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Cytarabin
Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie LGCso [uM]  |LCso [uM] |LCso [uM] [LCso [uM]
Cytarabin CADO-ES-1 |» > B 568 |3,32
VH-64 4 > > B 297
STA-ET-1 > > 4,74 4,37
STA-ET-2.1 [» > > >

Tab. 18: LCsp-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit Cytarabin

*H AV

durchschnittliches Wachstum iiber 50%

durchschnittliches Wachstum unter 50%

Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

Wachstum um +/- 50% bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
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3.1.5 Inkubation mit STI 571
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Abb. 18: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitdt von vier Ewing-Zelllinien nach 72 h Inkubation

mit STI 571

In der Abb. 18 werden die Dosis-Wirkungskurven der vier untersuchten Ewing-Zelllinien
nach 72 h Inkubation mit STI 571 gezeigt.

Im Konzentrationsbereich von 0,1 - 5 pM konnte bei keiner Zelllinie eine Wachstums-
hemmung beobachtet werden. Das durchschnittliche Wachstum lag bei 100 %.

Ab 10 uM kam es fiir jede Zelllinie zu einem unterschiedlich starken Abfall der Dosis-
Wirkungskurve, so dass bei 25 uM jede der vier Zelllinien ein anderes Wachstums-
verhalten aufwies.

Bei VH-64 iiberlebten bei 25 pM durchschnittlich 10 % der Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Durch weitere Steigerung der Dosis auf 50 - 100 uM wurde die Zellzahl auf
durchschnittlich 3 % reduziert. STA-ET-1 zeigte bei 25 pM ein Wachstum von ca. 40 %
gegeniiber der Kontrolle und lag wie auch VH-64 unter der Gls-Grenze. STA-ET-2.1
und CADO-ES-1 hingegen zeigten ein Restwachstum von 60 % bzw. 80 %.

Bei einer Konzentration von 50 pM konnte bei STA-ET-1 und STA-ET-2.1 ein
Wachstum von ca. 10 % beobachtet werden. Durch Einsatz der Hochstkonzentration von
100 uM wurde dies auf maximal ca. 3 % eingeschrankt. CADO-ES-1 unterschritt bei
einer Konzentration von 50 uM die Glso-Marke nicht und erreichte ein Wachstum von ca.

54 %. 100 uM bewirkten eine maximale Wachstumshemmung auf ca. 15 %.
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Nach 72 h Inkubationszeit waren Konzentrationen von 15,1 - 54,0 uM STI 571 fiir eine
50 %-ige Wachstumshemmung noétig.

Die niedrigste Konzentration erforderte VH-64 mit 15,1 uM, gefolgt von STA-ET-1 mit
18,1 uM. Nach 72 h Inkubation war der Glsp-Wert der Zelllinie STA-ET-2.1 mit 29,0 uM
ca. doppelt so hoch wie der Gls,-Wert von VH-64. CADO-ES-1 bedurfte mit 54,0 uM der
hoéchsten Konzentration, um den Gls-Wert zu erreichen. Die Glso-Dosis war doppelt so
hoch wie die von STA-ET-2.1 bendtigte und ca. um den Faktor 3 grofler als die von
VH-64 und STA-ET-1 beanspruchten Konzentrationen.

In der Tab. 19 werden erginzend die Glso,-Werte fiir alle Messzeitpunkte nach Inkubation
mit STI 571 fiir die getesteten Zelllinien abgebildet.

Die Tab. 20 gibt die LCso-Werte der vier untersuchten Zelllinien nach Inkubation mit
STI 571 fir alle Messzeitpunkte wieder.

Mit Ausnahme von VH-64 konnte keine bzw. nur eine gering ausgeprégte zeitabhingige
Steigerung der Toxizitdt beobachtet werden. Insgesamt reagierte VH-64 daher nach 72 h

bzw. 96 h am sensibelsten. CADO-ES-1 zeigte sich am resistentesten.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie Glso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]  |GLso [uM]
STI 571 CADO-ES-1 ]63,6 60,9 54,0 55,2
VH-64 50,3 21,5 15,1 15,1
STA-ET-1 22,3 23,0 18,1 18,7
STA-ET-2.1 |45,7 20,7 29,0 30,7

Tab. 19: Gls,-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit STI 571

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Testsubstanz Zelllinie LCso [uM] |LCso [uM] [LCso [uM] |LCso [uM]
STI 571 CADO-ES-1 | 100 87,3 80,0
VH-64 81,6 44,9 24,7 23,1
STA-ET-1 43,5 46,6 46,0 43,6
STA-ET-2.1 [47.8 33,7 46,2 41,6

Tab. 20: LCs-Werte fiir vier Ewing-Zelllinien nach Inkubation mit STI 571

| 2 durchschnittliches Wachstum tiber 50%
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3.1.6

Vergleich der antiproliferativen Wirkung der Testsubstanzen

Um die antiproliferative Wirkung der einzelnen Substanzen zu vergleichen, wurden
anhand der rechnerisch ermittelten Glso-Werte Rénge verteilt. Der niedrigste der Glso-
Werte erhielt den Rang 1, der hochste den Rang 5. Bei gleichen Glso-Werten von zwei
oder mehr Substanzen, wurden Mittelwerte aus den zu vergebenden Réngen zugeordnet.
Aus den einzelnen Ringen wurden die Rangsummen errechnet. Aus den Rangsummen
ergaben sich die Rédnge fiir die jeweiligen Messzeitpunkte (=Messzeitpunktrange, 24h-,
48h-, 72h- und 96h-Rang). Aus den Summen der Messzeitpunktringe ergaben sich die
Gesamtsummen und Gesamtrange.

Die Tab. 21 - Tab. 24 fithren die Ridnge der Glso-Werte fiir die flinf Testsubstanzen
einschlieBlich der Rangsummen und zu den verschiedenen Messzeitpunkten an.

Nach 24 h Inkubationszeit zeigte STI 571 die mit Abstand stdrkste antiproliferative
Wirkung. Bei allen getesteten Zelllinien erreichte STI 571 Rang 1. Gemcitabin lag auf
dem zweiten Platz gefolgt von Etoposid, Vincristin und Cytarabin (vgl. Tab. 21).

Die Rangfolge dnderte sich nach einer Inkubationszeit von 48 h. Auf dem ersten Platz
befand sich nach 48 h Gemcitabin. Etoposid bewirkte einen groferen antiproliferativen
Effekt und belegte nach 48 h den Rang 2. STI 571 demonstrierte, im Vergleich zu den
anderen getesteten Substanzen, eine schwichere wachstumshemmende Wirkung und
wechselte nach 48 h auf Rang 3. Vincristin und Cytarabin waren zu diesem
Messzeitpunkt gemeinsam auf den rangniedrigsten Pldtzen.

Nach 72 h Inkubationszeit war ein deutlicher Wechsel in der Rangfolge zu beobachten.
Mit zunehmender Inkubationszeit zeigte Vincristin eine stirkere toxische Wirkung. Die
Testsubstanz stieg in der Rangliste von den untersten Rédngen nach kurzer Inkubationszeit
auf Platz 2 nach 72 h Inkubation auf. STI 571 wechselte von den hohen Ringen nach
kurzer Einwirkzeit zu den niedrigsten Réngen nach ldngerer Inkubationszeit. Nach 72 h
belegte STI 571 bei allen vier getesteten Zelllinien Rang 5. Bei Etoposid, Cytarabin und
Gemcitabin kam es nach 72h zu keiner erkennbaren Anderung der Rangfolge.
Gemcitabin belegte nach 72 h den ersten Rang. Etoposid und Cytarabin befanden sich mit
den 72 h-Ringen 4 und 3 im hinteren mittleren Bereich.

Der Trend, der nach 72 h Inkubationszeit beobachtet wurde, setzte sich nach 96 h
Einwirkzeit fort. Vincristin befand sich nach 96 h auf Rang 1. STI 571 belegte den
niedrigsten Rang. Auf Platz 2 lag Gemcitabin, gefolgt von Etoposid und Cytarabin mit
den 96 h-Réngen 3 und 4.
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Die Tab. 25 gibt die Summe der Messzeitpunktrange und die Gesamtrangfolge der

Testsubstanzen tiber alle Messzeitpunkte wieder.

Insgesamt zeigte Gemcitabin iiber den gesamten Untersuchungszeitraum in diesem

Zelllinienpanel die stidrksten antiproliferativen Effekte und erhielt den Gesamtrang 1. An

zweiter Stelle stand Vincristin mit dem Gesamtrang 2, gefolgt von Etoposid auf dem

Gesamtplatz 3. STI 571 lag mit Gesamtrang 4 auf einem der hinteren Plétze. Die

schwéchste antiproliferative Wirkung ging von Cytarabin aus. Die Testsubstanz belegte

den Gesamtrang 5.

24 h | Testsubstanz | Etoposid | Vincristin | Gemcitabin | Cytarabin |STI 571
Zelllinie

CADO-ES-1 3,5 3,5 3,5 3,5 1
VH-64 3,5 3,5 3,5 3,5 1
STA-ET-1 4 4 2 4 1
STA-ET-2.1 4 4 2 4 1
Rangsumme 15 15 11 15 4

24 h-Rang 4 4 2 4 1

Tab. 21: Ringe und Messzeitpunktrangfolge der Testsubstanzen nach 24 h Inkubationszeit

48 h | Testsubstanz | Etoposid | Vincristin | Gemcitabin | Cytarabin | STI 571
Zelllinie

CADO-ES-1 3 5 1 2 4
VH-64 2 4 4 4 1
STA-ET-1 3 1 2 4 5
STA-ET-2.1 3 4,5 1 4,5 2
Rangsumme 11 14,5 8 14,5 12

48 h-Rang 2 4,5 1 4,5 3

Tab. 22: Ringe und Messzeitpunktrangfolge der Testsubstanzen nach 48 h Inkubationszeit

72 h | Testsubstanz | Etoposid | Vincristin | Gemcitabin | Cytarabin | STI 571
Zelllinie

CADO-ES-1 3 4 1 2 5
VH-64 4 1 2 3 5
STA-ET-1 3 1 2 4 5
STA-ET-2.1 4 2 1 3 5
Rangsumme 14 8 6 12 20

72 h-Rang 4 2 1 3 5

Tab. 23: Ringe und Messzeitpunktrangfolge der Testsubstanzen nach 72 h Inkubationszeit
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96 h | Testsubstanz | Etoposid | Vincristin | Gemcitabin | Cytarabin | STI 571
Zelllinie

CADO-ES-1 3 5 1 2 4
VH-64 2 1 3 4 5
STA-ET-1 2 1 3 4 5
STA-ET-2.1 3 1 2 4 5
Rangsumme 10 8 9 14 19

96 h-Rang 3 1 2 4 5

Tab. 24: Rénge und Messzeitpunktrangfolge der Testsubstanzen nach 96 h Inkubationszeit

Testsubstanz Etoposid | Vincristin | Gemcitabin | Cytarabin | STI 571
Gesamtsumme 13 11,5 15,5 14
Gesamtrang 3 2 1 5 4

Tab. 25: Summe der Messzeitpunktsrange und Gesamtrangfolge der Testsubstanzen
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3.1.7

Vergleich der Chemosensitivitiit der Zelllinien

Zum Vergleich der Chemosensitivitit der einzelnen Zelllinien wurden anhand der
rechnerisch ermittelten Glso-Werte Rénge verteilt. Der niedrigste Glso-Wert erhielt den
Rang 1, der hochste den Rang 4. Bei gleichen Glso-Werten unter zwei oder mehr Zell-
linien, wurden Mittelwerte aus den jeweiligen Riangen errechnet.

Fiir die jeweiligen Messzeitpunkte wurden die fiir die Testsubstanzen ermittelten Ringe
addiert und so die Messzeitpunktrange (24h-, 48h-, 72h- und 96h-Rang) ermittelt. Aus
den Summen der Messzeitpunktringe ergaben sich die Gesamtringe fiir den gesamten
Versuchszeitraum.

Die Tab. 26-Tab. 29 geben die Rénge der Gls)-Werte fiir die vier Zelllinien einschlieflich
der Rangsummen und Messzeitpunktringen zu den verschiedenen Messzeitpunkten
wieder. In der Tab. 30 werden die Gesamtringe und die Gesamtrangfolge der Zelllinien
iiber alle Messzeitpunkte dargestellt.

CADO-ES-1 zeigte insgesamt im Vergleich zu den anderen Zelllinien die geringste
Chemosensibilitdt und belegte den Gesamtrang 4. Auch STA-ET-2.1 zdhlte mit dem
Gesamtrang 3 zu den widerstandsfahigeren Zelllinien. Nach kurzer Einwirkzeit von 24 h
und 48 h war die Zelllinie VH-64 zunédchst wenig sensibel und besetzte die hinteren
Messzeitpunktrange 3 und 4. Mit zunehmender Inkubationszeit reagierte die Zelllinie
zunehmend sensibel, so dass sie jeweils den 72 h- und 96 h-Rang 2 belegte. Im
Gesamtvergleich stand VH-64 an zweiter Stelle. Die sensibelste der getesteten Zelllinien
war STA-ET-1. Uber die gesamte Inkubationszeit erlangte sie jeweils den Messzeit-
punktrang 1 und somit den Gesamtrang 1.

Cytarabin und Gemcitabin zeigten sich bei CADO-ES-1 mit zunehmender
Expositionsdauer effektiver im Vergleich zu den anderen Testsubstanzen. VH-64 wurde
mit zunehmender Inkubationsdauer sensibler gegeniiber Vincristin, Etoposid und

STI 571.

24 h | Zelllinie CADO-ES-1 | VH-64 STA-ET-1 STA-ET-2.1
Testsubstanz

Etoposid 2,5 2,5 2,5 2,5
Vincristin 2,5 2,5 2,5 2,5
Gemcitabin 3,5 3,5 1 2

Cytarabin 2.5 2,5 2.5 2,5

STI 571 4 3 1 2
Rangsumme 15 14 9,5 11,5

24 h-Rang 4 3 1 2

Tab. 26: Rénge und Messzeitpunktrangfolge der getesteten Zelllinien nach 24 h Inkubationszeit
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48 h | Zelllinie

Testsubstanz

CADO-ES-1

VH-64

STA-ET-1

STA-ET-2.1

Etoposid
Vincristin
Gemcitabin
Cytarabin
STI 571

N W AW W

Rangsumme

— A DN W N

3

15,5

Q| W = = e -

48 h-Rang

2

4

1

Tab. 27: Rénge und Messzeitpunktrangfolge der getesteten Zelllinien nach 48 h Inkubationszeit

72 h | Zelllinie | CADO-ES-1 | VH-64 STA-ET-1 STA-ET-2.1
Testsubstanz

Etoposid 3 2 1 4

Vincristin 4 1,5 1,5 3
Gemcitabin 1 4 2,5 2,5
Cytarabin 1,5 3 1,5 4

STI 571 4 1 2 3
Rangsumme 13,5 11,5 8,5 16,5

72 h-Rang 3 2 1 4

Tab. 28: Rénge und Messzeitpunktrangfolge der getesteten Zelllinien nach 72 h Inkubationszeit

96 h | Zelllinie CADO-ES-1 | VH-64 STA-ET-1 STA-ET-2.1
Testsubstanz

Etoposid 4 1,5 1,5 3

Vincristin 4 2 1 3
Gemcitabin 1 4 2 3

Cytarabin 2 3 1 4

STI 571 4 1 2 3
Rangsumme 15 11,5 7.5 16

96 h-Rang 3 2 1 4

Tab. 29: Ringe und Messzeitpunktrangfolge der getesteten Zelllinien nach 96 h Inkubationszeit

Zelllinie CADO-ES-1 | VH-64 STA-ET-1 STA-ET-2.1
Gesamtsumme 12 11 13
Gesamtrang 4 2 1 3

Tab. 30: Summe der Messzeitpunktsrange und Gesamtrangfolge der gestesteten Zelllinien
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3.1.8

Zusammenfassung der ermittelten Glso-Werte und LCso-Werte

In der Tab. 31 sind zusammenfassend die Glso-Werte der Testsubstanzen bezogen auf die

einzelnen untersuchten Zelllinien fiir alle Messzeitpunkte dargestellt.

Die Tab. 32 gibt eine Zusammenfassung der LCso-Werte der Testsubstanzen zu allen

Messzeitpunkten fiir die vier untersuchten Zelllinien wieder.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz ~ |GLsp [uM]  |GlLso [uM]  |Glso [uM]  |Gl5 [uM]
CADO-ES-1  |Etoposid > 21,4 9,55 5,55
Vincristin > > 20,4 4
Gemcitabin > 1,76* 0,338 0,291
Cytarabin > 2,71% 2,04%* 2,07*
STI 571 63,6 60,9 54,0 55,2
VH-64 Etoposid > 343 7,98 0,442
Vincristin > > < <
Gemcitabin > 4 1,11* 0,902
Cytarabin > > 3,06 2,27%
STI 571 50,3 21,5 15,1 15,1
STA-ET-1 Etoposid > 1,30 0,535 0,244
Vincristin 4 <4 < <
Gemcitabin 741 1,02%* 0,435 0,313
Cytarabin > 2,11%* 2,06%* 1,78%*
STI 571 22,3 23,0 18,1 18,7
STA-ET-2.1  |Etoposid > 67,8 18,7 1,38
Vincristin > > 3,17 0,284
Gemcitabin 946 Hm 25 0,436 0,393
Cytarabin > > 6,17 4,37
STI 571 457 20,7 29,0 30,7

Tab. 31: Zusammenfassung der ermittelten Gl5,-Werte

*H AV

durchschnittliches Wachstum iiber 50%

durchschnittliches Wachstum unter 50%

Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

Wachstum um +/- 50% bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
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LC50 log Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz ~ |LCso [uM]  [LCso [uM] |LCso [uM]  [LCs [uM]
CADO-ES-1  |Etoposid > > > 65,6
Vincristin > 4 > >
Gemcitabin > > H 2,50 1,12
Cytarabin > > W 531 2.89
STI 571 > 100 87,3 80,0
VH-64 Etoposid > > 52,2 194
Vincristin > > > <4
Gemcitabin > > > 2,48%
Cytarabin > > > H 258
STI 571 81,6 449 247 23,1
STA-ET-1 Etoposid > 82,7 68,3 58,7
Vincristin > > B 0,500 |«
Gemcitabin > H 5,03 2,12% 0,853
Cytarabin > > 4,12 3,80
STI 571 43,5 46,6 46,0 43,6
STA-ET-2.1 |Etoposid > > > >
Vincristin > > 4 m 125
Gemcitabin > > > 6,71
Cytarabin > > > >
STI 571 47,8 33,7 46,2 41,6

Tab. 32: Zusammenfassung der ermittelten LCs-Werte

*H AV

durchschnittliches Wachstum iiber 50%
durchschnittliches Wachstum unter 50%

Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

Wachstum um +/- 50% bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
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3.2

Koinkubationsversuche

Im folgenden Teil wurde untersucht, ob durch Koinkubation mit STI 571 die Wirkung der
anderen getesteten Zytostatika beeinflusst wird.

Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe (Wachstum der Zellen nach Inkubation mit einer
Substanz) wurden dazu mit den Ergebnissen einer zweiten Versuchsreihe (Wachstum der
Zellen nach Koinkubation) verglichen. Fiir die Koinkubationen wurde STI 571 in
Konzentrationen von 0,1 pM und 1,0 pM eingesetzt. Beide Konzentrationen zeigten
keinen Einfluss auf die Vitalitdt der vier untersuchten Zelllinien (vgl. auch Kapitel 2.2.7
und 3.1.5). Das Zellwachstum der zweiten Versuchsreihe konnte daher auf eine Kontrolle
bezogen werden, in der sich STI 571 in einer Konzentration von 0,1 uM oder 1,0 uM
befand. Die Konzentration, bei der unter STI 571-Koinkubation eine 50 %-ige
Wachstumshemmung beobachtet bzw. berechnet wurde, hei3t in diesen Fillen Glgryso. Da
STI 571 in subtoxischen Konzentrationen eingesetzt wurde, sind die Gls-Werte der
Einzelversuche mit den Glgrso-Werten vergleichbar.

Die Anzahl der getesteten Zytostatikakonzentrationen beeinflusst sowohl die graphische
als auch die rechnerische Ermittlung der Glso, indem eine hdhere Anzahl getesteter
Zytostatikakonzentrationen eine genauere Abschitzung erlaubt. In der ersten
Versuchsreihe wurden mehr Konzentrationen als bei den Kombinationsversuchen
getestet. Zum Vergleich der Glsp-Werte mit den Glsriso-Werten wurden daher die Glso-
Werte mit den Konzentrationen der zweiten Versuchsreihe neu berechnet (vgl. auch
Kapitel 2.2.7: Reproduzierbarkeit der Ergebnisse).

Zur Ermittlung und Berechnung der LCso-Werte wurden analog die Konzentrationen, bei
denen eine 50 %-ige Wachstumshemmung im Vergleich zur Kontrolle nach 0h
beobachtet wurde eingesetzt. Die Nullkontrolle am Tag 0 enthielt kein STI 571. Die
Werte heillen zur besseren Unterscheidung auch fiir die Koinkubationsversuche LCsryso-

Werte. Sie sind direkt mit den LCsp-Werten der Einzelversuche vergleichbar.
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Da die beobachteten Effekte zeitabhidngig waren, werden im folgenden Teil in den
Abbildungen Abb. 19 bis Abb. 38 die Dosis-Wirkungskurven nicht nach 72 h wie im
ersten Teil, sondern nach 48 h Inkubationszeit miteinander verglichen. Das
Wachstumsverhalten der vier untersuchten Zelllinien nach 48 h Einzelinkubation mit
einer Testsubstanz wird zunédchst in den Abbildungen Abb. 19, Abb. 24, Abb. 29 und
Abb. 34 zusammengefasst. AnschlieBend werden die Dosis-Wirkungskurven jeder
einzelnen Zelllinie nach 48 h Inkubation einer Testsubstanz in Kombination mit STI 571
in den Konzentrationen 0,1 pM bzw. 1,0 uM aufgefiihrt.

Die Tabellen Tab. 33, Tab. 36, Tab. 38,und Tab. 41 geben die errechneten Gls- und
Glsmiso-Werte wieder. Die Tabellen Tab. 35, Tab. 37, Tab. 40 und Tab. 43 zeigen die
berechneten LCsy- und LCgyyso-Werte.

In den Tabellen Tab. 34, Tab. 39 und Tab. 42 werden die rechnerisch ermittelten Gls,-
und Glsiso-Werte miteinander verglichen. Um die antiproliferativen Effekte zu
vergleichen, wurden die Glso-Werte der Monozytostatikaverdiinnungen mit 100 %
gleichgesetzt. Die Prozentwerte fiir die Kombinationsverdiinnungen ergaben sich aus dem
Quotienten Glgriso-Wert des Kombinationsversuchs / Glso-Wert der Monoexposition mit
dem jeweiligen Zytostatikum. Eine Wirkungsverstarkung durch Kombination mit
STI 571 entspricht folglich einem Wert < 100% und eine Abschwéchung der Wirkung
durch Kombination mit STI 571 entspricht einem Wert > 100%. Zum Teil konnte kein
Quotient ermittelt werden, da von Dividend und / oder Divisor keine Glsp-oder Glsriso
Werte erreicht wurden. Dort wo die Glsy und / oder Glgryso nicht erreicht wurden bzw. wo

die Vitalitdt immer unter 50 % lag, wurde keine prozentuale Auswertung vorgenommen.
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3.21 Etoposid in Kombination mit STI 571
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Abb. 19: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 48 h Inkubation

mit Etoposid
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Abb. 20: In-vitro-Chemosensitivitit der Zelllinie CADO-ES-1 nach 48 h Inkubation mit Etoposid
in Kombination mit STI 571
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Abb. 21: In-vitro-Chemosensitivitdt der Zelllinie VH-64 nach 48 h Inkubation mit Etoposid in
Kombination mit STI 571
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Kombination mit STI 571
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Abb. 23: In-vitro-Chemosensitivitit der Zelllinie STA-ET-2.1 nach 48 h Inkubation mit Etoposid
in Kombination mit STI 571

In der Abb. 19 sind die Dosis-Wirkungskurven aller untersuchter Zelllinien nach 48 h
Inkubation mit Etoposid zu sehen. Mit Zunahme der Konzentration an Etoposid nahm
gleichzeitig der Anteil vitaler Zellen im Testansatz ab. Insgesamt reagierte STA-ET-1
nach 48 h am sensibelsten, wiahrend STA-ET-2.1, VH-64 und CADO-ES-1 resistenter
waren.

Die Abb. 20 bis Abb. 23 zeigen die Dosis-Wirkungskurven der einzelnen untersuchten
Zelllinien nach 48 h Koinkubation von Etoposid in verschiedenen Konzentrationen mit
STI 571 in Konzentrationen von 0,1 uM bzw. 1,0 pM. In allen Féllen zeigte sich bei den
Koinkubationen analog zur Monoinkubation mit zunehmender Etoposidkonzentration
eine kontinuierliche Abnahme der vitalen Zellen im Testansatz.

In allen Féllen wurde nach 48 h zwischen der hoheren und der niedrigeren STI 571
Konzentration von 0,1 bzw. 1,0 uM kein Unterschied beziiglich ihres Einflusses auf die
Etoposid-Toxizitdt beobachtet. Diese Beobachtung wurde auch zu den anderen

Messzeitpunkten gemacht.
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Die Tab. 33 gibt die rechnerisch ermittelten Glso- und Glsrso-Werte fiir die Mono- und
Koinkubationsversuche mit Etoposid fiir alle untersuchten Zelllinien und Messzeitpunkte
wieder. In der Tab. 34 wurde der prozentuale Unterschied zwischen den Glso- und Glsryso-
Werten fiir alle Messzeitpunkte und getesteten Zelllinien berechnet. In der Tab. 35 sind
zusitzlich die LCsy- bzw. LCsris0-Werte dieses Versuchs aufgefiihrt.

Die Glspiso- bzw. LCgsmiso-Werte der Koinkubationsmesswerte unterschieden sich zum
Teil von den Glsp- bzw. LCsp-Werten der Monoinkubationsmesswerte.

Fiir die Zelllinie CADO-ES-1 konnte nach 48 h durch STI 571 eine Steigerung des
wachstumshemmenden Effektes von Etoposid ca. um den Faktor 5 beobachtet werden.
Nach 72 h Koinkubation konnten wegen zu hoher Standardabweichungen der 10 uM
Etoposid-plus-STI 571-Messwerte keine Glgriso- und LCsyiso-Werte berechnet werden.
Nach 96 h waren zwischen den wachstumshemmenden Effekten der Etoposid-Mono-
exposition und den Koinkubationen von Etoposid mit STI 571 keine Unterschiede mehr
zu sehen. Auch eine Steigerung des zytotoxischen Effektes konnte bei CADO-ES-1 nach
48 h erfasst werden. Nach 96 h hingegen wurde bei CADO-ES-1 in den Koexpositions-
experimenten eine Reduktion der Etoposid-Toxizitdt beobachtet. Allerdings befand sich
die Zelllinie im Monoinkubationsversuch im Gegensatz zum Koinkubationsversuch nach
96 h nicht mehr in der Wachstumsphase. Weiterhin wurden bei CADO-ES-1 die LCgryso-
Werte mit 111 uM bzw. 109 uM und der LCso-Wert mit 90,1 uM Etoposid erreicht. Die
LCsmiso-Werte liegen somit auBerhalb des Monoinkubationsmessbereichs, der nur bis
100puM reicht, und sind daher nicht in der Tabelle vermerkt.

Die Koinkubation von Etoposid mit STI 571 fiihrte bei den Zelllinien VH-64 und STA-
ET-2.1 nach 48 h und 72 h ebenfalls zu einer stirkeren Wachstumshemmung als im
Einzelinkubationsversuch. Dabei wurde eine Steigerung des wachstumshemmenden
Effektes zwischen 50 % und 80 % im Vergleich zur Monoexposition ermittelt. Ebenso
konnte eine Steigerung der Zytotoxizitdt nach 48 h und 72 h bei diesen Zelllinien
beobachtet werden. Nach 96 h nivellierte sich der Unterschied zwischen den
wachstumshemmenden Effekten der Koinkubationen und der Monoexposition. Bei der
Zelllinie STA-ET-2.1 konnte nach 96 h unter Koinkubation mit STI 571 ein erneutes
Ansteigen der bendtigten Glsriso-Konzentrationen beobachtet werden.

Hingegen zeigte sich bei der gegeniiber Etoposid sensibelsten Zelllinie STA-ET-1 nach
48 h und 72 h fiir die Kombination mit STI 571 eine Abschwichung des wachstums-

hemmenden Effektes im Vergleich zu Etoposid allein.
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Zeit 24h  |48h [72h |96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Etoposid Gls [uM] [P 48,0 19,41 4,25
Etoposid+STI 0,1 uM  |GIspisp [uM] [P 8,98 |NA 5,16
Etoposid+STI 1,0 uM  |GIspisp [uM] [P 8,01 [NA 4,73
VH-64 Etoposid Gls [uM] [P 358 (7,92 {0,729
Etoposid+STI 0,1 uM  |Glspiso [uM] | 18,5 (2,23 0,965
Etoposid+STI 1,0 uM  |GlIspiso [uM] | 13,6  [2,59 1,26
STA-ET-1 |Etoposid Gls [uM] P> 1,32 {0,915 10,863
Etoposid+STI 0,1 uM  |GIspiso [uM] [P 20,2 12,20 0,892
Etoposid+STI 1,0 uM  |GIspiso [uM] [P 12,7 (5,29 0,876
STA-ET-2.1 |Etoposid Gls [uM] [P 50,5 21,7 |2,29
Etoposid+STI 0,1 uM  |GlIspiso [uM] | 19,8 (4,07 |3,06
Etoposid+STI 1,0 uM  |GlIspiso [uM] | 17,2 4,57 12,0

Tab. 33: GIso-Werte der Testsubstanz Etoposid im Einzelversuch und Glgyso-Werte des
Koinkubationsversuchs Etoposid und STI 571

Zeit 24 h 48 h 72h 96 h
Zelllinie Testsubstanz Konzentration fiir vergleichbaren
antiprolifertiven Effekt [%]
CADO-ES-1 |Etoposid > 100% NA 100%
Etoposid+STI 0,1 uM  |»> 19% NA 121%
Etoposid+STI 1,0 uyM [P 17% NA 111%
VH-64 Etoposid > 100% 100% 100%
Etoposid+STI 0,1 uM  |»> 52% 28% 132%
Etoposid+STI 1,0 uyM  |p> 38% 33% 173%
STA-ET-1 |Etoposid 4 100% 100% 100%
Etoposid+STI 0,1 uM  |»> 1529% 240% 103%
Etoposid+STI 1,0 uyM [P 961% 578% 102%
STA-ET-2.1 |Etoposid > 100% 100% 100%
Etoposid+STI 0,1 uM  |»> 39% 19% 133%
Etoposid+STI 1,0 uyM  |»> 34% 21% 522%

Tab. 34: Vergleich der antiproliferativen Effekte von Etoposid im Einzelversuch und im

Koinkubationsversuch mit STI 571 durch Berechnung der prozentualen Unterschiede zwischen

Gl;so- und Glgriso-Werten
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Zeit 24h  [48h [72h [96h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Etoposid LCso [uM] | > NA 90,1
Etoposid+STI 0,1 pM  |LCsniso [uM] | 93,6 |NA >
Etoposid+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] | P> 57,2 |INA >
VH-64 Etoposid LCso [uM] [P > 76,7 29,2
Etoposid+STI 0,1 uM  [LCsriso [uM] [P 398 [29,1  [17.8
Etoposid+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] [P 37,1 [232  [|19.8
STA-ET-1 |Etoposid LCso [uM] [P 89,1 60,5 49,3
Etoposid+STI 0,1 pM  |LCsriso [pM] [P 844 (394 |525
Etoposid+STI 1,0 uM  |LCsriso [pM] [P 556 42,6  |[55,6
STA-ET-2.1 |Etoposid LCso [uM] |P > > >
Etoposid+STI 0,1 uM  [LCsriso [uM] [P 67,0 [358 [52,0
Etoposid+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] [P 50,6 |44,1 |[53,5

Tab. 35: LCsp-Werte der Testsubstanz Etoposid im Einzelversuch und LCgriso-Werte des

Koinkubationsversuchs Etoposid und STI 571

| 2 durchschnittliches Wachstum tiber 50 %

| durchschnittliches Wachstum unter 50 %

NA nicht auswertbar
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3.2.2 Vincristin in Kombination mit STI 571
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Abb. 24 Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitdt von vier Ewing-Zelllinien nach 48 h Inkubation

mit Vincristin
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Abb. 25 In-vitro-Chemosensitivitit von CADO-ES-1 nach 48 h Inkubation mit Vincristin in
Kombination mit STT 571
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Abb. 26: In-vitro-Chemosensitivitit von VH-64 nach 48 h Inkubation mit Vincristin in

Kombination mit STI 571
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Abb. 27: In-vitro-Chemosensitivitit von STA-ET-1 nach 48 h Inkubation mit Vincristin in

Kombination mit STI 571
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Abb. 28: In-vitro-Chemosensitivitit von STA-ET-2.1 nach 48 h Inkubation mit Vincristin in
Kombination mit STI 571

Die Abb. 24 zeigt die Dosis-Wirkungskurven der untersuchten Zelllinien nach 48 h
Inkubation mit Vincristin. Die vier Zelllinien reagierten gegeniiber Vincristin
unterschiedlich sensibel. STA-ET-1 war am sensibelsten: alle getesteten Konzentrationen
bewirkten eine Reduktion der Zellzahl auf unter 50 %. Die Zelllinien CADO-ES-1,
VH-64 und STA-ET-2.1 reagierten resistenter, bei keiner Testkonzentration wurde ein
Glso-Wert erreicht.

Die Dosis-Wirkungskurven jeder einzelnen Zelllinie nach 48 h Inkubation mit Vincristin
in Kombination mit STI 571 in den Konzentrationen 0,1 uM oder 1,0 uM sind in den
Grafiken Abb. 25 bis Abb. 28 wiedergegeben. Es lief} sich bei diesem und jedem anderen
untersuchten Messzeitpunkt bei keiner Zelllinie ein deutlicher Unterschied zwischen
Koinkubation mit 0,1 uM oder 1,0 uM STI 571 erkennen.

Es wurden aber Unterschiede zwischen Inkubation mit und ohne STI 571 beobachtet.

Die Zelllinien CADO-ES-1, VH-64 und STA-ET-2.1 reagierten sensibler, STA-ET-1

resistenter auf die Koexposition Vincristin mit STI 571.
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Die Tab. 36 gibt die rechnerisch ermittelten Glso- und Glspso-Werte fiir alle
Messzeitpunkte und Zelllinien wieder. Die Tab. 37 zeigt erginzend die LCso- und
LCsriso-Werte dieser Versuchsreihe. In vielen Féllen konnten keine Prozentwerte
berechnet werden, da das Zellwachstum bei den untersuchten Vincristinkonzentrationen
entweder zu mehr oder zu weniger als 50 % gehemmt wurde. Daher wird fiir Vincristin
auch keine Tabelle mit Prozentwerten angegeben.

Nach 24 h wurde bei keiner der untersuchten Zelllinien mit den getesteten Vincristin-
konzentrationen eine 50 %-ige Wachstumshemmung erfasst. Nach 48 h Inkubationszeit
wurde bei allen vier untersuchten Zelllinien eine Modulation der Vincristinwirkung durch
Kombination mit STI 571 beobachtet. Bei den Zelllinien CADO-ES-1, VH-64 und STA-
ET-2.1 wurden im Koinkubationsversuch stirkere wachstumshemmende Effekte erhoben
als in den Monoexpositionen. Anders reagierte die Zelllinien STA-ET-1. Hier wurde nach
48 h eine Abschwichung der wachstumshemmenden Vincristinwirkung im Koexpo-
sitionsansatz vermerkt. Nach 72 h zeigten sich nur noch bei CADO-ES-1 und STA-ET-1
Unterschiede zwischen Monoinkubation und Koinkubation. Beide waren im Koinkuba-
tionsversuch sensibler gegeniiber Vincristin. Dieser Trend setzte sich auch nach 96 h fort.
Beziiglich der Zytotoxitzitdt wurden zum Teil zeitlich versetzt dhnliche Beobachtungen
wie bei der Wachstumshemmung gemacht. Bei CADO-ES-1 kam es nach 96 h zur
Steigerung der Vincristin-Toxizitdt in Kombination mit STI 571. Auch VH-64 zeigte sich
nach 48 h und 72 h Koexposition sensibler gegeniiber Vincristin. Nach 96 h nivellierten
sich die Werte LCgriso-Werte der Koinkubationsversuche und LCsi-Werte der
Monoexposition. Die STI 571 Koinkubation wirkte nach 72 h und nach 96 h auf die
Zelllinie STA-ET-2.1 zytotoxischer, auf STA-ET-1 hingegen weniger zytotoxisch.



Kapitel 3: Ergebnisse 72
Zeit 24h  [48h |72h |96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Vincristin Glso [uM] | > 36,7 [P
Vincristin+STI 0,1 uM  |GlIspiso [uM] [P 2,35 0,626 (0,445
Vincristin+STI 1,0 uM  |GlIspiso [uM] [P 22,9 10,362 (0,478
VH-64 Vincristin Gls [uM] [P > < <4
Vincristin+STI 0,1 uM  |Glsriso [uM] [P < < <
Vincristin+STI 1,0 uM  |Glsriso [uM] [P < < <
STA-ET-1  |Vincristin Glso [uM]  |»> < < <
Vineristin+STI 0,1 uM  [Glgrso [uM] [P 11,7 |4 <4
Vineristin+STI 1,0 uM  [Glgrso [uM] [P 541 |4 <4
STA-ET-2.1 |Vincristin Glso [uM] | > 0,642 10,453
Vincristin+STI 0,1 uM  |Glspiso [uM] P> 63,3 | |
Vincristin+STI 1,0 uM  |Glspiso [uM] | 10,2 | |
Tab. 36: Gl5,-Werte der Testsubstanz Vincristin im Einzelversuch und Glgrso-Werte des
Koinkubationsversuchs Vincristin und STI 571
Zeit 24h  |48h |72h |96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Vincristin LCso [uM] [P | 2 > >
Vincristin+STI 0,1 uM  [LCsyiso [uM] [P > > 83,2
Vincristin+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] | P> | 2 > 78,9
VH-64 Vincristin LCso [uM] [P | 2 > |
Vincristin+STI 0,1 uM  |LCsriso [uM] [P 57,9 (56,0 |«
Vineristin+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] | P> 60,7 (545 |«
STA-ET-1 |Vincristin LCs [uM] [P > 0,500H |«
Vincristin+STI 0,1 uM  [LCsyiso [uM] [P > 0,325 (0,152
Vincristin+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] [P > 1,48 (0,481
STA-ET-2.1 |Vincristin LCso [uM] | > > 22,60
Vincristin+STI 0,1 uM  [LCsriso [uM] [P > 0,1836H(0,200M
Vineristin+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] | P> > 0,120 [»

Tab. 37: LCso-Werte der Testsubstanz Vincristin im Einzelversuch und LCgyyso-Werte des

Koinkubationsversuchs Vincristin und STI 571

| 2 durchschnittliches Wachstum tiber 50 %

| durchschnittliches Wachstum unter 50 %

| | Wachstum um +/- 50 % bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
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3.23

Gemcitabin in Kombination mit STI 571
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Abb. 29 Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 48 h Inkubation

mit Gemcitabin
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Abb. 30: In-vitro-Chemosensitivitit von CADO-ES-1 nach 48 h Inkubation mit Gemcitabin in

Kombination mit STI 571
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Abb. 31: In-vitro-Chemosensitivitit von VH-64 nach 48 h Inkubation mit Gemcitabin in
Kombination mit STI 571
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Abb. 32: In-vitro-Chemosensitivitit von STA-ET-1 nach 48 h Inkubation mit Gemcitabin in
Kombination mit STI 571
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Abb. 33: In-vitro-Chemosensitivitit von STA-ET-2.1 nach 48 h Inkubation mit Gemcitabin in
Kombination mit STI 571

In der Abb. 29 sind die Dosis-Wirkungskurven der vier getesteten Zelllinien nach 48 h
Inkubation mit Gemcitabin dargestellt. Es wurden jeweils die 1 uM-Werte der
niedrigkonzentrierten Testreihe zur graphischen und rechnerischen Auswertung gewéhlt.
Die Zelllinien reagierten unterschiedlich sensibel. Mit einer Konzentration von 1,0 uM
Gemcitabin bei den Zelllinien VH-64 und STA-ET-2.1 bzw. 10 uM Gemcitabin bei
CADO-ES-1 und STA-ET wurde jeweils die maximale Wachstumshemmung erzielt.
Diese konnte durch die hoheren getesteten Gemcitabinkonzentrationen nicht gesteigert
werden. Allerdings konnte nach einer 48 h Exposition bei VH-64 keine 50 %-ige
Wachstumshemmung beobachtet werden, wahrend bei STA-ET-1, CADO-ES-1 und
STA-ET-2.1 nach 48 h Gemcitabin-Inkubation eine 50 %-ige Wachstumshemmung
erreicht wurde. Insgesamt wurde nach 48 h Gemcitabininkubation bei STA-ET-1 die
hochste, bei VH-64 die niedrigste Wachstumshemmung beobachtet.

Die Abb. 30 bis Abb. 33 zeigen zum Vergleich die Dosis-Wirkungskurven fiir jede
Zelllinie einzeln nach 48 h Inkubation mit Gemcitabin in Kombination mit STI 571 in
den Konzentrationen 0,1 uM oder 1,0 uM. Die Dosis-Wirkungskurven der Zelllinien
CADO-ES-1, VH-64 und STA-ET-1 waren fiir die STI 571 Konzentrationen von 0,1 uM
und 1,0 uM fast deckungsgleich. Bei STA-ET-2.1 wichen nur die Messwerte fir 1,0 uM
Gemcitabin plus STI 571 0,1 uM bzw. 1,0 uM um 34 % voneinander ab, die anderen

Messwerte waren ebenfalls dicht beieinander.
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Zu den anderen untersuchten Messzeitpunkten konnte bei keiner Zelllinie ein Unterschied
zwischen den beiden STI 571 Inkubationen beobachtet werden.

Die Dosiswirkungskurven der Monoinkubationsversuche unterschieden sich zum Teil
von denen der Koinkubationsversuche. CADO-ES-1, VH-64 und STA-ET-2.1 reagierten
sensibler auf Gemcitabin in Koexposition. STA-ET-1 zeigte im Konzentrationsbereich
von 0,01 bis 1,0 uM und bei 100 uM Gemcitabin keine Unterschiede zwischen Mono-
und Koexpositionsversuch. Nur die Messwerte bei 10 pM Gemcitabin wichen um den

Faktor 2 voneinander ab.

In Tab. 38 sind die rechnerisch ermittelten Glsy und Glgriso-Werte fur alle untersuchten
Messzeitpunkte und Zelllinien abzulesen. Die Tab. 39 fiihrt erginzend an, mit welchem
Prozentsatz der Gemcitabin-Konzentration des Einzelversuchs die Glspiso-Werte der
Koinkubationsversuche erreicht wurden. In der Tab. 40 sind die rechnerisch ermittelten
LCs- und LCgris0-Werte des Versuchs wiedergegeben.

Nach 24 h wurde bei keiner der getesteten Zelllinien mit den untersuchten Gemcitabin-
Konzentrationen eine 50 %-ige Wachstumshemmung beobachtet.

Nach 48 h Inkubationszeit steigerte STI 571 die wachstumshemmenden Effekte von
Gemcitabin bei den Zelllinien CADO-ES-1, STA-ET-2.1 und VH-64 in unterschied-
lichem Ausmal3. Bei CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 wurde das Zellwachstum mit um den
Faktor 6 bis 9 geringen Gemcitabinkonzentrationen als im Einzelinkubationsversuch auf
50 % reduziert. Nach 72 h und 96 h waren bei den Zelllinien CADO-ES-1 und STA-ET-
2.1 die wachstumshemmenden Effekte der Gemcitabinmono- und Koinkubation jeweils
vergleichbar.

Anders als im Monoinkubationsansatz wurde auch bei der Zelllinie VH-64 im
Koinkubationsversuch nach 48 h eine 50 %-ige Wachstumshemmung erzielt. Da bei der
Monoexposition der Anteil vitaler Zellen nicht zu 50 % gesenkt wurde, konnten fiir die
Zelllinie VH-64 keine Prozentwerte berechnet werden. Nach 72 h und 96 h wurden
gegenteilige Beobachtungen gemacht. VH-64 benétigte nach 72 h im Koinkubations-
versuch die ca. 3,5-fache Dosis Gemcitabin des Einzelversuchs. Durch Koinkubation mit
STI 571 kam es nach 72 h und 96 h zur Reduktion der wachstumshemmenden Effekte
von Gemcitabin.

Bei der Zelllinie STA-ET-1 wurden zu allen Messzeitpunkten nur geringe Unterschiede
zwischen den Gemcitabin-Konzentrationen zur 50 %-igen Wachstumsreduktion im

Mono- und Koexpositionsversuch ermittelt.



Kapitel 3: Ergebnisse 77

Beziiglich der Anderung der zytotoxischen Effekte von Gemcitabin durch Koinkubation
mit STI 571 wurden analoge Beobachtungen teilweise zeitlich versetzt gemacht.

Durch Koinkubation mit STI 571 wurde eine Steigerung des zytotoxischen Gemcitabin-
Effekts bei CADO-ES-1 nach 48 h, 72 h und 96 h und bei STA-ET-2.1 nach 72 h und
96 h beobachtet.

Bei der Zelllinie VH-64 wurde zunichst nach 72 h eine Verstirkung der zytotoxischen
Effekte durch STI 571 ermittelt. Nach 96 h hingegen eine Abschwichung der
Gemcitabin-Zytotoxizitit durch Koexposition mit STI 571 gesehen.

Bei STA-ET-1 zeigte sich nach 48 h eine geringere Zytotoxizitét von Gemcitabin durch
Koinkubation mit STI 571. Nach 72 h kam es zur Steigerung der Zytotoxizitit im
Koinkubationsansatz. Nach 96 h wurde bei STA-ET-1 eine Nivellierung der LCso- und
LCsriso-Werte beobachtet.

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Gemcitabin Gls [uM] [P 4,17* (0,413 10,371
Gemcitabin+STI 0,1 uM [Glspiso [uM] P> 0,640 10,429 10,393
Gemcitabin+STI 1,0 uM |Glsriso [uM] |» 0,744 [0,464 0,426
VH-64 Gemcitabin Glso [uM] | > 1,23* 10,885
Gemcitabin+STI 0,1 uM [GIspiso [uM] P> 8,19% 14,03 (2,57
Gemcitabin+STI 1,0 uM [GIspiso [uM] P> 9,85 1448 3,02
STA-ET-1 |Gemcitabin Gls5 [uM] > 1,05* 0,431 0,280
Gemcitabin+STI 0,1 uM |Glsriso [uM] |» 0,901 [0,315 0,275
Gemcitabin+STI 1,0 uM |Glsriso [uM] |» 0,776 0,320 0,284
STA-ET-2.1 |Gemcitabin Gls [uM] [P 4,85*% 10,553 (0,433
Gemcitabin+STI 0,1 uM [GIspiso [uM] P> 2,08 (0,420 0,381
Gemcitabin+STI 1,0 uM [GIspiso [uM] P> 0,558 10,463 0,438

Tab. 38: GIso-Werte der Testsubstanz Gemcitabin im Einzelversuch und Glgyiso-Werte des

Koinkubationsversuchs Gemcitabin und STI 571
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Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz Konzentration fiir vergleichbaren
antiprolifertiven Effekt [%]
CADO-ES-1 |Gemcitabin > 100% 100% 100%
Gemcitabin+STI 0,1 uM [P 15% 104% 106%
Gemcitabin+STI 1,0 uM [P 18% 112% 115%
VH-64 Gemcitabin > NB 100% 100%
Gemcitabin+STI 0,1 uM [P NB 329% 290%
Gemcitabin+STI 1,0 uM (P> NB 365% 341%
STA-ET-1 |Gemcitabin > 100% 100% 100%
Gemcitabin+STI 0,1 uM [P 86% 73% 98%
Gemcitabin+STI 1,0 uM [P 74% 74% 101%
STA-ET-2.1 |Gemcitabin > 100% 100% 100%
Gemcitabin+STI 0,1 uM (P> 43% 76% 88%
Gemcitabin+STI 1,0 uM (P> 12% 84% 101%

Tab. 39: Vergleich der antiproliferativen Effekte von Gemcitabin im Einzelversuch und im

Koinkubationsversuch mit STI 571 durch Berechnung der prozentualen Unterschiede zwischen

GISO' und GISTISO-Wer‘[en

Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Gemcitabin LCs [uM] [P > 8,34 1,32
Gemeitabin+STI 0,1 pM |LCsmiso [uM] [P |4,48  |0,828 {0,886
Gemeitabin+STI 1,0 uM [LCsmso [uM] [ 4,83 [0,946 0,939
VH-64 Gemcitabin LCso [uM] | > > 8,74
Gemcitabin+STI 0,1 pM [LCsriso [uM] | > 258  [12,9
Gemcitabin+STI 1,0 uM [LCsrso [uM] [P | 2 25,5 15,1
STA-ET-1 |Gemcitabin LCs [uM] [P 8,42 3,83 0,885
Gemcitabin+STI 0,1 uM [LCsrso [uM] [P | 2 1,22 10,682
Gemcitabin+STI 1,0 pM [LCsriso [uM] | > 0,956 10,730
STA-ET-2.1 |Gemcitabin LCs [uM] [P > > 9,21
Gemcitabin+STI 0,1 pM [LCsriso [uM] | > 1,91  [0,952
Gemcitabin+STI 1,0 uM |LCsmiso [uM] [P > 17,8 0,943

Tab. 40: LCs-Werte der Testsubstanz Gemcitabin im Einzelversuch und LCgriso-Werte des

Koinkubationsversuchs Gemcitabin und STI571

*H AV

durchschnittliches Wachstum tiber 50 %
durchschnittliches Wachstum unter 50 %

Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

keine prozentuale Auswertung vorgenommen

Wachstum um +/- 50 % bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
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3.24 Cytarabin in Kombination mit STI 571
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Abb. 34: Vergleich der In-vitro-Chemosensitivitit von vier Ewing-Zelllinien nach 48 h Inkubation

mit Cytarabin
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Abb. 35: In-vitro-Chemosensitivitit von CADO-ES-1 nach 48 h Inkubation mit Cytarabin in

Kombination mit STI 571
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Abb. 36: In-vitro-Chemosensitivitdit von VH-64 nach 48 h Inkubation mit Cytarabin in

Kombination mit STI 571
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Abb. 37: In-vitro-Chemosensitivitit von STA-ET-1 nach 48 h Inkubation mit Cytarabin in

Kombination mit STI 571
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Abb. 38: In-vitro-Chemosensitivitdit von STA-ET-2.1 nach 48 h Inkubation mit Cytarabin in
Kombination mit STI 571

In der Abb. 34 werden die Dosis-Wirkungskurven der vier untersuchten Zelllinien nach
48 h Monoinkubation mit Cytarabin miteinander verglichen. Fiir die graphische und
rechnerische Auswertung wurden die 1,15 pM-Werte der niedrigkonzentrierten Testreihe
benutzt. Nach 48 h Einzelinkubation reagierten die Zelllinien STA-ET-1 und CADO-ES-
1 sensibler auf Cytarabin als STA-ET-2.1 und VH-64. Bei CADO-ES-1 und STA-ET-1
wurde das Wachstum zu mehr als 50 % reduziert, bei STA-ET-2.1 und VH-64 nicht. Bei
allen untersuchten Zelllinien wurde nach 48 h die maximale Wachstumshemmung mit
einer Konzentration von 11,5 pM Cytarabin erreicht. Hohere Cytarabin-Dosierungen
konnten den Anteil vitaler Zellen nicht weiter verringern.

Die Abb. 35 bis Abb. 38 geben die Dosis-Wirkungskurven der einzelnen untersuchten
Zelllinien nach 48 h Koinkubation von Cytarabin in verschiedenen Testkonzentrationen
mit STI 571 in einer Dosis von 0,1 pM oder 1,0 uM wieder. Die 48 h-Kurven fiir die
beiden untersuchten STI 571-Konzentrationen waren bei allen Zelllinien nahezu
kongruent. Auch an den librigen Messzeitpunkten wurde diese Beobachtung gemacht.
Analog zu den Einzelversuchen wurde die maximale Wachstumshemmung jeweils mit
11,5 pM Cytarabin erreicht. CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 zeigten sich im

Koinkubationsversuch sensibler als unter Einzelexposition mit Cytarabin.



Kapitel 3: Ergebnisse 82

Bei VH-64 wurde kein Unterschied zwischen Mono- und Koinkubationsversuch erhoben.
Bei STA-ET-1 bewirkte Cytarabin eine stdrkere Reduktion des Zellwachstums im
Einzelversuch als im Koinkubationsversuch.

Die Tab. 41 gibt die errechneten Glso- und Glgriso-Werte fiir alle getesteten Zelllinien und
Messzeitpunkte wieder. Die Tab. 42 zeigt, mit welchem Prozentsatz der Cytarabin-
Konzentration des Einzelversuchs die Glgriso-Werte der Koinkubationsversuche erreicht
wurden. In der Tab. 43 sind die rechnerisch ermittelten LCsp- und LCgriso-Werte der
Versuchsreihe abzulesen.

Bei den Zelllinien CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 wurden nach 48 h, 72 h und 96 h die
wachstumshemmenden Effekte von Cytarabin durch Koinkubation mit STI 571 verstéarkt.
Es konnten fiir STA-ET-2.1 nach 48 h keine Prozentwerte berechnet werden, da im 48 h-
Monoinkubationsversuch das Zellwachstum nicht auf 50 % reduziert wurde und so kein
Gls-Wert erreicht wurde. Bei VH-64 konnte nach 48 h kein Unterschied zwischen
Mono- und Koinkubation beobachtet werden. Nach 72 h und 96 h dann steigerte STI 571
ebenfalls die Wachstumshemmung durch Cytarabin.

Bei STA-ET-1 fand nach 48 h zunichst eine Reduktion der wachstumshemmenden
Wirkung des Cytarabins durch STI 571 statt. Nach 72 h wurde jedoch eine Steigerung der
Cytarabin induzierten Wachstumshemmung durch STI 571 vermerkt. Nach 96 h kam es
dann zur Nivellierung der Glso- und Glgsriso-Werte.

Bei allen Zelllinien, jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten, wurde eine Steigerung der
Zytotoxizitdt durch Koexposition von Cytarabin mit STI 571 beobachtet.

Bei CADO-ES-1 wurde analog zur Wachstumshemmung auch die Zytotoxizitdt nach
48h, 72h und 96 h gesteigert. Bei STA-ET-2.1 zeigte sich nach 72 h und 96 h eine
erhohte Cytarabin-Toxizitdt in Koinkubation. Die Zelllinien VH-64 und STA-ET-1

reagierten nach 96 h Inkubationszeit sensibler auf die Koinkubation mit STI 571.
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Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Cytarabin Glo [tM] > [6,79% [4.20% |2,54*
Cytarabin+STI 0,1 M |Glsnso [uM] [M11,4 [1,04  [165 [1,86
CytarabintSTI 1,0 uM |Glsnso [uM] [7.25  [1,17  [1.88 2,20
VH-64 Cytarabin Glso [uM] | > 6,62* [3,53%
Cytarabin+STI 0,1 pM  [Glspiso [uM] [P > 550 (2,52
Cytarabin+STI 1,0 uM  [Glspiso [uM] [P > 5,70 |[3,16
STA-ET-1 |Cytarabin Gls5 [uM] > 5,44% |3,74*% |2,80%*
Cytarabin+STI 0,1 uM  |Glsmso [uM] [P [WI11,5 [2.82  [3,00
Cytarabin+STI 1,0 uM |Glsnso [uM] [ [223 [1.87  [3.10
STA-ET-2.1 |Cytarabin Glso [uM] | > 8,93* [6,52%
Cytarabin+STI 0,1 pM  |Glsriso [uM] [» 69,6 [3,79  [3.41
Cytarabin+STI 1,0 pM  |Glsriso [uM] [ [103 |4.16  [3.40

Tab. 41: GIs-Werte der Testsubstanz Cytarabin im Einzelversuch und Glgriso-Werte des

Koinkubationsversuchs Cytarabin und STI 571

Zeit 24 h 48 h 72h 96 h
Zelllinie Testsubstanz Konzentration fiir vergleichbaren
antiprolifertiven Effekt [%]
CADO-ES-1 |Cytarabin > 100% 100% 100%
Cytarabin+STI 0,1 uM  |P> 15% 39% 73%
Cytarabin+STI 1,0 uM [P 17% 45% 86%
VH-64 Cytarabin > > 100% 100%
Cytarabin+STI 0,1 uM (P> > 83% 71%
Cytarabin+STI 1,0 uM (P> > 86% 90%
STA-ET-1 |Cytarabin > 100% 100% 100%
Cytarabin+STI 0,1 uM P> 211% 75% 107%
Cytarabin+STI 1,0 uM [P 409% 50% 111%
STA-ET-2.1 |Cytarabin > NB 100% 100%
Cytarabin+STI 0,1 uM [P NB 42% 52%
Cytarabin+STI 1,0 uM (P> NB 47% 52%

Tab. 42: Vergleich der antiproliferativen Effekte von Cytarabin im Einzelversuch und im

Koinkubationsversuch mit STI 571 durch Berechnung der prozentualen Unterschiede zwischen

Glso- und Glgriso-Werten
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Zeit 24 h 48 h 72 h 96 h
Zelllinie Testsubstanz
CADO-ES-1 |Cytarabin LColeM] > > 10,6 [8.23
Cytarabin+STI 0,1 pM |[LCsmso [uM][»> 6,56, [4.97  [7.13
Cytarabin+STI 1,0 uM |LCsrso [uM][»> 6,64 [5.22 6,85
VH-64 Cytarabin LCs [uM] [P > > M28,8
Cytarabin+STI 0,1 uM  [LCsrso [uM] [P > > 23,0
Cytarabin+STI 1,0 uM  [LCsrso [uM] [P > > 20,6
STA-ET-1 |Cytarabin LCso [uM] [P > 10,5 9,20
Cytarabin+STI 0,1 pM  [LCspiso [uM] | > 11,4 |7,47
Cytarabin+STI 1,0 uM  [LCsriso [uM] | > 10,3 [7,45
STA-ET-2.1 |Cytarabin LCso [uM] |P > > >
Cytarabin+STI 0,1 uM  [LCgrso [uM] [P > 17,5 10,2
Cytarabin +STI 1,0 uM  [LCgrso [uM] [P > 24,0 |13.8

Tab. 43: LCsp-Werte der Testsubstanz Cytarabin im Einzelversuch und LCgriso-Werte des
Koinkubationsversuchs Cytarabin und STI 571

durchschnittliches Wachstum tiber 50 %
durchschnittliches Wachstum unter 50 %

Wachstum um +/- 50 % bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen

*H AV

Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

NB keine prozentuale Auswertung vorgenommen
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4.1

Diskussion

Ist ein In-vitro-Zytotoxizititsscreening bei Ewing-Tumoren sinnvoll?

Die Familie der ET z&hlt zur Gruppe der chemosensiblen Erkrankungen und eine
systemische Chemotherapie ist weltweiter Therapiestandard fiir alle Stadien [95;113].
Dennoch ist die Prognose bei Patienten im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium immer
noch schlecht [90;93]. Neue Therapiekonzepte und Medikamente miissen daher gefunden
werden.

Seit vielen Jahren fiihrt das US NCI mit Erfolg In-vitro-Screeningtests durch. Zelllinien
der hiufigsten Krebserkrankungen werden in Screening-Versuchen auf Chemosensibilitit
gegeniiber zytotoxischen Substanzen untersucht. Auf diese Weise wurden bereits viele
therapeutisch nutzbare Medikamente ermittelt. In dieser Untersuchungsreihe werden ET
jedoch nicht iberpriift [10]. Zur Zeit gibt es kein offizielles In-vitro-Screening-
Programm, in dem ET systematisch untersucht werden.

Bei der In-vitro-Toxizitdtstestung handelt es sich um ein experimentelles Modell. Es ist
nicht eins zu eins auf den lebenden Organismus iibertragbar. Die Verhéltnisse im Korper
und in vitro sind nicht vollkommen identisch. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik
der Substanzen kdnnen sich unterscheiden. Durch Dosierung, Dosierungsintervalle und
Applikationsweise, sowie Stoffwechselprozesse des Korpers ist die Exposition der
Tumorzellen gegeniiber den Testsubstanzen in vitro anders als in vivo [135].

So wurden im Versuch die Substanzen direkt auf die Zellen gegeben, wihrend sie im
Korper je nach Applikationsweise und Lokalisation des Tumors erst Barrieren wie z.B.
den Magen-Darm-Trakt, die Blutbahn oder die Hirn-Liquorschranke passieren miissen,
um zur Tumorzelle zu gelangen. Die Plasmahalbwertszeit unterliegt zum Teil groBen
individuellen Schwankungen [140;141]. Metabolisierungsprozesse konnen in Zellkultur
anders ablaufen als im Organismus [135]. Einige Substanzen werden z.B. in der Leber zu
ihren aktiven oder inaktiven Metaboliten verstoffwechselt. Lokale Einfliisse wie
Vaskularisierung, Tumor-Stroma-Interaktion, Gewebehypoxie oder das Immunsystem
des Korpers wurden nicht simuliert.

Auch gesunde Zellen kommen mit den Medikamenten in Kontakt. Das bedeutet, dass
Substanzen, die in vitro in sehr hohen Konzentrationen zytotoxisch wirken, ebenfalls
gesunde Zellen angreifen konnten. Dosislimitierende Nebenwirkungen in vivo sind daher

nicht auszuschlief3en.
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Die verwendeten ET-Zelllinien sind Subklone einer Zelle aus heterogenem
Tumorgewebe. Teilweise handelt es sich um Zelllinien von vorbehandelten,
therapieresistenten Tumoren [130]. Schon vor Versuchsbeginn hat somit eine Selektion
stattgefunden. In Kultur konnten diese Subklone ein anderes Wachstumsverhalten zeigen
als im Tumor. Durch Variablen wie die Dichte bei der Aussiedelung in Kulturflasche
oder Vertiefung der Lochplatten, sowie unterschiedliche Reaktion der einzelnen Zellen
auf die Trypsinisierung und Kryokonservierung konnte eine weitere Selektion
stattgefunden haben [51].

Trotzdem bieten In-vitro-Zytotoxizitatstests eine Reihe von Vorteilen. Auch wenn ET zu
den zweithdufigsten malignen Knochentumoren im Kindes- und Jugendalter zihlen, so ist
die Inzidenz gering [55]. Die Zelllinien hingegen sind stets verfiigbar. Es ist ausreichend
Material mit gleichen Eigenschaften fiir eine grole Anzahl von Testansitzen vorhanden.
Da die Zahl der therapeutisch wirksamen Medikamente begrenzt ist, viele Medikamente
zahlreiche Nebenwirkungen zeigen, zum Teil das Risiko einer sekundiren Tumor-
entwicklung besteht und haufig nur wenige oder keine Daten iiber den klinischen Einsatz
der Medikamente bei Kindern vorliegen, ist es wichtig, eine Vorauswahl zytotoxisch
wirksamer Substanzen in vitro zu treffen [92;94;95]. Diese konnen dann in
nachfolgenden préklinischen und klinischen Studien weiter erprobt werden [69;100].
Von Ergebnissen der In-vitro-Toxizititstestung kann zwar nicht ohne weiteres auf die
Wirksamkeit in der klinischen Anwendung geschlossen werden. Dennoch handelt es sich
um eine geeignete Methode, um Anhaltspunkte dariiber zu bekommen, welche Wirkung
die ausgewéhlten Substanzen zeigen konnten [10;39;51;60;64;69;87;100;112;142].

Ein systematisches In-vitro-Zytotoxizitétsscreening bei Ewing-Tumoren ist demnach

sinnvoll.
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4.2

Handelt es sich beim MTT-Assay um eine geeignete Methode?

Die Grundlagen des MTT-Tests wurden 1981 von Mosmann et al. entwickelt. Heute gibt
es verschiedene Modifikationen, doch das Prinzip ist gleich geblieben. Die Stoffwechsel-
aktivitét vitaler Zellen wird ermittelt und so auf den Anteil vitaler Zellen im Testansatz
geschlossen [87] (vgl. auch Kapitel 2.2.4: MTT-Test).

Mit dieser Methode wird die Zahl der stoffwechselaktiven Zellen bestimmt [14].
Zwischen Zytostase und Zytotoxizitdt kann nicht differenziert werden. Diese beiden
verschiedenen Vorginge werden mit dieser Messmethode zusammengefasst. Es kann
vorkommen, dass so eine stirkere Wirkung ermittelt wird als bei alleiniger Messung des
Zelliiberlebens [59].

Weitere Fehlerquellen liegen u.a. bei der praktischen Durchfiihrung des Tests. Fiir eine
aussagekriftige Extinktion darf die Zellzahl im Testansatz weder zu hoch noch zu niedrig
sein. Das Zellwachstum sollte nicht zu dicht sein, da die Zellen sonst an Substratmangel
versterben konnten. Weiterhin sollten sich die Zellen iiber den ganzen Versuchszeitraum
in einer exponentiellen Wachstumsphase befinden. Bei einer zu hohen Zellzahl im
Testansatz wird zu schnell ein plateauformiges Wachstum erreicht, so dass der Versuch
nicht auswertbar ist. Bei zu wenigen Zellen sind die Ergebnisse nicht reproduzierbar, da
die Extinktion nicht mehr exakt bestimmt werden kann [51]. Die optimale Zellzahl wurde
durch Wachstumsreihen vor Versuchsbeginn ermittelt, dennoch kann nicht stets die genau
gleiche Zellzahl in jeder Versuchsreihe vorausgesetzt werden. Die Testsubstanzen
wurden in den In-vitro-Toxizititsversuchen erst nach 72 h zugesetzt, da die Zellen nicht
unmittelbar nach ihrer Adhésion in eine exponentielle Proliferationsphase eintreten.

In verschiedenen Studien konnten Ubereinstimmungen von MTT-Testergebnissen mit
dem klinischen Verhalten des Tumors beobachtet werden [39;60;64;69;112;122;142].
Von Xu et al. wurden Tumorzellen von 83 Patientinnen von insgesamt 156 Patientinnen
mit fortgeschrittenem Brustkrebs mittels MTT-Test vor Chemotherapiebeginn untersucht.
73 der untersuchten Patientinnen wurden nach den Ergebnissen des MTT-Tests als
sensibel eingestuft, 10 als nicht sensibel. Die Gruppe der sensiblen Patientinnen erhielt
eine Chemotherapie nach Sensibilitit. Die 10 nicht sensiblen Patientinnen, sowie eine
Kontrollgruppe von weiteren 73 Patientinnen erhielten eine Chemotherapie nach
klinischen Gesichtspunkten. Die Responserate der MTT-sensitiven Gruppe lag bei 76,7 %
(56/73), die der nicht sensiblen Gruppe bei 0 % (0/10), die der Kontrollgruppe bei 43,8 %
(32/73). Zwischen in vitro und in vivo Ergebnissen wurde eine Gesamtkoinzidenzrate von

79,5 % ermittelt [142].
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Hwang et al. verglichen MTT-Testergebnisse in vitro mit klinischen Response bei 31
Patienten mit ALL. Es zeigten sich richtig-positiv-Werte in 91,3 % und richtig-negativ-
Werte in 77,8 % der Falle [64].

In einer Studie von Taylor et al. wurden 120 Patientinnen mit fortgeschrittenem Adeno-
CA des Ovars untersucht. Bei den nach MTT-Test sensiblen Patientinnen lag die 5-
Jahresiiberlebensrate bei 24 %, im Vergleich lag die mittlere 5-Jahresiiberlebensrate der
Gruppe der laut MTT-Test nicht sensiblen Patientinnen nur bei 12 % [122].

Mit Hilfe des MTT-Assays konnten umfassende und aussagekriftige Datenmengen
ermittelt werden [51;69;100]. Ein weiterer Vorteil ist die kostengiinstige und schnelle
Realisierung. Unter relativ einfachen Laborbedingungen kdnnen nach kurzer Zeit die
Ergebnisse erhoben werden. Gerade fiir eine Screening-Reihe ist dies wichtig. Auch wenn
die Aussagekraft ihre Grenzen hat, handelt es sich um ein geeignetes Verfahren zur

Vorauswahl potentiell klinisch wirksamer Substanzen.
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4.3

Auswertung der ermittelten Ergebnisse

Die Anzahl der getesteten Zytostatikakonzentrationen beeinflusst sowohl die graphische
als auch die rechnerische Ermittlung der Glso- und LCso-Werte. Eine hohere Anzahl
getesteter Zytostatikakonzentrationen ermoglicht eine genauere Abschitzung dieser
Werte. Da in den Koinkubationsversuchen weniger Konzentrationen getestet wurden,
sind diese Ergebnisse etwas ungenauer (vgl. auch Kapitel 2.2.7: Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse).

Die Gls- und LCs-Werte konnen sowohl logarithmisch als auch linear berechnet
werden. Da die graphische Auswertung logarithmisch erfolgte, wurden auch die Werte
logarithmisch berechnet. Im Idealfall wire an den Dosis-Wirkungskurven ein sigmoidaler
Abfall zu beobachten, d. h. bei der logarithmischen Berechnung der Glso- und LCsp-Werte
flieBt ein geringerer Fehler mit ein. Zur Berechnung der Glso- und LCsp-Werte wurden
jeweils die Konzentrationen gewihlt, die iiber bzw. unter 50 % Wachstum lagen. Hier
liegt eine potentielle Fehlerquelle bzw. Unschérfe des Systems, da von einer Varianz der
Werte ausgegangen werden muss und einige Konzentrationen nur knapp oberhalb oder
unterhalb dieser Grenze lagen.

Insgesamt geben die Ergebnisse einen Anhalt, in welchem Konzentrationsbereich die
einzelnen Substanzen in diesem Testsystem wirksam sind. Sie sind in diesem System
miteinander vergleichbar. Die erhobenen Werte sind also nicht als absolute Werte zu

sehen, sondern geben lediglich Anhaltspunkte fiir die eventuelle Wirksamkeit in vivo.
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4.4

4.4.1

Welche Wirkung zeigen die getesteten Substanzen?

Etoposid

Etoposid ist seit vielen Jahren ein wichtiger Bestandteil der Therapieprotokolle zur
Behandlung der ET [95]. Die Therapieplédne sind risikoadaptiert. Patienten aller Risiko-
gruppen erhalten im EURO-E.W.LN.G. 99-Protokoll zunichst Etoposid in Kombination
mit Vincristin, Ifosfamid, Doxorubicin (VIDE-Schema) in einer Dosierung von
150 mg/m?/d an den Tagen dl1, d2, d3 als Teil der Induktionstherapie (vgl. auch Abb. 1
EURO-E.W.LN.G.99, Therapieschema) [74]. Bei Patienten mit lokalisierter Erkrankung
konnte mit dieser Etoposidkombination eine 5-Jahres-Uberlebensrate von mehr als 50 %
erreicht werden [67].

Bei an ET erkrankten Hochrisikopatienten wird Etoposid als Bestandteil einer
Hochdosistherapie in Kombination mit Stammzelltransplantation erprobt. Hier liegen die
Etoposiddosierungen bei insgesamt 1800 mg/m? an den Tagen -6 bis —3 vor
Stammzelltransplantation (Tag 0). Das entspricht 450 mg/m?/d [74]. Im Rahmen der
Hochdosistherapie konnten verbesserte Uberlebensprognosen zum Einen von Patienten
mit priméren Lungen- und Knochenmetastasen (5-Jahres-Uberlebensrate 34% mit vs. 5%
ohne HDT) und zum Anderen von Patienten mit einem Frithrezidiv (< 2 Jahre) (4-Jahres-
Uberlebensrate 17 % mit vs. 2 % ohne HDT) beobachtet werden [37].

Fir Etoposid wurden bei Kindern je nach eingesetzter Dosis verschiedene Plasma-
konzentrationen ermittelt. Mit der Standarddosis von 150 mg/m? iliber zwei Stunden
taglich, tber drei Tage wurden Plasmaspitzenspiegel von 23,4 +/- 3,0 mg/l (= 39,8 +/- 5,1
uM) erreicht. Dabei konnten im Plasma Konzentrationen von > 10 mg/1 (= 17,0 uM) {liber
10,7 +/- 2,6 h, Konzentrationen von 1-10 mg/l (= 1,7- 17,0 uM) iiber 37,2 +/- 8,4 h und
Konzentrationen von < 1 mg/l (= 1,7 uM) iiber 47,9 +/- 9,8 h gemessen werden. Bei i.v.
Gabe iiber 96 h mit einer Gesamtdosis von 450 mg/m? Etoposid lag die Steady-State-
Konzentration bei 3,4 +/- 0,7 mg/l (= 5,8 +/- 1,2 uM).

Eine kontinuierliche Infusion von 1800 mg/m? fiihrte zu Steady-State-Konzentrationen
von 13,8 +/- 2,8 mg/l (= 23,4+/- 4,8 uM). Hierbei wurden 7,9 (+/- 2,6)-mal langer
Konzentrationen von > 10 mg/l (= 17,0 uM) und 2,3 (+/- 0,4)-fach linger Konzentra-
tionen < 1,0 mg/l (= 1,7 uM) gemessen, aullerdem eine um den Faktor 0,7 (+/- 0,8)
kiirzere Exposition fiir die Konzentrationen 1-10 mg/l (= 17,0 - 1,7 uM) gegeniiber
Etoposid in der Niedrigdosis 150 mg/m? [140].
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In den Einzelversuchen der vorliegenden Arbeit wurden nach 72 h Etoposidexposition
Konzentrationen von 0,535 bis 18,7 uM zum Erreichen der Gls,-Werte benotigt.

Damit lagen die Gls-Werte in einem Konzentrationsbereich, der im auch Plasma gut
erreicht werden konnte und mit vertretbarer Toxizitét einhergeht.

Es gibt nur wenige Publikationen, die liber In-vitro-Zytotoxizititsscreeningtests mit ES-
Zelllinien berichten.

Debes et al. untersuchten die ES-Zelllinien VH-64 und SK-ES-1. Die Zellen wurden fiir
eine Stunde mit Etoposid in den Konzentrationen 1, 5, 10, 20 und 50 ug/ml behandelt. In
der Kontrolle befand sich kein Etoposid. Die Anzahl der lebenden Zellen wurde mittels
XTT-Test bestimmt. 72 h nach der Behandlung wurde die Extinktion gemessen. Etoposid
in einer Konzentration von 50 pg/ml (= 84,95 uM) verminderte die Uberlebensfraktion
von SK-ES-1 auf 18 % und von VH-64 auf 31 % [23]. Rechnerisch wurde in der vor-
liegenden Arbeit mit 85 pM Etoposid nach 72 h Inkubationszeit die Uberlebensfraktion
der Zelllinie VH-64 auf 38 % und fiir STA-ET-1 auf 43 % reduziert. (Fiir STA-ET-2.1
lag die Uberlebensfraktion nach 72 h unter 85 uM Etoposid rechnerisch bei 125 % und
fiir CADO-ES-1 bei 115 %.) Obwohl die Versuchsbedingungen nicht identisch sind,
scheinen die Ergebnisse dhnlich. Beiden Untersuchungen gemeinsam ist, dass die Uber-
lebensfraktion der Etoposid-sensiblen Zellen zu mehr als 50 % reduziert wurde.
Weiterhin konnte auch bei Debes et al. eine dosisabhingige Reduktion der Uberlebens-
fraktion beobachtet werden [23].

In einer Screeningstudie von Zwaan et al. wurden Tumorzellen von Patienten mit ALL
und AML iiber 96 h mit Etoposid inkubiert (0,05-50 pg/ml). Der Median der LCso-Werte
lag fiir AML-Zellen bei 7,45 pg/ml (= 12,7 pM) und fiir ALL-Zellen bei 1,52 ng/ml (=
2,1 uM) [144]. Die LCsp-Werte von Zwaan et al. sind wie in dieser Arbeit definiert.
Selbst die Etoposid-sensibleren Zelllinien dieser Arbeit (VH-64 und STA-ET-1)
bendtigten deutlich hohere Etoposidkonzentrationen, um die LCs, zu erreichen (19,4 uM
und 58,7 uM). Von der Etoposid-resistenteren Zelllinie STA-ET-2.1 wurde kein LCs,-
Wert erreicht. Dies zeigt, dass es Tumore gibt, die noch sensibler auf Etoposid reagieren
als ET.

Uber den gesamten Versuchszeitraum reagierte die Zelllinie STA-ET-1 am sensibelsten.
Die hochsten Konzentrationen zum Erreichen einer 50 %-igen Wachstumshemmung
wurden bei STA-ET-2.1 und CADO-ES-1 beobachtet.

Dies konnte auf das unterschiedliche Ausmal} an Pgp-Expression der einzelnen Zelllinien
zuriickzufithren sein. Die Pgp-vermittelte MDR ist ein Problem in der Krebstherapie
einiger Tumore. Uber ein Pgp-Tunnelprotein wird die Substanz wieder aktiv aus der Zelle

hinausbefordert [45;47;103].
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Etoposid ist ein solches Pgp-Substrat. Bei den Zelllinien CADO-ES-1 konnte eine Pgp-
Expression von 60 %, bei STA-ET-2.1 von 20 % nachgewiesen werden. Diese beiden
Zelllinien reagierten resistenter gegeniiber Etoposid. Neben Pgp existieren noch weitere
Transportproteine, die eine Zytostatikaresistenz vermitteln. Dies konnte erklédren, weshalb
CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 trotz unterschiedlicher Pgp-Expression éhnlich resistent
reagierten.

Im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit getesteten Substanzen (Vincristin,
Gemcitabin, Cytarabin und STI 571) lag Etoposid im mittleren Bereich der
Gesamtrangfolge. Gemcitabin und Vincristin zeigten eine stirkere zytotoxische Wirkung.
STI 571 und Cytarabin waren weniger toxisch als Etoposid.

Die Ergebnisse des In-vitro-Zytotoxizititsscreenings dieser Arbeit bestétigen die

Wirksamkeit von Etoposid in der Behandlung der ET.
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4.4.2

Vincristin

Auch Vincristin wird seit langer Zeit in den Therapieprotokollen zur Behandlung der ET
eingesetzt [95]. Die Anwendung von Vincristin erfolgt risikoadaptiert in Kombination mit
anderen Chemotherapeutika z.B. im VIDE-, VAI- oder VAC- Schema. Im aktuellen
Therapieprotokoll der EURO-E.W.LN.G. 99-Studie wird Vincristin in  einer
Konzentrationen von 1,5 mg/m?*d am Tag 1 des jeweiligen Zyklus gegeben (vgl. auch
Abb. 1 EURO-E.W.LN.G. 99, Therapieschema) [74]. Im Rahmen dieses Therapie-
schemas wurde eine 5-Jahres-Uberlebensrate von mehr als 50 % bei Patienten mit
lokalisierter Erkrankung erreicht [67].

Zur Pharmakokinetik bei Kindern gibt es fiir Vincristin nur wenige Studien. Die Intra-
und Interpatienten-Variabilitit ist groB [43]. Neu an ALL erkrankten Kindern ohne
vorherige Chemotherapie wurden 1,5 mg/m® Vincristin als Bolus verabreicht. Es ergab
sich im Median (25te und 75te Perzentile) eine Gesamtkorperclearance von 228 (128 -
360) ml x min™' x m2, eine AUC von 6,7 (4,2-12,3) mgx L' x min™, Eliminations-HWZ
tine = 6,6 (6,1 - 7,5) min und t;,3 = 1001 (737 - 1325) min, sowie ein Verteilungsvolumen
im Steady-State von 262 (158 - 469) I/m? [49].

In der vorliegenden Arbeit reagierten die vier untersuchten Zelllinien unterschiedlich
sensibel auf die Inkubation mit Vincristin. Nach 24 h wurde bei keiner Zelllinie das
Wachstum mit den Testkonzentrationen von 0,05 bis 50 uM zu mehr als 50 % gehemmt.
Nach 48 h wurde das Wachstum der Zelllinie STA-ET-1 bei allen getesteten Dosierungen
zu mehr als 50 % reduziert, wihrend bei den tibrigen Zelllinien der Anteil vitaler Zellen
mit keiner der untersuchten Konzentrationen zu mehr als 50 % gesenkt wurde. Erst nach
72 h reduzierte Vincristin das Wachstum aller Zelllinien zu 50 % und mehr.

Auch bei Vincristin besteht das Problem in der Pgp-vermittelten MDR. Vincristin wird
nicht nur mittels Pgp-Tunnelprotein wieder aus der Zelle herausgepumpt, es induziert
aullerdem eine Pgp-Expression. Die Zelllinien mit hoher Pgp-Expression CADO-ES-1
und STA-ET-2.1 reagierten deutlich resistenter als STA-ET-1 und VH-64.

Nach 96 h wurden bei STA-ET-1, STA-ET-2.1 und VH-64 dhnliche Beobachtungen wie
nach 72 h gemacht. Bei CADO-ES-1 hingegen wurde, anders als nach 72 h, nach 96 h
keine 50 %-ige Reduktion des Wachstums mehr erreicht. Dies hingt wahrscheinlich mit
der Wachstumskinetik von CADO-ES-1 zusammen. Die Kontrolle befand sich zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr in der Wachstumsphase. Das Kontrollwachstum war nach 96 h
geringer als nach 72 h und somit die Differenz zwischen behandelten und unbehandelten
Zellen geringer. Dafiir spricht auch, dass die Uberlebensfraktion und LCs-Werte fiir
CADO-ES-1 nach 96 h nicht wieder angestiegen sind.
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Insgesamt war die Wirkung von Vincristin mehr von der Zeit als von der Konzentration
abhéngig. Dies liegt vermutlich am Wirkmechanismus der Substanz. Als Mitosehemmer
kann Vincristin erst seine Wirkung entfalten, wenn alle Zellen in die Mitose kommen.
Dies konnte ein weiterer Grund sein, weshalb die Zelllinien STA-ET-1 und VH-64 mit
einer kiirzeren Verdopplungszeit sensibler reagierten als STA-ET-2.1 mit einer lingeren
Generationszeit.

Im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit untersuchten Substanzen stand Vincristin
nach Gemcitabin an zweiter Stelle in der Gesamtrangfolge. Auch wenn Vincristin erst
nach langerer Expositionszeit seine volle Wirkung entfaltete, wurden iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum geringere Konzentrationen an Vincristin als an Etoposid, STI 571

und Cytarabin benétigt.
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4.4.3

Gemcitabin

Gemcitabin ist erst seit 1995 in Deutschland zugelassen [98]. Es wird in der Therapie
solider Tumore wie z.B. dem Harnblasen-CA, dem nichtkleinzelligem Bronchial-CA und
dem Adeno-CA des Pankreas angewandt. Die Substanz zeigte in zahlreichen klinischen
Studien auch Aktivitdt gegen weitere maligne solide Tumorerkrankungen wie z.B. des
Ovars und der Brust [2;13;15-17;20;42;76;99]. Gemcitabin gehdrt nicht zur Standard-
therapie der ET.

Zur Beurteilung der Wirksamkeit und als Zulassungskriterium wurde erstmals nicht das
Vorliegen von Tumorremissionsraten, sondern eine Verbesserung der Lebensqualitét z.B.
durch Reduktion der Schmerzintensitét herangezogen [98].

Daten iiber den klinischen Finsatz von Gemcitabin bei Kindern sind rar. An Kindern mit
soliden Tumoren wurde die Substanz in einer Phase-I-Studie untersucht. Nach 30-min-
Kurzinfusion von 1000 — 2100 mg/m* Gemcitabin lag das Steady-State-Volumen im
Median fiir Gemcitabin zwischen 11,5 - 27,5 I/m?, die Gemcitabin-Plasmaspitzenspiegel
im Median zwischen 14,0 - 49,0 pg/ml (= 53,2 - 186,2 uM) [104].

In den Monoinkubationsversuchen mit Gemcitabin der vorliegenden Arbeit reagierten vor
allem die gegeniiber Etoposid und Vincristin resistenteren Zelllinien sehr sensibel. Nach
48 h wurde mit geringen Gemcitabinkonzentrationen von 1,02 - 2,50 pM das Wachstum
der Zelllinien CADO-ES-1, STA-ET-1 und STA-ET 2.1 zu 50 % gehemmt. Nach 72 h
reduzierten sogar um den Faktor 2 - 6 geringere Dosierungen das Wachstum dieser
Zelllinien auf 50 %. Vh-64 reagierte resistenter als die iibrigen untersuchten Zelllinien
gegeniiber Gemcitabin. Nach 48 h wurde bei keiner der getesteten Konzentrationen das
Wachstum zu 50 % gehemmt. Nach 72 h und 96 h wurde bei VH-64 jeweils eine ca. 3-
fach hohere Gemcitabinkonzentration als bei den anderen getesteten Zelllinien bendtigt.
Die Wirkung von Gemcitabin war sowohl zeit- als auch dosisabhidngig. Vermutlich
wurde die maximale Gemcitabinwirkung bei allen Zelllinien nach 72 h erreicht, da nach
96 h jeweils keine nennenswerte Steigerung der Toxizitédt beobachtet wurde.

Insgesamt lagen die Werte in einem Konzentrationsbereich, der auch im menschlichen
Organismus erreicht werden kann und mit einer akzeptablen Toxizitét einhergeht [104].
In verschiedenen In-vitro-Studien wurde die Wirkung von Gemcitabin an soliden Tumor-

zellen erprobt [56;65;89].
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Die Tab. 44 gibt die Gls;-Werte nach 48 h Gemcitabininkubation der ES —Zelllinien
dieser Arbeit im Vergleich zu den Glsp-Werten von vier Osteosarkom(OS)-Zelllinien und

sechs Zervikal-CA-Zelllinien wieder.

Gemcitabin Zeit 48 h
Quelle Zelllinie Glso [uM]
diese Arbeit CADO-ES-1 1,76%*
ES VH-64 >
STA-ET-1 1,02%*
STA-ET-2.1 H 250
Jia et al. [65] MG-63 0,200
(0N SAOS-2 8,50
TE-85 0,0065
SAOS-LM-7 9,00
Hernandez et al. [56] |SiHA 203
Zevix-CA Calo 0,89
InBl 0,63
HeLa 0,32
C33A 0,27
CasKi 0,11

Tab. 44: Gl5)-Werte nach 48h Gemcitabininkubation

> durchschnittliches Wachstum iiber 50%
| | Wachstum um +/- 50% bei dieser und allen hoheren getesteten Konzentrationen
* Wert errechnet sich aus zwei Messreihen

Jia et al. untersuchten mittels MTT-Test die In-vitro-Toxizitdt von Gemcitabin an vier
humanen Osteosarkom (OS)-Zelllinien (MG-63, TE 85, SAOS- 2 und SAOS-LM7) [65].
Gemcitabin reduzierte das Wachstum und induzierte Apoptose bei allen vier untersuchten
Zelllinien. Nach 48 h Gemcitabininkubation lagen die IC5y-Werte zwischen 6,5 nM und 9
uM [65]. Die ICs-Werte wurden wie die Glso-Werte dieser Arbeit ermittelt und sind
somit vergleichbar.

Anders als in dieser Arbeit wurden nach 48 h fiir alle vier OS-Zelllinien ICs-Werte
erreicht. Die in dieser Arbeit Gemcitabin-resistenteste ES-Zelllinie (VH-64) erlangte nach
48h keinen Glso-Wert. Die zwei sensibelsten OS-Zelllinien benétigten nach 48 h fiir eine
50 %-ige Wachstumshemmung ungefidhr um den Faktor 140 bzw. 5 geringere
Gemcitabinkonzentrationen als die nach 48 h sensibelste ES-Zelllinie dieser Arbeit (STA-
ET-1).
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Vergleicht man die 48 h-Werte der OS-Zelllinien mit den 72 h-Werten der ES-Zelllinien,
so war fiir die nach 72 h sensibelste ES-Zellinie eine um ca. den Faktor 50 bzw. 1,7
hohere Gemcitabinkonzentration im Vergleich zu den 48 h Konzentrationen der
sensibelsten OS-Zelllinien notig.

Die weniger sensiblen OS-Zelllinien hingegen brauchten ca. um den Faktor 9 hohere
Gemcitabindosen als die sensibelste ES-Zelllinie, um nach 48 h eine 50 %-ige
Wachstumshemmung zu erreichen [65]. Insgesamt scheinen nach 48 h die untersuchten
OS-Zelllinien noch sensibler gegeniiber Gemcitabin als die ES-Zelllinien dieser Arbeit.
In einer Studie von Hernandez et al. wurde die Gemcitabinaktivitit an sechs Zervikal-
CA-Zelllinien (SiHa, Calo, InBl, HeLa, C33A, CasKi) untersucht [56]. Zur Bestimmung
der Uberlebensfraktion wurde nicht der MTT-Test, sondern ein #hnliches Verfahren
(Farbung mit Kristall-Violett) angewandt. Die beobachteten Zelllinien reagierten
unterschiedlich auf die Gemcitabinexposition. Nach 48 h wurden Gemcitabin-
konzentrationen zwischen 0,11 und 203 pM zur 50 %-igen Wachstumshemmung
benétigt. Ohne die gemcitabinresistente Zelllinie lagen die Dosen zur 50 %-igen —
Wachstumshemmung nach 48 h zwischen 0,11 und 0,89 pM [56]. Nach 72 h wurden
keine Werte erhoben.

Fiir die sensibelste Zervikal-CA-Zelllinie (CasKi) wurde ca. um den Faktor 9 weniger
Gemcitabin bendtigt als fiir die nach 48 h sensibelste ES-Zelllinie. Insgesamt scheinen die
untersuchten Zervikal-CA-Zelllinien nach 48 h sensibler gegeniiber Gemcitabin zu sein.
Allerdings wurde in dieser Arbeit die maximale Gemcitabinwirksamkeit gegeniiber den
ES-Zellen erst nach 72 h gesehen. Ausserdem bendtigte die weniger sensible Zervikal-
CA-Zelllinie (CalLo) nur eine gering niedrigere Gemcitabinkonzentration als die nach
48 h gemcitabinsensibelste ES-Zelllinie (STA-ET-1) fiir einen vergleichbaren Effekt.
Pace et al. untersuchten Gemcitabin an drei nicht kleinzelligen Lungen-CA-Zelllinien
(NCI-H292, NCI-CorL23 und NCI-Col0o699) [89]. Die Zellen wurden mit und ohne 0,5,
0,05 und 0,005 uM Gemcitabin iiber 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Um die dort
ermittelten Werte mit dieser Arbeit zu vergleichen, wurde das Restwachstum der Lungen-
CA-Zelllinien unter Gemcitabineinfluss auf die Kontolle ohne Gemcitabin am jeweiligen
Messtag bezogen. Anders als in der vorliegenden Arbeit befand sich die Kontrolle jedoch
nicht in der Wachstumsphase, sondern lag im Durchschnitt bei ca. 90 % des Wachstums
der Kontrolle am Tag Null.

Die drei Zelllinien reagierten unterschiedlich auf Gemcitabin. Bei allen wurde, wie auch
in dieser Arbeit, eine konzentrations- und zeitabhidngige Wachstumshemmung beobach-

tet.
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Nach 24 h wurden, wie auch in der vorliegenden Versuchsreihe, keine wachstums-
hemmenden Effekte gesehen. Die Dosis von 0,005 uM Gemcitabin beeinflusste das
Uberleben der drei Zelllinien iiber den gesamten Versuchszeitraum nicht [89].

Nach 48 h konnte nur bei einer Zelllinie (NCI-H292) eine signifikante Reduktion der
iiberlebenden Zellen erfasst werden. Unter 0,05 uM Gemcitabin iiberlebten noch 77 %,
unter 0,5 uM noch 60 % der Zellen im Vergleich zur Kontrolle nach 48 h.

Nach 72 h zeigte sich fiir die sensibelste Lungen-Ca-Zelllinie (NCI-H292) mit 0,05 pM
Gemcitabin ein Restwachstum von 23 % sowie mit 0,5 uM von 21 % im Vergleich
Kontrolle nach 72 h. Die beiden anderen Zelllinien waren weniger sensibel. Nach 72 h
wiesen NCI-Colo699 und NCI-CorL23 unter 0,05 uM Gemcitabin ein Uberleben von
89 % bzw. 79 % im Vergleich Kontrolle nach 72 h vor. Unter 0,5 uM zeigte sich ein
Uberleben von 73 % bei NCI-Colo699 und bei NCI-CorL23 von 61 % im Vergleich
Kontrolle nach 72 h [89].

Das Zellwachstum der in dieser Arbeit untersuchten ES-Zelllinien hingegen wurde mit
0,05 uM nach 72 h nicht beeinflusst. Anders verhielt es sich mit 0,5 pM Gemcitabin. Fiir
die gegeniiber Gemcitabin sensibleren ES-Zelllinien wurde nach 72 h mit 0,5 uM
Gemcitabin ein Restwachstum zwischen 28 % (CADO-ES-1) und 43 % (STA-ET-1 und
STA-ET 2.1) beobachtet. Bei der Gemcitabin-resistenteren Zelllinie VH-64 zeigte sich
mit 0,5 pM Gemcitabin ein Restwachstum von 73 %. Demnach scheinen die untersuchten
ES-Zelllinien nach 72 h zwar resistenter als die sensibelste Lungen-CA-Zelllinie, aber
gleichzeitig sensibler als die resistenteren Lungen-CA-Zelllinien.

Zur Therapie der ET wird Gemcitabin zur Zeit nicht standardmiBig eingesetzt. In der
Literatur wurde in zwei Studien iiber die Wirksamkeit von Gemcitabin bei therapie-
resistenten Weichteilsarkomen berichtet [84;116].

In einer Phase-II-Studie wurde Gemcitabin an 18 Patienten mit vorbehandelten und fort-
geschrittenen Weichteilsarkomen untersucht [116]. Die Patienten wurden in die Studie
aufgenommen, wenn die histologische Diagnose eines nichtresektablen, wiederaufge-
tretenen oder metastasierten fortgeschrittenen Weichteilsarkoms vorlag und wenigstens
eine chemotherapeutische Behandlung mit einem Anthracyclin und / oder Ifosfamid ein-
schlieBenden Protokoll stattgefunden hatte. Nur zwei der untersuchten Patienten hatten
zuvor auf eine palliative Chemotherapie angesprochen. Gemcitabin wurde als 360 min
Infusion in einer Dosierung von 200 mg/m? an den Tagen 1,8 und 15 eines 28-tdgigen
Zyklus gegeben. Eine Steigerung der Dosis auf 250 mg/m? war bei Stabilisierung der
Erkrankung und guter Toleranz gegeniiber Gemcitabin erlaubt. Im Median wurden 3

Zyklen (Ringe 1 - 7) verabreicht.
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Zwei Patienten (11 %) zeigten ein teilweises Ansprechen auf die Therapie fiir 5 bzw. 6
Monate. Davon gehorte einer zu den zwei Patienten, die bereits auf eine palliative
Chemotherapie angesprochen hatten. Bei einem weiteren Patienten kam es zur Reduktion
von mehr als 50 % der Lungenmetastasen und Stabilisierung des lokalen Riickgangs fiir 6
Monate. Fiir sechs Patienten konnte eine Stabilisierung der Erkrankung iiber 3 - 6 Monate
erreicht werden. Neun Patienten erlitten ein Fortschreiten der Erkrankung. Im Median lag
das Uberleben bei 8 Monaten, fiinf Patienten lebten auch nach 12 Monaten noch [116].
Gemcitabin zeigte Antitumoraktivitit mit einem vertretbaren Toxizitédtsprofil in dieser
Patientengruppe [116].

In einer anderen Phase-II-Studie wurde die Effektivitit von Gemcitabin an 18 Patienten
mit Weichteil- oder Knochensarkomen untersucht. Sie reagierten zuvor resistent
gegeniiber den auf Adriamycin und Ifofamid basierenden Standard-Chemotherapien [84].
Gemcitabin wurde in einer Dosierung von 1000 mg/m*Woche iiber sieben aufeinander-
folgende Wochen gefolgt von einer Woche Pause verabreicht. Wurde keine Progression
beobachtet, bekamen die Patienten weiterhin 1000 mg /m?»/Woche iiber 3 Wochen alle 28
Tage, bis ein Scheitern der Therapie klinisch oder radiologisch bewiesen wurde. Es
konnte ein partielles Ansprechen bei einem Patienten mit Leiomyosarkom und ein
minimaler Respons bei einem Patienten mit Angiosarkom beobachtet werden. AuBerdem
erreichten sechs Patienten mit Chondrosarkom bzw. Osteosarkom eine voriibergehende
Stabilisierung der Krankheit. Die ,,Overall-Disease-Controll"-Rate lag bei 44 % (8/18).
Die Zeit bis zur Progression der Erkrankung lag zwischen 8 und 86 Wochen. Im Median
lag die Zeit bis zum Fortschritt der Erkrankung bei 27 Wochen. Ein klinischer Benefit
(Verbesserung des Bewegungsstatus, Linderung der respiratorischen Symptome,
Schmerzabnahme und geringer Bedarf an Schmerzmedikation) wurde bei den Patienten
gesehen, die einen progessionsfreien Zustand erreichten [84].

Bei Kindern wurde Gemcitabin bisher nicht standardméBig eingesetzt. In einer Phase-I-
Studie wurde die Substanz bei 42 Kindern mit soliden Tumoren untersucht [104]. Alle
waren therapierefraktir gegeniiber der konventionellen Therapie und hatten eine Lebens-
erwartung von mindestens zwei Monaten. Gemcitabin wurde als 30 min Infusion zwei
oder drei Wochen alle vier Wochen verabreicht. Dosierungen von 1000, 1200 und
1500 mg/m? wurden iiber drei Wochen gegeben, anschlieBend wurden fiir nur zwei
Wochen Konzentrationen von 1500, 1800 und 2100 mg/m? angewandt. An toxischen
Nebenwirkungen wurden v.a. Myelosuppression sowie Somnolenz, Fieber, Hypotension

und Rash beobachtet.
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Bei einem Kind mit Adeno-CA des Pankreas wurde ein teilweises Ansprechen erreicht.
Insgesamt konnte bei sieben Patienten eine Stabilisierung der Erkrankung zwischen 2 bis
17 Monaten beobachtet werden. Darunter waren vier von insgesamt 13 an Osteosarkomen
erkrankten Kindern. Eine Stabilisierung wurde fiir 2 bis 6 Monate erreicht. Eines von vier
Kindern mit ET erhielt 17 Kurse Gemcitabin.

In dieser Zeit wurde ebenfalls eine Stabilisierung der Erkrankung gesehen. Sechs Monate
nach der letzten Dosis Gemcitabin kam es zum Riickfall [104].

Die oben angefiihrten Untersuchungen deuten darauf hin, dal Gemcitabin nicht nur in
vitro, sondern auch klinisch bei ET wirksam sein konnte. Bei den untersuchten Patienten
konnte zwar keine Heilung erreicht werden, aber wenigstens ein Fortschreiten der
Erkrankung konnte aufgehalten werden. Selbst wenn es unter Gemcitabin zu keiner
Heilung kdme, konnte zumindest eine Verbesserung der Lebensqualitdt erreicht werden.
So konnte z.B. eine Zunahme der Lebensqualitit fiir Patienten mit Pankreas-CA gezeigt
werden [13]. In einer randomisierten Phase-III-Studie wurde der klinische Benefit von
Gemcitabin in Monotherapie im Vergleich zu Fluoro-Uracil (FU), der Standard-Therapie,
an insgesamt 126 Patienten mit Pankreas-CA untersucht. Der klinische Benefit wurde
definiert iiber Schmerzlevel, Analgetikaverbrauch und generelle Verfassung des
Patienten. Fiir 23,8 % der mit Gemcitabin behandelten Patienten konnte ein klinischer
Benefit nachgewiesen werden, wihrend fiir nur 4,8 % der FU Patienten ein Benefit
beschrieben wurde. Gleichzeitig waren Uberleben im Median und Gesamtiiberleben nach
einem Jahr fiir die mit Gemcitabin behandelten Patienten (5,65 Monate und 18%)
signifikant hoher als in der FU Gruppe (4,41 Monate und 2 % ) [13]. Es handelte sich in
dieser Studie um stark vorbehandelte und therapieresistente Patienten. Vielleicht konnte
Gemcitabin bei sensibleren Patienten noch besser wirken.

Es wurde auBerdem fiir Gemcitabin ein radiosensibilisierender Effekt festgestellt [56].
Dies konnte auch fiir Patienten mit ES von Bedeutung sein, da die Radiotherapie
wichtiger Bestandteil der Therapie des ES ist.

Es hat sich gezeigt, dass Gemcitabin die Lebensqualitit bei Patienten mit soliden
Tumoren und sehr schlechter Prognose verbessern konnte [13;84;85]. Bei Kindern
konnten die Gemcitabinkonzentrationen, die zu einer 50%-igen Wachstumshemmung
nétig sind, bei vertretbarer Toxizitdt erreicht werden [104;118]. Die Substanz zeigte bei
Zelllinien verschiedener Tumore, bei denen Gemcitabin zum Teil schon klinisch
eingesetzt wird, auch in vitro wachstumshemmende und zytotoxische Effekte [56;65;89].

Diese Effekte waren mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbar.
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Insgesamt wies Gemcitabin in der vorliegenden Arbeit eine ausgeprigte wachstums-
hemmende Wirkung bei allen vier untersuchten Zelllinien auf. Selbst die Pgp-
exprimierenden Zelllinien CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 reagierten sehr sensibel. In der
Rangfolge der untersuchten Zytostatika stand Gemcitabin an erster Stelle vor den bei ET
bewiéhrten Substanzen Vincristin und Etoposid. Die ermittelten Konzentrationen, die zu
einer deutlichen Reduktion des Zellwachstums fiihrten, lagen alle im klinisch relevanten
Bereich [104]. Gemcitabin sollte daher weiter in priaklinischen und klinischen Studien

untersucht werden.
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4.4.4

Cytarabin

Cytarabin wird seit vielen Jahren erfolgreich zur Remissionsinduktion bei Kindern mit
AML eingesetzt [6;32;81]. Die Substanz gehort zum Therapiestandard der AML und
ALL im Kindesalter. Fiir die ALL im Kindesalter hat sich die Prognose in den letzten
Dekaden bedeutend verbessert. Zur Zeit liegt das Uberleben bei 70 — 80 % [101;105].
Kinder mit AML haben mit Gesamtiiberlebensraten von 40— 60 % eine schlechtere
Prognose [22;102;121;139]. Zur Therapie solider Tumore wird Cytarabin nicht
eingesetzt.

Bei Kindern, die Cytarabin in Hochdosis von 3000 mg/m? als einstlindige Kurzinfusion
erhalten hatten, konnten Plasmaspitzenkonzentrationen von 57 - 199 uM gemessen
werden. Die durchschnittliche Plasmaspitzenkonzentration lag bei 103 +/- 49 uM. Es
schloss sich ein biexponentieller Abfall mit einer durchschnittlichen initialen
Halbwertszeit t;,0 von 17 min und einer durchschnittlichen terminalen Halbwertszeit von
t12p von 4h an. Steady-State-Plasmakonzentrationen von 20 — 35 uM wurden nach einem
individuellen Bolus von 0,5 g/m? Cytarabin, gefolgt von einer kontinuierlichen Infusion
von im Mittel 130 mg/m?*/h, ermittelt [7].

In der vorliegenden Arbeit reagierten die vier untersuchten Zelllinien unterschiedlich
sensibel auf die Inkubation mit Cytarabin. Nach 48 h wurde bei den Zelllinien CADO-
ES-1 und STA-ET-1 das Wachstum mit Konzentrationen von 2,71 uM bzw. 2,13 uM
Cytarabin auf 50 % reduziert. VH-64 und STA-ET-2.1 hingegen reagierten nach 48 h
resistenter. In beiden Féllen konnte mit der Hochstkonzentration von 1150 pM Cytarabin
keine 50 %-ige Wachstumshemmung erreicht werden. Nach 72 h konnte bei allen
untersuchten Zelllinien ein Gls;-Wert erhoben werden. CADO-ES-1 und STA-ET-1
zeigten sich am sensibelsten mit Gls-Konzentrationen von 2,04 uM bzw. 2,06 uM,
gefolgt von VH-64 mit 3,06 uM. Der héchste Wert mit 6,17 uM wurde bei STA-ET-2.1
beobachtet. Nach 96 h konnte bei STA-ET-1 und VH-64 noch eine geringe Steigerung
der Wirkung beobachtet werden. Es wurde jeweils eine 1,4-fach niedrigere Konzentration
zum Erreichen des Glso-Wertes als nach 72 h benétigt. Bei CADO-ES-1 und STA-ET-1
wurden wahrscheinlich bereits nach 72 h die maximalen Cytarabin-Effekte erreicht. Die
Pgp-exprimierenden Zelllinien CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 reagierten &hnlich sensibel
wie STA-ET-1 und VH-64.
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Die ermittelten Glsp-Werte lagen zwar im klinisch erreichbaren Bereich, dennoch war die
Wirkung von Cytarabin schwécher als die von Gemcitabin.

Nach 48 h konnte das Wachstum der Zelllinie STA-ET-2.1 mit 2,5 pM Gemcitabin auf
50 % herabgesetzt werden, mit Cytarabin gelang dies nicht einmal mit der
Hochstkonzentration von 1150 pM.

Insgesamt wurden um 1,5- bis 14,2-fach hohere Cytarabin- als Gemcitabin-Konzentra-
tionen zu einer 50 %-igen Wachstumsreduktion bendtigt. Dabei reagierten die einzelnen
Zelllinien unterschiedlich.

CADO-ES-1 benotigte zwischen 1,5 (48 h) bis 7,1-fach (96 h) hohere Cytarabin
Konzentrationen. Fiir VH-64 waren 2,8- (72 h) und 2,5-fach hohere (96 h) Glso-Dosie-
rungen notwendig. Bei STA-ET-1 waren die Cytarabin-Konzentrationen zwischen 2,1-
(48 h) und 5,7-fach (96 h) hoher. STA-ET-2.1 reagierte am resistentesten gegeniiber
Cytarabin. Hier wurden 14,2- (72 h) und 11,2-fach (96 h) hohere Cytarabin-Dosierungen
beobachtet.

Obwohl Gemcitabin und Cytarabin sich strukturell sehr dhnlich sind, konnte gezeigt
werden, dass bei dquimolarer Konzentration der Muttersubstanz der aktive Gemcitabin-
Metabolit dFdCTP in 20-fach héherer Konzentration vorliegt als der aktive Cytarabin-
Metabolit AraCTP. Hierfiir wurden verschiedene Erklarungen angefiihrt. Gemcitabin soll
schneller als Cytarabin iiber die Zellmembran in die Zellen aufgenommen werden. Weiter
zeigte die Deoxycytinkinase eine hohere Affinitét fiir Gemcitabin (Km = 3,6 uM) als fiir
Cytarabin (Km = 8,8 uM). Aullerdem war die Elimination von intrazelluliren dFdCTP
biphasisch mit t;,0 = 3,9h und t;,p mehr als 16 h. Der Abbau von AraCTP hingegen war
monophasisch und signifikant schneller (t;,= 0,7h). Die vergleichsweise lingere HWZ
von FACTP war mit einer lingeren Hemmung der DNA-Synthese verbunden. All diese
Faktoren tragen wahrscheinlich zu einer stirkeren Zytotoxizitit von Gemcitabin im
Vergleich zu Cytarabin bei [52].

Pieters et al. untersuchten in einer Screeningstudie Zellen von Kindern mit neudiag-
nostizierter und rezidivierter ALL. Nach 96 h Inkubation mit Cytarabin lagen die durch-
schnittlichen LCsp-Werte (entsprechen den Glso,-Werten dieser Arbeit) fiir die Blasten der
neudiagnostizierten ALL bei 0,186 +/- 0,220 pg/ml (= 0,765 uM +/- 0,905 puM) (Median
0,127 (0,016 — 1,188) pg/ml (= 0,522 pM (0,066 — 4,89uM))). Fiir die Blasten der ALL
im Rezidiv betrugen die LCs-Werte durchschnittlich 0,687 +/- 0,446 pug/ml
(=2,83uM +/- 1,83uM )(Median 0,475 (0,278 - 1,440) pg/ml (= 1,95uM (1,14 - 5,92
uM))). In der Studie wurden auch andere Substanzen untersucht. Insgesamt waren die

Proben der Patienten im Rezidiv resistenter [100].
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Im Vergleich zu den Medianwerten der Proben der neudiagnostizierten ALL wurden bei
den in dieser Arbeit untersuchten ET-Zellen nach 96 h 3,4- bis 8,5-fach hdohere
Konzentrationen zur 50 %-igen Wachstumshemmung beobachtet. In Relation zu den
Medianwerten der ALL-Proben im Rezidiv wurden in dieser Arbeit vergleichbare bzw.
bis maximal 2,3-fach hohere Gls)-Werte erhoben. Demnach scheint Cytarabin bei den
Zellen des soliden ET weniger effektiv als bei den Zellen der ALL.

In der Gesamtrangliste der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen befand sich
Cytarabin auf dem untersten Platz. Alle iibrigen untersuchten Substanzen (Etoposid,
Vincristin, STI 571 und Gemcitabin) waren toxischer. Die strukturell verwandte Substanz
Gemcitabin zeigte im In-vitro-Vergleich eine wesentlich stérkere Wirkung. Sie lag auf
dem ersten Platz der Gesamtrangliste und wird bereits erfolgreich zur Behandlung solider
Tumore eingesetzt. Cytarabin ist aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum

Einsatz bei ET nicht zu empfehlen.
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4.4.5

STI 571

Der Tyrosinkinaseinhibitior STI 571 steht fiir ein neues Konzept in der Krebstherapie. Es
konnte gezeigt werden, dass die Tyrosinkinasen ABL, BCR-ABL, c-ABL, c-ARG,
PDGF-Rezeptor und c-KIT-Rezeptor spezifisch durch STI 571 gehemmt werden
[11;28;44;54;58;88].

Bei Tumoren, die diese Tyrosinkinasen exprimierten, konnte STI 571 beachtliche Erfolge
verzeichnen [29;30;66;82;132]. Phase-I-Studien zeigten, dass STI 571 ab Dosierungen
von 300 mg p.o./d bei Patienten mit CML in der Interferon-a (IFN- a)-refraktéiren
chronischen Phase und auch in fortgeschrittenen Phasen hidmatologische und zyto-
genetische Remissionen erreicht wurden [29;30]. Bei 53 von insgesamt 54 Patienten in
der chronischen Phase wurden komplette hdmatologische Remissionen bewirkt. Diese
wurden meist schon in den ersten vier Wochen der Therapie gesehen. 29 Patienten
zeigten ein zytogenetisches Ansprechen, darunter wurde in 7 Fillen eine komplette
zytogenetische Remission beobachtet [30]. 21 von 38 Patienten (55%) in der myeloischen
Blastenkrise erreichten ebenfalls hématologische Remissionen, vier davon waren
komplett [29].

Mutationen von c-KIT scheinen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der GIST zu
spielen [57;77]. An Patienten mit GIST und Weichteilsarkomen (soft tissue sarcoma;
STS) wurde STI 571 in einer Phase-II-Studie untersucht [132]. Alle GIST-Patienten
waren c-KIT-positiv, wihrend bei den STS-Patienten c-KIT nicht nachgewiesen werden
konnte. STI 571 wurde in einer Dosis von 800 mg/d (zwei mal 400 mg p.o.) verabreicht.
Nach einem Jahr waren 73 % der GIST-Patienten progressionsfrei. Zum Zeitpunkt der
Datenerhebung wurde bei 4 9% der untersuchten GIST-Patienten eine komplette
Remission erreicht. Bei 67 % lag eine teilweise Remission vor, 18 % zeigten eine
Stabilisierung der Erkrankung, bei 11 % kam es zur Progression. In der STS-Gruppe
hingegen wurde kein objektiver Response gesehen. Hier lag im Median die Zeit bis zur
Progression bei 58 Tagen [132].

Auch bei ET-Zellen konnten c-KIT und weitere Tyrosinkinasen wie PGDF, c-ABL und c-
ARG nachgewiesen werden [61;72;106;115]. Es besteht die Hypothese, dass ¢-KIT und
sein Ligand SCF an Wachstum, Migration und Metastasierung von ET-Zellen beteiligt
sind [72]. Dies fiihrte zu der Annahme, dass STI 571 auch bei ET wirksam sein konnte.
Pharmakokinetische Untersuchungen von STI 571 bei Patienten mit Philadelphia-
chromosom-positiver-CML zeigten eine durchschnittliche Maximalkonzentration von 2,3
mg/ml (4,6 uM) unter Steady-State-Konzentration bei einmal téglicher Gabe von 400 mg
STI 571 mit einer HWZ zwischen 13 und 16 h [30].
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In mehreren Phase-I-Studien lag die MTD fiir STI 571 bei 1000 mg/d [29;30;96;129]. In
dieser Dosierung koénnen Konzentrationen zwischen 6-10 uM STI 571 im Blut erreicht
werden [96].

Insgesamt wurden iiber den gesamten Versuchszeitraum in der vorliegenden Arbeit erst
mit relativ hohen STI 571-Konzentrationen die 50 %-ige Wachstumshemmung erreicht.
Nach 24h wurden Konzentrationen von 22,3 bis 63,6 uM STI 571 zum Erreichen der
Glso-Werte bendtigt. Nach 48 h lagen die Glsp-Werte zwischen 20,7 und 60,9 uM, nach
72 h zwischen 15,1 und 54,0 uM und nach 96 h zwischen 15,1 und 55,2 uM. Dies sind
Konzentrationsbereiche, die klinisch unter der MTD von 1000 mg/d nicht erreicht wurden
[96].

Die einzelnen Zelllinien reagierten unterschiedlich sensibel. Im Durchschnitt waren die
Glso-Werte der Pgp-exprimierenden-Zelllinien CADO-ES-1 und STA-ET-2.1 hoéher, als
die der Zelllinien VH-64 und STA-ET-1. Fiir STI 571 ist eine gesteigerte Pgp-Expression
mit Induktion einer MDR beschrieben worden [78;137].

Ahnliche Ergebnisse wurden auch in vergleichbaren In-vitro-Versuchen beobachtet.
Hotfilder et al. zeigten, dass an weiteren vier c-KIT-positiven-ET-Zelllinien RD-ES, RM-
82, TC-71 und WE-68 mit Dosierungen zwischen 0,1-10 pM STI 571 {iber einen
Beobachtungszeitraum von 72 h keine zytotoxischen Effekte erreicht wurden. Erst mit
hohen Konzentrationen zwischen 50 und 100 uM konnte eine signifikante Reduktion des
Zellwachstums bewirkt werden [61].

Merchant et al. untersuchten 10 verschiedene ET-Zelllinien. Die in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien waren nicht darunter. Alle 10 Zelllinien waren in unterschied-
lichem Ausmal} c-KIT-positiv. Bei sieben Zelllinien konnte auflerdem PDGFf nach-
gewiesen werden. Es wurde ein Versuchszeitraum von 72 h beobachtet. Hochstwerte fiir
die Apoptose wurden zwischen 36 und 72 h gesehen. Die Konzentrationen um eine 50 %-
ige Wachstumshemmung zu erreichen lagen zwischen 10-12 uM [83].

Im Tierversuch konnte bei ES-Xenografts wihrend der Behandlung mit 50 mg/kg
STI571 eine Stabilisierung bzw. ein minimales Fortschreiten des Tumorwachstums
beobachtet werden. Unter einer Dosierung von 100 mg/kg kam es zur Tumorregression.
Der Hochdosisarm des Versuchs musste jedoch vorzeitig abgebrochen werden, da sechs
der 10 untersuchten Mause zwischen dem 3. und 6. Beobachtungstag verstarben. Die
iibrigen Mause erschienen matt und kraftlos [83].

Ab Konzentrationen von 10 uM und aufwérts verliert STI 571 seine Spezifitat [11;12].
Die beobachtete toxische Wirkung ist daher vermutlich auf eine unselektive Hemmung
anderer Tyrosinkinasen zuriickzufiihren. Dies konnte im lebenden Organismus zu einer

Storung der Funktion gesunder Zellen und somit zu Nebenwirkungen fiihren.
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Es konnte gezeigt werden, dass c-KIT in vitro mit STI-571-Dosierungen im Bereich
zwischen 0,1 - 1 uM zu 50 % gehemmt wird [11].

Die c-KIT-positive GIST-Zelllinie (GIST882) zeigte nach 72 h Inkubation mit 0,1 uM
STI 571 ebenfalls eine deutliche Reduktion des Zellwachstums. Mit 1,0 uM STI 571
wurde das Wachstum nach 72 h zu mehr als 50% gehemmt [126].

In vitro-Versuche mit c-KIT-positiven-SCLC-Zellen zeigten nach 48 h Inkubation eine
50 %-ige Wachstumshemmung mit ungefdhr 1 uM STI 571. Die Positivkontrolle mit
einer BCR/ABL-positiven Zelllinie ergab ebenfalls eine Hemmung des Wachstums auf
50 % mit ca. 1 uM STI 571, die Negativkontrolle hingegen bendtigte deutlich mehr als
10 uM zur 50 %-ige Wachstumshemmung [136].

Im In-vitro-Versuch wurde das Wachstum verschiedener BCR-ABL-positiver Zelllinien
mit 1,0 uM STI 571 nach 24 bis 72 h deutlich reduziert. Unter gleichen Versuchs-
bedingungen wurde mit 1,0 uM STI 571 das Wachstum BCR-ABL-negativer Zelllinien
mit 1,0 uM nicht beeinflusst. Erst mit 10uM STI 571 konnte bei einem Teil der
BCR/ABL-negativen eine Wachstumshemmung beobachtet werden [24]. Fiir eine 50 %-
ige Hemmung der Substratphosphorylation der Tyrosinkinase BCR-ABL in vitro lag die
STI 571 Konzentration bei 0,025 uM [31].

Fir ¢-KIT sind bei GIST-Patienten verschiedene Mutations- und Wildtypformen
beschrieben worden. Es konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von STI 571 in
Zusammenhang mit dem jeweiligen c-KIT Mutationsstatus steht [53]. Vielleicht liegt bei
untersuchten ET-Zelllinien ein c¢-KIT-Mutationsstatus vor, der nicht essentiell fiir
Wachstum und Uberleben des Tumors ist [27]. Dies konnte eventuell erkliren, weshalb
die Zelllinien, obwohl sie c-KIT exprimieren, nur bedingt sensibel reagierten.

Im Vergleich zu den anderen Testsubstanzen dieser Arbeit verursachte STI 571 nach 24 h
bei allen vier untersuchten Zelllinien die stirkste Wachstumshemmung. Die Gls-Werte
lagen allerdings in einem Konzentrationsbereich, der klinisch bisher nicht erreicht wurde
[96]. Weiterhin wurden bei STI 571-sensiblen Zellen wesentlich niedrigere Konzen-
trationen zur Wachstumshemmung benétigt [136]. Zu den anderen Messzeitpunkten
befand sich STI 571 auf den ranguntersten Pldtzen. In der Gesamtwertung lag die
Substanz auf Rang vier hinter Gemcitabin, Vincristin und Etoposid. Allein scheint STI
571 hiernach kein wirksames Mittel in der Therapie von ET zu sein. Allenfalls eine
Verlangsamung des Tumorwachstums konnte vielleicht erreicht werden. Die Substanz
konnte auBerdem zu einer verstirkten Sensitivitit gegeniiber anderen zytotoxisch
wirksamen Mitteln fithren. Dies wurde in den weiterfilhrenden Untersuchungen dieser

Arbeit tiberpriift.
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4.4.6

Beeinflusst die Koinkubation mit STI 571 die Wirkung der Testsubstanzen ?

Im Einzelversuch konnte gezeigt werden, dass STI 571 erst in vergleichsweise hohen,
nicht mehr spezifischen Konzentrationen das Wachstum c-KIT-positiver ET-Zellen
beinflusst. In verschiedenen In-vitro-Studien sind in Kombination mit STI 571 fiir
mehrere Substanzen additive bis synergistische Effekte beobachtet worden [68;125].

Aus diesem Grund wurden die Testsubstanzen der ersten Versuchsreihe mit STI 571
koinkubiert. STI 571 wurde in, nach den Ergebnissen der STI 571 Monoinkubationsreihe,
subtoxischen Konzentrationen eingesetzt. Die Kombinationssubstanzen wurden in
weniger Konzentrationen als im Einzelversuch getestet. Daher ist anzunehmen, dass die
Werte fiir die 50 %-ige Wachstumshemmung durch die niedrigere Anzahl an
Messpunkten weniger genau sind (vgl. auch Kapitel 2.2.7). Bei Betrachtung der
Ergebnisse der Koinkubationsexperimente ist folglich vor allem der Trend wichtig,
weniger die genauen Werte.

STI 571 scheint bei allen untersuchten Zelllinien die Wirkung von Etoposid zu
modulieren. Bezogen auf die Wachstumshemmung konnte eine Steigerung der Wirkung
nach 48 h fiir CADO-ES-1 und nach 48 h und 72 h fiir die Zelllinien VH-64 und STA-
ET-2.1 beobachtet werden. Bei STA-ET-1 bewirkte die Kombination nach 48 h und nach
72 h eine Reduktion der wachstumshemmenden Etoposideffekte.

Auch die Wirkung von Vincristin wurde durch STI 571 beeinflusst. Die Zelllinien
CADO-ES-1, VH-64 und STA-ET-2.1 reagierten sensibler, STA-ET-1 resistenter.

Die Kombination mit STI 571 zeigte ebenfalls eine Beeinflussung der wachstums-
hemmenden Effekte von Gemcitabin. CADO-ES-1 reagierte nur nach 48 h sensibler auf
die Koinkubation als auf die Monoexposition. Nach 72 h und nach 96 h wurde fiir diese
Zelllinie keine Modulation beobachtet. Ahnlich verhielt es sich bei der Zelllinie STA-ET-
2.1. Nach 48 h konnte eine Steigerung der Wachstumshemmung durch STI 571 gesehen
werden. Nach 72 h und 96 h zeigte sich kaum ein Unterschied zwischen Mono- und
Koinkubation. Fiir VH-64 konnte im Kombinationsversuch nach 48 h sogar ein Glsyyso-
Wert erhoben werden. Im Gemcitabineinzelversuch wurde nicht einmal mit 1000 uM der
Substanz eine 50 %-ige Wachstumshemmung erreicht. Nach 72 h und 96 h hingegen
reagierte VH-64 auf die Koinkubation deutlich resistenter als auf Gemcitabin allein.
STA-ET-1 reagierte bezogen auf die Wachtumshemmung kaum sensibler auf die

Koinkubation als auf die Gemcitabinmonoinkubation.
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Fiir Cytarabin konnte ebenfalls eine Verdnderung der wachstumshemmenden Wirkung
mit STI 571 gezeigt werden. Die Zelllinien CADO-ES-1, STA-ET-1 und STA-ET-2.1
reagierten zu verschiedenen Versuchszeitpunkten sensibler auf die Koinkubation CADO-
ES-1 nach 48 h und 72 h und STA-ET-2.1 nach 48 h, 72 h sowie 96 h.

STA-ET-1 war nach 48 h Inkubationszeit resistenter gegeniiber der Konikubation, nach
72 h jedoch sensibler. Nach 96 h wurde kein Unterschied zwischen Mono und Koinku—
bation gesehen. Fiir STA-ET-1 wurden jeweils stirkere Effekte mit 1,0 uM als mit 0,1uM
STI 571 gesehen. Die Zelllinie VH-64 zeigte keine Unterschiede zwischen Einzel- und
Kombinationsversuch.

Auch in anderen Studien konnte eine Modulation der Wirkung der Substanzen Cytarabin,
Etoposid und Vincristin durch STI 571 beobachtet werden.

So konnte von Liu et al. fiir die BCR-ABL-positiven CML—Zelllinien K562 und KU812
synergistische Effekte fiir die Koinkubation von STI 571 mit Etoposid oder mit Cytarabin
gezeigt werden [75].

Kano et al. untersuchten neben den Zelllinien K562 und KU812 auBlerdem die ebenfalls
BCR-ABL-positiven Zelllinien TCC-S und TCC-Y. Bei allen vier Zelllinien wurden
additive Effekte fiir die Koinkubation von STI 571 mit Etoposid oder mit Cytarabin
gesehen. Fiir die Kombination von STI 571 mit Vincristin wurden fiir drei Zelllinien
synergistische und fiir eine Zelllinie (K562) additive bis synergistische Effekte gesehen
[68].

Bislang wurden nur Zelllinien gepriift, die gegentiber STI 571 sensibel waren. Zelllinien,
die als nicht STI-571-sensibel eingestuft wurden, sind noch nicht auf eventuelle
Synergismen untersucht worden.

Auch wenn STI 571 bei den untersuchten ES-Zelllinien nicht so stark zytotoxisch war
wie bei sensiblen Zelllinien, greift die Substanz dennoch in die Signalkaskade ein. Sie
konnte somit die Wirksamkeit einer Chemotherapie modulieren.

Insgesamt scheint STI 571 die Wirkung der untersuchten Substanzen bei ET—Zellen zu
beeinflussen. In Kombination mit Etoposid, Vincristin, Gemcitabin oder Cytarabin
konnte vielleicht eine Wirkverstidrkung erzielt werden. Fiir Etoposid und Vincristin ist
eine Steigerung der Sensitivitdt durch Kombination mit STI 571 bei den im Einzelversuch
resistenteren Zelllinien (CADO-ES-1, STA-ET-2.1 und VH-64) beobachtet worden. Die
Sensitivitit der gegeniiber Etoposid und Vincristin empfindlichsten Zelllinie STA-ET-1

wurde im STI-571-Kombinationsversuch nicht gesteigert.
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Die Kombination von STI 571 mit Cytarabin zeigte ebenfalls eine Steigerung der
Sensitivitit der Cytarabin-resistentesten Zelllinienen (CADO-ES-1, STA-ET-2.1).

Nach 48h Inkubationszeit reagierten die im FEinzelversuch Gemcitabin-resistenteren
Zelllinien (CADO-ES-1, STA-ET-2.1 und VH-64) sensibler auf die Koinkubation. Nach
72h jedoch nivellierte sich der Effekt. Bei VH-64 wurde sogar eine Abnahme der
Sensitivitit beobachtet.

In dieser Reihe wurde nur eine gleichzeitige und kontinuierliche Koinkubation
untersucht. Eine intermittierende oder zeitlich begrenzte Kombination der Substanzen
konnte zu anderen Ergebnissen fithren. Auch die Reihenfolge, in der die Substanzen
kombiniert werden, kdnnte zu einer Variation fithren. Die pharmakokinetischen und
toxischen Effekte der Kombinationen miissten in vivo bestimmt werden. Dennoch scheint
STI 571 ein interessanter Kombinationspartner zu sein. Die STI-571-Konzentrationen
von 0,1 uM und 1,0 uM kdnnen auch unter therapeutischen Dosierungen im Plasma
erreicht werden [30;96]. Sie liegen weit unter den Konzentrationen, die im STI-571-
Einzelversuch zur Wachstumshemmung benétigt wurden. Demnach kénnte STI 571 in
Kombination mit konventioneller Chemotherapie evtl. eine Therapieoption bei ET sein.
Vorher sollten jedoch weiterfiihrende préaklinische und klinische Untersuchungen

stattfinden.
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5 Zusammenfassung

Fir die Behandlung der ET gehort eine systemische Chemotherapie zum weltweiten
Therapiestandard [91;94]. So konnen Uberlebensraten von iiber 50 % erreicht werden
[91]. Patienten in fortgeschrittenen Stadien haben jedoch immer noch eine schlechtere

Prognose [37]. Es ist deshalb wichtig, dass neue Medikamente und Therapiekonzepte

gefunden werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluierung der toxischen Wirkung der

Substanzen Etoposid, Vincristin, Gemcitabin, Cytarabin und STI 571 an vier humanen

ET-Zelllinien.

Es wurde versucht, folgende Fragestellungen zu beantworten:

e  Welche Wirkung zeigen die klinisch bei ET wirksamen Substanzen Etoposid und
Vincristin in vitro?

e Welche Wirkung zeigen die klinisch beim ET noch nicht getesteten Substanzen
Gemcitabin, Cytarabin und STI 571 bei ET-Zelllinien in vitro, und kénnen sie zu
weiteren Untersuchungen empfohlen werden?

e  Wird durch Koinkubation mit STI 571 die Wirkung der untersuchten Substanzen
beeinflusst?

Im Versuch wurden Testkonzentrationen gewahlt, die sich im mittleren Konzentrations-

bereich an klinisch erreichbaren Plasmaspiegeln orientierten. Die Konzentrationsbereiche

umfassten 2-3 Zehnerpotenzen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte graphisch und
rechnerisch. Es wurde eine Gesamtrangliste fiir die Wirkung aller untersuchten

Substanzen und die Sensibilitdt der einzelnen Zelllinien ermittelt.

Insgesamt reagierten die vier untersuchten Zelllinien unterschiedlich sensibel auf die

Testsubstanzen. Die Zelllinien VH-64 und STA-ET-1 waren sensibler als die Pgp-

exprimierenden Zelllinien STA-ET-2.1 und CADO-ES-1.

Etoposid und Vincristin zeigten in klinisch erreichbaren Konzentrationen auch in vitro

deutliche wachstumshemmende Effekte. Diese waren sowohl zeit- als auch konzen-

trationsabhéngig. Etoposid lag auf Rang 3 und Vincristin auf Rang 2 der Gesamtrangliste.

Auch mit Gemcitabin konnte eine deutliche Wachstumsreduktion in einem therapeutisch

relevanten Konzentrationsbereich beobachtet werden. In der Gesamtwertung lag die

Substanz sogar auf Platz 1. Im Vergleich dazu benétigte Cytarabin wesentlich héhere

Konzentrationen fiir eine vergleichbare Wirkung. Cytarabin lag mit Rang 5 auf dem

letzten Platz.
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Mit STI 571 wurden trotz Nachweis von c-KIT fiir alle untersuchten Zelllinien erst bei
sehr hohen, therapeutisch bisher nicht erreichbaren Konzentrationen wachstumhemmende
Effekte gesehen. Die Substanz lag auf Rang 4.

Von den 3 klinisch bei ET noch nicht untersuchten Substanzen ist nur Gemcitabin zu
weiteren Untersuchungen bei ET zu empfehlen.

Die Kombination mit STI 571 hat die Wirkung der einzelnen Testsubsubstanzen
beeinflusst. In Kombination mit Etoposid, Vincristin, Gemcitabin oder Cytarabin wurde
eine Wirkverstdrkung der Substanzen beobachtet. Die in den Einzelversuchen Etoposid-
und Vincristin-resistenteren Zelllinien (CADO-ES-1, STA-ET-2.1 und VH-64) zeigten
eine Steigerung der Sensitivitdt durch Kombination mit STI 571. Die Sensitivitit der
gegeniiber Etoposid und Vincristin empfindlichsten Zelllinie STA-ET-1 wurde im STI-
571-Kombinationsversuch nicht gesteigert.

Die Gemcitabin-resistenteren Zelllinien (CADO-ES-1, STA-ET-2.1 und VH-64)
reagierten zwar nach 48h sensibler auf die Koinkubation. Nach 72h hingegen nivellierte
sich der Effekt. Bei VH-64 wurde sogar eine Abnahme der Sensitivitit beobachtet.

Der Einsatz von STI 571 in Kombination mit konventioneller Chemotherapie kdnnte
demnach mdglicherweise eine Therapicoption bei ET sein. Vorher miissten aber

weiterfithrende priklinische und klinische Untersuchungen erfolgen.
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