Aus der

Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin Tldbingen
Abteilung Kinderchirurgie und Kinderurologie mit Poliklinik

Die Wirkung von Curcumin beim Rhabdomyosarkom in vitro

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Sorg, Christine

2023



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter:  Privatdozentin Dr. V. Ellerkamp

2. Berichterstatter:  Professor Dr. U. Lauer

Tag der Disputation: 15.03.2023



Der Medizin und Mutter Erde



INHALTSVERZEICHNIS

1 [ = 1

1.1 Kindliche Weichteiltumoren: Rhabdomyosarkom

(RMS) e e 1
1.2 Curcumin (CUR) ....coveiii e 10
1.3 Photodynamische Therapie (PDT).....ccccoevvvvivevinnnnnnn. 20
1.4 Zielsetzung der Arbeit .........cooeiiiiiiiiiii 25
2 MATERIAL UND METHODEN .....ccovviiiiiieieeeiereenene, 27
2.1 Material......cooouuiiiiiiii 27
2. 1.1 ZEHTINTEIN L. 27
2.1.2Kulturmedium und Reagenzien..........ccccoeeeeeeeiiiiiiiiiiiieneeeennn, 29
2.1.3Puffer, LOSUNQEN ...t 30
2.1.3.1 Verwendete Medikamente zur Behandlung der Tumor-
zelllinien und SKMC-Zellen ..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 30
2.1.3.2 Zellviabilitat ...........coooeiieiiii 31
2.1.3.3 IMMUNFIUOIESZENZ .....cooeiiiiiiiiiiiieeeeee e 32
2.1.3.4 Colony-forming Assay (CFA).......cccooiiiiie, 32
2.1.3.5 DurchflusSzytometrie.........ooeeeeeeiiieeee, 33
2.1.3.6 WesStern BIOt.........cooooiiiieeeeeee 33
2.1.4Verbrauchsmaterialien .............ccccccviiiiiiiiiiiiiiis 36

2 Y CT=] - | (=R 38



2.0 B SO WA e 41

2.2 Methoden........oiiii e 41
2.2.1Generation von RMS- und SKMC-Zellen ........ccccccvvceinnnnnnn. 41
2.2.2Herstellung und Lagerung von CUR und Zytostatika ........ 42

2.2.3Aufbereitung von RMS- und SKMC-Zellen zur weiteren

Y] TV o Ve [V o Vo RO 42
2.2.4Viabilitats-Assay bei RMS- und SKMC-Zellen ..................... 43

2.2.5Analyse des Migrationspotentials von RMS-Zellen mithilfe
des Wound Healing ASSayS.........cuuuviiiiieeeeieeeiiiiie e eeeeeeaans 44

2.2.6 Analyse des koloniebildenden Potentials von RMS-Zellen
mittels Colony-forming ASSaAy .......ccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 46

2.2.7Durchflusszytometrie von RMS- und SKMC-Zellen............ 46

2.2.8Analyse der CUR-Resistenzentwicklung mittels Viabili-
tats-Assay bei RMS-Zellen......cccccoovvviiiiiiiiieie e 49

2.2.9Herstellung von Proteinproben fir den Western Blot........ 50

2.2.10Analyse von relevanten Zellsignalproteinen mittels
WeESEern BlOt ..o 51

2.2.11 Analyse der CUR-Aufnahme in RMS-Zellen mithilfe des

Immunfluoreszenzmikroskops ......cccooeee, 53
2.2.12 SEALISTIK woeeeeeeiiiiieeeee e 54
ERGEBNISSE .. .. ittt e e enes 55

3.1 Untersuchung der Zellviabilitat (Bestimmung des
IC50) von RMS- und SKMC-Zellen nach CUR- und/
oder Zytostatikagabe.........ccccoooviiiiiiiii 55

3.1.1 Analyse des Effektes von CUR auf die Viabilitdt von RMS-
ZElIINIBN L. 55



3.1.2Analyse des Effektes von CUR auf die Viabilitat von
SKMC-ZEIEN ..coviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 58

3.1.3Analyse des Effektes von Zytostatika auf die Viabilitat von
RMS-ZEINIEN v 59

3.1.3.1 Analyse der Behandlung mit VCR auf die Viabilitat von
RMS-ZellliNI@N ....ccovvviiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 59

3.1.3.2 Analyse der Behandlung mit DAC auf die Viabilitat von
RMS-ZellliNI@N ....ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 62

3.1.4Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und Zyto-
statika auf die Viabilitat von RMS-Zelllinien............cccccuuee. 65

3.1.4.1 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und
VCR auf die Viabilitat von RMS-Zelllinien ...................... 65

3.1.4.2 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und
DAC auf die Viabilitat von RMS-Zelllinien ............c......... 69

3.1.5Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und PDT
auf die Viabilitat von RMS-Zelllinien.........ccccccccveiiiiiiiiinnnnnns 75

3.1.6 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und PDT
auf die Viabilitat von SKMC-Zellen.........ccccvvvevviiiiiiiiinnennnnn. 77
3.2 Untersuchung der Migration von RMS-Zellen nach

CUR- und Zytostatikagabe mittels Wound Healing

3.2.1Analyse des Effektes von CUR und/oder Zytostatika auf
das Migrationspotential von RMS-Zelllinien ....................... 78

3.3 Untersuchung des Einflusses von CUR auf das Me-

tastasierungspotential von RMS-Zellen mittels
Colony-forming ASSay.......cccuuiiieiiiiiiiineeeeeiieie e 81

3.3.1Analyse des Effektes von CUR auf das koloniebildende
Potential von RMS-Zelllinien ... 81



3.4 Untersuchung des CUR-Influx und -Efflux bei RMS-

Zellen im zeitlichen und raumlichen Verlauf............ 83

3.4.1Darstellung der Eigenfluoreszenz von CUR in der Durch-

fIUSSZYTOMELITE (e 83

3.4.2Vergleich von CUR-Influx und —Efflux bei RMS-Zelllinien

im zeitlichen Verlauf in der Durchflusszytometrie.............. 83
3.4.3Darstellung der Eigenfluoreszenz von CUR in der
IMMUNFIUOIESZENZ ..., 85
3.5 Untersuchung der Apoptoseinduktion bei RMS-
und SKMC-Zellen nach CUR- und Zytostatikagabe. 86

3.5.1Analyse des Effektes von CUR auf die Apoptoseinduktion
VON RMS-ZellliNien ..o, 86

3.5.2Analyse des Effektes von CUR auf die Apoptoseinduktion
VON SKMC-Zellen ......ooooiiiii e 87

3.5.3Analyse des Effektes von VCR auf die Apoptoseinduktion
vON RMS-Zelllinien ..o, 88

3.5.4 Analyse des Effektes von DAC auf die Apoptoseinduktion
VON RMS-ZEllIiNIeN ...cocoveii e 89

3.5.5Analyse des Effektes der Kombinationsbehandlung mit
CUR und Zytostatika auf die Apoptoseinduktion von RMS-

WA 1T L= o 90
3.6 Untersuchung einer mdglichen Resistenzentwick-

lung bei RMS-Zellen unter Langzeitbehandlung mit

3.6.1Beobachtungen wéahrend der langfristigen CUR-Gabe....... 93

3.6.2Analyse des Effektes von CUR auf die Viabilitat von
vorbehandelten RMS-Zelllinien ........coovviiiiiiiiiieeee, 93



3.7 Untersuchung des Einflusses von CUR auf rele-

vante Zellsignalwege von RMS-Zellen ..................... 95

3.7.1Analyse des Effektes von CUR und VCR auf den WNT-
Signalweg bei RMS-Zelllinien ..., 95

3.7.2Analyse des Effektes von CUR und VCR auf den NF-kB-

Signalweg bei RMS-Zelllinien .........cccoooveeeiiiiiiiiiiieeeeeeees 98
DISKUSSION ...t e e e e e e 100
ZUSAMMENFASSUNG.....ctiiiiiiiieeeeteeie e eeeneeaeen 117
LITERATURVERZEICHNIS.....ccuiiiiiiiiieieeeeeeeeaeen 119
ERKLARUNGEN ZUM EIGENANTEIL .....ccvvvvnienenneen. 133

VEROFFENTLICHUNGEN ......ccuiitiiiiiiieieeeeeeneeneen, 134



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ABBILDUNG 1: DIE HAUFIGSTEN KREBSERKRANKUNGEN BEI KINDERN UND

JUGENDLICHEN IN DEUTSCHLAND
ABBILDUNG 2: RHIzZOM VON CUR UND DARAUS GEWONNENES PULVER
ABBILDUNG 3: CHEMISCHE STRUKTUREN DER CURCUMINOIDE
ABBILDUNG 4: KETO-ENOL-TAUTOMERIE VON CUR
ABBILDUNG 5: MICHAEL-ADDITION VON CUR
ABBILDUNG 6: UBERSICHT UBER MOGLICHE ZIELSTRUKTUREN VON CUR
ABBILDUNG 7: MECHANISMEN DER APOPTOSE
ABBILDUNG 8: MOLEKULARE TARGETS VON CUR IN VITRO
ABBILDUNG 9: WIRKPRINZIP DER PDT
ABBILDUNG 10:RH30-ZELLEN IN KULTUR
ABBILDUNG 11:RD-ZELLEN IN KULTUR
ABBILDUNG 12:SRH-ZELLEN IN KULTUR
ABBILDUNG 13:CHEMISCHE STRUKTUR VON VCR

ABBILDUNG 14:CHEMISCHE STRUKTUR VON DAC

1

11

11

13

14

17

18

19

22

27

28

28

30

31

ABBILDUNG 15:SCHEMAZEICHNUNG FUR DAS ANLEGEN EINES WOUND HEALING

ASSAYS

45

ABBILDUNG 16:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER CUR-BEHAND-

LUNG FUR 24 H

56

ABBILDUNG 17:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER CUR-BEHAND-

LUNG FUR48 UND 72 H

57

ABBILDUNG 18:VIABILITATS-ASSAY BEI SKMC-ZELLEN UNTER CUR-BEHAND-

LUNG FUR48 UND 72 H

59

Vi


file:///C:/Users/sorge/Desktop/Doktorarbeit/Doktorarbeit_09_2022.docx%23_Toc115862397
file:///C:/Users/sorge/Desktop/Doktorarbeit/Doktorarbeit_09_2022.docx%23_Toc115862397

ABBILDUNG 19:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER VCR-BEHAND-
LUNG FUR 24 H 60

ABBILDUNG 20:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER VCR-BEHAND-

LUNG FUR 48 UND 72H 61

ABBILDUNG 21:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER DAC-BEHAND-
LUNG FUR48 HUND 72 H 64

ABBILDUNG 22:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-

BEHANDLUNG MIT CUR UND VCR FUR 48 H 66

ABBILDUNG 23:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-
BEHANDLUNG MIT CUR UND VCR FUR 72 H 68

ABBILDUNG 24:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-

BEHANDLUNG MIT CUR uND DAC FUR 48 H 71

ABBILDUNG 25:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-
BEHANDLUNG MIT CUR UND DAC FUR 72 H 74

ABBILDUNG 26:VIABILITATS-ASSAY BEI RMS-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-

BEHANDLUNG MIT CUR uND PDT FUR 48 H 76

ABBILDUNG 27:VIABILITATS-ASSAY BEI SKMC-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-

BEHANDLUNG MIT CUR uND PDT FUR 48 H 77

ABBILDUNG 28:WOUND HEALING ASSAY BEI RH30-ZELLEN zU VERSCHIEDENEN

MESSZEITPUNKTEN 79

ABBILDUNG 29:WOUND HEALING ASSAY BEI RD-ZELLEN zZU VERSCHIEDENEN

MESSZEITPUNKTEN 80

ABBILDUNG 30:CFA BEI RMS-ZELLEN UNTER CUR-BEHANDLUNG 82

ABBILDUNG 31:DARSTELLUNG DES INFLUX UND EFFLUX VON CUR BEI RMS-

ZELLEN 84

ABBILDUNG 32:IMMUNFLUORESZENZ VON RH30-ZELLEN UNTER CUR-

BEHANDLUNG 85

Vil



ABBILDUNG 33:APOPTOSE-ASSAY VON RMS-ZELLEN UNTER CUR-BEHAND-

LUNG FUR 48 H 87

ABBILDUNG 34: APOPTOSE-ASSAY VON SKMC-ZELLEN UNTER CUR-BEHAND-

LUNG FUR 48 H 88

ABBILDUNG 35:APOPTOSE-ASSAY VON RMS-ZELLEN UNTER VCR-BEHAND-

LUNG FUR 48 H 89

ABBILDUNG 36:APOPTOSE-ASSAY VON RMS-ZELLEN UNTER DAC-BEHAND-
LUNG FUR 48 H 90

ABBILDUNG 37:APOPTOSE-ASSAY VON RMS-ZELLEN UNTER KOMBINATIONS-

BEHANDLUNG MIT CUR UND VCR Bzw. DAC FUR 48 H 91

ABBILDUNG 38:VIABILITATS-ASSAY VON RMS-ZELLLINIEN MIT UND OHNE VOR-

BEHANDLUNG UNTER CUR-BEHANDLUNG FUR 72 H 94

ABBILDUNG 39:WESTERN BLOT VON RMS-ZELLEN AUF DIE B-CATENIN-

EXPRESSION 96

ABBILDUNG 40:WESTERN BLOT VON RH3O0-ZELLEN AUF DIE B-CATENIN-

EXPRESSION 97

ABBILDUNG 41:WESTERN BLOT VON RMS-ZELLEN AUF DIE NF-KB-

EXPRESSION 99

viii



TABELLE 1:

TABELLE 2:

TABELLE 3:

TABELLE 4:

TABELLE 5:

TABELLE 6:

TABELLE 7:

TABELLE 8:

TABELLE 9:

TABELLE 10:

TABELLE 11:

TABELLE 12:

TABELLE 13:

TABELLE 14:
TABELLE 15:
TABELLE 16:

TABELLE 17:

TABELLENVERZEICHNIS

PRA- UND POSTOPERATIVES STAGING VON RMS NACH DER

TNM- UND IRSG-KLASSIFIKATION 4

RISIKOSTRATIFIKATION NACH EUROPAISCHEN RMS-STUDIEN-
GRUPPEN 6

EUROPAISCHE RICHTLINIE ZUR RADIOTHERAPIE DES KINDLICHEN

RMS 8
REAGENZIEN UND KULTURMEDIUM FUR DIE ZELLKULTUR 29
VERWENDETE SUBSTANZEN ZUR TUMORBEHANDLUNG 30
REAGENZIEN ZUR UNTERSUCHUNG DER ZELLVIABILITAT 31
REAGENZIEN ZUR IMMUNFLUORESZENZDARSTELLUNG 32
REAGENZIEN FUR DEN CFA 32
REAGENZIEN FUR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE 33

VERWENDETE SUBSTANZEN IM APOPTOSE-ASSAY IN DER

DURCHFLUSSZYTOMETRIE 33
REAGENZIEN FUR DEN WESTERN BLOT 33

ANSATZ FUR zWEI TRENNGELE (10 %) BzW. ZWEI SAMMELGELE
(4 %) FUR DEN SDS-PAGE 35

VERWENDETE PRIMARE UND SEKUNDARE ANTIKORPER FUR DEN

WESTERN BLOT 36
VERWENDETE VERBRAUCHSMATERIALIEN 36
VERWENDETE GERATE UND DEREN HERSTELLER 38
VERWENDETE SOFTWARE UND DEREN HERSTELLER 41

DEFINIERTE ZELLZAHLEN ZUM ANLEGEN EINER 96-WELL PLATTE

FUR DEN MTT-ASSAY 43



TABELLE 18:

TABELLE 19:

TABELLE 20:

TABELLE 21:

TABELLE 22:

TABELLE 23:

TABELLE 24:

TABELLE 25:

TABELLE 26:

TABELLE 27:

TABELLE 28:

TABELLE 29:

TABELLE 30:

TABELLE 31:

DEFINIERTE ZELLZAHLEN FUR DAS ANLEGEN EINES WOUND
HEALING ASSAYS 45

DEFINIERTE ZELLZAHLEN ZUM ANLEGEN VON ZELLKULTUR-

PLATTEN BEI DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 47

DARSTELLUNG DER EX/EMuax. VERSCHIEDENER KANALE IN DER
DURCHFLUSSZYTOMETRIE 47

VERWENDETE FARBFILTER UND BELICHTUNGSZEIT IN DER

IMMUNFLUORESZENZ-MESSUNG 53
BEDEUTUNG DER P-WERT-FORMATE ALS * IN DEN GRAPHEN 54

IC50-WERTE BEI RMS-ZELLEN UNTER CUR-

BEHANDLUNG FUR 48 UND 72 H 55

LISTE DER

LisTe DER IC50-WERTE BEI SKMC-ZELLEN UNTER CUR-
BEHANDLUNG FUR 48 UND 72 H 58

IC50-WERTE BEI RMS-ZELLEN VCR-

BEHANDLUNG FUR 48 UND 72 H 60

LISTE DER UNTER

IC50-WERTE BEI RMS-ZELLEN DAC-

BEHANDLUNG FUR 48 HUND 72 H 63

LISTE DER UNTER

IC50-WERTE BEI RMS-ZELLEN

BINATIONSBEHANDLUNG MIT CUR UND VCR FUR 48 H 65

LISTE DER UNTER KOM-

IC50-WERTE BEI

BINATIONSBEHANDLUNG MIT CUR UND VCR FUR 72 H 67

LISTE DER RMS-ZELLEN UNTER KoOWM-

IC50-WERTE BEI

BINATIONSBEHANDLUNG MIT CUR UND DAC FUR 48 H 70

LISTE DER RMS-ZELLEN UNTER Kowm-

IC50-WERTE BEI

BINATIONSBEHANDLUNG MIT CUR UND DAC FUR 72 H 72

LISTE DER RMS-ZELLEN UNTER KoOM-

LisTE DER IC50-WERTE BEI RMS-ZELLEN MIT UND OHNE PDT
FUR 48 H 75



TABELLE 32:

LISTE DER IC50-WERTE BEI RMS-ZELLEN MIT UND OHNE
VORBEHANDLUNG FUR 72 H 93

Xi



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Mg Mikrogramm

uM Mikromolar

AK Antikorper

AKT Proteinkinase B

aRMS Alveolares Rhabdomyosarkom
BSA Bovine Serum Albumin

bzw. Beziehungsweise

CFA Colony-forming Assay

CUR Curcumin

DAC Actinomycin D

dd. Doppelt destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

eRMS Embryonales Rhabdomyosarkom
etal. Et alii, et aliae, und andere

FKS Fotales Kalberserum

g Gramm

h Stunde(n)

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration
inkl. Inklusive

IRS(G) “Intergroup Rhabdomysarcoma Study Group”
K/H Kopf/Hals

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

I Liter

M Molare Masse

max. Maximal

MDR Multiple Drug Resistance (“multidrug resistance”)

Xii



MFI
mg
min
mi
mM
MmTOR
n. b.
NF-kB
ng

nm
nM
0.0.
PDT
PI3K
RMS
ROS
RT

S. 0.
SEM
SIOP
sog.
TBS-T
TNF
u. a.
UGT
VCR

VS.

Mean Fluorescence Intensity
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimolar

“‘mammalian target of rapamycin”
nicht bestimmbar

»nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells”
Nanogramm

Nanometer

Nanomolar

oben genannte(n)
Photodynamische Therapie
Phosphoinositid-3-Kinase
Rhabdomyosarkom

Reaktive Sauerstoffspezies
Raumtemperatur

Siehe oben

Standardfehler

~o0ciété Internationale d’Oncologie Pédiatrique”
Sogenannte(n)

Tris-buffered Saline with Tween20
Tumornekrosefaktor

Unter anderem

Urogenitaltrakt

Vincristin; Vincristinsulfat

Versus (gegen; im Gegensatz zu)
Anregungswellenlange

Zum Beispiel

Xiii



1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Kindliche Weichteiltumoren: Rhabdomyosarkom (RMS)

Epidemiologie

Das Rhabdomyosarkom (RMS) ist der haufigste Tumor aus der Gruppe der
Weichteilsarkome im Kindes- und Jugendalter und macht drei bis sechs Prozent
aller kindlichen Tumoren aus (Abbildung 1) [1, 2]. Damit ist es der dritthaufigste

solide, extrakraniale Tumor nach dem Wilms Tumor und dem Neuroblastom [3].

57 3,9 3.2
Weichteilsarkome Keimzelltumoren KarzinomeAnder’e und

51 unspezifizierte
Knochentumoren
1,3
Lebertumoren
4,5

Nierentumoren A
2,0
Retinoblastome

55
Periphere
Nervenzelltumoren

Abbildung 1: Die héaufigsten Krebserkrankungen bei Kindern und Jugendlichen in
Deutschland

Relative Haufigkeiten der an das deutsche Kinderkrebsregister gemeldeten Erkrankungsfalle nach Diag-
nose-Hauptgruppen (in %) von 2009 — 2018 bei Patienten < 18 Jahren; modifiziert nach dem Deutschen
Kinderkrebsregister [4].

Nach Angaben des Deutschen Kinderkrebsregisters lag die Inzidenz in den Jah-
ren 1980 bis 2015 in Deutschland bei 5,2/1000000 Einwohner unter 15 Jahren,
das Inzidenzverhaltnis (m/w) bei 1,3 und der Altersmedian bei Diagnose betrug
ca. funf Jahre [5].
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Histologie und Pathogenese

Diese maligne Tumorart ist mesenchymalen Ursprungs und wird histologisch
nach der ,International classification of rhabdomyosarcoma (ICR)“ [6] in mehrere

Subtypen klassifiziert:

Das embryonale Rhabdomyosarkom (eRMS) mit einem Altersgipfel zwischen
zwei und sechs Jahren bei Erstdiagnose [7], zu dem auch das botryoide und das
spindelzellige RMS gehdren [6], macht mit ca. 60-70 % die haufigere histologi-
sche Diagnosegruppe aus [8, 3]. Charakteristisch hierfur sind spindelférmige
oder runde Zellen mit kleinen Zellkernen und einem lockeren Chromatinmuster,
die entweder kompakt oder lose vor einem myoiden Hintergrund erscheinen und
teilweise eine typische Querstreifung aufweisen [9, 6]. Der botryoide und der
spindelzellige Typ sind histologisch abgrenzbare Untergruppen des eRMS. Ers-
terer zeigt charakteristisch traubenférmig angeordnete Zellen, wahrend letzterer,
entsprechend seiner Namensgebung, fast ausschlie3lich spindelférmige Zellen
zeigt [6]. Beide Varianten gehen mit einer besseren Prognose und niedrigem Me-
tastasierungsrisiko einher [9]. Molekulargenetisch zeigt sich beim eRMS gehauft

ein ,loss of heterozygoty“(LOH) bei Chromosom 11 [10].

Die zweite grol3e histologische Gruppe macht das alveolare Rhabdomyosarkom
(aRMS) mit einem spateren Altersgipfel zwischen zehn und achtzehn Jahren aus
[7]. Sie macht 20 % der RMS aus und geht mit einer deutlich schlechteren Prog-
nose einher [11, 3]. Die Zellen weisen fibrovaskulare Septen auf, die zu Alveolen-
ahnlichen Raumen fihren, in denen monomorphe, runde Zellen mit reichlich eo-
sinophilem Zytoplasma und gréf3eren Zellenkernen mit grobem Chromatin liegen
[9, 6]. In der molekulargenetischen Untersuchung zeigt sich hier in der Mehrzahl
der Falle (80 %) eine chromosomale Translokation [t(2; 13)(g35; q14)] welche die
Gene PAX3 in Bande 2935 und FKHR in Bande 13q14 fusioniert [9, 11]. Als Folge
entsteht ein chimares Fusionsprotein, welches die De-Differenzierung und
Proliferation von myogenen Zellen férdert und damit zu onkogener Aktivitat fih-
ren kann [7, 12]. Die Transfusion von PAX7 und FKHR durch die Translokation
[t(1; 13) (g36; 14)] geht mit einem &hnlich schlechten Outcome bei lokalisierten
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aRMS einher, jedoch mit einem deutlich besserem bei metastasierten Formen
[11, 10].

Als weitere, seltene Variante des RMS wird das undifferenzierte Sarkom be-
schrieben, welches keine Anzeichen einer myogenen Differenzierung aufweist

und ebenfalls mit einer schlechten Prognose einhergeht [6].

Die Pathogenese des RMS bleibt unklar, vermutet wird jedoch die Entstehung
durch Stérung des Wachstums und der Differenzierung einer skelettmuskuléaren
Progenitorzelle [7, 13]. Haufige genetische Aberrationen, die sowohl bei aRMS-
als auch eRMS-Zellen gefunden wurden, betreffen die Tumorsuppressorgene
p53 und Rbl1l sowie Dysregulationen von CDKN2A, MYCN, MyoD und MET.
RAS-Mutationen zeigen sich vor allem beim eRMS und Dysregulation der mRNA-
und ALK-Expression vor allem beim aRMS [14]. Diese molekulargenetischen
Targets kdnnten fur die Therapie von prognostisch unginstigen Tumorvarianten

in Zukunft noch relevant werden.

Symptome und Lokalisation

Symptomatisch auf3ert sich das RMS aufgrund seiner unterschiedlichen Primér-
lokalisation sehr variabel aber meist als asymptomatische, sicht- oder tastbare
Tumormasse [7], wenn die Skelettmuskulatur betroffen ist. Gelegentlich kann es
zu Ausfallerscheinungen oder Schmerzen durch die Invasion in umliegende
Strukturen kommen wie zum Beispiel Nervenlasionen bei Primarlage des RMS
am Kopf/Hals (K/H) oder Miktionsstérungen bei einem RMS des Urogenitaltrak-
tes (UGT). Die Primarlokalisationen sind vielfaltig, am haufigsten tritt das RMS
jedoch im K/H-Bereich (35 %), UGT (24 %) und an den Extremitaten (19 %) auf
[9, 7]. Das eRMS geht gehauft mit einer Lokalisation im K/H- oder UGT einher
[14], wahrend bei dem histologischen aRMS-Typ die Extremitatenlokalisation
haufiger auftritt [15]. Die Untergruppe des botryoiden RMS tritt gehauft als sube-
pitheliale Tumorzellaggregate in mit Schleimhaut ausgekleideten Organen wie im
Nasopharynx, in der Orbita und im UGT auf [9], die spindelzellige Variante fast
ausschlief3lich paratestikular [6]. Die K/H-Region lasst sich wiederum aufteilen in
Tumoren der Orbita (9 %), parameningeale (16 %) und nicht-parameningeale
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(10 %) K/H-Tumore. Diese Einteilung ist in der spateren Gruppierung von prog-
nostischer Relevanz. Andere Lokalisationen (22 %) kdnnen sein: der Kérper-
stamm, retroperitoneal oder biliar [9]. Die Haufigkeit des Auftretens einer Priméar-
lokalisation kann sich regional unterscheiden (Deutschland siehe [3], USA siehe
[16], China siehe [17]).

Diagnostik und Einteilung

Die Diagnose dieser Tumorentitat erfolgt neben ausfuhrlichen Laboruntersuchun-
gen via Magnetresonanztherapie (MRT) oder Computertomographie [18]. Der
Lymphknotenstatus ist unbedingt klinisch und bildgebend zu evaluieren und flief3t
in die spatere Risikoabschatzung mit ein. Zum Ausschluss einer Metastasierung
erfolgen, je nach Tumorlokalisation und behandelndem Zentrum, zusatzlich eine
Knochenmarkaspiration, Rontgen-/CT-Thorax sowie teilweise ein PET-CT bzw.
eine Skelettszintigraphie und/oder eine Lumbalpunktion [7]. Zur Verlaufskontrolle
kommt neben MRT/CT auch in manchen Studien das FDG PET zum Einsatz [15].
Die Einteilung des RMS, sowohl in eine pra- als auch postchirurgische Gruppie-
rung nach der ,Intergroup Rhabdomyosarcoma Study Group® (IRSG), dient so-
wohl der effektiven Therapieplanung als auch der Risikostratifikation. Hierbei sind
neben TNM-Status auch die Primarlokalisation, der Tumordurchmesser und der

postoperative Resektionsstatus entscheidend [13, 16, 14] (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Pra- und postoperatives Staging von RMS nach der TNM- und IRSG-Klassifika-
tion

In dieser Tabelle ist zuerst das praoperative Stadium nach der ,Children’s Oncology Group“ (COG) 1-4 als
erweiterte TNM-Klassifikation (modifiziert nach Huh et al. [13]) und anschlie3end die postoperative Gruppie-
rung nach der IRSG I-IV (modifiziert nach Crist et al. [16]) aufgefuhrt. Abkiirzungen: @: TumorgréRe; a <5
cm, b >5 cm im Durchmesser. TNM: TNM-Klassifikation von bésartigen Tumoren; T: Tumor; T1: auf Pri-
marlokalisation beschrankt; T2: Ausbreitung und/oder Fixierung im umliegenden Gewebe; N: Lymphknoten-
befall; NO: keine Beteiligung von regionalen Lymphknoten; N1: regionale Beteiligung von Lymphknoten; Nx:
Lymphknoten Status unbekannt. M: Metastasierung; MO: keine Fernmetastasierung; M1: Fernmetastasie-
rung (inkl. pleurale, peritoneale oder Liquorflissigkeit). PM= parameningeal; B/P= Blase/Prostata; ,Andere*
beinhaltet u. a. Stamm und Retroperitoneum.

Sta- Ort T @ N M
dium
1 Orbita; Kopf-Hals (nicht-PM); T1/T2 alb NO, N1 oder MO
UGT (nicht B/P); Gallengang- NXx
system
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2 B/P; Extremitaten; PM; An- T/T2 a NO oder Nx MO
dere
3 B/P; Extremitaten; PM; An- T1/T2 a N1 MO
dere
b NO, N1 oder MO
NXx
4 Alle T1/T2 al/b NO oder N1 M1

Gruppe Definition

I Lokalisierte Erkrankung, komplette Resektion
A. Auf Ursprungsort beschrankt, komplette Resektion

B. Infiltriert Glber den Ursprungsort hinaus, komplette Resektion

Il Primare komplette Resektion mit Hinweis auf regionale Ausbreitung

A. vollstéandig resezierter Tumor mit Hinweis auf mikroskopischen Tu-

morrest

B. Regionale Ausbreitung mit Lymphknotenbeteiligung, vollstandig rese-

ziert ohne mikroskopischen Tumorrest

C. Regionale Ausbreitung mit Lymphknotenbeteiligung, komplett rese-
ziert aber mit Nachweis von mikroskopischem Tumorrest und/oder histo-
logische Beteiligung des am meisten distalen, regionalen Lymphknoten

(am Primartumor) im Resektat
1] Unvollstandige Resektion mit makroskopischen Tumorrest

v Fernmetastasen bei Erstdiagnose

Diese Risikostratifikation gilt nachweislich als pradiktiver Faktor fir den Thera-
pieerfolg. Eine weitere Risikostratifikation wurde durch die europaischen Studien-
gruppen (Société Internationale d’Oncologie Pédiatrique (SIOP) und Cooperative
Weichteilsarkomstudie (CWS)) aufgestellt, welche auf verschiedenen prognosti-
schen Faktoren beruht (Tabelle 2) [7, 19]. Dabei gelten Metastasierungs- und
FOXO1-Status als starkste Prognosefaktoren [20].
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Tabelle 2: Risikostratifikation nach Europdischen RMS-Studiengruppen

Darstellung der Risikostratifikation von SIOP und CWS RMS-Studiengruppen (mit Ausnahme Stadium 1V).
Einteilung in die Subgruppen A-H oder die Risikogruppen Niedrig, Standard, Hoch und Sehr hoch (modifi-
ziert nach Dasgupta et al. [7]).

M-Sta- N-Sta- Histo- IRS Ort Groe/ Sub- Risiko-
tus tus logie G Alter gruppe  gruppe
MO NO eRMS | Alle <5cm A Niedrig
/<10 a
>5cm/ B Standard
>10a
I, 1 ORB, Alle C Standard
UG-
non.
BP, KH-
non.
PM
EXT, < 5cm D Standard
UG-BP, &
KH-PM, <10 a
andere
>5cm/ E Hoch
>10a
N1 eRMS I, 1 Alle F Hoch
NO aRMS Alle G Hoch
N1 aRMS Alle H Sehr
Hoch

a= Jahre; EXT= Extremitaten; ORB= Orbita; UG-non. BP=UGT, nicht Blase/Prostata; UG-BP= UGT,
Blase/Prostata; KH-non. PM= K/H, nicht parameningeal; KH-PM= K/H, parameningeal.

Therapie

Die Therapiegrundlage des RMS ist ein multimodaler Ansatz. Hierbei stehen so-
wohl lokaltherapeutische Verfahren wie die chirurgische Resektion und Radio-



1 Einleitung

therapie als auch die systemische Chemotherapie im Vordergrund [9]. Die The-
rapieentscheidung wird entsprechend der regional unterschiedlichen Studien-
gruppen (COG in Nordamerika, SIOP in Europa und CWS in Deutschland) und
der Einteilung in eine entsprechende Risikogruppe getroffen [21].

Chirurgische Resektion

Lokaltherapeutische Mallnahmen gelten als der prognostische Faktor bei der Be-
handlung des RMS und sind essentiell fur das Uberleben der Patienten [7, 21].
Die primare chirurgische Resektion gilt weiterhin als Goldstandard, falls der Tu-
mor klein, gut zuganglich und lokalisiert ist. Hierbei gilt die nicht mutilierende Exzi-
sion des Tumors mit grof3ziigigen Schnittrandern im Gesunden [9]. Da die Ubli-
chen 2 cm Schnittrdnder bei Kindern aufgrund der anatomischen Gré3e oft nicht
maoglich sind, hat man sich auf 0,5 cm geeinigt. Falls Gebiete mit Tumorresten
verbleiben, ist eine Clipmarkierung fur eine spatere Radiotherapie oder Nach-
exzision sinnvoll [7]. In der Vielzahl der Falle muss jedoch bei gréf3eren Tumoren
oder solchen, die schlecht zuganglich sind oder mit einer ausgepragten funktio-
nalen/kosmetischen Beeintrdchtigung nach OP einhergehen [7], eine neoad-
juvante Chemotherapie mit oder ohne Bestrahlung in Erwégung gezogen [9] und

die Tumorentfernung als sekundéare OP [22] geplant werden.

Medikamentdose MalRnahmen

Die Therapie mittels Chemotherapeutika ist beim RMS in allen Studienprotokol-
len etabliert und richtet sich nach Studiengruppe und Risikostratifikation. Die ak-
tuellen Studienprotokolle der COG empfehlen als Standard der Chemotherapie
eine Kombination aus Vincristin, Actinomycin D und Cyclophosphamid (VAC) fur
alle Risikogruppen [16]. In spezifischen Fallen des ,low risk“-RMS zeigt die allei-
nige Therapie mit Vincristin und Actinomycin D in Kombination mit Radiotherapie
ahnliche Therapieerfolge wie die Dreifachtherapie [10]. Alternative Therapiere-
gime werden fur Patienten mit ,high risk“-RMS oder Rezidiv eingesetzt und be-
stehen — bisher vorwiegend in Studien — aus Neukombinationen mit den Sub-
stanzen Doxorubicin, Etoposid oder Ifosfamid [23] sowie der Kombination aus
Vincristin und Irinotecan [24]. Selbst in neueren Untersuchungen bleibt die VAC-

Therapie den anderen Therapien bis jetzt Gberlegen [15, 24]. Auch die neueren

7
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Ansatze der Targeted Therapy, wie die Blockade des VEGF (vascular endthelial
growth factor)-Rezeptors mit Bevacizumab oder die Inhibition des mTOR
(mammalian target of rapamycin)-Signalweges mittels Temsirolismus, stellen bis-

her keine etablierte therapeutische Alternative dar [15].

Radiotherapie

Neben der chemotherapeutischen Induktionstherapie stellt die darauffolgende
Radiotherapie den aktuellen Standard fir die Risikogruppen = IRSG |l des eRMS
sowie fur alle Patienten mit aRMS dar. Diese beginnt in der Regel sechs bis zwolf
Wochen nach der Induktionschemotherapie und wird dem Ausmald der Erkran-
kung angepasst [14]. Die Strahlendosis richtet sich nach IRS-Gruppe (I (aRMS):
36 Gy, II: 41,4 Gy, lll: 50,4 Gy) [10] sowie Resektionsausmal? und Therapiean-
sprechen und ist in Tabelle 3 im Detail abgebildet.

Tabelle 3: Européische Richtlinie zur Radiotherapie des kindlichen RMS

Darstellung der von der EpSSG (European Paediatric Soft tissue sarcoma Study Group) empfohlenen Leit-
linie zur Radiotherapie des eRMS und aRMS entsprechend der IRS-Gruppierung, dem AusmaR der chirur-
gischen Resektion und dem Ansprechen auf die Chemotherapie in Grey (Gy) und Fraktion (F). Modifiziert
nach Dasgupta et al. [7].

IRS- Resektion und Thera- eRMS aRMS
Gruppe pieansprechen
I - 41,4 Gy; 23 F
l 41,4 Gy; 23 F 41,4 Gy; 23 F
i Sekundare vollstandige | 36 Gy; 20 F (,good re- 41,4 Gy; 23 F
Resektion (RO) sponse “); 41,4 Gy;
vor/nach Radiotherapie | 23 F (,poor response “)
[ Inkomplette sekundéare 50.4 Gy; 28 F 50.4 Gy; 28 F
Resektion (R1 or R2)
1] Klinisch komplette Re- 41,4 Gy; 23 F 50.4 Gy; 28 F
mission, keine sekun-
dare Resektion
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i Partiale Remission, 50.4 Gy; 28 F; 50.4 Gy; 28 F

keine sekundare Re- Orbita und Prostata
sektion/ kein RO erwar- | (> 2/3): 45 Gy; 25 F

tet

i Schlechtes Anspre- 50.4 Gy; 28 F (+ op- 50.4 Gy; 28 F
chen, Progression, tional Boost: 5.4 Gy; (+ optional Boost:
keine sekundére Re- 3F) 5.4Gy; 3 F)
sektion

Prognose

Die Prognose des kindlichen RMS richtet sich nach Patientenalter, Tumorlokali-
sation und -groRe sowie Resektabilitat, Metastasierungsausmal3, regionaler
Lymphknoteninvasion und Therapieansprechen (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2)
[25]. Besonders die ,low-risk“-Gruppe des RMS zeigt haufig eine komplette Re-
mission nach multimodalem Therapiekonzept mit einem progressionsfreien
Uberleben (,failure free survival“= FFS) von 88 %. Bereits in der ,intermediate-
risk“-Gruppe des RMS zeigt sich ein geringeres Therapieansprechen mit einem
FFS von 55-76 % und die Prognose fur Hochrisikopatienten ist besonders
schlecht mit einem FFS von 10-30 % und wenig Besserung in den letzten 30
Jahren [14]. Das Auftreten eines Rezidivs zeigt sich gehauft bei groRen Tumor-
resten nach Priméroperation, unginstiger Tumorlokalisation, Tumorgré3e tUber
5 cm, aRMS, Erkrankungsalter tber zehn Jahre, Lymphknoteninvasion und Vor-
liegen einer metastasierten Erkrankung [25]. Besonders die Zeitspanne bis zum
Auftreten des Rezidivs zeigt sich prognostisch ungtinstig bei unter 18 Monaten
oder wahrend laufender Therapie. Das 5-Jahres-Uberleben nach Auftreten eines
Rezidivs zeigt sich je nach Studiengruppe zwischen 24,3 % in der ,German
Cooperative Group® und 28,3 % in der SIOP Malignant Mesenchymal Tumor
(MMT)“-Gruppe [26], wobei eine Resektion des Rezidiv das Uberleben deutlich
steigert (5-Jahres-Uberleben 37 % vs. 8 %) [27].

Toxizitdt und Langzeitschaden:

Die Kurz- und Langzeitschaden aufgrund der Therapie des RMS ergeben sich

aus den drei Saulen des multimodalen Therapiekonzeptes: Schadigung durch

9



1 Einleitung

operative Eingriffe, toxische Schaden der Chemotherapie und Schadigung durch
Radiotherapie. Die Schaden durch operative Eingriffe betreffen meist Schadi-
gung von Nachbarstrukturen, Funktionsverluste bis hin zum Organverlust/Verlust
einer Extremitat und asthetische Beeintrachtigung und fallen Gberwiegend in die
Kategorie der Langzeitschaden [7]. Ernsthafte akute Schadigung durch die
Tripple Chemotherapie sind Myelosuppression (> 90 %), schwere Infektionen
(55 %), schwere Nierenschadigung (2 %) und Tod (< 1 %)[16]. Vincaalkaloide,
speziell Vincristin sind haufig mit Neurotoxizitat assoziiert, welche ebenfalls den
haufigsten Grund fir einen Therapieabbruch darstellt [28]. Die Schaden durch
Radiotherapie sind lokalisationsabhangig und kénnen u. a. endokrine Organe wie
die Schilddrise oder die Hypophyse bei Bestrahlung eines RMS im K/H-Bereich
betreffen [29] aber auch das wachsende Skelett, z. B. Becken und Femur bei
externer Bestrahlung des urogenitalen RMS, schadigen[30]. Langzeitschaden
sowohl der Chemo- als auch Radiotherapie manifestieren sich besonders mit
Auftreten einer Zweitneoplasie wie z. B. hamatologische Tumoren oder andere
Sarkome [16]. Generell zeigt sich fir Uberlebende des RMS eine erhohte Morta-

litat sowohl durch Zweitneoplasien als auch durch andere Ursachen [31].

1.2 Curcumin (CUR)

Chemie:

Curcumin (CUR) ist ein nattrliches Polyphenol, welches aus der Pflanze Cur-
cuma longa, einer aromatischen, rhizomartigen Pflanze aus der Familie der Ing-

wergewéachse (Zingiberaceae), gewonnen wird [32].

10
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Abbildung 2: Rhizom von CUR und daraus gewonnenes Pulver

Dargestellt ist eine Fotografie von Kurkuma-Rhizomen und dem daraus gewonnenen Pulver; Fotografie
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von https://www.formulatehealth.com/ [33].

Aufgrund seiner Verbreitung im indischen und siidostasiatischen Raum wird Kur-
kuma schon lange als gelbfarbendes Gewdrz in der indischen Kiiche sowie the-
rapeutisch in der ayurvedischen Medizin eingesetzt. Neben CUR finden sich wei-
tere sog. Curcuminoide (siehe Abbildung 3) in der Pflanze, wobei vor allem
Demethoxy-CUR und Bisdemethoxy-CUR im kommerziell erwerblichen CUR zu-

satzliche Bestandteile sind [34].

o O

CH30
A OCH3 .
UGl |
HO

OH

O O
N > OCH3 Curcumin |l
O O Demethoxycurcumin

HO OH
N - Curcumin Il
Bis-Demethoxycurcumin
HO OH

Abbildung 3: Chemische Strukturen der Curcuminoide

Dargestellt sind die Strukturformeln der drei Hauptformen der Curcuminoide: Curcumin (CUR I), Demethoxy-
CUR (CUR Il) und Bis-Demethoxy-CUR. Kommerziell erwerbliches CUR enthélt in der Regel ca. 77 % CUR
I, 17 % CUR Il und 3 % CUR Il [35].

11
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CUR oder Diferuloylmethan (C21H200s, M= 368,39 g/mol, IUPAC-Name (1E, 6E)-
1,7-Bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion) ist ein gelb-oran-
ges Pulver. Chemisch handelt es sich um ein bis-a,B-ungesattigtes (3-Diketon und
besteht aus zwei Ferulaséureresten, die mittels Methylengruppe miteinander ver-
bunden sind [36]. Es ist lipophil und daher wasserunldslich, zeigt jedoch eine gute
Loslichkeit in Ethanol, Dimethylsulfoxid und Aceton. Der Schmelzpunkt liegt bei
183 °C. Spektrophotometrisch hat CUR, geldst in Methanol, ein Absorptionsma-
ximum (A max.) von 430 nm und geldst in Aceton ein Absorptionsmaximum von
425-420 nm. Die Absorption (= optische Dichte) einer 1-prozentigen CUR-LO-
sung liegt bei 1650 Einheiten. Im sauren Bereich, bei einem pH von 2,5-7,0, hat
CUR einen leuchtend gelben Farbton, wahrend im alkalischen, ab einem pH tGber
7,0, dieser in Rot umschlagt [35]. Die Fluoreszenz von CUR umfasst einen brei-
ten Bereich, abhangig vom jeweiligen Losungsmittel und reicht von Amax. = 460,
488 nm in Toluol Uber Amax. = 524 nm in Acetonitril und Amax. = 549 nm in Ethanol
bis hin zu Amax. = 557 nm in mizellarer Losung. Die fluoreszenzspektroskopische
Quantenausbeute variiert ebenfalls von wenig (¢= 0.011) in Natriumlaurylsulfat
(SDS) bis hoher (¢=0.104) in Acetonitril. CUR setzt unter Bestrahlung
(A> 400 nm) reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Singulett-Sauerstoff (*02), Hy-
peroxid-Anion (O2’) und C-zentrierte Radikale in Abh&ngigkeit vom Losungsmittel
frei [37]. Der phototoxische Effekt von CUR konnte ebenfalls fir Saugerzellen
nachgewiesen werden sowie die Tatsache, dass fur diesen Effekt die Anwesen-
heit von Sauerstoff gegeben sein muss, und sich dieser fur die photodynamische
Therapie diverser Erkrankungen nutzen lasst [38-40]. So konnte die Fahigkeit
von niedrig-dosiertem CUR als Radikalfanger fir Singulett-Sauerstoff in wassri-
gen Systemen nachgewiesen werden [41]. Toniolo et al wiesen diese Eigen-

schaft ebenfalls flr Hyperoxide in organischer Lésung nach [42].

Reaktivitat

Die Reaktivitdt von CUR wird vor allem durch seine molekulare Struktur vermit-
telt, welche aus dem q, B-ungesattigten B-Diketonanteil, inkl. dessen Carbonyl-
und Enolgruppe sowie den Methoxy- und phenolischen Hydroxygruppen und den

aromatischen Phenolringen besteht. CUR unterliegt einer Keto-Enol-Tautomerie

12
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(B-Diketon oder Enol, siehe Abbildung 4) und kommt sowohl als Feststoff als

auch in Lésung ausschlieBlich in letzterer Form vor [43, 44].

Abbildung 4: Keto-Enol-Tautomerie von CUR

Dargestellt sind die beiden Isomere von CUR: Links die B-Diketonform (A) und rechts die Enolform (B).
Damit einhergehend kann das Mittelstlick des CUR-Molekiils sowohl Donor als
auch Akzeptor fur Wasserstoffbriickenbindungen sein. Des Weiteren ist die Enol-
form ein ausgezeichneter Chelator fur positiv geladene Metalle, welche haufig an
den aktiven Zentren von Proteinen vorkommen [45, 46]. Dariliber hinaus fungiert
CUR durch diese Konfiguration als Michael-Akzeptor fur nucleophile Angriffe und
bindet dadurch u. a. Selenocystein (Uber Se’) und Glutathion (iber —RSH) [47,
48].

13
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Abbildung 5: Michael-Addition von CUR

In A dargestellt ist die Strukturformel von CUR mit Her-
vorhebung der funktionalen Michael-Akzeptorgruppen.
In B dargestelltist eine Michael-Addition am Beispiel von
CUR und der Thyoredoxin Reduktase, welche mit ihrem
reduzierten Selenocysteinrest als Nucleophil reagiert
und an die Ketoform von CUR bindet. Modifiziert nach
Fang et al. (2005) und Gupta et al. (2011).

CO
”=°°°“s CUR bindet variabel durch kovalente,
HO oH nicht-kovalente apolare (hydrophobe) und

I Wasserstoffbriickenbindungen [46]. Fir

e die hydrophoben Bindungen verflgt es
"=°°°°"’ tiber die Fahigkeit, seine hydrophobe
= : = Konformation optimal an das zu bindende
LGS i:: ‘”r Protein anzupassen. Fir den Aufbau von
Wasserstoffbriickenbindungen sind die

Lz <Se I Carbonyl- und phenolische Hydroxyg-
“s°°°"a ruppe am aromatischen Ring verantwort-
HO O 0 oH lich. So entsteht die Bindung von CUR an
DNA zum Beispiel durch Wasserstoffbri-

ckenbindungen mit den AT-reichen Regi-

onen der kleinen Furche des DNA Strangs statt durch Anlagerung des Phenyl-
rings [49].

Zusammengefasst bietet CUR eine breite Interaktionsflache auf biologischer,
chemischer und physikalischer Ebene. Diese lasst sich durch drei wesentliche
Funktionen vermitteln: Die aromatische Methoxy-phenolische Gruppe, das ver-
bindende a, B-ungesattigte B-Diketon und der Keto-Enol-Tautomerismus, wobei
die aromatische Gruppe fur die Hydrophobie und das Bindungselement fir die
Flexibilitat im Reaktionsmuster verantwortlich ist. Auch die tautomere Struktur ist
mitverantwortlich fur die hydrophoben und polaren Eigenschaften des CUR-Mo-
lekuls. Die Schlusselfunktion der Bindungsfahigkeit von CUR an vielzéhlige Mak-
romolekule liegt im B-Diketonanteil welcher sich hdufig an Cysteinreste anlagert.
Durch die Fahigkeit Transportproteine zu binden, verbessert dieses Molekdl

seine eigene Lo6slichkeit und Bioverfugbarkeit [46].

14



1 Einleitung

Metabolismus und Bioverfuigbarkeit

CUR ist ein chemisch instabiles Produkt, dessen Degradation abhéngig von pH-
Wert, Sauerstoffgehalt, Losungsmittel, Strahlung (UV, sichtbares Licht) und Tem-
peratur ist. Stabilitat vermitteln ein pH-Wert < 6,5 und die Verwendung von ser-
umhaltigen Medium/Blut. Die Abbauprodukte von CUR entsprechen dem Abbau-
mechanismus [34]. Die durch Autooxidation entstehenden Hauptabbauprodukte
sind Bicyclopentadione [50] und fraglich das von Wang et al. beschriebene trans-
6-(4'-hydroxy-3’methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal [51]. Weitere Nebenabbau-
produkte entstehen durch alkalische Hydrolyse oder Bestrahlung mit UV-/ sicht-
barem Licht und sind Ferulasaure 4-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-buten-2-on
und Vanillin. Besonders der Prozess der Autooxidation kann vorwiegend fur die
Instabilitat von CUR verantwortlich gemacht werden [34]. Interessanterweise
scheinen auch die Abbauprodukte antikanzerogene und weitere pharmakologi-

sche Eigenschaften zu besitzen [52].

Obwohl CUR in vitro pluripotente Eigenschaften besitzt, konnten diese Ergeb-
nisse nach oraler CUR-Gabe in vivo haufig nicht in dem Ausmal repliziert wer-
den. Grund hierfiir scheint die niedrige orale Bioverfiugbarkeit in Plasma und Ge-
weben zu sein, welche durch geringe Aufnahme und ziigigen Metabolismus von
CUR bedingt sind. Im Detail stellen dabei niedrige Serumspiegel, eine einge-
schrénkte Gewebedistribution, der schnelle Metabolismus und eine kurze Halb-
wertszeit die Probleme der Bioverfiugbarkeit von nattrlichem, oral substituiertem
CUR dar [53].

Der Phase-I-Metabolismus von CUR findet in der Leber u. a. durch die Alkohol-
dehydrogenase statt und besteht aus der aufeinanderfolgenden Reduktion der
vier Doppelbindungen des a, B- ungesattigten B-Diketonanteil. Hierbei entstehen
die Metaboliten dihydro-CUR, tetrahydro-CUR, hexahydro-CUR und octahydro-
CUR. Besonders bezuglich des Phase-lI Metabolismus ist, dass dieser fir CUR
unabhangig von Cytochrom P450 stattfindet. Im Phase-II-Metabolismus von CUR
unterliegt dieses oder seine Metaboliten (s. 0.) diversen Konjugationsprozessen.

Am haufigsten kommt es hierbei zur Konjugation mit Glucuronsaure oder Sulfat,
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wobei die Glucuronidierung der Hauptkonjugationsprozess ist. Der Metabolit wel-
cher am haufigsten in Korperfliissigkeiten, Organen und Zellen gefunden wird, ist
das glucuronidierte Hexahydro-CUR [34]. Eine weitere Phase-Il Reaktion ist die
Konjugation mit Glutathion (GSH) via Michael Addition [54]. Auch die glucuroni-
dierten Metaboliten von CUR zeigen jedoch nur eine geringe Stabilitédt und der
Metabolismus von den Hauptabbauprodukten von CUR wurde bisher noch wenig
erforscht. In Studien zur CUR-Aufnahme zeigt sich eine geringe intestinale Re-
sorption von CUR nach oraler Gabe und der Hauptanteil wird mit dem Stuhl aus-
geschieden. Der kleine Anteil, welcher vom Darm resorbiert wird, wird mit der
Galle und dem Urin ausgeschieden und es findet keine Akkumulation in Organen
statt. Selbst bei hochdosierter Gabe von oralem, nativem CUR finden sich nur
geringe Spiegel in Blut, Galle und Urin. Diesem Effekt liegt vermutlich die chemi-

sche und metabolische Instabilitat dieses Molekiils zugrunde [34].

Es gibt diverse Ansatze, um diese Limitationen zu umgehen. Diese beinhalten
zum einen die Kombination mit Hilfsstoffen wie z. B. Piperin (der Wirkstoff von
schwarzem Pfeffer) die den Metabolismus von CUR und damit dessen Abbau
blockieren. Zum anderen die Entwicklung von Tragerstoffen wie z. B. Nanoparti-
kel, Liposomen, Micellen und Phospholipidkomplexe, welche eine langere Zirku-
lation, bessere Permeabilitat und geringeren Metabolismus bieten [53, 32].

Effekte

CUR ist ein hochgradig pleiotroper Wirkstoff mit dem Potential, die biologische
Aktivitat von vielen Signalmolekilen zu modulieren, wodurch es anti-inflammato-
rische, anti-oxidative, chemopraventive, chemosensibilisierende und radiosensi-
tivierende Aktivitat besitzt [46]. Dies vermittelt CUR entweder direkt durch Bin-
dung oder indirekt durch die Modulation der Expression anderer Proteine. Ziel-
molekule fur die Modulation durch Bindung (direkt) sind beispielsweise Protein-
kinasen und -reduktasen, Histon-Acetyltransferase [55], DNA-Methyltransfera-
sen 1, Transportproteine, inflammatorische Moleklile, ,cell survival“-Proteine, die
Xanthinoxidase oder Proteasome. Die indirekte Wirkung wird u. a. durch Tran-

skriptionsfaktoren, Enzyme, Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, inflammatorische
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Mediatoren, Proteinkinasen, ,drug resistance“-Proteine oder Chemokinrezepto-
ren vermittelt [46, 36]. Einen Uberblick hiertiber bietet Abbildung 6.

Aufgrund dieser breiten Wirkweise zeigt CUR ein enormes Potential als Thera-
peutikum und wurde in den letzten Dekaden beziglich seiner Anwendungsmog-
lichkeiten in der Medizin ausfihrlich untersucht. In mehr als 65 klinischen Studien
mit Uber 1000 Patienten wurde die Effizienz dieses Wirkstoffes gegen diverse
Krankheiten untersucht [56, 36].

Curcumin . |

=
7

munoglobulin

B-Lactoglobulin

Abbildung 6: Ubersicht iiber mdgliche Zielstrukturen von CUR

Dargestellt ist eine Ubersicht tiber die direkten und indirekten molekularen Ziele von CUR, welche in die
Gruppen der Enzyme, Proteinkinasen und —reduktasen, Transportproteine, inflammatorische Molekiile, Me-
talle und andere eingeteilt sind. Modifiziert nach Gupta et al. [46].
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Tumore

Die Wirkung von CUR ist in der medizinischen Forschung zur Therapie von Tu-
morerkrankungen gut untersucht und wurde, u. a. fur Tumorarten wie das kolo-
rektale Karzinom, Pankreaskarzinom, Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Nie-
renzellkarzinom, hepatozellulare Karzinom, multiple Myelom, Bronchialkarzinom,
Mundhdhlenkarzinom sowie Plattenepithelkarzinom im K/H-Bereich in vitro und
in vivo in den letzten drei Jahrzehnten erforscht [35, 36]. Dabei konnten verschie-
dene Mechanismen und Zielstrukturen fur die antikanzerogene Wirkung von CUR
festgestellt werden. So zeigen sich potente antiproliferative Effekte, welche u. a.
durch Apoptoseinduktion (direkt Gber intrinsischen und indirekt Uber extrinsi-

schen Weg der Apoptose, siehe Abbildung 7) und Wachstumshemmung vermit-

telt werden.

I Bcl-2
Bcl-xL
Caspase-8
Aktivierung Todesrezeptoren
! |
< | E)
@ Bid Spaltung EADD 2
2 >
c Verlust des mitochondrialen l
- Membranpotentials, Offnung der
Porenkomplexe und Freisetzung von FLICE
Cytcihrom C (caspase-8)
Caspase-9
Aktivierung

N\

Caspase-3 b Spa:tCuRgDvon

Aktiviirung 1

PARP DNA
Spaltung Fragmentierung

\__ memn

Abbildung 7: Mechanismen der Apoptose

Schematische Darstellung der Signalketten der Apoptose mit dem extrinsischen Weg (Mitochondrien-unab-
hangige Aktivierung durch Zytokine) und dem intrinsischen Weg (Mitochondrien-abhangige Aktivierung di-
rekt durch u. a. CUR). Beide Signalwege miinden in einer Caspase-3 Aktivierung, welche zur Apoptose der
Zelle fuhrt. Modifiziert nach Aggarwal et al. [35].
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Das Tumormilieu wird durch antiinflammatorische Effekte beeinflusst, z. B. durch
Suppression von MAPK (,mitogen-activated protein kinase“) und NF-kB (,nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) und mittels immunsupp-
ressiver Effekte durch Suppression von inflammatorischen Zytokinen, wie bereits
weiter oben beschrieben. CUR zeigt sowohl zytotoxische also auch zytoprotek-
tive Einfliisse in Abhangigkeit von der Konzentration. Weitere antikanzerogene
Effekte sind die Hemmung von Zellmigration und —invasion durch antiangiogene
und antiadhasive Effekte und bergen damit einen potentiellen Ansatz zur Hem-
mung der Metastasenbildung. Einen besonderen Stellenwert zur kanzeropraven-
tiven Wirkung von CUR nehmen antimutagene Effekte, u. a. bei lebertoxischen
Schéaden, DNA-Schaden, Schaden durch Strahlung und Tumormutationen ein.
Des Weiteren zeigen sich antioxidative und chemosensibilisierende Effekte (bei
mdr-Phanotyp). Einige Beispiele fur die vielfaltigen Effekte von CUR in vitro Stu-
dien zeigt die Abbildung 8 und eine detaillierte Ubersicht tiber die Mechanismen

und Zielstrukturen von CUR ist in diesem Review [35] zusammengefasst.

. . 1 Apoptose * | C-Jun N-terminale
| Adhéasionsmolekiile 1 p53 e | TNF,

Chemokine,
IL-12
| COX-2 & LOX
| Cyclin D1
| i-NOS
| Proliferation
| MMP-9
| NFkB
Aktivierung
| uPA, TF
| AP-1
| HER2 Aktivierung
Expression
| IkBa
EGF ;
| FTPase | Bcl-2 | Egr-1 Rézeptor Kinase

& Bcl-xl Aktivierung

Abbildung 8: Molekulare Targets von CUR in vitro

Dargestellt sind einige der molekularen Ziele von CUR sowie deren Hoch- und Herunterregulierung (1/])
aus einer Metaanalyse diverser in vitro Studien mit CUR in der Tumortherapie. *die Targets der Apoptose
von CUR betreffen direkt den intrinsischen Weg der Apoptose (siehe Abbildung 7). Modifiziert nach Aggar-
wal et al. [35].
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Dosis und Toxizitat

In asiatischen Landern wird CUR schon lange als Bestandteil der lokalen Kiiche
genutzt und zeigte dabei keine Toxizitat [46]. Laut einem FAO/WHO Bericht von
1974, nahmen Menschen in Indien taglich mit der Nahrung 2-2,5 g (bei ca. 60 kg
KG) Kurkuma auf, was in etwa einer Dosis von 60-100 mg CUR entspricht [57].
Auch in frihen Tierversuchen mit Ratten, in denen hohe Dosen (angepasst an
den normalen menschlichen Konsum und héher) von CUR oral verabreicht wur-
den, konnten keine negativen Effekte auf Wachstum, Blutbestandteile (Erythro-
zyten, Leukozyten) oder Laborparameter (wie Hamoglobin, Gesamteiweil3, Al-
bumin, Globin AST, alkalische Phosphatase) festgestellt werden [58]. Die Auf-
nahme von CUR beim Menschen scheint auch in hoher Dosierung mit geringen
bis keinen Nebenwirkungen einherzugehen. In mehreren Studien mit einer tagli-
chen Aufnahme von 8 g pro Tag wurde CUR gut vertragen und zeigte keine To-
xizitat oder Nebenwirkungen [59-61]. In ihrem Bericht ,EVALUATION OF
CERTAIN FOOD ADDITIVES AND CONTAMINANTS® von 2004 beschreibt die
FAO/WHO, dass kein Anhalt fir Toxizitat oder schwerwiegende Nebenwirkungen
nach aktueller Studienlage besteht und legte die erlaubte Tagesdosis (ADI = ac-
ceptable daily intake) auf 0-3 mg/kg KG CUR fest. Bei Kindern mit chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen konnte CUR erfolgreich mit bis zu 2 g pro Tag

eingesetzt werden ohne signifikante Nebenwirkungen zu zeigen [62].

1.3 Photodynamische Therapie (PDT)

Geschichte und Namensgebung

Die Therapie mit Licht hat eine lange Tradition und wurde u. a. schon in den Kul-
turen des alten Agypten oder Indien therapeutisch eingesetzt [63]. Die Erfor-
schung dieser Methode in der westlichen Medizin begann etwa zum Ende des
19. Jahrhunderts, als Niels Finsen erstmalig Licht zur Therapie von Krankheiten
nutzte und fur diese Arbeit 1903 auch den Nobelpreis erhielt [64]. Oscar Raab
fand etwa zur selben Zeit heraus, dass die Kombination von dem Farbstoff Acri-
dinorange und Licht bestimmter Wellenlangen zytotoxische Effekte auf Mikroor-

ganismen hat [65]. Herman von Tappeiner und A. Jesionek begrindeten kurz
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darauf den Begriff der ,photodynamicaction[66]. Damit war der Begriff der pho-
todynamischen Therapie (PDT) geboren, welcher die Kombination von Reagenz
(Photosensibilisator) und Licht beschrieb. Erstmalig in Zusammenhang mit Krebs
brachten Richard Lipson und Kollegen die PDT in den 1960er Jahren in der
,Mayo Clinic“, als sie anhand eines Hamatoporphyrinderivates dessen selektive
Akkumulation in Tumorzellen feststellten, wo diese Stoffe Fluoreszenz abgaben
[67]. Daraufhin nahm die Erforschung der PDT als Tumortherapie Fahrt auf und
wurde exzessiv und erfolgreich an lokalen Haut- und Blasentumoren getestet [68,
69]. Die darauffolgenden Untersuchungen von PDT bei diversen weiteren Tumor-
arten wie Lungenkrebs, gynékologischen Tumoren, Hirntumoren, K/H-Tumoren
und weiteren brachten jedoch nicht den erwiinschten Erfolg und zeigten limitierte
Effekte. Diese lieRen sich gut ruckfihren auf die lokale Wirkung der PDT, welche
wenig geeignet fur die Therapie einer systemischen Erkrankung — besonders in
fortgeschrittenen Stadien — war. Die PDT wird weiterhin erforscht und mit der
Entwicklung von neuen und potenteren Photosensibilisatoren in klinischen Stu-

dien untersucht [70].

Wirkprinzip

Das Prinzip der PDT beruht auf der Kombination zweier nicht-toxischer Kompo-
nenten, welche in ihrer Interaktion sauerstoffabhangige Effekte auf Zellen und
Gewebe induzieren (siehe Abbildung 9). Eine Komponente stellt die Applikation
von Licht unterschiedlicher Wellenlange dar, welche die andere Komponente —
den sog. Photosensibilisator — anregt. Photosensible Substanzen sind Stoffe,
welche Licht absorbieren und diese Energie auf Sauerstoff Ubertragen kénnen
und dadurch ROS generieren [70-72].
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= | PHOTOSENSIBILISATOR
—

(angeregter Zustand)

Abbildung 9: Wirkprinzip der PDT

Dargestellt ist in einem vereinfachten Schema das Wirkprinzip der PDT, welche die Elemente Licht, Pho-
tosensibilisator und Sauerstoff bendtigt. Die Absorption von Licht einer bestimmten Wellenldnge transfor-
miert den Photosensibilisator vom Grund- zu einem angeregten Zustand. Bei der Riickkehr in ihren Grund-
zustand wird die freigewordene Energie auf den im Gewebe vorkommenden Sauerstoff transferiert, welcher
freie Radikale bildet. Diese ROS verursachen aufgrund des hohen Reaktionspotentials wiederum Schaden
auf zellularer Ebene in ihrer unmittelbaren Umgebung. Modifiziert nach Dolmans et al. [70].

Im Detail kdnnen hierbei zwei Reaktionsverlaufe unterschieden werden: durch
die Absorption von Licht in Form von Photonen, wird der Sensibilisator von sei-
nem Grundzustand zu einem ersten angeregten Singulett-Zustand und im Ver-
lauf spontan zu einem relativ langlebigen, angeregten Zustand (sog. Triplett Zu-
stand) angehoben. Dieses angeregte Triplett kann in zwei verschiedenen Weisen
weiterreagieren. Eine Variante ist die direkte Interaktion mit dem Substrat, wie
einer Zellmembran oder einem Molekil, wobei es ein Wasserstoffatom (Elektron)
transferiert und dabei Radikale generiert. Diese Radikale wiederum reagieren mit
Sauerstoff zur Bildung von angeregten Sauerstoffmolektlen (*O2, Singulett-Sau-
erstoff), welche die Umgebung oxydieren (Typ-I-Reaktion). Eine zweite Variante
ist der direkte Transfer von Energie auf Sauerstoff, wobei unmittelbar der hoch-
reaktive Singulett-Sauerstoff entsteht, welcher mit der Umgebung reagiert und
diverse Substrate oxydiert (Typ-Il-Reaktion). Es finden beide Reaktionsvarianten

wahrend der PDT statt. In Abhangigkeit von Art des Sensibilisators, Konzentrati-
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onen an Sauerstoff und Substrat (Gewebe) sowie Akkumulation des Sensibilisa-
tors im Substrat bzw. dessen Bindungsaffinitat an das Substrat, wird eine der

beiden Reaktionen bevorzugt [73, 70].

ROS sind sehr reaktionsfreudig und kurzlebig. Die Halbwertszeit von Singulett-
Sauerstoff in biologischen Systemen ist < 0,04 us, woraus sich ein effektiver
Wirkradius von < 0,02 uM ergibt. Daraus ableiten lasst sich dementsprechend
ihre lokale Wirkung. Die photochemische Reaktion ist auf die unmittelbare Um-
gebung der photosensiblen Substanz beschrankt, welche jedoch héufig die Fa-
higkeit besitzt sich in bestimmten Geweben anzureichern. Die unmittelbare Ex-
position dieser Bereiche mit Licht fihrt zu den Effekten der PDT [74].

Die Effekte der Zytotoxizitat sind multifaktoriell und abhangig von der Art, Dosis
und Applikationsform des Photosensibilisators, der Lokalisation extra- oder intra-
zellular, der Lichtexpositionsdosis und —flussrate sowie dem zeitlichen Abstand
zwischen Gabe des Photosensibiliators und Lichtexposition und nicht zuletzt der

Anwesenheit von Sauerstoff [70].

Beispiele und Effekte in der Tumortherapie

Bei der Anwendung von PDT zur Tumorbekdmpfung konnten drei Effekte von
ROS auf Tumoren aufgezeigt werden. Zum einen eine direkte zytotoxische Wir-
kung auf die Tumorzellen, des Weiteren eine Aktivierung der Immunantwort und
zuletzt eine Schadigung des Gefallsystems des Tumors [75, 73, 76, 70]. Die lo-
kale zytotoxische Wirkung von ROS wird durch ein Zusammenspiel verschiede-
ner Mechanismen wie Apoptose, Nekrose und Autophagozytose vermittelt [77,
78].

Als Photosensibilisatoren gibt es zum einen die bekannteste und am l&ngsten
genutzte Gruppe der Porphyrine sowie Chlorine, Bakteriochlorine und Phtha-
locyanine [78]. Einiger dieser Substanzen wie z. B. Levulan, Photofrin oder
Foscan sind auch bereits in der EU fir bestimmte Tumorerkrankungen zugelas-
sene Photosensibiliatoren [70]. In Studien untersuchte, alternative photosensible
Molekule sind u. a. synthetische Farbstoffe, Ubergangsmetalle (z. B. Rhodium)
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sowie Naturprodukte (z. B. Hypericin aus Johanniskraut, CUR). Zur sog. ,tar-
geted PDT" werden Photosensibilatoren z. B. an monoklonale Antikorper oder
andere Liganden mit spezifischen Zellrezeptoren gebunden um noch zielgerich-
teter wirken zu kénnen. Mithilfe von Nanotechnologie assoziierten Photosensibi-
lisatoren kann z. B. die Lichtpenetration des Gewebes verbessert werden. Wei-
tere Photosensibilisatoren und Techniken der PDT sind aktuell in Erprobung und

konnen die Zukunft der PDT mal3geblich beeinflussen [78].

Die PDT ist in der Dermatologie zur Behandlung der Aktinischen Keratose und
dem Plattenepithelkarzinom in situ bereits etabliert (Photosensibilisator ist hier
u. a. 5-Aminolavulinsaure) [79]. In Studien wurde die PDT bei diversen anderen
soliden Tumoren wie zum Beispiel dem Osophaguskarzinom, nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom, K/H-Karzinom, Gliom, Cholangiozellularen Karzinom,
Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Blasenkarzinom, Paget Karzinom der Vulva
und der Peritonealkarzinose entweder in Einzeltherapie oder in Kombination mit
Chemotherapie oder chirurgischer Resektion in Frih- oder Palliativstadien getes-

tet und ist in diesem Review von 2019 zusammengefasst [80].

CUR und PDT

CUR hat wie in 1.2 beschrieben phototoxische Effekte und eignet sich daher als
potentieller Photosensibilisator in der PDT. Bei Bestrahlung mit Licht > 400 nm,
zeigt sich eine Verstarkung der natirlichen zytotoxischen Effekte von CUR. Die
phototoxischen Effekte dieser Kombination wurden bereits zum einen in der an-
tibakteriellen Therapie nachgewiesen [38, 81] und zum anderen in der Tumorthe-
rapie [40, 39]. In einer Studie unserer Arbeitsgruppe bei kindlichen epithelialen
Lebertumoren konnte durch die Kombination mit der PDT eine Verstarkung des

Effekts von CUR um das 20-fache in vitro festgestellt werden [39, 82].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Trotz der dichten Studienlage zur Anwendung von CUR bei Tumorerkrankungen
gab es bisher nur wenige Studien, welche die Wirkung von CUR an Sarkomzel-
len, insbesondere dem Rhabdomyosarkom, genauer betrachtet haben [83, 84].
Da CUR als Nahrungserganzungsmittel und in Studien bisher eine ausgezeich-
nete Toleranz ohne grofRes Nebenwirkungspotential in hoher Dosierung zeigte,
hat es gro3es Potential in der Therapie von tumorerkrankten Kindern. Die bisher
in der Behandlung des RMS eingesetzten Chemotherapeutika wie Vincristin und
Actinomycin D zeigen in vielfaltigen Studien akute Nebenwirkungen und Lang-
zeitschaden [28], welche es — besonders bei der zu erwartenden Lebensspanne
von Kindern — zu vermeiden gilt. Ein Ziel dieser Studie ist es dementsprechend,
die Wirkung dieses neuen und gleichzeitig alten Phytotherapeutikums CUR beim
RMS, zunéachst in vitro, zu erforschen beziglich der bereits erwéahnten antikarzi-
nogenen Effekte (wie Proliferationshemmung, Apoptoseinduktion, Hemmung der
Migrationsfahigkeit und Chemosensibilitat).

Weiteres Ziel dieser Studie ist die Untersuchung der Wirkung von CUR beim
RMS in Kombination mit etablierten Chemotherapeutika, um additive oder syner-
gistische Effekte in der Tumorbehandlung nutzen zu kénnen und therapieindu-

zierte Schaden durch Dosisreduktion zu minimieren.

Der Stellenwert der chirurgischen Resektion in der kurativen Therapie des RMS
ist bereits in 1.1 ausfihrlich beschrieben. Ebenso die Problematik von R1- oder
sogar R2-resezierten Kindern, welche zu Hochrisikoverlaufen und Rezidiven nei-
gen und ein sehr schlechtes Outcome haben. Um dieses Risiko zu minimieren,
mochten wir CUR in Kombination mit der PDT, welche sich intraoperativ anwen-
den liel3e, zunachst in vitro auf zytotoxische Effekte auf Tumor- und gesunde
Zellen untersuchen. Die PDT zeigte bereits in einer anderen Studie unserer Ar-
beitsgruppe — bei kindlichen epithelialen Lebertumoren — sehr gute Ergebnisse

in vitro und wird in dieser Studie beim RMS ebenfalls untersucht [39].

Ein Nachteil der Chemotherapie, der besonders Kinder mit Tumorrezidiven be-

trifft, ist die Entstehung von sog. ,multidrug resistances“ (MDR), welche das An-
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sprechen des RMS auf die Therapie deutlich vermindert und die Uberlebens-
chancen verringert. In diversen Studien wurde bereits die chemosensibilisierende
Wirkung von CUR nachgewiesen [85]. Wenige Untersuchungen haben sich je-
doch damit beschaftigt, ob CUR ebenfalls zur Entwicklung einer Therapieresis-
tenz unter Langzeitanwendung neigt. Dies soll in dieser Studie erstmals unter-

sucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Es wurden eine alveoldare Rhabdomyosarkom-Zelllinie (aRMS; RH30) und zwei
embryonale RMS-Zelllinien (eRMS; RD, SRH) untersucht. Diese sind im Folgen-

den naher beschrieben.

RH30: Eine humane RMS-Zelllinie, die aus einer Knochenmarkmetastase eines
17-jahrigen Jungen mit einem undifferenzierten aRMS etabliert wurde. Die Zellen

zeigen neben einer p53-Mutation hohe Spiegel von Myogenin und myoD sowie

eine Expression des Pax3/FKHR-Fusionsproteins, ausgelost durch eine t(2;
13)(g35; q14)-Translokation (erworben von DSMZ) [86-88].

Abbildung 10: RH30-Zellen in Kultur

Mikroskopische Aufnahme von RH30-Zellen der Passage 15 (links, 10x Vergréerung) und 17 (rechts, 5x
VergrofRerung) in Kulturmedium.

RD: Eine humane RMS-Zelllinie, die aus einer Beckenkammbiopsie bei einem 7-
jahrigen Madchen mit eRMS-Rezidiv etabliert wurde. Die Zellen stellen sich mor-
phologisch als Spindelzellen und grol3e, vielkernige Zellen dar und weisen eine
Myc-Amplifikation sowie Mutationen der Gene NRAS und p53 auf (erworben von
ATCC) [89-92].
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Abbildung 11: RD-Zellen in Kultur

Mikroskopische Aufnahme von RD-Zellen der Passage 33 (links 10x VergréRerung; rechts 5x VergréRerung)
in Kulturmedium.

SRH: Eine humane RMS-Zelllinie, die an der Universitatskinderklinik in Ttbingen
aus einer Unterschenkelresektion bei einer 24-jahrigen Frau mit einem spindel-
zellig sklerosierenden RMS des Erwachsenenalters etabliert wurde. Die Zellen
weisen einen komplex aberranten Chromosomensatz, unter anderem mit Nach-
weis einer Trisomie 12q, auf. Des Weiteren wurde eine MYB-Deletion sowie eine
biallelische Deletion des Locus 9p21 in 100 % der Zellen gefunden [93, 94]. Laut
Tumorklassifikation nach Newton (1995) zahlen die spindelzelligen RMS zu den
eRMS.

Abbildung 12: SRH-Zellen in Kultur

Mikroskopische Aufnahme von SRH-Zellen der Passage 18 (links 10x VergréRerung; rechts 5x Vergrofe-
rung) in Kulturmedium.

Als Kontrolle dienten Skelettmuskelzellen:

SKMC: Eine humane Muskelzelle, die aus gesunden Skelettmuskeln von Er-
wachsenen gewonnen wurde. Dabei werden die Zellen meist aus dem M. pecto-
ralis major oder dem M. gluteus maximus entnommen. Die Zellen sind Myosin-
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positiv (Skelettmuskulatur) und a-Aktin negativ (glatte Muskulatur) (erworben von

PromoCell) [95, 94].

2.1.2 Kulturmedium und Reagenzien

Tabelle 4: Reagenzien und Kulturmedium fur die Zellkultur

Reagenzien
10x-PBS (ohne Ca?*/Mg?*)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium-high glucose (DMEM)

Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline (ohne Ca?*/Mg?*) 1x-PBS

Fotales Kalberserum (FKS)
L-Glutamin (L-Glutamin, 200 mM)
Penicillin/Streptomycin
Trypanblau (0,4 %)

Trypsin (Trypsin/EDTA, 0.05 %,
Gibco)

Hersteller, Firmensitz
Lonza Group AG, Basel, Schweiz
AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen

Biochrom GmbH, Berlin
Biochrom GmbH, Berlin
Biochrom GmbH, Berlin

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Herstellung des Kulturmediums:

Zellkulturmedium: 88 % DMEM, 10 % FKS, 1 % L-Glutamin 200 mM,
1 % Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium:

90 % FKS, 10 % DMSO
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2.1.3.1 Verwendete Medikamente zur Behandlung der Tumorzellli-

nien und SKMC-Zellen

Tabelle 5: Verwendete Substanzen zur Tumorbehandlung

Reagenzien

Hersteller, Firmensitz

Actinomycin D (500 pg/ml)

Curcumin 95 % nativ,

Lot:1104/B-13

Universitatsklinik-Apotheke Kinderklinik
Tlbingen

AquaNova AG, Darmstadt

Vincristin (1000 pg/ml)

Universitatsklinik-Apotheke Kinderklinik
Tubingen

Vincristinsulfat (VCR) ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Vinca-Alkaloide.

Es wird als Salz des Alkaloids VCR aus der Vinca rosea L. gewonnen und ist ein

klassisches Spindelgift, indem es an Tubulin bindet und dessen Polymerisation

zu Mikrotubuli hemmt und damit die Metaphase der Zellteilung verhindert. Dies

geschieht ebenfalls durch die Depolymerisation bereits gebildeter Mikrotubuli.

Des Weiteren greift VCR in andere zellulare Systeme wie die DNA- und RNA-

Synthese sowie Lipidbiosynthese ein [21, 96-98].

Abbildung 13: Chemische Struktur von VCR

Dargestellt ist die Strukturformel von Vincristinsulfat [99].
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Actinomycin D (DAC) ist ein zytotoxisches Antibiotikum und hemmt selektiv die
DNA-abhéangige Synthese der Ribonukleinsaure, indem es mit Desoxyribonukle-
ins&ure Komplexe bildet. Der zugrundeliegende Prozess scheint eine Hemmung
der Proteinsynthese durch Inhibition der mRNA-Synthese zu sein. In hohen Kon-
zentrationen kann DAC auch die DNA-Synthese hemmen [21, 98].
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Abbildung 14: Chemische Struktur von DAC

Dargestellt ist die Strukturformel von Actinomycin D [100].

Curcumin (CUR) siehe Kapitel 1.2.

2.1.3.2 Zellviabilitat

Tabelle 6: Reagenzien zur Untersuchung der Zellviabilitat

Reagenzien Hersteller, Firmensitz

1x-PBS (ohne Ca?*, Mg?*) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen

Essigsaure Carl Roth, Karlsruhe

Natriumlaurylsulfat (SDS) in Pel- Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe
letform

Thiazolylblau, Tetrazoliumbromid  AppliChem GmbH, Darmstadt
(MTT) Lot: 5P011404
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Herstellung der Loésungen:

MTT-Reagenz, Stocklosung 5 mg/ml: 250 mg Thiazolylblau + 50 ml 1x-PB
Nach Herstellung wurde die L6sung g

S.

e-

filtert, aliquotiert und bei -20 °C eingefro-

ren.

Lysepuffer, Stocklésung 10 ml: 9,94 ml DMSO, 0,006 ml Essigsaure,

1g SDS.

2.1.3.3 Immunfluoreszenz

Tabelle 7: Reagenzien zur Immunfluoreszenzdarstellung

Reagenzien Hersteller, Firmensitz
Paraformaldehyd reinst (PFA) Carl Roth, Karlsruhe

Prolong Gold Antifade reagent with Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
DAPI

Herstellung der LO6sung:

4 % PFA (10 ml): 16 g Paraformaldehyd reinst (Pulver), 400 ml PBS.
Lagerung bei 4 °C.

2.1.3.4 Colony-forming Assay (CFA)

Tabelle 8: Reagenzien fur den CFA

Reagenzien Hersteller, Firmensitz

Kristallviolett Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen

Methanol (99,8 %) VWR International GmbH, Darm-
stadt

Herstellung der Losungen:

1 % Kiristallviolettlosung: 1 g Kristallviolettpulver + 100 mil dd Hz0.
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2.1.3.5 Durchflusszytometrie

Tabelle 9: Reagenzien fir die Durchflusszytometrie

Lésungen Hersteller, Firmensitz

2',7"-Dichlorofluorescin-Diacetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen
7-AAD eBioscience Inc., San Diego, USA
CellWASH Solution Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Flow Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Rinse Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Safe Becton Dickinson, Heidelberg

Apoptose-Assay:

Tabelle 10: verwendete Substanzen im Apoptose-Assay in der Durchflusszytometrie

Protein /Puffer Fluorochrom Bezugsquelle

Annexin V APC BioLegend, Fell
Lot: B217656

Annexin V Binding Buffer Biozol Diagnostica Ver-

Lot: EXB0019 trieb GmbH, Eching

2.1.3.6 Western Blot

Tabelle 11: Reagenzien fir den Western Blot

Chemikalien Hersteller, Firmensitz

Acrylamid Stammlésung Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen

Bovine Serum Albumin (BSA), Al- Carl Roth, Karlsruhe
bumine Fraction V

Cell Lysis Buffer (10x) Cell Signaling, Cambridge
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Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPOA4)

Ethanol

Glycin

Isopropanol
Magermilchpulver

Natriumchlorid

Protease Inhibitor Cocktail Tablet-

ten

Protein Assay Dye Konzentrat

Protein Assay Farbstoffkonzentrat
(Bradford-Reagenz)

Proteinauftragspuffer Roti-Load 1
Protein-Marker 1V10-170 kDa

Protein-Marker Precision Plus All
Blue Standards 10-250 kDa

Rotiphorese 10x SDS-Page

Tetramethylethylendiamin (TE-
MED)

Tris-Base (Trizma base)

Tween 20

2 Material und Methoden

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen

VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Min-

chen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe
Peqglab, Wilmington, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen
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Western Blot Detektionslosung LI-COR Biosciences, Bad Homburg
(PREMIUM Chemiluminescent)

Western Sure Pen LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Herstellung der Pufferldsung:

Auffullen der Losungen auf 1000 ml mit dd. H20.

SDS-Laufpuffer (10x): 30,3 g Tris-Base, 144 g Glycerin, 10 g SDS

Transferpuffer (10x): 24 g Tris-Base, 173 g Glycin
TBS (10x): 24,2 g Tris-Base, 80 g Natriumchlorid
TBS-T: 100 ml TBS (10x), 1 ml Tween-20

Stripping Puffer (pH 2,2): 15 g Glycin, 1 g SDS, 10 ml Tween-20

Zelllyse-Puffer (pH 7,4): 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 % Triton X
100, 0,5 % NazHPO4, 0,4 % B-Mercaptoethanol

5 % oder 10 % Milchpulver (in TBS-T gelost), 10 % BSA (in TBS-T gel6st), 70 %
Ethanol (in dd.H20)

Herstellung der Gele:

Tabelle 12: Ansatz fir zwei Trenngele (10 %) bzw. zwei Sammelgele (4 %) fir den SDS-Page

Substanz 10% Trenngel 4% Sammelgel
1,0 M Tris 0,75 ml

(pH 6,8)

1,5 M Tris 5,5 ml

(pH 8,8)

10 % APS 0,2 ml 0,06 ml

10 % SDS 0,2 ml 0,06 ml
Acrylamid Mix 6,7 ml 1,0 ml

35



H20 7,9 ml

TEMED

0,008 ml
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4,1 ml

0,006 ml

Verwendete AK:

Tabelle 13: verwendete primare und sekundéare Antikérper fir den Western Blot

Primare

Antikorper

Spezies, Klon

Bezugsquelle

B-Catenin (6B3)
Lot: 4

GAPDH

14C10
NF-kB p65 (A)
Lot: B2715
Sekundare
Antikorper

Rabbit
Lot: 24

Rabbit mAK

Rabbit anti-human
GAPDH, mAK, clone

Rabbit polyclonal IgG

Anti-rabbit IgG, HRP-
linked AK

Cell Signaling,
Cambridge, GB

Cell Signaling,
Cambridge, GB

Santa Cruz Biotechno-
logy Inc., Heidelberg

Cell Signaling,
Cambridge, GB

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 14: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller, Firmensitz

Aluminiumfolie 300 x 0.03 mm
Deckglaser 24 x 50 mm
Desinfektionsspray Descosept AF
Einwegpinzetten, steril

Entsorgungsbeutel, PP autokla-

vierbar

Papstar, Kall

R.Langenbrinck, Emmendingen
Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld
Servoprax GmbH, Wesel

BRAND GmbH und Co KG, Wertheim
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FACS-Rohrchen (5 ml Rundbo-
den)

Falcon-Rdhrchen (Zentrifugen-
réhrchen mit konischem Boden)
15 ml, 50 ml

Gefrierbehélter (5100 Cryo
»Mr.Frosty“)

Handschuhe nitrile, powder-free

Handschuhe Peha-soft nitrile GU-
ARD

Kryoréhrchen Cryo.s

Kivetten (10 x 4 x 45 mm)

Neubauer-Zzahlkammer DHC-NO1
(C-Chip)

Nitrocellulose-Membran, 0,2 um
Parafilm "M" 4 IN x 125 FT. Rolle
Pasteur-Kapillarpipetten 230 mm
Pipette, Eppendorf Reference

Pipetten (Falcon Serologische Pi-
pette) (2, 5, 10, 25 ml)

Pipettenspitzen (0,5 —20 pl, Kris-
tall E)

Pipettenspitzen (10-200 pl)

Pipettenspitzen (100-1000 pl)
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Corning Incorporated, New York, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Abena GmbH, Z6rbig

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen
Sarstedt AG&Co, Nurmbrecht

NanoEnTek Inc., Seoul, Korea

Sartorius AG, Gottingen

Bemis Europe, Braine-I'Alleud, Belgien
Wilhelm Ulbrich GdbR, Mainz
Eppendorf AG, Hamburg

Corning Incorporated, New York, USA

Ratiolab GmbH, Dreieich

Sarstedt, Nirmbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen
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Pipettenspitzen mit Filter (0,5-10,
10-100,100-1500 pl)

ReaktionsgefalRe (Safe Lock, 1,5-
2 ml)

Reaktionsgefalie (Safe Lock,
0,5 ml)

Sterilfilter (EasystrainerTM
40 uM)

Whatman Papier
(Chromatographie Papier 3 mm)
x-Well Zellkulturkammern

Zellkulturflaschen (Cellstar
175 cm2, 75 cm?)

Zellkulturflaschen 25 cm?2

Zellkulturplatte (6-, 12-, 96-Well,
TC-Treated)

Zytostatika-Schutzmatte (56 cm x
41 cm)

2 Material und Methoden

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, NUurmbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen

Whatman, Maidstone, Grof3britannien

Sarstedt, Nurmbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen
Corning incorporated, New York, USA

Corning Incorporated, New York, USA

Berner International GmbH, EImshorn

2.1.5 Gerate

Tabelle 15: verwendete Gerate und deren Hersteller

Gerate

Hersteller, Firmensitz

Brutschrank BBD 6220

Computerbildschirm

Durchflusszytometer FACS Canto
Il

Eismaschine

Heraeus Holding GmbH, Hanau

LG Electronics Deutschland GmbH,

Ratingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Scotsman, Ipswich, GB
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Hochleistungs-Laborgefriergerat
Forma Scientific -86C Freezer

Immunfluoreszenzmikroskop Apo-

Tomel
Inverses Mikroskop, Axiovert 135

Kaltlichtfontdne D-light C/AF SCB,
Seriennr.: ZZ10262-C

Kamera AxioCam MR colour
Kamera Canon EOS 550D
Kuhl- und Gefrierschranke
Lichtmikroskop Fluovert FS
LOGIC Shaker
Magnetrahrer lkamog RH

Magnetrihrer VarioMAG Mono-

therm
Mikroskop Axioskop 40

Mikrozentrifuge Heraeus Fresco
17

MilliQ-Wasseraufbereitungsanlage
Multipipette (Multipette Xstream)
Odyssey Fc Imaging System

PC MD Buisness Pentino G-Se-

ries
pH-Meter Lab850
Photometer (BioPhotometer D30)

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra
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Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Carl Zeiss, Oberkochen

Carl Zeiss, Oberkochen

Karl Storz GmbH & Co. KG, Tuttlingen

Carl Zeiss, Oberkochen

Canon GmbH, Krefeld

Liebherr, Ochsenhausen

Leitz GmbH, Wetzlar

NeolLab Migge Laborbedarf, Leonberg
Janke & Kunkel, Staufen

H&P Labortechnik, Miinchen

Carl Zeiss, Oberkochen

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Millipore, Molsheim, Frankreich
Eppendorf AG, Hamburg
LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Medion AG, Essen

Sl Analytics GmbH, Mainz
Eppendorf AG, Hamburg

Bioscience AG, Chur, Schweiz
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Plattenspektralphotometer ELx
800

Plattformschuttler Titramax 100

Polyacrylamidgel-Giel3stand
PowerPac Basic Power Supply
Prazisionswaage LP2200
Rollenmischgerat RS-TR05
Sterilbank (Msc-Advantage)

Stickstofftank CryoSystem 4000
Chart

Stoppuhr TachoSil

Taschenrechner (Sharp EL-243S)

Thermo-Schuttler PHMT SC20

Tischabzug

Vortex-Schuttler VF2

Wasserbad Typ 1003

Wet/Tank Blotting System/Polyac-
rylamid-Elektrophorese-Kammer

Zentrifuge Biofuge 15R

Zentrifuge Multifuge 1S-R
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BioTek Instruments, Bad Friedrichshall

Heidolph Instruments Labortechnik,

Schwabach

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Sartorius, Géttingen
Phoenix-Instrument, Garbsen

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

MVE BioMedical, Ball Ground, USA

Inspirion GmbH, Bremen

Sharp Devices Europe GmbH, Min-

chen

Grant Instruments, Cambridgeshire,

GroRbritannien

Waldner Laboreinrichtungen GmbH &
Co. KG, Wangen

Janke & Kunkel, Labortechnik, Staufen

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,

Burgwedel

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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2.1.6 Software

Tabelle 16: verwendete Software und deren Hersteller

Software Hersteller, Firmensitz
Adobe Reader, Adobe Photos- Adobe Systems, Minchen
hop

AxioVision 3.1 Carl Zeiss, Oberkochen
AxioVision Viewer 3.0 Carl Zeiss, Oberkochen
EOS Utility Canon GmbH, Krefeld

FACSCanto Il System Software Becton Dickinson, Heidelberg
FACSDiva Software Version 8.0 Becton Dickinson, Heidelberg
GraphPad Prism Version 7.20 GraphPad Software, La Jolla, USA

Office 365 Education Plus Microsoft, UnterschleilRheim

2.2 Methoden

2.2.1 Generation von RMS- und SKMC-Zellen

Auftauen und Einfrieren von Zellen:

Zum Zellen-Einfrieren wurden die Zellen (RD, RH30, SRH, SKMC) wie gewohnt
gezahlt (siehe 2.2.3) und auf 2x10° Zellen/ml eingestellt. Die RMS- und SKMC-
Zellen wurden dabei im Einfriermedium (siehe 2.1.2) resuspendiert, aliquotiert
und mittels Easy Freezer in Isopropanol 24 h im -80°C Kuhlschrank eingefroren

und anschlielBend im Stickstofftank bei -196 C gelagert.

Zum Auftauen wurden die 0. g. Zellen aus dem Stickstofftank geholt und im Was-
serbad bei 37°C aufgetaut. Anschliel3end wurde die Zellsuspension mit warmem
Zellkulturmedium (siehe 2.1.2) gewaschen und abzentrifugiert (5' RT, 1500 rpm).
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in frischem Zellkulturmedium re-
suspendiert und in eine Zellkulturflasche gegeben. Es erfolgte ein Mediumwech-
sel am nachsten Tag. Die Zellen benétigten ca. ein bis zwei Passagen zur Rege-

neration und konnten dann fur Zellkulturversuche genutzt werden.

41



2 Material und Methoden

Zellen in Zellkultur halten:

Die 0. g. Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit in Zellkul-
turflaschen (175 cm?, 75 cm?, 25 cm?) kultiviert und regelmafig, sobald die Zellen
80 % konfluent waren, gesplittet. Das Gesamtvolumen je Flasche war bei den
kleinen Flaschen (25 cm?2) 4-5 ml, bei den mittelgro3en Flaschen (75 cm?) 12-
13 ml und bei den grof3en Flaschen (175 cm?2) 24-25 ml.

2.2.2 Herstellung und Lagerung von CUR und Zytostatika

Curcuminldésung

Die CUR-Stocklésung hatte eine Konzentration von 150 mg/ml. CUR (siehe
2.1.3) wurde als Pulver 95 % nativ mithilfe der Feinwaage in einem Eppendorf-
Reaktionsgefald abgewogen (150 mg), in 1 ml DMSO geldst und anschliel3end
alliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Da CUR photosensibel ist, wurde die
Stocklésung im Dunkeln bei RT aufgetaut. Weitere Verdiinnungsstufen von CUR

konnten aus der Stocklosung mit Zellkulturmedium hergestellt werden.

Zytostatika

Die Zytostatikaldsungen wurden zeitnah nach Herstellung aus der Klinik-Apo-
theke abgeholt und im Dunkeln bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert und nach Halt-

barkeitsdatum verwendet.

2.2.3 Aufbereitung von RMS- und SKMC-Zellen zur weiteren Verwendung

Zum Splitten wurden die Zellen (RD, RH30, SRH und SKMC) zunéachst mit war-
mem PBS gewaschen, anschlieBend trypsiniert, vom Flaschenboden abgel6st
und mit Zellkulturmedium (siehe 2.1.2) resuspendiert. Entsprechend der Verdin-
nung wurde die Menge Zellkulturmedium gewahlt und zuriick in die Flasche ge-
geben. Zum Beispiel wurden bei einer 1:10 Verdinnung die Zellen mit 9 ml Me-
dium und 1 ml Trypsin resuspendiert und von dieser zehnfachen Verdinnung
1 ml zuriick in die Zellkulturflasche gegeben. Der Rest der Zellen wurde in ein
Falkon Uberfuhrt und fur weitere Versuche genutzt. Die Zellkulturflasche (75 cm?)
wurde auf ein Gesamtvolumen von 12 ml mit Zellkulturmedium aufgefullt, be-

schriftet und zur Inkubation im Brutschrank belassen.
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Fur die Zellzahlbestimmung wurden 10 pl der o. g. frisch resuspendierten, vitalen
Zellen auf ein C-Chip Zahlkammer-System (Neubauer Zahlkammer) mit Trypan-
blau in einer 1:2-Mischung angefarbt. Unter dem Mikroskop wurden diese Zellen,
welche sich nicht mit Trypanblau anfarben lassen, in den 4 Grol3quadraten bei
10x-Vergrolerung gezahlt. Mithilfe folgender Formel konnte daraus die Zellzahl

bestimmt werden:

gezéhlte Zellen

Zellzahl/ml = x 2 x 10* x Gesamtvolumen

4= Anzahl GroRquadrate; 2= Verdinnungsfaktor; 10%= Zahlkammerverdiinnung

Danach wurden die Zellen fr 5 min bei RT und 1500 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde auf 1x108 Zellen/ml eingestellt und

konnte fur die Versuche genutzt werden.

2.2.4 Viabilitats-Assay bei RMS- und SKMC-Zellen

Um den Einfluss der CUR- und Zytostatika-Behandlung auf Zellproliferation bzw.
Stoffwechselaktivitat zu detektieren wurde ein Viabilitats-Assay mittels enzyma-
tischer MTT-Reaktion genutzt. Dabei wird gelbes, wasserlésliches MTT-Reagenz
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl-2,5diphenyl-tetrazoliumbromid) von vitalen und stoff-
wechselaktiven Zellen mit Hilfe mitochondrialer Dehydrogenasen in blaues For-
mazan umgewandelt, welches aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaft aus-
fallt. Die Menge an wasserunloslichem Formazan entspricht dabei in etwa der
Anzahl vitaler Zellen in einer homogenen Zellpopulation. Die Analyse erfolgt mit-
tels Plattenspektralphotometer bei einer Wellenlange von 560 nm [101-103]. Die
Bestimmung des IC50 ist ein fundamentaler Teil der Pharmakologie und wird ge-

nutzt, um die Eignung sowie die Leistung eines Wirkstoffes zu erfassen [104].

Die Zellen wurden wie in 2.2.3 beschrieben gesplittet, gezahlt und anschlie3end
in einer 96-Well-Platte mit entsprechend definierten Zellzahlen (siehe Tabelle 17)

angelegt.

Tabelle 17: Definierte Zellzahlen zum Anlegen einer 96-Well Platte fur den MTT-Assay

Zelllinie Zellzahl [Zellen/Well]

RMS-Zellen RH30 8000
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RD 15000
SRH 20000
Muskelzellen SKMC 5000

Die Zellen wurden auf der 96-Well-Platte fir den nachsten Tag im Brutschrank
kultiviert bis sie adhéarent waren. Daraufhin erfolgte die Behandlung mit CUR,
VCR oder DAC in steigenden Konzentrationen (10 ul/Well) fur 24, 48 und 72 h.
Die Kombinationsbehandlung erfolgte mit CUR und VCR, CUR und DAC oder
CUR und PDT. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und mit 0,01 % DMSO

behandelte Zellen als Lésungsmittelkontrolle.

Bei der PDT wurden die Zellen fir 1 h mit niedrigdosiertem CUR behandelt und
anschlieend mit einer Kaltlichtfontane mit Licht einer Wellenlange von 488 nm
fur finf Sekunden im abgedunkelten Raum bestrahlt (PDD-Modus (5-ALA), Leis-
tung der Lichtquelle = 300 W, Farbtemperatur = 6000 K, Distanz von Ende des
Optik-Kabels zu Zellen = 2 cm). Im Anschluss erfolgte eine Inkubation fir 48 h

bis zur Viabilititsmessung.

Nach 24, 48 oder 72 h wurden pro Well 25 pl MTT-Reagenz (siehe 2.1.3.2Zellvi-
abilitat) hinzugefugt, auf dem Plattenschuttler gemischt und danach fur 2 h im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde der Platteninhalt abgekippt und zum
Aufschliel3en der Zellen sowie zum Losen der Formazankristalle 100 pl Lysepuf-
fer (siehe 2.1.3.2) pro Well hinzugegeben. Danach wurde die Platte mittels Plat-
tenspektralphotometer bei 560 nm Wellenlange gemessen und mittels GENO.9-
Software analysiert. Die Daten wurden statistisch ausgewertet und der IC50 be-
stimmt (siehe 2.2.12).

2.2.5 Analyse des Migrationspotentials von RMS-Zellen mithilfe des

Wound Healing Assays

Der Wound Healing Assay dient zur Analyse einer direkten, gerichteten Zellmig-
ration in vitro. Die Ergebnisse kdnnen zur Quantifizierung der Migrationsrate von
Zellen sowie zur Analyse von Zell-Matrix und Zell-Zell-Interaktionen genutzt wer-
den [105]. Zur Durchfiihrung des Assays wurden Zellen in einer 6-Well-Platte mit

definierter Zellzahl (siehe Tabelle 18) ausgesat und Uber Nacht inkubiert, sodass
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die Zellen adharent werden und eine 80 % konfluente Einzelzellschicht bilden

konnten.

Tabelle 18: Definierte Zellzahlen fur das Anlegen eines Wound Healing Assays

Zelllinie Zellzahl [Zellen/Well]
RH30 1x106
RD 1x10°

Abbildung 15: Schemazeichnung fiur das Anle-
gen eines Wound Healing Assays

In Rot ist der angelegte Scratch dargestellt. Behandlung
mit CUR 5 pg/ml und 6 pg/ml, VCR 0,00075 pg/ml sowie
der Kombination von 5 pg/ml CUR mit VCR und die Null-
und Lésungsmittelkontrolle. Die Platte wurde mit 3 Linien
(gestrichelt) zur Prazisierung des zu detektierenden Foto-
areals markiert.

Nach Anlegen einer definierten ,Wunde*

als Scratch mit einer 10-100 pl Pipetten-
spitze in der Mitte des Wells, wurden die Zellen (RD, RH30) mit PBS gewaschen.
Anschlie3end wurde die Behandlung mit CUR, VCR und der Kombination von
CUR und VCR durchgeftihrt. Details sind in Abbildung 15 aufgefuhrt. Als Kon-
trolle dienten unbehandelte Zellen und eine Losungsmittelkontrolle mit DMSO.

Zur Verlaufsdokumentation wurde zu definierten Messzeitpunkten (RH30: 0, 24,
30 und 48 h; RD: 0, 8, 24 und 30 h) mit der 5x-VergréRerung am Phasenkontrast-
Mikroskop fotografiert. Der Vergleich zwischen den ZeitrAumen der Aufnahmen
diente zur Quantifizierung der Migrationsrate der Zellen, indem die Flache des
Scratch einzelner Aufnahmen gemessen, mit dem Nullzeitpunkt ins Verhaltnis
gesetzt und statistisch ausgewertet (siehe 2.2.12) wurde. Die Berechnungen und

Auswertungen erfolgten mit Axiovision, Excel und Graphpad Prism.
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2.2.6 Analyse des koloniebildenden Potentials von RMS-Zellen mittels Co-

lony-forming Assay

Der Colony-forming Assay (CFA) ist ein Assay, der eine Einschatzung Uber das
Metastasierungspotential von Tumorzellen ermdglicht. Dies basiert auf der Fa-
higkeit von einzelnen Zellen, Kolonien zu bilden und sich unendlich zu teilen. Eine
Kolonie ist definiert als eine Zellansammlung mit mindestens 50 Zellen. Der CFA
ist die Methode der Wahl, um die Effektivitat einer zytotoxischen Behandlung zu
bestimmen [106]. Zur Durchfihrung des CFA wurden 750 Zellen je Well auf einer
6-Well-Platte ausgesat und tUber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die
Behandlung mit CUR fir 72 h.

Nach Ablauf der Behandlungszeit wurden die Zellen (RD, RH30) mit PBS gewa-
schen mit frischem Zellkulturmedium fir ca. 10 Tage im Brutschrank inkubiert.
Es erfolgten regelmafige Kontrollen zum Progress der Koloniebildung. Nach an-
gemessener Ausbildung der Kolonien wurden die Kolonien mit Methanol (siehe
2.1.3.4) fixiert und mit einer 1 % Kristallviolettlosung fur 30 min angefarbt. Im An-
schluss wurde die Uberschissige Farbe ausgewaschen und die Platten wurden
Uber Nacht getrocknet. Zur Auswertung wurden die sichtbaren Kolonien gezahit
und mit einer Nullkontrolle verglichen. Zur Ermittlung der Koloniebildungsrate
wurden diese durch die Anzahl ausgesater Zellen dividiert und mit 100 multipli-
ziert [106]. Zur statistischen Uberpriifung siehe 2.2.12.

2.2.7 Durchflusszytometrie von RMS- und SKMC-Zellen

Bei der Durchflusszytometrie macht man sich das Prinzip zu Nutze, einzelne Zel-
len einer Zellpopulation auf bestimmte Eigenschaften oder Marker quantitativ un-
tersuchen zu konnen. Dies beruht auf den lichtstreuenden Eigenschaften von
Zellen und der Mdoglichkeit einer Antikdrper-Farbmarkierung von Oberflachen-
markern oder intrazellularen Proteinen einer Zellpopulation. Dabei passieren Zel-
len in Losung in einem Durchflusszytometer (siehe 2.1.5) einzeln das Messin-
strument, werden dabei mit Lasern unterschiedlicher Wellenlange bestrahlt und
das dadurch hervorgerufene Streulicht bzw. Fluoreszenzsignal wird mittels Pho-
todetektoren gemessen [107]. Das Streulicht kann mittels ,forward scatter” (FSC)

eine Aussage uber Grolie der Zelle und ,side scatter” (SSC) eine Aussage Uber
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unterschiedliche Kompartimentierung (Granularitat) einer Zelle machen [108]. Im
weiteren Verlauf kbnnen spezifische Oberflachen- oder intrazellulare Proteine

mittels Fluoreszenz-Antikbrpermarkierung detektiert werden [107].

Die Zellen wurden wie gewohnt gezéahlt und mit definierter Zellzahl in Zellkultur-
platten Uberfiihrt. Die Zellzahlen und Plattenarten waren dabei abhangig von dem
durchgefuhrten Versuch und seiner spezifischen Fragestellung und sind in Ta-
belle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Definierte Zellzahlen zum Anlegen von Zellkulturplatten bei der Durchflusszy-

tometrie
Zelllinie 6-Well-Platte 12-Well-Platte
RH30 1x10° 1x10°
RD 1x108 1 x10°

Nach Inkubation tber Nacht konnten die Zellen am nachsten Tag mit CUR und
VCR behandelt werden. Die Art und Dauer der Behandlung werden in den nach-
folgenden Abschnitten detailliert beschrieben. Bei jeder Behandlung wurde eine
nicht-markierte, unbehandelte Kontrolle als Vergleichswert fur die Fluoreszenz-
markierung angesetzt. Die Auswertung aller Versuche erfolgte mit der Software

FACSDiva und die statistische Auswertung mittels Excel und Graphpad Prism.

Darstellung der Eigenfluoreszenz von CUR

Da CUR eine bekannte Eigenfluoreszenz besitzt [109], wurde diese mittels

Durchflusszytometrie in mehreren Kandalen (siehe Tabelle 20) dargestellt.

Tabelle 20: Darstellung der Ex/Emmax. verschiedener Kanale in der Durchflusszytometrie

Darstellung der FACSCanto lI-Kanéle und ihrer jeweiligen maximalen Emission (Emmax.) und Extinktion (Ex-
max.) IN NM.

Kanale FIT PE PerC PE APC APC Bv42 BV51
C P Cy7 H7 1 0

Em- 520 578 678 785 660 785 421 510

max.
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Ex- 494 496 482 496 650 650 407 405

max.

Daftuir wurden RMS-Zellen mit einer Zellzahl von 1x108 Zellen/Well in eine 6-Well-
Platte ausgesat, Uber Nacht inkubiert und am nachsten Tag mit 5 pg/ml CUR
behandelt. Nach einer Stunde Behandlungszeit wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und abzentrifugiert. AnschlieRend wurden 200 pl Cellwash hin-
zugefugt und die Zellen in den o. g. Kandlen am FACSCanto Il gemessen und
anschlieRend mit der FACSDiva Software ausgewertet.

Influx/Efflux-Messung

Da CUR ein natirlicher Farbstoff ist und dementsprechend eine Eigenfluores-
zenz besitzt [109], konnte man die Aufnahme und Abgabe des Stoffes in die Zelle
bzw. die Bindung an Oberflachenmolekiile tber einen bestimmten Zeitraum mit-

tels Durchflusszytometrie bestimmen.

Die in Tabelle 19 beschriebene Zellzahl wurde in einer 12-Well-Platte angelegt
und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit 5 pg/ml CUR
behandelt. Die Messung fur den Influx erfolgte direkt im Anschluss an die Be-
handlung sowie nach 1, 2, 4, 6, 24 und 48 h am FACSCanto Il im PE-Kanal (siehe
Tabelle 20). Um den Efflux darzustellen wurden die Zellen 2 h nach der CUR-
Behandlung mit PBS gewaschen und ebenfalls zu den Messzeitpunkten 4, 6, 24
und 48 h gemessen. Die Daten wurden mittels Mean Fluorescence Intensity

(MFI) dargestellt, normalisiert (nMFI) und statistisch ausgewertet (siehe 2.2.12).

Apoptose-Assay

Die Apoptose ist durch drei wesentliche Zellverdnderungen charakterisiert: Ab-
nahme des Zellvolumens, Kondensation des Kernchromatin und Fragmentierung
der DNA durch Endonukleasen. Der Apoptose-Assay mit Annexin V macht sich
einen Effekt der frihen Apoptose zu Nutze, bei dem es zu einer Asymmetrie der
Phospholipide an der Zellmembran kommt, durch Externalisierung von Phos-
phatidylserin an die aul3ere Zellmembran. Annexin V ist ein Protein, das in An-
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wesenheit von Calcium Phospholipide bindet und eine hohe Affinitat zu Phos-
phatidylserin aufweist. Da Phosphatidylserin auch bei Nekrose an der aul3eren
Zellmembran exprimiert wird, soll diese mit einer Propidiumiodid (PI)-Farbung
ausgeschlossen werden. Bei der frihen Apoptose sind die Zellen nur Annexin V-
positiv, bei der spaten Apoptose Annexin V und PI positiv und bei der Nekrose
nur PI positiv. Somit lassen sich spezifisch Zellen, die nach CUR und/oder Zytos-
tatikagabe in Apoptose gegangen sind, nachweisen und unterscheiden [110,
111].

Die Annexin V-Messung wurde mit dem Fluorchrom Allophycocyanin (APC)
durchgefuhrt, da CUR in Vorversuchen in diesem Kanal keine bzw. nur eine ge-
ringe Eigenfluoreszenz besal. Die Nekrose-Messung, die bei Farbung mit PI nur
im PE-Kanal messbar war, konnte wegen der Eigenfluoreszenz von CUR nicht
durchgefiuihrt werden. Dadurch entfiel die Unterscheidung zwischen friher/spéter
Apoptose und Nekrose. Fur den Assay wurden eine definierte Zellzahl (siehe Ta-
belle 19) in 12-Well Platten angelegt, tber Nacht inkubiert und am néchsten Tag
mit verschiedenen Konzentrationen CUR und/oder VCR und/oder DAC behan-
delt. Nach einer Behandlungsdauer von 48 h wurden die Zellen sowie der Uber-
stand uberfihrt, und mit Annexin Binding Buffer (1:10 Verdinnung) gewaschen.
Es erfolgte die Antikorperfarbung mit 3,5 pl APC Annexin V/50ul Cellwash-L6-
sung fur 30 min im Dunkeln bei RT. Die Zellen wurden danach mit 200 ul Cell-
wash in Suspension gebracht und am FACSCanto Il gemessen. Die Daten wur-

den wie in 2.2.12 beschrieben statistisch ausgewertet.

2.2.8 Analyse der CUR-Resistenzentwicklung mittels Viabilitats-Assay bei
RMS-Zellen

Um die Entwicklung einer Chemoresistenz bei Langzeitbehandlung mit einem
Medikament einzuschatzen und mdgliche Resistenzentwicklungen zu erkennen
werden Zellen mit allméhlich steigenden Konzentrationen eines Substrates be-

handelt und ausgewertet [112].

Es wurde eine kleine Zellkulturflasche (25 cm?2) mit Zellen (RD oder RH30) ange-
legt und bis zur 80-90 % Konfluenz wachsen gelassen. Nachfolgend wurden die

Zellen zu zwei Zeitpunkten in der Woche gesplittet und mit CUR behandelt. Die
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CUR-Konzentration wurde dabei um jeweils 0,5 pg/ml gesteigert bis zu einer
Endkonzentration von 8 pg/ml. Nachdem die Behandlung der Zellen die Endkon-
zentration erreicht hatte, wurden die Zellen in eine neue Zellkulturflasche Uber-
fuhrt und 72 h inkubiert. Anschliel3end wurde ein MTT-Assay durchgefuhrt. Hier-
fur wurden auf einer 96-Well-Platte zur Halfte die CUR-dauerbehandelten Zellen
und zur Halfte CUR-naive Zellen derselben Zelllinie angelegt. Die Zellzahl ent-
sprach der Behandlung mit CUR (siehe Tabelle 17). Die Zellen wurden fir 72 h
inkubiert, mit MTT-Reagenz gefarbt und photometrisch gemessen (siehe 2.2.4).
Die Auswertung und IC50-Bestimmung erfolgten ebenfalls wie in 2.2.4 beschrie-

ben.

2.2.9 Herstellung von Proteinproben fir den Western Blot

Proteinlysatproben fir Western Blot

Zum Anlegen einer Gelelektrophorese und Durchfiihrung des Western Blot wur-
den Zellen (RD oder RH30) mit einer Zellzahl von 8x10° Zellen in einer 6-Well
Platte angelegt und Uber Nacht inkubiert. Dann erfolgte eine Behandlung mit
CUR und/oder VCR fur 2 oder 24 h. Im Anschluss an diese Behandlungszeit wur-
den die Zellen geerntet und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Es wurden
100 pl Zelllysepuffer (siehe 2.1.3.2) hinzugegeben und 15 min auf Eis inkubiert,
sodass die Zellmembran zerstért wurde und die intrazellularen Proteine in LO-
sung gehen konnten. Um die geldsten Proteine ohne den entstandenen Zelldetri-
tus zu gewinnen, wurden die Zellen 20 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand gewonnen. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

Protein-Messung und Vorbereitung der Western Blot-Proben

Um die Gesamtproteinkonzentration der Proben zu bestimmen wurde der Brad-
ford Protein Assay genutzt. Dabei wird eine kolorimetrische Messung durchge-
fuhrt, die auf einer Bindung des Farbstoffes Coomassie brilliant blue G-250 an
das Protein beruht. Durch die Anwesenheit einer bestimmten Proteinkonzentra-

tion erhoht sich der Extinktionskoeffizient durch den gebildeten Farbstoff-Protein-
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Komplex gegenuber freiem Farbstoff. Es kommt zur Verschiebung der Absorp-
tion von 465 nm zu 595 nm. Dies kann anschlieRend photometrisch bestimmt

werden und ist ein Mal} fur die Proteinkonzentration in der Probe [113-115].

Fir die Messung wurden 800 pl H20 und 200 pl Bradford-Reagenz in Kivetten
pipettiert und 1 pl Proteinprobe hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von
5 min im Dunkeln bei RT wurden die Proben bei einer Absorption von 595 nm
gemessen. Mittels Lowry-Standardkurve konnte die Proteinkonzentration der Ly-
sate in Excel bestimmt werden. Die Proteinmenge fiir den Western Blot wurde
auf 30 pg/ul Protein eingestellt. Zur Probenvorbereitung wurde der Proteinprobe
RotiLoad Proteinauftragspuffer, zum Anh&angen einer negativen Ladung fur die
SDS-Page hinzugefiigt. Die Proben wurden bei 96 °C fur 5 min erhitzt, sodass
die Proteine denaturiert wurden, und im Anschluss fur die Gelelektrophorese

bei -20 °C gelagert oder direkt verwendet.

2.2.10 Analyse von relevanten Zellsignalproteinen mittels Western Blot

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Zur Auftrennung der gewonnenen Proteine nach ihrer molekularen Gréf3e wird
die Technik der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese genutzt.
Dabei nutzt man die negative Ladung von ungefalteten Proteinen, die in einem
angelegten elektrischen Feld zur Kathode wandern. Entsprechend ihrer Mole-
kulgréRe wandern kleine Proteine schneller und GrofRe langsamer, wodurch

diese auf dem Gel aufgetrennt werden kénnen [116-118].

Die Gele wurden entsprechend der zu detektierenden Proteingrof3e gewahlt
(siehe Tabelle 12) und gegossen. Nach Entfernen des Kammes wurden die Gele
in eine Elektrophoresekammer gesetzt und mit SDS-Laufpuffer Uberschichtet.
Die Probetaschen wurden mit 5 pl Proteinmarker und 35 ul der Proteinproben
beladen und bei 120 V konstant fur 80-90 min im elektrischen Feld laufen lassen.
Die Gele mit den aufgetrennten Proteinen konnten im Anschluss fur den Western

Blot weiterverwendet werden.
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Western Blot

Um spezifische Proteine qualitativ und quantitativ zu detektieren, wird die Me-
thode des Western Blot angewandt. Dabei werden die Proteine, die bereits nach
molekularer Grof3e auf dem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt sind, auf eine Nitro-
cellulosemembran Ubertragen und kénnen mittels spezifisch markierter Antikor-
per sichtbar gemacht werden. Hierbei binden die Proteine zunachst unspezifisch
an die Nitrozellulosemembran, auf der sie immobilisiert werden. Im zweiten
Schritt binden monoklonale Antikdrper spezifisch an die Proteine. Zum Sichtbar-
machen werden Zweitantikorper genutzt, die chemilumineszent sind und wiede-
rum spezifisch an die Erstantikérper binden. Dabei wird infolge einer chemischen
Reaktion durch Meerrettich-gekoppelte-Peroxidase (HRP)-Zweitantikdrper sicht-
bares Licht frei und kann detektiert werden [119, 116, 118, 120].

Es wurden verschiedene Ansatze auf die Proteinexpressionen von 3-Catenin und
NF-kB (siehe 2.1.3.6) bei RD und RH30-Zellen gewahlt. Zur Durchfihrung wurde
das Polyacrylamid-Gel nach der Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosememb-
ran mithilfe des Wet/Tank Blotting System bei konstanten 300 mA mit einer Lauf-
zeit von 80-90 min geblottet. Nach dem Blotten wurde die Membran in 10 %
Milchpulver mit TBS-T, fir eine Stunde bei RT oder tber Nacht bei 4 °C, Uber-
fuhrt, um zusatzliche, freie Bindungskapazitaten der Membran zu blockieren. Mit-
hilfe des aufgetragenen Proteinmarkers wurde die Membran entsprechend der
Grol3e der Proteine zurechtgeschnitten. Die Erstantikérper (siehe 2.1.3.6) wur-
den nach Herstellerangaben in 5 % BSA mit TBS-T verdinnt und fir 2 h bei RT
mit den Membranstreifen inkubiert. AnschlieRend erfolgten drei Waschschritte
mit TBS-T fur jeweils 10 min. Der HRP-Zweitantikodrper (siehe 2.1.3.6) wurde ent-
sprechend der Spezies gewahlt und in 5 % Milchpulver mit TBS-T 1:3000 ver-
dinnt und fur 1 h bei RT auf dem Rollmischgerét inkubiert. Danach wurden die
Membranstreifen erneut dreimal mit TBS-T fur 15 min gewaschen. Mithilfe einer
chemilumineszenten L6sung konnten die Banden durch die chemische Reaktion
an dem Fc Odyssey Imaging System sichtbar gemacht und detektiert werden.
Die Auswertung und Darstellung erfolgte mittels Fc Odyssey Imaging System und

Excel.

52



2 Material und Methoden

2.2.11 Analyse der CUR-Aufnahme in RMS-Zellen mithilfe des Immunfluo-

reszenzmikroskops

Durch die unspezifische Eigenfluoreszenz von CUR, vor allem in Wellenl&angen-
bereichen um die 420 nm, l&sst sich die CUR-Aufnahme in die Zelle darstellen
[109]. Zur Anfarbung der Zellkerne wird ein DNA-bindender Farbstoff 4',6-Diami-
din-2-phenylindol (DAPI) genutzt, der bereits in der Fixierlosung enthalten ist
[121, 122]. Mittels eines Immunfluoreszenzmikroskopes (ApoTome) und dessen
hochauflosender Kamera kdnnen fluoreszierende Farbstoffe unterschiedlicher
Emissionen detektiert und spezifische Strukturen einer Zelle sichtbar gemacht
werden [123].

Zur Durchfiihrung wurden RH30-Zellen mit einer Zellzahl von 3x10# Zellen in ei-
nem x-Well Zellkulturkammer-Objekttrager mit vier Kammern angelegt und tber
Nacht inkubiert. Die Zellen wurden fir 1 bzw. 48 h mit CUR behandelt und nach
Ablauf der Behandlungsdauer fixiert. Hierfir wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen und 15 min bei RT mit kaltem, 4-prozentigem Paraformaldehyd inkubiert,
wodurch die zellularen Strukturen durch Denaturierung fixiert wurden. Mit dem
Eindeckmittel (Prolong Gold Antifade reagent with DAPI) und einem Deckglas
wurde die Zelllosung luftblasenfrei eingedeckelt. Die Zellen konnten mittels Im-
munfluoreszenzmikroskop mit einem 25x, 40x und 63x Objektiv mit den Farbfil-
tern FITC und DAPI und entsprechender Belichtungszeit (siehe Tabelle 21) be-

trachtet und mittels hochauflésender Kamera festgehalten werden.

Die Darstellung der Fluoreszenzaufnahmen erfolgte mit dem Programm AxioVi-

sion.

Tabelle 21: verwendete Farbfilter und Belichtungszeit in der Immunfluoreszenz-Messung

Farbfilter Belichtungszeit (ms)
DAPI 246
FITC 1472
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2.2.12 Statistik

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm Graphpad

Prism Version 7.20. Alle Daten wurden zu Beginn normalisiert.

Zur Varianzanalyse wurden beim Colony-forming Assay sowie den Einzelbe-
handlungen des Apoptose-Assay in der Durchflusszytometrie der one-way A-
NOVA genutzt. Bei dem Viabilitats-Assay, dem Wound Healing Assay, der Un-
tersuchung des Influx/Efflux und den Kombinationsbehandlungen im Apoptose-

Assay wurde hingegen der two-way ANOVA verwendet.

Als Post-hoc Mehrfachvergleich diente der Dunnett (one-way ANOVA)- bzw. Tu-
key (two-way ANOVA)-Spannweitentest.

Die IC50-Bestimmung geschah mittels nicht-linearer Regressionsanalyse uber
eine sigmoidale Dosis-Wirkungskurve in Graphpad Prism Berechnet wurde bei
der Behandlung mit einer Substanz zur akkuraten Darstellung der absolute IC50.
Bei Kombinationsbehandlungen und der Resistenzprifung wurden hingegen die

relativen IC50-Werte ermittelt.

Die Signifikanzen (p< 0,05 n23) sind in den Graphen jeweils als * dargestellt (De-
tails siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Bedeutung der p-Wert-Formate als * in den Graphen

Sy m b 0 | * *% **%x *kk%k

Bedeu- p > 0,05 p = 0,05 p<0,01 p < 0,001 p < 0,0001
tung
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der Zellviabilitat (Bestimmung des IC50) von
RMS- und SKMC-Zellen nach CUR- und/oder Zytostatika-
gabe

3.1.1 Analyse des Effektes von CUR auf die Viabilitat von RMS-Zelllinien

Zur genaueren Untersuchung der zytotoxischen Effekte von CUR sowie zur IC50-
Bestimmung wurden zunéachst Viabilitdts-Assays mit RMS-Zellen (siehe 2.2.4)
durchgefthrt. Hierfur wurden exemplarisch sowohl eRMS-Zelllinien (RD, SRH)
als auch die aRMS-Zelllinie RH30 bezuglich ihrer Viabilitat unter CUR-Behand-
lung untersucht. Der Versuch wurde mit einer Behandlungsdauer von 24, 48 oder
72 h durchgefuhrt.

Bei der Zelllinie RH30 zeigten sich gleichwertig bei den Behandlungszeitpunkten
von 48 und 72 h die niedrigsten IC50-Werte, wahrend die Zelllinie SRH gegen-
Uber den anderen Zelllinien deutlich héhere CUR-Konzentrationen bendtigte, um

die Viabilitat auf die Halfte zu senken (siehe Tabelle 23).

Tabelle 23: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter CUR-Behandlung fur 48 und 72 h

IC50 48 h CUR 72 h CUR

RH30 6,070 pg/ml (=16,477 uM) 5,270 pg/ml (=14,306 uM)
RD 7,761 pug/ml (=21,067 uM) 6,120 pug/ml (=16,613 uM)
SRH 9,593 pg/ml (=26,040 uM) 9,354 pg/ml (=25,392 uM)
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Abbildung 16: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter CUR-Behandlung fur 24 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigender CUR-Konzentration bei einer
Behandlungsdauer von 24 h bei aRMS (A: RH30)- und eRMS (B: RD, C: SRH)-Zellen. Die Signifikanzen
(p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, ergab sich bei den eRMS-Zelllinien nach 24-
stundiger Behandlungsdauer erst bei CUR-Konzentrationen von 11 pg/ml (RD)
bzw. 12 pg/ml (SRH) eine signifikante Reduktion der Viabilitat. Bei der aRMS-
Zelllinie RH30 zeigte sich eine signifikante Abnahme bei 11 pg/ml CUR. Ver-
gleicht man die einzelnen Behandlungszeitraume untereinander, lassen sich bei
allen Zelllinien signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsdauern von
24 h und 48 h mit zytotoxischen Effekten bei bereits geringeren CUR-Konzentra-
tionen darstellen.
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Abbildung 17: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter CUR-Behandlung fur 48 und 72 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigender CUR-Konzentration bei den
RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C). Zum Vergleich ist die Behandlungsdauer 48 h vs. 72 h ab-
gebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Bei der aRMS-Zelllinie RH30 (Abbildung 17, A) prasentierte sich nach 48-stindi-
ger CUR-Behandlung eine signifikante Abnahme der Zellviabilitdt um mehr als
die Halfte ab einer CUR-Konzentration von 5 pg/ml. Bei den eRMS-Zelllinien RD
und SRH (Abbildung 17, B und C) bestanden deutliche interzellulare Unter-

57



3 Ergebnisse

schiede der zytotoxischen Effekte nach einer CUR-Behandlung von 48 h. Wah-
rend die Viabilitat der RD-Zellen eine friihe signifikante Abnahme ab 6 pg/ml CUR
aufwies, nahm sie bei SRH-Zellen erst ab 9 pg/ml CUR signifikant ab. Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich bei Messung der Viabilitat von RMS-Zellen nach 72-
stindiger CUR-Behandlung. Es resultierte eine signifikante Abnahme der Viabi-
litat bei RH30 ab 4 pg/ml CUR-Konzentration. Die eRMS-Zelllinie RD zeigte auch
nach 72 h Behandlungsdauer eine signifikante Abnahme der Zellviabilitat ab
6 pg/ml CUR und die Reduktion der Viabilitat war bei den SRH-Zellen ab 8 pg/ml
CUR signifikant. Beim Vergleich von 48 und 72 h Behandlungszeit zeigten sich
nur far die Zelllinie RD signifikante Unterschiede bei der langeren Behandlungs-

dauer ab 6 pg/ml CUR-Behandlung.

Zusammenfassend prasentierte sich bei den eRMS und aRMS-Zelllinien eine
signifikante Abnahme der Zellviabilitat unter CUR-Behandlung. Dieser Effekt war
weitgehend unabhé&ngig von der Behandlungsdauer, solange diese mindestens
48 h betrug, und signifikant abh&ngig von der CUR-Konzentration. Die zytotoxi-
sche Wirkung von CUR war am starksten ausgepragt bei den RH30-Zellen und

am schwachsten bei der Zelllinie SRH.

3.1.2 Analyse des Effektes von CUR auf die Viabilitat von SKMC-Zellen

Um herauszufinden, ob die Zytotoxizitat von CUR auch gesundes Skelettmuskel-
gewebe angreifen wurde, wurde die Viabilitat zu den gleichen Bedingungen wie
in 2.2.4 beschrieben bei Skelettmuskelzellen untersucht.

In der IC50-Konzentration von CUR, liel3 sich bei SKMC-Zellen kein vergleichba-
rer zytotoxischer Effekt wie bei RMS-Zellen nachweisen. Um dieselbe Zytotoxizi-
tat wie bei RMS-Zellen zu erreichen, wurde bei SKMC-Zellen fast die doppelte
CUR-Konzentration bendtigt (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Liste der IC50-Werte bei SKMC-Zellen unter CUR-Behandlung fiir 48 und 72 h

IC50 48 h CUR 72 h CUR

SKMC 9,651 ug/ml (=26,198 uM) 9,396 pg/ml (=25,506 uM)
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Abbildung 18: Viabilitats-Assay bei SKMC-Zellen unter CUR-Behandlung fur 48 und 72 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitdten [in %] unter steigender CUR-Konzentration bei
SKMC-Zellen. Zum Vergleich ist die Behandlungsdauer 48 h vs. 72 h abgebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05;
n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 18 dargestellt, zeigte sich erst bei sehr hohen Konzentrationen
von 10 pg/ml bei 48 h und 9 pg/ml bei 72 h Behandlungszeit eine signifikante
Abnahme der Zellviabilitat.

Zusammenfassend ergab sich eine deutlich geringere Abnahme der Zellviabilitat
bei SKMC-Zellen im Vergleich zu RMS-Zellen erst unter hohen CUR-Konzentra-
tionen von > 9 ug/ml CUR.

3.1.3 Analyse des Effektes von Zytostatika auf die Viabilitdt von RMS-Zell-
linien
3.1.3.1 Analyse der Behandlung mit VCR auf die Viabilitat von RMS-
Zelllinien

Da VCR als Standardchemotherapeutikum bei Kindern mit RMS eingesetzt wird,
war es von besonderem Interesse die Wirkung von VCR bei RMS-Zellen in vitro
zu bestatigen und insbesondere den Effekt einer Kombinationsbehandlung mit
CUR und VCR zu untersuchen. Zwei eRMS-Zelllinien (RD, SRH) und die aRMS-
Zelllinie (RH30) wurden mit steigenden VCR-Konzentrationen fur 24, 48 und 72 h
behandelt und der IC50-Wert bestimmt.

Auch in dieser Untersuchung (siehe Tabelle 25) zeigte die Zelllinie RH30 bei bei-
den Behandlungszeitpunkten (48 und 72 h) die niedrigsten IC50-Werte und die
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Zelllinie SRH bendtigte deutlich h6here VCR-Konzentrationen zur Senkung der
Viabilitat bei einer Behandlungszeit von 72 h. Fir die Behandlungsdauer von
48 h konnte bei den SRH-Zellen der IC50-Wert nicht bestimmt werden, da ver-
suchsbedingt die Zellviabilitat nie unter 50 % sank.

Tabelle 25: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter VCR-Behandlung fiir 48 und 72 h

IC50 48 h VCR 72 h VCR
RH30 0,00119 pg/ml (=1,443 nM) 0,00085 pg/ml (=1,030 nM)
RD 0,00311 pg/ml (=3,770 nM) 0,00162 pg/ml (=1,964 nM)
SRH - 0,01135 pg/ml (=13,758 nM)
A RH30 B RD
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Abbildung 19: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter VCR-Behandlung fiir 24 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigender VCR-Konzentration bei einer
Behandlungsdauer von 24 h bei aRMS (A: RH30)- und eRMS (B: RD)-Zellen. Die Signifikanzen (p< 0,05;
n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 19 dargestellt, zeigte sich bei der Zelllinie RD erst bei
0,002 pg/ml VCR ein signifikanter Unterschied nach VCR-Behandlung von 24 h.
Bei den RH30-Zellen nahm die Viabilitat deutlich friher bereits bei 0,00075 pg/mi
VCR signifikant ab. Vergleicht man die einzelnen Behandlungszeitraume unter-
einander, lassen sich bei beiden Zelllinien signifikante Unterschiede bei langerer

Behandlungszeit darstellen. Die Zelllinie SRH wurde in dieser Versuchsreihe
nicht untersucht.
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Abbildung 20: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter VCR-Behandlung fir 48 und 72h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitéten [in %] unter steigender VCR-Konzentration bei den
RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C). Zum Vergleich ist die Behandlungsdauer 48 h (schwarz) vs.
72 h (grau) abgebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, waren die Ergebnisse nach VCR-Behandlung
Uber 48 h bei allen Zelllinien (RH30, RD und SRH) innerhalb ihrer histologischen
Gruppe konstant. So liel3 sich bei der aRMS-Zelllinie RH30 (A) eine frihe signifi-
kante Abnahme der Zellviabilitat ab 0,00075 pug/ml VCR nachweisen. Die eRMS-

Zelllinien (B: RD, C: SRH) hingegen zeigten einen signifikanten zytotoxischen
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Effekt ab 0,002 ug/ml VCR. Tendenziell niedrigere Konzentrationen — im Ver-
gleich zur kiirzeren Behandlungsdauer — wurden bei der Messung der Viabilitat
von RMS-Zellen nach 72-stiindiger VCR-Behandlung bendtigt. Die aRMS-Zellli-
nien zeigten nach einer Behandlungsdauer von 72 h bereits ab einer VCR-Kon-
zentration von 0,0005 pug/ml eine signifikante Abnahme der Zellviabilitdt um ca.
30 %. Bei den eRMS-Zelllinien liel3 sich ein signifikant zytotoxischer Effekt ab
0,00075 pg/ml VCR bei RD-Zellen und ab 0,004 pg/ml VCR bei SRH-Zellen
nachweisen. Beim Vergleich von 48 h und 72 h Behandlungszeit zeigten nur RD-

Zellen signifikante Unterschiede.

Zusammenfassend prasentierten sich bei der VCR-Behandlung von RMS-Zellen
Unterschiede vor allem zwischen aRMS und eRMS-Zellen. Die RH30-Zellen re-
agierten besonders sensitiv auf die Behandlung, wahrend die eRMS-Zellen, ins-
besondere die SRH-Zellen, hdhere Konzentrationen zur Viabilitatsreduktion be-
notigten. Neben den konzentrationsabhangigen zytotoxischen Effekten, konnten
bei der Zelllinie RD auch zeitabhangige Effekte aufgezeigt werden. Gegenuber
der Behandlungszeit von 24 h ergab sich bei den beiden Zelllinien RD und RH30

ein Vorteil durch langere Behandlungsdauer.

3.1.3.2 Analyse der Behandlung mit DAC auf die Viabilitdt von RMS-

Zelllinien

Als weiteres Standardchemotherapeutikum in der Behandlung beim RMS wird
DAC — in Kombination mit VCR und Cyclophosphamid — verwendet. Um eine
moglichst groRe Bandbreite der Standardtherapie in vitro zu untersuchen, wurde
der in 2.2.4 beschriebene Viabilitats-Assay ebenfalls mit DAC bei den drei RMS-
Zelllinien (RH30, RD, SRH) fur 48 h und 72 h durchgefihrt.

Auffallig war bei der Betrachtung der IC50-Werte (siehe Tabelle 26) beztglich

der eRMS-Zelllinie RD, dass diese Zellen — im Gegensatz zu den anderen — bei
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langerer Behandlungsdauer hohere Konzentrationen DAC fir denselben zytoto-
xischen Effekt benétigten. Bei den Zelllinien RH30 und SRH zeigte die DAC-Be-
handlung sinkende inhibitorische Konzentrationen bei langerer Behandlungszeit.

Tabelle 26: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter DAC-Behandlung fiir 48 h und 72 h

IC50 48 h DAC 72 h DAC

RH30 0,00801 pg/ml (=6,380 nM) 0,00236 pg/ml (=1,880 nM)
RD 0,00408 pg/ml (=3,250 nM) | 0,00688 pg/ml (=5,480 nM)
SRH 0,00806 pg/ml (=6,420 nM) 0,00487 pg/ml (=3,879 nM)

Wie in Abbildung 21 dargestellt, sank die Viabilitat der aRMS Zelllinie RH30 (A)
signifikant bei sehr niedrigen Konzentrationen — bereits ab 0,0005 pg/ml DAC —
auf ca. 85 % ab. Bei den eRMS-Zelllinien RD und SRH (B und C) stellten sich
nach einer Behandlungsdauer von 48 h erst bei einer héheren Konzentration von
0,001 pg/ml DAC signifikante zytotoxische Effekte ein. Unter DAC-Behandlung
fur 72 h wurden bei den RH30-Zellen hohere Konzentrationen an DAC ab
0,001 pg/ml DAC als bei der kiirzeren Behandlungsdauer bendtigt. Anders ver-
hielt es sich bei den eRMS-Zelllinien, wobei die SRH-Zellen schon ab
0,0005 pg/ml DAC signifikante zytotoxische Effekte zeigten. Die Zelllinie RD be-
notigte hingegen bei dieser Behandlungsdauer die hdchste DAC-Konzentration
von 0,002 pug/ml. Im Vergleich der beiden Behandlungszeitraume zeigte sich vor
allem bei der aRMS-Zelllinie RH30 ein signifikanter Vorteil der langeren Behand-
lungsdauer ab einer Konzentration > 0,002 pg/ml DAC. Vereinzelt trat dieser Ef-
fekt auch bei den RD und SRH-Zellen auf.
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Abbildung 21: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter DAC-Behandlung fir 48 h und 72 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigender DAC-Konzentration bei den
RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C). Zum Vergleich ist die Behandlungsdauer 48 h (schwarz) vs.
72 h (grau) abgebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05; n23; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Zusammenfassend reagierten die eRMS-Zelllinien weniger sensitiv auf die Zy-
tostatikabehandlung mit DAC als die aRMS-Zelllinie. Allerdings bendétigten die
SRH-Zellen bei dieser Behandlung niedrigere Konzentrationen als die RD-Zellen.
Mehr Homogenitat zeigte hier die aRMS-Zelllinie RH30, die zudem signifikante,

zeitabhangige Effekte bei héheren DAC-Konzentrationen aufwies.
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3.1.4 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und Zytostatika auf
die Viabilitat von RMS-Zelllinien

In den vorherigen Kapiteln konnten die zytotoxischen Effekte von CUR, VCR und
DAC als Einzelbehandlung nachgewiesen und deren IC50-Wert bestimmt wer-
den. Fur den moglichen, klinischen Einsatz von CUR war es nun besonders re-
levant herauszufinden, ob CUR additive Effekte zu bereits etablierten zytostati-
schen Behandlungen zeigt. Dies kénnte ermdglichen, dass niedrigere Konzent-
rationen an Zytostatika verabreicht und toxische Nebenwirkungen vermieden

werden konnten.

3.1.4.1 Analyseder Kombinationsbehandlung mit CUR und VCR auf
die Viabilitat von RMS-Zelllinien

Zur Uberprifung der Effektivitat einer Kombinationsbehandlung von CUR mit
dem Standardzytostatikum VCR wurden die 0. g. RMS-Zelllinien mit verschiede-
nen Konzentrationen an CUR und VCR fur 48 h und 72 h behandelt. Die gewé&hl-
ten Konzentrationen entsprachen dabei den Ergebnissen der Behandlungen mit
CUR und VCR (siehe Kapitel 3.1.1 und 3.1.3). Als Kontrolle bezeichnet ist die

alleinige Behandlung mit Curcumin.

Beim Vergleich der IC50-Konzentrationen (siehe Tabelle 27) stellte sich unter
Kombinationsbehandlung mit VCR fur 48 h bei den Zelllinien RH30 und RD eine
deutliche Abnahme der notwendigen IC50-Konzentration an CUR dar. Geringere
Effekte zeigten sich bei der Zelllinie SRH. Hier sank der IC50-Wert nur um
0,6 pg/ml.

Tabelle 27: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und VCR fiir 48 h

Dargestellt sind die IC50-Werte von CUR bei aRMS (RH30)- und eRMS (RD, SRH)-Zellen bei der Kontrolle
(Behandlung mit CUR) und der kombinierten Inkubation mit VCR fur 48 h.

IC50 CUR CUR + VCR
RH30 5,391 pg/ml (=14,633 pM) 3,529 ug/ml (=9,579 uM)
SRH 7,218 pg/ml (=19,595 pM) 6,605 ug/ml (=17,928 pM)
RD 5,830 ug/ml (=15,826 pM) 3,620 pg/ml (9,827 uM)
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Abbildung 22: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und VCR flir 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitéten [in %] unter steigender CUR-Konzentration mit VCR
bei den RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C) furr eine Behandlungsdauer von 48 h. Zum Vergleich
ist die Kontrolle mit CUR (schwarz) und die Kombinationsbehandlung (blau) abgebildet. Die Signifikanzen
(p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 22 dargestellt, zeigten sich bei der aRMS-Zelllinie RH30 (A)
nach einer Behandlungsdauer von 48 h sowohl signifikante Unterschiede im Ver-
gleich zu der Behandlung mit VCR als auch tberwiegend zu der Behandlung mit
CUR. Dabei ergaben sich signifikante Ergebnisse schon bei der Inkubation der
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Zellen mit VCR und niedrigen CUR-Konzentrationen (3 pg/ml), welche zu einer
Reduktion der Viabilitét um mehr als 30 % fuhrten. Bei den eRMS-Zelllinien RD
(B) und SRH (C) zeigten sich nach einer Behandlungsdauer von 48 h signifikante
Unterschiede im Vergleich zu einer Behandlung mit VCR sowie teilweise im Ver-
gleich zur Inkubation der Zellen mit CUR alleine. Eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitdt gegentber der Behandlung mit CUR war bei der SRH Zelllinie nur
bei der Kombination von VCR mit 5 oder 7 pg/ml CUR zu sehen und bei den RD-
Zellen nur bei Applikation der beiden niedrigen CUR-Konzentrationen (4 und

5 ug/ml).

Beim Vergleich der IC50-Konzentrationen nach 72 Behandlungsdauer (siehe
Tabelle 28) zeigte sich besonders bei den Zelllinien RH30 und RD eine deutliche
Abnahme der IC50-Werte bei einer Kombinationsbehandlung mit VCR und un-
terschied sich dabei wenig von der kirzeren Behandlungszeit von 48 h. Im Ver-
gleich zur 48-stindigen Inkubationsdauer stellte sich hier bei den SRH-Zellen
kaum ein Unterschied zwischen Einfach- und Kombinationsbehandlung
(<0,4 pg/ml) dar.

Tabelle 28: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und VCR fir 72 h

Dargestellt sind die IC50-Werte von CUR bei aRMS (RH30)- und eRMS (RD, SRH)-Zellen bei der Kontrolle
(Behandlung mit CUR) und der kombinierten Inkubation mit VCR fir 72 h.

IC50 CUR CUR + VCR

RH30 5,183 pg/ml (=14,071 uM) 3,373 pug/ml (=9,155 uM)
SRH 8,222 pg/ml (=22,318 uM) 7,857 pg/ml (=21,328 uM)
RD 6,637 ug/ml (=16,287 uM) 4,663 pg/ml (=12,658 uM)
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Abbildung 23: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigender CUR-Konzentration mit VCR
bei den RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C) fiir eine Behandlungsdauer von 72 h. Zum Vergleich
ist die Kontrolle mit CUR (schwarz) und die Kombinationsbehandlung (griin) abgebildet. Die Signifikanzen
(p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Unter Kombinationsbehandlung von CUR und VCR flr 72 h (siehe Abbildung 23),

ergab sich bei den RH30-Zellen (A) schon bei der niedrigsten CUR-Konzentration
(3 ng/ml) ein signifikanter Vorteil gegenuber der alleinigen Gabe von CUR oder
VCR, wodurch sich die Viabilitat auf 56 % senken liel3 (vs. 95 % bei der Kontrolle
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mit 3 ug/ml CUR alleine). Bei den eRMS-Zellen prasentierten sich fiir die Zelllinie
RD (B) dosisabhéangige, signifikante Ergebnisse der Kombinationsbehandlung
gegenuber der alleinigen Gabe von CUR wéahrend die Zelllinie SRH (C) keinen
signifikanten Vorteil der Kombinationsbehandlung aufwies. Bei der Zelllinie RD
konnte schon bei der Kombination von VCR 0,00075 pg/ml mit der geringsten
CUR-Konzentration (4 ug/ml) eine signifikante Reduktion der Viabilitat gegen-
tber den Behandlungen mit CUR oder VCR alleine um 40 % aufgezeigt werden.

Zusammengefasst gab es zwischen der Behandlung mit VCR und der Kombina-
tion mit CUR und VCR einen signifikant starkeren zytotoxischen Effekt bei allen
Zelllinien bei der Kombinationsbehandlung Uber 48 h. Dieser konnte bei der Zell-
linie RH30 durch eine langere Behandlungsdauer sogar noch gesteigert werden.
Vergleicht man den Vorteil der Kombinationsbehandlung gegenuber einer Be-
handlung mit CUR alleine, so lassen sich hier ebenfalls starkere zytotoxische Ef-
fekte signifikant nachweisen, wenn auch weniger ausgepragt als im Vergleich zur
Behandlung mit VCR. Dies galt insbesondere fur die Zelllinien RH30 und RD bei
der langeren Behandlungsdauer, aber nicht fiir die Zelllinie SRH. Bei der Betrach-
tung der IC50-Werte, spiegelten sich diese Ergebnisse anhand einer deutlichen

Minimierung der Werte unter Kombinationsbehandlung bei allen Zelllinien wider.

3.1.4.2 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und DAC
auf die Viabilitat von RMS-Zelllinien

Analog zur Kombinationsbehandlung mit VCR wurde die Kombination mit CUR
und DAC fur 48 h und 72 h untersucht. Zwar wird DAC in der Klinik haufiger in
Kombination mit anderen Zytostatika eingesetzt, jedoch konnten auch in der Ein-
zelbehandlung (siehe 3.1.3) signifikante Effekte auf die Zytotoxizitat bei RMS-
Zelllinien nachgewiesen werden. Dadurch wurde eine Testung der Effektivitat ei-
ner Kombinationsbehandlung relevant. Die verwendeten Konzentrationen ent-
sprachen auch hier den Ergebnissen der Behandlungen mit CUR und DAC (siehe
Kapitel 3.1.1 und 3.1.3). Als Kontrolle bezeichnet ist die alleinige Behandlung mit

Curcumin.

Beleuchtet man gezielt die IC50-Konzentrationen von CUR der drei Zelllinien
RH30, RD und SRH bei der Kombinationsbehandlung tber 48 h (siehe Tabelle
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29) stellte sich — besonders im Vergleich zur Kombination mit der héheren DAC-

Konzentration — ein deutlicher Unterschied bei allen Zellreihen dar. Generell nied-

rige 1C50-Werte (< 6 pg/ml) lieRen sich bei den RH30-Zellen darstellen. Zwar

wurden bei den SRH-Zellen hdhere Konzentrationen zur Reduktion der Zellviabi-

litat bendtigt, allerdings zeigte sich auch fur diese Zelllinie eine Absenkung des
IC50-Wertes um 1,2 bzw. 1,9 pg/ml durch die Kombination mit DAC.

Tabelle 29: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR

und DAC fiir 48 h

Dargestellt sind die IC50-Werte von CUR bei aRMS (RH30)- und eRMS (RD, SRH)-Zellen bei der Kontrolle
(CUR) und der kombinierten Inkubation mit CUR und einer niedrigen (DAC [) bzw. einer hdheren (DAC 1)
Konzentration DAC fir 48 h.

IC50 CUR CUR + DAC | CUR + DAC I
RH30 5,991 pg/mi 5,181 pg/ml 4,623 pg/ml
(=16,263 puM) (=14,064 mM) (=10,858 uM)
SRH 7,644 pg/mi 6,437 pg/ml 5,713 pg/ml
(=19,002 uM) (=16,287 uM) (=13,573 pM)
RD 6,248 ug/mi 6,022 pug/ml 5,423 pg/mi
(=16,287 uM) (=16,287 uM) (=13,573 uM)
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Abbildung 24: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und DAC fir 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigenden CUR- und DAC-Konzentra-
tionen bei den RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C) fur eine Behandlungsdauer von 48 h. Zum
Vergleich ist die Kontrolle mit CUR (schwarz) und die Kombinationsbehandlung mit CUR und zwei verschie-

denen DAC-Konzentrationen (orange) abgebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest)
sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 24 gezeigt, erwies sich die Kombinationsbehandlung bei der
aRMS-Zelllinie RH30 (A) nach einer Behandlungsdauer von 48 h als signifikant

71



3 Ergebnisse

im Vergleich zur Behandlung mit DAC bzw. CUR alleine. Verglich man die Kom-
bination aus CUR und DAC mit der DAC-Einzelbehandlung, so zeigte die Kom-
binationsbehandlung mit 5 pug/ml CUR eine starkere Viabilitatsabnahme. Bei der
Kombinationsbehandlung im Vergleich zu der Behandlung mit CUR alleine fthr-
ten bereits 4 pg/ml CUR — bei beiden DAC-Konzentrationen — zu einer signifikant
starkeren Zytotoxizitat (66 % und 57 % vs. 85 % Viabilitdtsabnahme). Betrachtet
man die Kombination von CUR mit DAC bei den eRMS-Zellen RD und SRH (B
und C), so zeigten sich bei der Behandlungsdauer von 48 h nur bei der Zelllinie
SRH stéarkere zytotoxische Effekte. Diese waren sowohl gegeniber der jeweili-
gen DAC-Behandlung als auch der Behandlung mit 7 pg/ml CUR signifikant Gber-
legen. Fur die Zelllinie RD hingegen konnte bei einer 48-stiindigen Inkubation
lediglich nachgewiesen werden, dass die hoherdosierte Kombinationsbehand-
lung einen signifikanten zytotoxischen Effekt gegentber der Nullkontrolle, mit ei-

ner Abnahme der Zellviabilitat auf 61 %, hatte.

Bei der langeren Behandlungsdauer von 72 h (siehe Tabelle 30) zeigten vor al-
lem die RD-Zellen niedrige IC50-Werte (<5,5 pg/ml), die sich durch die Kombina-
tion mit der hdheren DAC-Konzentration um ca. 1,6 pg/ml senken lie3en. Bei den
Zelllinien RH30 und SRH wurden bei der Kontrolle hohe IC50-Konzentrationen
von ca. 7,5 und 8,2 ug/ml CUR bendétigt, welche jedoch durch die Kombination
mit DAC stark abnahmen. Besonders ausgepragt war dies bei den SRH-Zellen
und der hoher dosierten Kombinationsbehandlung zu sehen (Senkung um
4,3 ug/ml). Der IC50-Wert der niedrig konzentrierten DAC-Behandlung bei den
SRH-Zellen liel3 sich nicht bestimmen.

Tabelle 30: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und DACfir 72 h

Dargestellt sind die IC50-Werte von CUR bei aRMS (RH30)- und eRMS (RD, SRH)-Zellen bei der Kontrolle
(CUR) und der kombinierten Inkubation mit CUR und einer niedrigen(DAC ) bzw. einer hdheren (DAC Il)
Konzentration DAC flr 72 h. n. b. =nicht bestimmbar.

IC50 CUR CUR + DAC | CUR + DAC I
RH30 | 7,523 pg/ml 5,916 pug/mi 4,000 pg/mi
(=19,002 uM) (=13,573 uM) (=10,858 uM)
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SRH 8,190 pg/ml n. b. 3,882 pg/ml
(=21,716 puM) (=8,144 uM)
RD 5,419 pg/ml 5,228 ug/mi 3,826 pg/ml
(=14,710 uM) (=13,573 uM) (=8,144 uM)

In der Analyse von RH30-Zellen (A) bei der Kombinationsbehandlung von CUR

und DAC fur 72 h, wie in Abbildung 25 dargestellt, prasentierte sich eine signifi-

kante Reduktion der Zellviabilitat. Diese war zwar gegentber der Behandlung mit

CUR bei beiden Kombinationen mit CUR und DAC signifikant Uberlegen, nicht

jedoch gegeniber der Behandlung mit DAC. Bei der Behandlungsdauer von 72 h
mit der Kombination von CUR und DAC zeigte sich bei der eRMS-Zelllinie RD

(B) die Kombinationsbehandlung gegeniber den Behandlungen mit CUR oder

DAC alleine signifikant. Fur die SRH-Zellen (C) konnte nur der Vorteil der Kom-

bination aus CUR und DAC als signifikant gegenuber der Behandlung mit CUR

nachgewiesen werden. Aul3erdem konnten, im Vergleich zur kiirzeren Behand-

lungsdauer von 48 h, niedrigere CUR-Konzentrationen genutzt werden.
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Abbildung 25: Viabilitats-Assay bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR

und DAC fiir 72 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigenden CUR- und DAC-Konzentra-
tionen bei den RMS-Zelllinien RH30 (A), RD (B) und SRH (C) fiir eine Behandlungsdauer von 72 h. Zum
Vergleich ist die Kontrolle mit CUR (schwarz) und die Kombinationsbehandlung mit CUR und zwei verschie-

denen DAC-Konzentrationen (lila) abgebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind
als * dargestellt.

Zusammenfassend zeigte sich bei der Kombinationsbehandlung mit CUR und

DAC bei allen Zelllinien eine signifikante, konzentrationsabhangige Abnahme der

Zellviabilitdt im Vergleich zur alleinigen CUR-Behandlung. Bei den Zelllinien
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RH30 und SRH zeigte die kombinierte Behandlung zudem Vorteile — im Sinne
einer gesteigerten Viabilitdtsabnahme — gegenuber der alleinigen Behandlung
mit DAC und zeitabhangige Vorteile gegenuber der alleinigen Behandlung mit
CUR bei langerer Behandlungsdauer. Bei der 72-stiindigen Kombinationsbe-
handlung von RD-Zellen mit CUR und DAC zeigte sich ein signifikanter Vorteil
sowohl gegeniiber der DAC- als auch der CUR-Behandlung. Dies bildete sich
auch beim Vergleich der IC50-Werte ab. Den starksten Effekt zur Senkung der
IC50-Konzentrationen durch die hoher dosierte Kombination mit CUR und DAC
hatte dabei die Zelllinie SRH.

3.1.5 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und PDT auf die Via-
bilitat von RMS-Zelllinien

Da CUR, wie in 1.2 beschrieben, eine photoaktive Substanz ist und durch die
Bestrahlung mit blauem Licht aktiviert werden kann, wurde dies mittels Viabilitats-
Assay an den RMS-Zellen RH30 (aRMS) und RD (eRMS) untersucht. Dabei wur-
den die Zellen, wie in 2.2.4 beschrieben, behandelt und analysiert. Als Kontrolle

bezeichnet ist die alleinige Behandlung mit Curcumin.

Die Gegenuberstellung der IC50-Werte der Behandlung mit CUR aus Kapitel
3.1.1 und der Kombination mit PDT ist in Tabelle 31 aufgelistet. Die bendtigte
Konzentration zur Halbierung der Viabilitat betrug bei den beiden Zelllinien RH30
und RD durch die zusatzliche Bestrahlung mit blauem Licht nur noch ca. 1/7 der
Ausgangskonzentration an CUR. Da nur zwei verschiedene CUR-Konzentratio-
nen genutzt wurden, kdnnen die IC50-Werte lediglich als Naherung gesehen wer-

den.

Tabelle 31: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen mit und ohne PDT fiir 48 h

Dargestellt sind die IC50-Werte von CUR bei aRMS (RH30)- und eRMS (RD)-Zellen im Vergleich ohne und
mit PDT fur 48 h.

IC50 - PDT + PDT
RH30 4,690 ug/ml (=10,858 uM) 0,614 pg/ml (=1,667 pM)
RD 5,610 pg/ml (=15,228 uM) 0,710 pg/ml (=1,927 uM)
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Abbildung 26: Viabilitéts-Assay bei RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und PDT fur 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter Kombination von steigender CUR-Dosis
(0,5 und 1 pg/ml) und Licht (PDT; 488 nm) bei 48-stiindiger Behandlung von aRMS (RH30, A)- und eRMS
(RD, B)-Zellen. Die Kontrolle (ohne PDT) ist dabei in Weil3 und die Kombination mit PDT in griin abgebildet.
Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie der Abbildung 26 zu entnehmen ist, ergab die CUR-Behandlung mit 0,5 und
1 pg/ml CUR ohne PDT bei beiden Zelllinien keine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat. In Kombination mit der PDT nach CUR-Behandlung ergab sich bei
beiden Zelllinien eine signifikante Abnahme der Zellviabilitat. Bei einer Konzent-
ration von 0,5 ug/ml CUR in Kombination mit der PDT zeigte die Zelllinie RH30
(A) bereits eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat auf 65 % und die Zelllinie
RD (B) auf 83 %. Bei einer Dosierung von 1 pg/ml CUR liefl3 sich noch eine Stoff-
wechselaktivitat von 25 % bei RH30 (A)- bzw. 23 % bei RD (B)-Zellen nachwei-
sen. Im Vergleich zur Behandlung mit 1 pg/ml CUR ohne PDT waren diese Er-
gebnisse bei beiden Zelllinien signifikant. Bei der Zelllinie RH30 zeigte bereits die
PDT ohne CUR-Behandlung eine Viabilitdtsreduktion auf 82 % und war signifi-
kant gegenuber der Nullkontrolle.

Zusammenfassend zeigte sich bei dieser Kombinationsbehandlung ein signifi-
kant zytotoxischer Effekt durch die Bestrahlung von CUR-vorbehandelten RMS-
Zellen mit blauem Licht. Dabei betrug der IC50-Wert bei beiden Zelllinien nur

noch ungefahr 1/7 der urspringlichen CUR-Konzentration.
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3.1.6 Analyse der Kombinationsbehandlung mit CUR und PDT auf die Via-
bilitat von SKMC-Zellen

Da die PDT einen mdglichen Einsatz in der Prophylaxe von Tumorrezidiven durch
lokale Bestrahlung von Gewebe bietet, wurde diese nicht nur an RMS-Zellen
(siehe 3.1.5), sondern ebenfalls an humanen Skelettmuskelzellen getestet.
Dadurch sollte eine moégliche Schadigung von gesundem Gewebe durch die
Kombinationsbehandlung von CUR und PDT in vitro Uberprift werden. Die Ver-
suchsbedingungen waren wie in den Kapiteln 2.2.4 und 3.1.5 beschrieben. Als

Kontrolle bezeichnet ist die alleinige Behandlung mit Curcumin.

SKMC
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Abbildung 27: Viabilitats-Assay bei SKMC-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und PDT fur 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitdten [in %] bei Kombination von steigender CUR-Dosis
(0,5und 1 pg/ml) und Licht (PDT; 488 nm) bei der 48-stindigen Behandlung von SKMC-Zellen. Die Kontrolle
(ohne PDT) ist dabei in Weil und die Kombination mit PDT in griin abgebildet. Die Signifikanzen (p< 0,05;
n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Weder die Behandlung mit CUR noch die Kombination mit der PDT (siehe Abbil-
dung 27) wiesen eine signifikante Abnahme der Zellviabilitat auf. Studierte man
die Kombinationsbehandlung bei einer CUR-Konzentration von 1 pg/ml zeigte
sich bei den SKMC-Zellen zwar eine geringfiigige Abnahme der Viabilitat auf

90 %, jedoch keine signifikante Verminderung.

Zusammenfassend liel3 sich kein signifikant zytotoxischer Effekt der Kombinati-

onsbehandlung von CUR und PDT auf Skelettmuskelzellen nachweisen.
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3.2 Untersuchung der Migration von RMS-Zellen nach CUR-
und Zytostatikagabe mittels Wound Healing Assay

Zur Erfassung des Einflusses von CUR und/oder Zytostatika auf das Migrations-
verhalten von RMS-Zellen — im Sinne von Veranderungen der Zell-Matrix und
Zell-Zell-Interaktion — wurde die Methodik des Wound Healing Assay angewen-
det (siehe 2.2.5).

3.2.1 Analyse des Effektes von CUR und/oder Zytostatika auf das Migrati-

onspotential von RMS-Zelllinien

Fur eine bessere Verstandlichkeit werden neben den graphisch aufgearbeiteten
Ergebnissen des Wound Healing Assays ebenfalls die fotografischen Aufnahmen
der RMS-Zellen abgebildet. Die untersuchten Zellen beschréankten sich auf die
aRMS-Zelllinie RH30 und die eRMS-Zelllinie RD.

In Abbildung 28 sind die Ergebnisse des Wound Healing Assay bei RH30-Zellen
im zeitlichen Verlauf fotografisch (A) und als Balkendiagramm (B) dargestellt.
Nach einer Behandlungszeit von 24 h zeigten sich schon deutliche Unterschiede
bezuglich des Migrationspotentials der verschiedenen Behandlungen. Eine Sig-
nifikanz gegenuber der Kontrolle ergaben die Behandlungen mit 5 pg/ml und
6 ug/ml CUR sowie die Kombination aus CUR 5 pg/ml und VCR 0,00075 pg/ml.
Letztere zeigte sich auch signifikant zytotoxischer gegentber der Behandlung mit
VCR alleine. Nach 30-stiindiger Behandlungszeit erwies sich die Kombinations-
behandlung zusétzlich signifikant gegeniber CUR 5 pg/ml. Dieser Effekt ver-
starkte sich weiter nach der maximalen Behandlungsdauer von 48 h: Die Kombi-
nationsbehandlung wies ein tendenziell vermindertes Migrationspotential gegen-
Uber der Behandlung mit VCR und ein signifikant Vermindertes gegentber der
Behandlung mit CUR auf.
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Abbildung 28: Wound Healing Assay bei RH30-Zellen zu verschiedenen Messzeitpunkten

A: Dargestellt sind die mikroskopischen Aufnahmen in der 5x VergréRerung (A) und die Mittelwerte +/- SEM
von den durchschnittlichen FlachenmaRen [in %] (B) beim Wound Healing Assay bei RH30-Zellen. Die ab-
gebildeten Behandlungen sind die Kontrolle, Inkubation mit CUR (5 und 6 pg/ml; grin und blau), VCR
(0,00075 pg/ml; grau-gepunktet) und der Kombination von 5 pg/ml CUR und 0,00075 pg/ml VCR (griin-ge-
punktet) zu den Messzeitpunkten 0, 24, 30 und 48 h. Die Signifikanzen (p< 0,05; n23; Tukey Spannweiten-
test) sind als * dargestellt.
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Abbildung 29: Wound Healing Assay bei RD-Zellen zu verschiedenen Messzeitpunkten

A: Dargestellt sind die mikroskopischen Aufnahmen in der 5x VergréRerung (A) und die Mittelwerte +/- SEM
von den durchschnittlichen Flachenmalen [in %] (B) beim Wound Healing Assay bei RD-Zellen. Die abge-
bildeten Behandlungen sind die Kontrolle, Inkubation mit CUR (5 und 6 pg/ml; griin und blau), VCR
(0,00075 pg/ml; grau-gepunktet) und der Kombination von 5 pg/ml CUR und 0,00075 pg/ml VCR (grin-ge-
punktet) zu den Messzeitpunkten 0, 8, 24 und 30 h. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweiten-
test) sind als * dargestellt.

Analog dazu ist in Abbildung 29 der Wound Healing Assay von der eRMS-Zelllinie
RD dargestellt. Keine der Behandlungen wies nach 8-stiindiger Inkubation ein
signifikant verringertes Migrationspotential auf. Betrachtete man die Migration der
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Zellen nach 24 h so zeigte sich hier bereits ein signifikanter Vorteil der Kombina-
tionsbehandlung gegentber der Kontrolle mit 5 und 6 pg/ml CUR. Nach weiteren
6 h Inkubation verdeutlichten sich diese Ergebnisse. Im Gegensatz zur kiirzeren
Behandlungszeit erwies sich das Migrationspotential der Kombinationsbehand-
lung mit CUR und VCR nach 30 h zusétzlich signifikant Gbergelegen gegentber
der Behandlung mit 0,00075 pg/ml VCR.

Zusammenfassend liel3 sich zeigen, dass die Kombinationsbehandlung aus VCR
und CUR bei beiden Zelllinien signifikant das Migrationspotential in Abhangigkeit
zum zeitlichen Verlauf senkte. Bei der eRMS-Zelllinie RD war die Kombinations-
behandlung (= 24 h), beziiglich einer verminderten Migration, insbesondere ge-
genuber der Behandlung mit CUR signifikant, bei der aRMS-Zelllinie RH30 hin-
gegen durchgehend gegentiber der Behandlung mit VCR.

3.3 Untersuchung des Einflusses von CUR auf das Metastasie-
rungspotential von RMS-Zellen mittels Colony-forming As-

say

3.3.1 Analyse des Effektes von CUR auf das koloniebildende Potential von
RMS-Zelllinien

Um die Effektivitat der zytotoxischen Behandlung mit CUR zu bestimmen und
deren potentiellen Einfluss auf das Metastasierungsverhalten zu erfassen wurde
die Methodik des CFA angewendet. Beispielhaft, auf Basis der bisherigen Ver-
suche, wurden die Zelllinien RD (eRMS) und RH30 (aRMS) ausgewahlt sowie
niedrige CUR-Konzentrationen unterhalb der ermittelten IC50-Werte. Zu den De-
tails der Behandlungs- und Wachstumsdauer und dem Versuchsaufbau siehe
Kapitel 2.2.6.
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Abbildung 30: CFA bei RMS-Zellen unter CUR-Behandlung

Dargestellt sind fotografische Aufnahmen einzelner Kolonien (lila) unter dem Mikroskop (5x Vergrof3erung)
bei RH30-Zellen (A) und die Mittelwerte +/- SEM der Koloniebildungsrate [in %] von den RMS-Zelllinien
RH30 (B) und RD (C) unter steigender CUR-Konzentration sowie die Null- und Ldsungsmittelkontrolle
(DMSO) im CFA. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Dunnett Spannweitentest) sind als * dargestellt. Von der
Zelllinie RD lieRen sich keine fotografischen Aufnahmen machen und diese sind daher nicht abgebildet.

Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, zeigte sich bei der aRMS-Zelllinie RH30 (B)
bereits ab 2 pug/ml eine signifikante Abnahme der Koloniebildungsrate. Bei der
eRMS-Zelllinie RD (C) liel3 sich ein statistisch signifikanter Einfluss von CUR auf
die Koloniebildungsrate schon bei der niedrigsten Konzentration von 1 pg/ml
CUR nachweisen. Exemplarisch sind die fotografischen Aufnahmen der aRMS
Zelllinie RH30 abgebildet (A), in denen ebenfalls eine Abnahme der Kolonien er-

kennbar ist.
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Zusammenfassend lieRR sich also bereits bei CUR-Konzentrationen < IC50 so-
wohl bei aRMS- als auch bei eRMS-Zellen eine konzentrationsabhangige, signi-

fikante Verminderung der Koloniebildungsrate feststellen.

3.4 Untersuchung des CUR-Influx und -Efflux bei RMS-Zellen

im zeitlichen und raumlichen Verlauf

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, besitzt CUR als Wirkstoff eine Eigenfluo-
reszenz mit einem Absorptionsspektrum von 350-500 nm und einem Maximum

in organischer Losung von 420 nm.

3.4.1 Darstellung der Eigenfluoreszenz von CUR in der Durchflusszytomet-
rie
In der Durchflusszytometrie liel3en sich CUR-behandelte Zellen, ohne spezielle
Bindung an einen fluoreszenzmarkierten Antikorper, in mehreren Kanalen dar-
stellen. Dabei konnte anhand der aRMS-Zelllinie RH30 nachgewiesen werden,
dass die Eigenfluoreszenz von CUR besonders in den ultravioletten Kanalen so-
wie im PE-Kanal als Storfaktor bei Versuchen mit Antikérpern, die im selben Ka-
nal Strahlung emittieren, galt. Auch die Kanéle FITC, PerCP und PE Cy7 zeigten
eine moderate Steigerung (< 50 %) bei CUR-behandelten Zellen. Lediglich in den
Kanalen APC und APC H7 kam es zu keiner Veranderung durch die CUR-Be-
handlung (< 1 %). Dieser Umstand wurde nun zur Darstellung der CUR-Auf-

nahme und —Abgabe in die Tumorzellen genutzt.

3.4.2 Vergleich von CUR-Influx und —Efflux bei RMS-Zelllinien im zeitlichen

Verlauf in der Durchflusszytometrie

Um die Dynamik der Aufnahme von CUR in die RMS-Zellen besser nachzuvoll-
ziehen, wurde diese in der Durchflusszytometrie mittels Histogramm und MFI-
Analyse (nMFI) bestimmt und ausgewertet (siehe Kapitel 2.2.7). Verwendete
RMS-Zelllinien waren erneut RH30 (aRMS) und RD (eRMS).
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Abbildung 31: Darstellung des Influx und Efflux von CUR bei RMS-Zellen

Dargestellt sind die Mittelwerte der nMFI +/- SEM von CUR im zeitlichen Verlauf [in h] bei den RMS-Zelllinien
RH30 (A) und RD (B) im Histogramm des PE-Kanals. Dabei ist in lila der Influx dargestellt und in blau der
Efflux. Die Signifikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) der beiden nMFI-Werte im Vergleich sind
als * dargestellt.

Wie in Abbildung 31 abgebildet, zeigte sich — im Rahmen der Influx-Efflux-Unter-
suchung — bei RH30-Zellen (A) ein langsamer Anstieg des CUR-Influx Gber 48 h.
Wie bereits am Kurvenverlauf zu sehen ist, waren die nMFI Werte bei den aRMS-
Zellen bei der Messung des Ein- und Ausstroms von CUR &hnlich und ergaben
erst nach einer Behandlungsdauer von 48 h einen signifikanten Unterschied. Im
Gegensatz zu der aRMS-Zelllinie RH30 zeigte sich bei RD-Zellen (B) ein schnel-
ler Influx von Curcumin bereits nach einstiindiger Behandlungsdauer sowie ein
signifikanter Unterschied nach Auswaschen von CUR nach 4 h und zu allen wei-
teren Messzeitpunkten. Die Ergebnisse der statistischen Untersuchung beider

Zelllinien sowie die Darstellung als PE-Histogramm sind im Anhang aufgefthrt.
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Zusammenfassend zeigte sich bei der eRMS-Zelllinie RD ein signifikanter Unter-
schied zwischen Influx und Efflux nach Auswaschen von CUR ab einer vierstin-
digen Behandlungszeit, wahrend die aRMS-Zelllinie RH30 diesen signifikanten

Unterschied erst nach 48 h aufwies.

3.4.3 Darstellung der Eigenfluoreszenz von CUR in der Immunfluoreszenz

Die Eigenfluoreszenz von CUR sollte raumlich mittels Immunfluoreszenz anhand
der aRMS-Zelllinie RH30 naher dargestellt werden. Hierfir wurden die aRMS-
Zellen (RH30) wie in Kapitel 2.2.11 beschrieben behandelt und untersucht.

-
-

Abbildung 32: Immunfluoreszenz von RH30-Zellen unter CUR-Behandlung

Dargestellt sind RH30-Zellen nach einstiindiger (A-D), 48stiindiger (E) und ohne (F) CUR-Behandlung. Man
sieht die Zellkerne im DAPI Kanal (blau) und CUR im FITC Kanal (gelb-griin). In A, E und F sind die Zellen
in der 25x VergroRBerung, in B und C in 40x VergroRerung gezeigt. In D ist die zentrale RH30 Zelle aus C in
der 63x VergroRerung dargestellt.
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Wie in Abbildung 32 abgebildet, manifestierte sich nach einer Stunde eine homo-
gene Anreicherung von CUR (gelb-griin) im gesamten Zytosol der RMS-Zellen,
welche haufig sogar bis in die Zellauslaufer sichtbar war. Bei hoher Vergrof3erung
konnte man erkennen, dass CUR sich teilweise in Vesikeln und um den Zellkern
verstarkt angesammelt hatte. Die Anreicherung von CUR nach 48-sttindiger In-
kubation war wesentlich geringer, ebenfalls hauptséchlich im Zytosol lokalisiert
sowie in einer RMS-Zelle intranukleé&r. Hier zeigte sich aul3erdem eine ausge-
pragte Fragmentierung der Zellkerne. In der Kontrolle ohne CUR konnte tberra-
schenderweise ebenfalls eine geringe Gelbfarbung, vorwiegend in der Extrazel-
lularfliissigkeit und geringfligig auch im Zytosol der aRMS-Zellen, dargestellt wer-
den. Dies liel3 sich auf die Nutzung von DMEM Zellkulturmedium zurtckfihren,
welches Phenolrot enthalt, das ebenfalls geringflgig im FITC-Kanal emittierte.

3.5 Untersuchung der Apoptoseinduktion bei RMS-und SKMC-
Zellen nach CUR- und Zytostatikagabe

Nachdem in den vorherigen Kapiteln bereits die Zytotoxizitat von CUR und Zy-
tostatika sowie deren Effektivitat gezeigt werden konnte, wurde mittels Apoptose-
Assay in der Durchflusszytometrie der zugrunde liegende Mechanismus unter-
sucht. Die Versuchsbedingungen sind in Kapitel 2.2.7 genauer erlautert. Die ver-
wendeten Zelllinien waren RH30 beispielhaft fir das aRMS und RD fir das
eRMS.

3.5.1 Analyse des Effektes von CUR auf die Apoptoseinduktion von RMS-

Zelllinien

In diesem Kapitel wurde die Behandlung mit CUR bezuglich einer Apoptosein-
duktion bei RD und RH30-Zellen untersucht. Hierfuir wurden die genannten Zell-
linien wie in 2.2.7. beschrieben fur 48 h behandelt und Annexin V-positive Zellen
detektiert.
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Abbildung 33: Apoptose-Assay von RMS-Zellen unter CUR-Behandlung fiir 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von Annexin V-positiven Zellen [in %] in der Durchflusszytometrie.
Gezeigt sind die RMS-Zellen RH30 (A) und RD (B) unter Behandlung mit CUR (4 pg/ml und 5 pg/ml bzw. 5
und 6 pg/ml; blau) sowie einer Null- und Lésungsmittelkontrolle bei 48-stiindiger Behandlungszeit. Die Sig-
nifikanzen (p< 0,05; n=3; Dunnett Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie aus Abbildung 33 ersichtlich, konnte nach 48 h bei beiden Zelllinien RH30
und RD bereits bei niedrigerer CUR-Konzentration von 5 pg/ml bzw. 4 ug/ml eine
signifikante Steigerung der Annexin V-positiven Zellen nachgewiesen werden.
Bei der aRMS-Zelllinie RH30 war die Induktion der Apoptose bei 6 pg/ml CUR
bei ca. 40 %. Bei den RD-Zellen erreichte die Induktion der Apoptose sogar einen

Wert von 56 % (bei einer Konzentration von 5 pg/ml CUR).

3.5.2 Analyse des Effektes von CUR auf die Apoptoseinduktion von SKMC-
Zellen

Da bereits die Apoptose-fordernde Wirkung von CUR im Apoptose-Assay bei
RMS-Zellen gezeigt werden konnte, wurde im Folgenden dieser Effekt bei huma-
nen Skelettmuskelzellen untersucht. Hierfir wurden die SKMC-Zellen wie in 2.2.7

beschrieben untersucht.
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Abbildung 34: Apoptose-Assay von SKMC-Zellen unter CUR-Behandlung fur 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von Annexin V-positiven Zellen [in %] in der Durchflusszytometrie.
Gezeigt sind die Skelettmuskelzellen SKMC unter Behandlung mit CUR (4 pg/ml hellblau; 5 pg/ml blau)
sowie einer Null- und Lésungsmittelkontrolle bei 48-stiindiger Behandlungszeit. Die Signifikanzen (p< 0,05;
n=3; Dunnett Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Die Ergebnisse dieser Messung sind in Abbildung 34 graphisch dargestellt. Im
Vergleich zur Nullkontrolle zeigte sich bei den SKMC-Zellen keine signifikante
Steigerung der Annexin V-positiven Zellen unter CUR-Behandlung fur 48 h.

3.5.3 Analyse des Effektes von VCR auf die Apoptoseinduktion von RMS-
Zelllinien

Auch die Inkubation mit VCR wurde im Verlauf bezlglich eines méglichen

Apoptosemechanismus anhand der o. g. Zelllinien genauer beleuchtet.
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Abbildung 35: Apoptose-Assay von RMS-Zellen unter VCR-Behandlung fur 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von Annexin V-positiven Zellen [in %] in der Durchflusszytometrie.
Gezeigt sind die RMS-Zellen RH30 (A) und RD (B) unter Behandlung mit VCR (0,0005 pg/ml; 0,00075 pg/ml
und 0,0015 pg/ml; grau /) sowie einer Nullkontrolle (WeiR) bei 48-stiindiger Behandlungszeit. Die Signifikan-
zen (p< 0,05; n=3; Dunnett Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Bei der Behandlung mit VCR fir 48 h, wie sie in Abbildung 35 dargestellt ist, war
lediglich eine hohe Konzentration von 0,0015 pg/ml VCR signifikant fur den An-
stieg von Annexin V-positive Zellen auf 20 % (RH30) bzw. 28 % (RD).

3.5.4 Analyse des Effektes von DAC auf die Apoptoseinduktion von RMS-
Zelllinien

Analog zur Behandlung mit VCR wurde im Folgenden die Behandlung mit DAC

und deren Auswirkungen auf die Induktion von Apoptose untersucht.
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Abbildung 36: Apoptose-Assay von RMS-Zellen unter DAC-Behandlung fiir 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von Annexin V-positiven Zellen [in %] in der Durchflusszytometrie.
Gezeigt sind die RMS-Zellen RH30 (A) und RD (B) unter Behandlung mit DAC (0,00075 pg/ml; 0,0015 pg/ml
und 0,003 pg/ml; grau \) sowie einer Nullkontrolle (WeiR}) bei 48-stiindiger Behandlungszeit. Die Signifikan-
zen (p< 0,05; n=3; Dunnett Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Wie in Abbildung 36 abgebildet liel3 sich fir die RMS-Zelllinien RH30 und RD
auch bei der Behandlung mit DAC eine statistisch signifikante Erh6éhung des
Apoptosemarkers erst bei der hochsten Konzentration von 0,003 pg/ml nachwei-
sen (5 % vs. 7 %).

3.5.5 Analyse des Effektes der Kombinationsbehandlung mit CUR und Zy-

tostatika auf die Apoptoseinduktion von RMS-Zelllinien

Besonders relevant war der Nachweis der Zytotoxizitat durch Apoptoseinduktion
bei der Kombination mit CUR und einem Standard-Zytostatikum (VCR oder
DAC). Hierfur wurden die RMS-Zellen RH30 und RD fur 48 h mit zwei verschie-
denen Kombinationen behandelt, welche auf der Basis von Vorversuchen fest-

gelegt wurden.
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Abbildung 37: Apoptose-Assay von RMS-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit CUR
und VCR bzw. DAC fiir 48 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM von Annexin V-positiven Zellen [in %] in der Durchflusszytometrie.
Gezeigt ist die aRMS-Zelllinie RH30 (A) und die eRMS-Zelllinie RD (B) bei Kombinationsbehandlung fiir
48 h mit CUR (4 bzw. 5 pug/ml hellblau; 5 bzw. 6 pg/ml dunkelblau) und VCR (0,00075 pg/ml; /) oder DAC
(0,0015ug/ml; \) sowie einer Kontrolle ohne CUR (Weil3) bei 48-stlindiger Behandlungszeit. Die Signifikan-
zen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Verglichen wurde, wie in Abbildung 37 dargestellt, die Effektivitat einer Kombina-
tionsbehandlung aus CUR und VCR bzw. DAC mit alleiniger Gabe von Zytosta-
tikum bzw. CUR bei den RMS-Zelllinien RH30 (A) und RD (B).

Wie bereits in Kapitel 3.5.1 beschrieben, liel3 sich bei den RH30-Zellen (A) bereits
bei alleiniger CUR-Behandlung eine signifikante Induktion der Apoptose bis zu
40 % (6 pg/ml CUR) nachweisen. Die aRMS-Zellen zeigten bei der Kombinati-
onsbehandlung mit CUR und VCR bei beiden CUR-Konzentrationen (5 und
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6 ug/ml) eine signifikante, dosisabhéngige Steigerungen der Annexin V-positiven
Zellen auf 26 % bzw. 66 %, im Vergleich zur einfachen Anwendung des Zytosta-
tikums (ca. 6 %), nach einer Behandlungsdauer von 48 h. Bei der Kombinations-
behandlung mit CUR und DAC ergaben beide Behandlungen eine signifikante
Induktion der Apoptose um ca. 33 % (5 pg/ml CUR) bzw. 58 % (6 pug/ml CUR) im

Vergleich zur alleinigen Inkubation mit DAC (ca. 4 %).

Bei der eRMS-Zelllinie RD (B) zeigte sich bei alleiniger Gabe von 5 pg/ml CUR
eine signifikante Induktion der Apoptose auf ca. 56 % (siehe Kapitel 3.5.1). Die
Kombinationsbehandlung aus CUR und VCR ergab eine signifikante Steigerung
der Apoptose von ca. 8 % auf Uber 70 % bei hoherer CUR-Konzentration
(5 ng/ml) gegeniber alleiniger Gabe von VCR. Die Kombinationsbehandlung mit
CUR und DAC flr 48 h zeigte eine signifikante Steigerung der Apoptose von ca.
3 % auf 62 % (bei einer Konzentration von 5 pg/ml CUR) gegeniber alleiniger
DAC-Behandlung.

Zusammenfassend zeigte sich sowohl bei der Zelllinie RH30 als auch bei der
Zelllinie RD ein signifikant starkerer Anstieg des Apoptosemarkers unter Behand-
lung mit CUR und VCR/DAC gegenlber der Behandlung mit einem Zytostatikum
alleine. Bei beiden Zelllinien und beiden Kombinationen war diese Steigerung an
Annexin V-positiven Zellen bereits bei niedriger CUR-Konzentration signifikant
hoher als bei alleiniger Zytostatikabehandlung. Besonders sensitiv reagierten die
RD-Zellen bereits auf niedrige Konzentrationen von CUR in Kombination mit
VCR.

3.6 Untersuchung einer moglichen Resistenzentwicklung bei
RMS-Zellen unter Langzeitbehandlung mit CUR

Durch verschiedene Mechanismen kann es im Verlauf einer kontinuierlichen, zy-

tostatischen Therapie zur Entwicklung einer Multiple Drug Resistance (MDR)

kommen. Dies ist eine mogliche Komplikation beim Einsatz von Zytostatika und

warf die Frage auf, ob die Langzeitbehandlung mit CUR auch ahnliche Resis-
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tenzeffekte bei RMS-Zellen auslésen kénnte. Zur Untersuchung dieses Sachver-
haltes wurde der Versuchsaufbau wie in Kapitel 2.2.8 beschrieben gewahlt und
bei den Zelllinien RD (eRMS) und RH30 (aRMS) untersucht.

3.6.1 Beobachtungen wahrend der langfristigen CUR-Gabe

Die langsam gesteigerte, regelmafiiige CUR-Gabe erfolgte tUber einen Zeitraum
von acht Wochen. Wahrend dieser Zeit wurde eine konzentrationsabhangige Ab-
nahme der Zellzahl deutlich sichtbar, welche sich an einem diinneren Zellrasen
und der verminderten Zellzahl lebender Zellen darstellte. Teilweise mussten ein-
zelne Versuchsreihen deswegen abgebrochen werden. Daher wurden die Zellen
nach Erreichen der Maximaldosis von 8 pg/ml CUR fir 72 h ohne Splitten/Be-
handlung belassen und konnten sich vor Anlegen des Viabilitats-Assays bezig-
lich ihrer Zellzahl erholen. Dies war notwendig, um den Versuch zu den Bedin-

gungen, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, durchfiihren zu kénnen.

3.6.2 Analyse des Effektes von CUR auf die Viabilitat von vorbehandelten
RMS-Zelllinien

Zur quantitativen Analyse wurde ein Vergleichs-Viabilitats-Assay am Ende der
langfristigen Behandlung angelegt. Hierfur wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.8
beschrieben fur 72 h mit CUR behandelt und untersucht. Als Kontrolle dienten
nicht-vorbehandelte Zellen derselben RMS-Zelllinie.

Wie in Tabelle 32 dargestellt wurde in diesem Zusammenhang die IC50-Konzent-
rationen beider Zellpopulationen bestimmt und verglichen. Auch hier zeigte sich
bei beiden Zelllinien ein Unterschied zwischen den IC50-Werten von Zellen ohne
bzw. mit Vorbehandlung, wobei dieser bei den vorbehandelten RMS-Zellen um
1,0 pg/ml (RH30) bzw. 1,7 pg/ml (RD) hoher lag.

Tabelle 32: Liste der IC50-Werte bei RMS-Zellen mit und ohne Vorbehandlung fur 72 h

Dargestellt sind die IC50-Werte von CUR bei aRMS (RH30)- und eRMS (RD)-Zellen im Vergleich ohne und
mit Vorbehandlung bei CUR-Behandlung fir 72 h.

IC50 Unbehandelte Zellen Behandelte Zellen

RH30 | 4,032 pg/ml (=10,945 uM) 5,071 pg/ml (=13,573uM)
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Abbildung 38: Viabilitats-Assay von RMS-Zelllinien mit und ohne Vorbehandlung unter
CUR-Behandlung fur 72 h

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der Viabilitaten [in %] unter steigender CUR-Konzentration fir 72 h
bei RH30-Zellen (A) und RD-Zellen (B). Zum Vergleich sind nicht vorbehandelte Zellen (unbehandelte Zel-
len, schwarz) und kontinuierlich mit CUR behandelte Zellen (behandelte Zellen, griin) abgebildet. Die Signi-
fikanzen (p< 0,05; n=3; Tukey Spannweitentest) sind als * dargestellt.

Sowohl bei der Kontrolle mit nicht-vorbehandelten als auch den vorbehandelten
RH30-Zellen (A) zeigte sich, wie in Abbildung 38 dargestellt, eine konzentrations-
abhangige Abnahme der Viabilitat unter CUR-Behandlung. Bei der Konzentration
von 4 ug/ml CUR konnte ein signifikanter Unterschied der beiden Zellpopulatio-
nen nachgewiesen werden. Auch bei den eRMS-Zellen RD (B) konnte ein kon-
zentrationsabhangiger Abfall der Zellviabilitat unter CUR-Behandlung, sowohl
der nicht vorbehandelten als auch der vorbehandelten Zellen nachgewiesen wer-
den. Zu einem signifikanten Unterschied zwischen beiden Behandlungen kam es

bei der hochsten Konzentration von 8 pg/ml CUR.
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Zusammenfassend betrachtet konnte durch langsam gesteigerte CUR-Dauerbe-
handlung ein signifikanter Effekt — im Sinne einer resistenteren Konstitution — der
RMS-Zellen RD und RH30 gegeniber einzelnen CUR-Konzentrationen aufge-
zeigt werden. Dieser fuhrte im Trend zu geringfligig hoheren 1C50-Werten bei

beiden Zelllinien.

3.7 Untersuchung des Einflusses von CUR auf relevante Zell-

signalwege von RMS-Zellen

Nachdem sich der Einfluss von CUR auf RMS-Zellen durch Viabilitdts-Assay,
Wound Healing Assay und Colony-forming Assay zeigte und quantifizieren lief3,
sollten in diesem Schritt mdgliche molekulare Grundlagen der Wirkweise von
CUR untersucht werden. Hierfir wurden beispielhaft ausgesuchte Signalwege
untersucht auf die CUR bereits in anderen Studien Einfluss hatte und die mit einer
Verminderung von Proliferation, Migration und einer Induktion von Apoptose und
Zelltod einhergehen. Ebenso wurde darauf Wert gelegt Signalwege zu untersu-
chen, die bekanntermalRen beim RMS hochreguliert sind. Es wurden, wie in Ka-
pitel 2.2.10 beschrieben, verschiedene Ansatze bei den aRMS-Zellen RH30 und
eRMS-Zellen RD als Western Blot durchgefuhrt.

3.7.1 Analyse des Effektes von CUR und VCR auf den WNT-Signalweg bei
RMS-Zelllinien

Da sich bereits in anderen Studien eine erhdhte Expression von B-Catenin und
anderen WNT-Proteinen beim RMS zeigte [124], wurde der Einfluss von CUR
sowie die Kombination mit VCR auf die Proteinexpression ebendieses Signalmo-
lekuls mittels Western Blot untersucht. Die Zellen wurden wie in 2.2.9 und 2.2.10
beschrieben behandelt und auf die relative Proteinexpression von -Catenin un-

tersucht. Als Referenz wurde GAPDH verwendet.
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Abbildung 39: Western Blot von RMS-Zellen auf die B-Catenin-Expression

Dargestellt ist der Western Blot (A-D) und dessen graphische Auswertung (E-F) von RD (A,C,E) und RH30
(B,D,F) Zellen, welche fur 2 h (oben, hellviolett) oder 24 h (unten, lila) neben der Nullkontrolle mit den Kon-
zentrationen 3 und 4 pg/ml bzw. 4 und 5 pg/ml CUR sowie deren Kombinationen mit VCR 0,00075 pg/ml
behandelt wurden. Verwendet wurde der Antikdrper B-Catenin (93 kDa) und GAPDH als Referenz (n=1).

Wie aus Abbildung 39 ersichtlich, zeigte sich bei der eRMS-Zelllinie RD nach 2-
stundiger Behandlung (A+E) lediglich in Kombination mit VCR eine Abnahme der
relativen -Cateninexpression um ca. 40 % bei hoherer CUR-Dosis. Die aRMS-
Zelllinie RH30 (B+F) wies stattdessen eine Hochregulierung ebendieser unter al-
leiniger CUR-Gabe und Kombinationsbehandlung (CUR 4 pg/ml: 116,1 % und
CUR 3 pg/ml + VCR: 160,2 %) auf. Auffallig war bei RH30-Zellen nach einer Be-
handlungsdauer von 24 h (D+F) bereits in der Kontrolle sowie im Verhéltnis zum
Referenzprotein eine ausgepragte Expression von 3-Catenin. Hier konnte unter
Behandlung mit 5 pg/ml CUR eine deutliche Abnahme des Transkriptionsfaktors
B-Catenin um ca. 70 % nachgewiesen werden. Dieser Effekt wurde durch die
Kombination mit VCR, in Abh&ngigkeit zur CUR-Konzentration, verstarkt. So

wurde die relative Expression in etwa um die Halfte bei der Kombination von
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4 ug/ml CUR und VCR gesenkt und besonders bei der hdheren CUR-Konzentra-
tion von 5 pg/ml zeigte sich eine ausgepragte Abnahme der Proteinexpression
um ca. 1/5 des Ausgangswertes. Bei schwacher Auspragung des Referenzpro-
teins GAPDH ist die Auswertung dieses Western Blots jedoch nur eingeschrankt
aussagekraftig. Auch bei den RD-Zellen (C+E) prasentierte sich grundsatzlich
eine konzentrationsabhangige Abnahme der Proteinexpression von -Catenin
unter Behandlung mit 3 und 4 pg/ml CUR (79,2 % vs. 53,4 %). Jedoch ergab sich
kein verstarkender Effekt durch die Kombinationsbehandlung mit VCR.
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Abbildung 40: Western Blot von RH30-Zellen auf die B-Catenin-Expression

Dargestellt ist der Western Blot (A) und dessen graphische Auswertung (B) von RH30-Zellen, welche fir
24 h neben der Nullkontrolle mit den Konzentrationen 5 pg/ml CUR, 0,00075 pg/ml VCR sowie der Kombi-
nation behandelt wurden. Verwendet wurde der Antikdrper 3-Catenin (93 kDa) zum Protein GAPDH als Re-
ferenz (n=1).

Bei der Betrachtung der Proteinexpression von B-Catenin bei RH30-Zellen fir
24 h mit abweichendem Behandlungsschema (siehe Abbildung 40) zeigte sich
unter Behandlung mit 0,00075 pg/ml VCR eine geringfiigige Abnahme der Pro-
teinexpression von B-Catenin um 15 %, welche durch die Kombination mit CUR

um weitere 10 % verstarkt wurde.
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Zusammenfassend liel3 sich bei der eRMS-Zelllinie RD nach kurzer Behand-
lungsdauer eine Abnahme der 3-Catenin-Expression nur durch Kombination von
CUR mit VCR nachweisen, wéhrend die aRMS-Zelllinie RH30 eine Hochregulie-
rung ebendieser aufzeigte. Bei langerer Behandlungsdauer ergab sich eine do-
sisabhangige Reduktion der Expression von 3-Catenin durch die Behandlung mit
CUR um 20-50 % bei RD-Zellen und 10-70 % bei RH30-Zellen. Die Kombination
hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster von (3-Catenin bei den eRMS-
Zellen, wahrend die aRMS Zellen mit einer Abnahme um 50-80 % auf eine kom-
binierte Behandlung mit CUR und VCR reagierten.

3.7.2 Analyse des Effektes von CUR und VCR auf den NF-kB-Signalweg bei
RMS-Zelllinien

Die NF-kB-Expression hat einen wesentlichen Einfluss auf Apoptosemechanis-
men [125, 126] und soll daher als weiterer, potentieller molekularer Mechanismus
untersucht werden. Die RMS-Zellen RD und RH30 wurden wie in 2.2.9und 2.2.10
beschrieben behandelt und auf die relative Proteinexpression von NF-kB unter-

sucht. Als Referenz wurde GAPDH verwendet.
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Abbildung 41: Western Blot von RMS-Zellen auf die NF-kB-Expression

Dargestellt ist der Western Blot (A-C) und dessen graphische Auswertung (D-E) von eRMS-Zellen RD (A,
C, D) und aRMS-Zellen RH30 (B, E), welche fiir 2 h (oben, hellviolett) oder 24 h (unten, nur RD, lila) neben
der Nullkontrolle mit den Konzentrationen 3 und 4 pg/ml bzw. 4 und 5 pg/ml CUR sowie deren Kombinatio-
nen mit VCR 0,00075 pg/ml behandelt wurden. Verwendet wurde der Antikdrper NF-kB (65 kDa) und
GAPDH als Referenz (n=1).

Bezuglich der relativen Proteinexpression von NF-kB manifestierte sich nach 2-
stundiger Inkubation (Abbildung 41, A+B und D+E) bei beiden RMS-Zelllinien RD
und RH30 unter Behandlung mit CUR alleine und der Kombinationsbehandlung
mit VCR keine Reduktion derselben. Nach 24-stlindiger Inkubation (C, D) zeigte
die eRMS-Zelllinie RD eine Abnahme der relativen Proteinexpression um 20 %
bei der Behandlung mit 3 pg/ml CUR sowie um ca. 30 % bei der Kombinations-
behandlung mit VCR.

Zusammenfassend zeigte die NF-kB-Expression bei den eRMS-Zellen RD eine
geringfugig ausgepragte Abnahme unter 3 pg/ml CUR und dessen Kombination
mit VCR bei 24-stiindiger Behandlungszeit.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von CUR an RMS-Zellen zu untersuchen,
um eine Verbesserung der Prognoseaussichten und Therapiemdoglichkeiten bei
betroffenen Kindern mit sog. ,high risk“~-Tumoren und Tumorrezidiven zu schaf-
fen. Trotz Verbesserung der Therapieoptionen ist die Prognose fur diese Falle
weiterhin schlecht [2], mit einem 3-Jahres-Uberleben fir ,high risk“-RMS von un-
ter 30 % und einem 5-Jahres-Uberleben fiir Tumorrezidive unter 20 % [127]. Da
diese Falle sowie die Tumorerkrankung selbst selten sind, verhindert die geringe
Zahl erforderliche Randomisierungen und limitiert die Durchfihrung weiterer kli-
nischer Studien zur Therapieoptimierung [82]. CUR hat sich als gut untersuchtes,
nebenwirkungsarmes Phytotherapeutikum erwiesen, welches neben antiin-
flammatorischen und neuroprotektiven auch antikanzerogene Eigenschaften
zeigt, wie in diversen Reviews zusammenfassend dargestellt wurde [128-130].
Durch diese vielseitigen Eigenschaften wirde sich sein Einsatz bei soliden Tu-
moren im Kindesalter besonders gut eignen und damit Hoffnung auf eine maogli-
che Reduktion der nebenwirkungsreichen Standardchemotherapie geben. Die-
ses Potential von CUR sollte in unserer Studie daher im Hinblick auf Proliferation,
Zellviabilitdt, Koloniebildung, Apoptoseinduktion, Resistenzbildung, zellulares
Uptake und Einfluss auf veranderte Zellsignalwege beim kindlichen RMS in vitro

untersucht werden [82].

1. Einfluss von CUR auf das Zelliberleben (zytotoxische Effekte)

CUR hat einen konzentrationsabhéngigen, zytotoxischen Effekt auf aRMS- und
eRMS-Zelllinien

CUR zeigte in dieser Studie sowohl bei den eRMS-Zelllinien RD und spindelzel-
liger Variante SRH als auch bei der aRMS-Zelllinie RH30 dosisabhangige, zyto-
toxische Effekte durch Reduktion der Zellviabilitat. Dieser Effekt ist aufgetreten
sobald die Inkubation mehr als 48 h andauerte. In einer Untersuchung von Harati
et al. zur Wirkung von Phytotherapeutika auf Weichteilsarkome zeigten hohe Do-
sen CUR (20 puM = 7,4 pg/ml) auf jeweils eine Zelllinie der Lipo- und Synovialsar-
kome eine geringe Abnahme der Zellviabilitat und keine zytotoxischen Effekte auf
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andere Sarkomzelllinien [84]. In unserer Studie war die zytotoxische Wirkung von
CUR am starksten ausgepragt bei der aRMS-Zelllinie RH30 und am schwéchsten
bei der Zelllinie SRH. Dies stellte sich anhand der 50-prozentigen Viabilitatsab-
nahme bei optimaler Behandlungsdauer unter CUR-Konzentrationen von
14,3 uM (RH30) sowie von 16,6 uM (RD) und 25,4 uM (SRH) dar. Eine Studie,
welche CUR anhand der RMS-Zelllinien RH1 und RH30 untersuchte, konnte in
Zellproliferations-Assays Uber 6 Tage sogar sehr niedrige IC50-Konzentrationen
von 2,7 uM fur die eRMS-Zelllinie Rh1 und 5,1 uM fiur die aRMS-Zelllinie RH30
ermitteln [131]. Grund fur diese differierenden Ergebnisse kdnnten im Unter-
schied von Behandlungsdauer und Zelllinie begriindet sein sowie durch die An-
wendung verschiedener Messtechniken (Viabilitats-Assay vs. Proliferations-As-
say) und Losungsmittel (Ethanol anstelle DMSO). Es ist also relevant in weiter-
gehenden Studien die IC50-Konzentration von CUR auch mit weiteren aRMS-
Zelllinien, mit langerer Behandlungszeit und mittels Proliferations-Assays zu un-
tersuchen, um die Effekte von geringeren Konzentrationen zu ermitteln. In dieser
Studie galten die ermittelten IC50-Konzentrationen als Richtwerte fir die weite-

ren Untersuchungen.

Bei den SKMC-Zellen, die als Kontrolle zu den RMS-Zellen dienten, prasentierten
sich in unserer Untersuchung deutlich h6here Konzentrationen von CUR in der
IC50-Bestimmung mit 25,5 uM. Dies ist vergleichbar mit der Wirkung von CUR
auf humane Fibroblasten, in denen ebenfalls erst bei hohen Konzentrationen eine
Abnahme von Proliferation und Zellviabilitdt auftrat [132, 84]. Diese Untersu-
chung an humanen Skelettmuskelzellen hat besondere Relevanz um sicherzu-
stellen, dass die therapeutische Dosis von CUR nur zytotoxisch auf RMS-Zellen,

nicht jedoch auf gesundes Gewebe wirkt.

Die Standardchemotherapie hat einen konzentrationsabhéngigen, zytotoxischen
Effekt auf aRMS- und eRMS-Zelllinien

In einem Xenograft-Modell mit immunsupprimierten Mausen untersuchten Houg-
hton et al. die Wirkung verschiedener etablierter und nicht etablierter Zytostatika
beim kindlichen RMS. Unter anderem wurde dabei die Zelllinie RD als Beispiel

fur eine gut etablierte und haufig untersuchte Zelllinie fir das eRMS genutzt.
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Chemosensibel zeigte sich diese Zelllinie hierbei lediglich auf die Therapeutika
VCR und Cyclophosphamid, nicht jedoch auf die Therapeutika DAC, Doxorubicin
und andere [133]. Eine weitere Studie konnte zwar eine Induktion der Differen-
zierung von eRMS-Zellen in vitro anhand der Zelllinie RD nachweisen, jedoch
ebenfalls eine Induktion chemoresistenter RD-Zellen bei Anwendung von DAC in
niedriger Dosierung [134]. Da diese Ergebnisse jeweils aus in vitro und in vivo
Studien stammen, ist zu bedenken, dass zwar eine gewisse Korrelation herge-
stellt werden kann. Jedoch ist die direkte Vergleichbarkeit, aufgrund des weitaus
komplexeren Mechanismus der in vivo-Absorption eines Medikamentes, einge-
schrankt [135].

In unserer Studie prasentierten sich die RMS-Zellen, besonders die Zelllinien
RH30 und RD, insgesamt sensitiv auf geringe Konzentrationen VCR und beno-
tigten deutlich hohere Konzentrationen des Zytostatikums DAC. Hingegen zeigte
sich die Zelllinie SRH sensitiver gegenuber letzterem. Die Effekte waren auch
hier dosis- und zeitabhangig mit guten Ergebnissen ab einer Behandlungsdauer
von 48 h. Die IC50-Konzentrationen der aRMS-Zelllinie RH30 lagen unter opti-
maler Behandlungsdauer (72 h) mit VCR bei 1,0 nM und DAC bei 1,9 nM. Die
eRMS-Zelllinie RD demonstrierte héhere IC50-Werte von 2,0 nM fir die VCR-
Behandlung tber 72 h und 3,3 nM fur die DAC-Anwendung tber 48 h. Die spin-
delzellige Variante SRH wies 1C50-Konzentrationen von 3,9 nM bei DAC und
13,8 nM bei VCR-Behandlung flr 72 h auf.

Sehr ahnliche Ergebnisse zeigten auch Kang et al. in ihrer Untersuchung der
Wirkung von VCR auf etablierte RMS-Zelllinien wie RD und RH30. Dabei konnte
fur RD-Zellen ein absoluter IC50 von 1,3 nM und fir RH30-Zellen von 0,3 nM
unter 96-stiindiger VCR-Behandlung bestimmt werden [136]. Wéahrend die IC50-
Konzentrationen der Zelllinie RD unseren Ergebnissen entsprach, was einen Hin-
weis auf eine mogliche Verkirzung der Behandlungsdauer geben kénnte, waren
RH30-Zellen etwas sensitiver bei langerer Inkubation. Eine mdgliche Ursache
hierfir konnte die langere Verdopplungszeit von RH30-Zellen (37 h) gegenuber
RD-Zellen (23 h) sein [136]. Diese sollte in zukunftigen Viabilitdts-Assays mit ei-

ner Anpassung der Inkubationsdauer berticksichtigt werden. Verglichen mit den
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Zytostatika zeigten sich in dieser Studie die beiden Zelllinien RH30 und RD ge-

nerell sensitiver auf die Behandlung mit CUR [82].

Die Kombination von CUR mit VCR oder DAC verstérkt die zytotoxischen Effekte

der Behandlungen mit Zytostatika oder CUR alleine bei RMS-Zelllinien

Des Weiteren konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die kombinierte Gabe
von CUR mit den Standard-Zytostatika VCR und DAC sowohl die notwendige
Konzentration von CUR als auch die der eingesetzten Zytostatika senkte. Diese
Ergebnisse waren bei allen Zelllinien ab einer Behandlungsdauer von 48 h signi-
fikant und konnten, fur die Zelllinien RH30 und RD bei VCR- und fiir die Zelllinie
RD ebenfalls bei DAC-Behandlung, mit einer langeren Inkubation noch gesteigert
werden. Die IC50-Werte von CUR konnten bei kombinierter Gabe von CUR und
VCR bei allen Zelllinien in etwa um 2/3 gesenkt werden, wobei lediglich bei der
Zelllinie SRH hohe Konzentrationen an VCR verwendet wurden. Besonders ef-
fektiv erwies sich in diesem Sinne auch die Kombinationsbehandlung mit CUR
und DAC bei den eRMS-Zellen, sodass die IC50-Konzentrationen bei RD-Zellen
nur noch die Halfte und bei SRH-Zellen sogar nur etwa ein Drittel nach optimaler
Behandlungszeit betrugen. Die aRMS-Zelllinie RH30 hingegen zeigte — weniger
ausgepragt bei dieser Kombination — lediglich eine Reduktion um das 0,8-fache
des IC50-Wertes der Behandlung mit CUR.

Ahnliche Zytostatika-sparende Effekte durch Kombination mit CUR wurden be-
reits in einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe mit den Zelllinien HC-AFW1
und HepG2 beim hepatozellularen Karzinom und der Chemotherapie mit Cispla-
tin und Doxorubicin gezeigt [137]. Wéahrend in jener Arbeit die IC50-Konzentrati-
onen der Zytostatikabehandlung und die additiven Effekte von CUR naher be-
leuchtet wurden, diente unsere Studie vorwiegend dazu, die moglichst niedrige
CUR-Konzentration in vitro zu detektieren. Beleuchtet man namlich die erreich-
baren Serumkonzentrationen von CUR, so lie3en sich in einer anderen Studie
unserer Arbeitsgruppe mit Mausen max. Serumkonzentrationen von 2-3 uM nach
oraler Gabe von mizellarem CUR messen [39]. Verglichen mit den bendétigten

IC50-Werten, die bei uns in vitro bestimmt wurden, sind diese erreichten Serum-
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konzentrationen ausgesprochen niedrig [82]. Jedoch fuhrten bereits diese nied-
rigen Konzentrationen in dem beschriebenem Tumormodell unserer Arbeits-
gruppe zu einer signifikanten Wachstumsinhibition [39, 82]. Auch in einem Xe-
notransplantat-Modell mit resistenten Kolonkarzinomzellen in Mausen zeigte die
Kombination aus CUR und VCR eine signifikante Wachstumshemmung [138].
Dieses Xenograft-Modell fur kindliche Lebertumoren sowie die Zellkulturergeb-
nisse dieser Studie auf ein in vivo Mausemodell fir RMS zu lbertragen, ist daher
ein weiteres Ziel unserer Arbeitsgruppe [82].

Aufgrund der signifikanten Ergebnisse bei den Zelllinien RD und RH30 und da
diese Zelllinien als bereits etabliert und gut untersucht fir das eRMS und aRMS
gelten, wurden die anschliel3enden Versuche mit diesen Zelllinien fortgefuhrt. Far
nachfolgende Untersuchungen ware es jedoch von Vorteil weitere fusionspositive
und —negative Zelllinien zu nutzen [82]. Da CUR laut verschiedener Untersuchun-
gen chemoprotektive Effekte wie die Verminderung der VCR-induzierten Poly-
neuropathie besitzt [139, 140], ware es aul3erdem in weiteren Analysen von Vor-
teil, die Verminderung der IC50-Konzentrationen der etablierten Chemotherapeu-

tika beim RMS unter CUR-Behandlung zu bestimmen.

Um das Potential der Kombination von CUR mit dem jeweiligen Chemotherapeu-
tikum zu untersuchen, wurde fur unsere Veroffentlichung dieser Studienergeb-
nisse der Koeffizient der Medikamenteninteraktion (CDI) bestimmt [82]. Flr eine
konkretere Aussage zur Art der Medikamenteninteraktion zwischen CUR und den
hier verwendeten Standardzytostatika waren hingegen neue Versuchsreihen mit
umfangreichen Konzentrationen beider Substanzen nétig. Da unsere Datenlage
begrenzt war wurde das Bliss-Independence-Modell genutzt, um zumindest na-
herungsweise Aussagen Uber synergistische oder additive Interaktionen im Rah-
men einiger unserer Ergebnisse treffen zu konnen. Hierfur wurde die Berechnung
CDI= (A + B — A x B)/AB genutzt, wobei AB das Verhaltnis des Effektes von der
Kombination der Medikamente zur Kontrolle beschreibt. A oder B gibt das Ver-
haltnis des Effektes der Einzelbehandlung zur Kontrollgruppe an. CDI Werte < 1
sprechen fur einen synergistische, = 1 fur additive und > 1 flr antagonistische
Wirkung der Kombinationsbehandlung [141, 82]. Bestimmt wurde der Koeffizient

fur die Zelllinien RH30 und RD und die Kombinationsbehandlungen aus CUR mit
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VCR und CUR mit DAC fir 48 und 72 h. Hiermit konnte bestétigt werden, dass
zwischen ersterer Kombination fiir beide Zelllinien zu jedem Behandlungszeit-
raum synergistische Effekte bestanden. Die Kombination mit DAC zeigte bei der
Zelllinie RD antagonistische und der Zelllinie RH30 synergistische Effekte [82].
Hiermit konnte erstmalig, nach unserem Wissensstand, fir das RMS die potenti-

ell Chemotherapie-sparende Wirkung von CUR nachgewiesen werden.

Die Kombinationsbehandlung mit PDT vervielfacht die Effekte der alleinigen
Gabe von CUR bei RMS-Zelllinien

Wie bereits in der Einleitung ausgefuhrt, liegt die Hoffnung in der Anwendung von
CUR in Kombination mit blauem Licht — als PDT nach Tumorresektion — darin in
Zukunft unsichtbare Mikrometastasen, ohne umliegendes gesundes Gewebe zu
zerstoren, beseitigen zu kdnnen [82].

In dieser Studie konnten wir erstmals, nach unserem Wissensstand, die Effizienz
der PDT mit CUR fur das RMS in Zellkultur nachweisen. Dabei liel3 sich ein stark
zytotoxischer Effekt der Kombinationsbehandlung bei beiden RMS-Zelllinien RD
und RH30 feststellen. Entsprechend den Ergebnissen des CUR-Influx wurde der
zeitliche Abstand zur PDT mit 1 h festgelegt. Diese schnelle Aufnahme von CUR
in die Zelle passte zu dem schnellen Metabolismus von CUR mit geringen Plas-
maspiegeln in vivo [137].

Durch den Einsatz der PDT wurde die Wirkung von einer niedrig-dosierten und
kurzzeitigen — normalerweise nicht signifikanten — CUR-Behandlung signifikant
zytotoxisch. Diese Effektpotenzierung durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht,
wurde in vitro bereits in diversen Tumorstudien nachgewiesen [142, 143]. In un-
serer Studie waren die IC50-Werte dabei 7- bis 8-fach (RH30, RD) niedriger als
bei der CUR-Behandlung ohne PDT. Die niedrigen Konzentrationen von CUR
kénnten die Problematik der bereits erwahnten notwendigen, hohen Plasmaspie-
gel von CUR in vivo losen. Ahnliche Resultate wurden bereits in einer anderen
Studie unserer Arbeitsgruppe mit einem bis zu 20-fach starkeren, inhibitorischen
Effekt von CUR auf péadiatrische Lebertumoren, bei nahezu gleichen Versuchs-
bedingungen, nachgewiesen [39]. Der zugrunde liegende Mechanismus der PDT

wird in der Bildung von ROS gesehen und konnte in diversen Studien mit erhdhter
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ROS-Bildung belegt werden [39, 144]. Um den biochemischen Mechanismus die-
ser Therapie besser nachzuvollziehen, ware die Detektion von ROS unter der
PDT mit CUR beim RMS in weiteren Untersuchungen notwendig. Zudem konnte
in unserer Studie kein signifikant zytotoxischer Effekt der Behandlung mit PDT
auf Skelettmuskelzellen nachgewiesen werden, der dem von RMS-Zellen ent-
sprache. Es lasst darauf schliel3en, dass bei Anwendung dieser Therapietechnik
in vivo, umliegendes gesundes Gewebe nicht gefahrdet werden wirde. Wichtig
fur die Etablierung der PDT mit CUR in der Klinik wére zunachst der Transfer in
vivo, wie es z. B. in unserer Arbeitsgruppe an einem orthotopen Mausemodell

bereits geplant wird [82].

2. Die Behandlung mit CUR und VCR vermindert das Migrationspotential von
RMS-Zelllinien

In der Analyse des Wound Healing Assay konnte bei beiden RMS-Zelllinien eine
zeitabhangige, signifikante Senkung des Migrationspotentials durch die Kombi-
nationsbehandlung von CUR und VCR dargestellt werden. Bemerkenswerter-
weise ergaben bei der Zelllinie RD in unserer Studie bereits Konzentrationen
deutlich unter dem ermittelten IC50-Wert eine effektive Inhibition der Migration.
Bei der eRMS-Zelllinie war die Kombinationsbehandlung, bezuglich einer vermin-
derten Migration, der Behandlung mit CUR uberlegen, bei der aRMS-Zelllinie hin-
gegen der Behandlung mit VCR. Dies ist in dem Sinne tberraschend, da sich die
aRMS-Zellen in Viabilitdts-Assays sensitiver gegentiber der Behandlung mit VCR
zeigten [82, 136] und gibt Hinweise auf andere, bisher unbekannte molekulare
Mechanismen von CUR, welche weiterer Untersuchung bedurfen. Die Ergeb-
nisse der effektivsten Behandlungszeit von 30 h (RD) bzw. 48 h (RH30) lassen
sich gut im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Zellteilungsraten der
RMS-Zelllinien erklaren, wobei die Verdopplungszeit von RD-Zellen bei 23 h und
die von RH30 bei 37 h liegt [136]. Roma et al. verwendeten ebenfalls die Zelllinie
RH30 im Wound Healing Assay und zeigten bei gleichen Aufnahmezeiten ohne
Behandlungserfolg eine qualitativ &hnliche Migration der Zellen [145]. Sie wiesen
aulRerdem eine Korrelation zwischen dem Notch-Signalweg und der Invasivitat

sowie Mobilitdt von RMS-Zelllinien nach [145]. Bereits andere Studien belegten,
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dass CUR den Notch-1-Signalweg in Tumoren wie dem Prostatakarzinom und
dem Osteosarkom, inhibiert [146, 147].

In dieser Studie wurde keine molekulare Ursache der Inhibition der Migration un-
tersucht, jedoch ware die Analyse der Notch-Signalproteine fur die Zukunft eine
lohnenswerte Untersuchung. Die Ergebnisse unserer Untersuchung sehen wir
als relevant, da die gerichtete Migration ein Bestandteil der Metastasenbildung
ist [148] und die meisten Patienten bei einem Ruckfall des RMS unter einem Lo-
kalrezidiv leiden [82]. CUR als potentieller Regulator des Metastasierungspoten-
tials vom RMS ware ein erfolgversprechendes Medikament, um Ruckfélle in Zu-

kunft zu vermeiden.

3. CUR fuhrt zur Abnahme des Koloniebildungspotentials bei RMS-Zelllinien

Ein weiterer Ansatz zur Einschatzung des Metastasierungspotentials von RMS-
Zellen sowie zur Abschatzung der Effektivitat der zytotoxischen Therapie mit
CUR war in dieser Studie der CFA. Hier liel3 sich bereits bei sehr niedrigen Kon-
zentrationen an CUR sowohl bei aRMS- als auch eRMS-Zellen eine konzentrati-
onsabhangige, signifikante Verminderung der Koloniebildungsrate feststellen.
Bemerkenswert ist der unterschiedliche zytotoxische Effekt verglichen mit den
IC50-Konzentrationen der Viabilitats-Assays — mit vielfach niedrigeren CUR-Kon-
zentrationen im CFA. Zwar stellt ersterer eine Hauptkomponente zur Ermittlung
der Effektivitat einer zytotoxischen Behandlung dar, jedoch lasst der CFA Hin-
weise darauf zu, dass selbst niedrige Konzentrationen eines Medikamentes be-
reits Einflisse auf Zellen — hier in Bezug auf Koloniebildung und damit Metasta-
sierungspotential — haben kénnen [82]. Ahnliche Ergebnisse der Inhibition der
Koloniebildung, mit einer zehnfach geringeren CUR-Konzentration als der IC50-
Wert, wurde auch bei Glioblastom-Stammzellen beobachtet [149]. Eine mdgliche
Hypothese hierfir konnte sein, dass CUR einen spezifischen Effekt auf Ziel-
Membranproteine im Piko- bis Nanomolarbereich hat und unspezifische Effekte
auf andere Membranproteine bei hoherer Dosierung, welche mit einer anderen

Pharmakologie einhergehen [150, 151].

Als Weiterentwicklung dieser Studie wéare es interessant, den Einfluss der Kom-

bination von CUR und VCR auf die Koloniebildungsfahigkeit von RMS-Zellen zu
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erforschen, da auch VCR in Studien einen deutlichen Effekt auf RH30- und RD-
Zellen zeigte [152].

4. Die Eigenfluoreszenz von CUR stellt ein geeignetes Instrument zur Darstel-

lung von zeitlichem Influx und Efflux bei RMS-Zelllinien dar

Ein groRes Problem fir den Einsatz von CUR als Tumormedikament stellt die
geringe Bioverfugbarkeit dar. Wie bereits in Kapitel 1.2 erwahnt sind dafur u. a.
eine eingeschréankte Gewebedistribution Ursache [53]. Es wurden verschiedene
Untersuchungen in dieser Studie durchgefuhrt, um die Mechanismen der Distri-
bution von CUR zeitlich und raumlich in vitro bei RMS-Zelllinien zu visualisieren.
Hierfiir wurde die Eigenfluoreszenz von CUR in der Durchflusszytometrie und

Immunfluoreszenz genutzt.

Mittels Durchflusszytometrie wurde fir die aRMS-Zelllinie RH30 zuerst festge-
stellt, dass sich die Eigenfluoreszenz von CUR in Kanélen wie PE und FITC so-
wie besonders ausgepragt in den ultravioletten Kanalen darstellen lasst und dem-
entsprechend auch Storfaktor dieser Kanale sein kann. Dies ergab ein Haupt-
Fluoreszenzspektrum von CUR zwischen 420 bis 578 nm, wobei die Fluoreszenz
in den aRMS-Zellen tberwiegend zwischen 510 und 578 nm lag. Diese Ergeb-
nisse bekraftigen die von Tsaplev et al. bestimmten Fluoreszenzwerte von in
DMSO gelostem CUR mit einem Emissionsmaximum bei 580 nm [153]. Ergan-
zend hatten Kunwar et al. festgestellt, dass die Aufnahme von CUR in Zellen
auch dessen Fluoreszenzspektrum verandern kann, da dieses sehr sensitiv fur
spezifische Umgebungsbedingungen wie z. B. verschiedene Protein- und Lipid-
komponenten ist [154]. Diese Ergebnisse legen nahe, fir jede neue Zelllinie ein
spezifisches Fluoreszenzspektrum anzulegen, bevor weitere Versuche oder eine
PDT durchgefuhrt werden. Als weitere Konsequenz wurden fir nachfolgende
Versuche der Durchflusszytometrie Antikdrper genutzt, welche keine Storsignale

in den beschriebenen Kanalen verursachen.

Ebenso lie3en sich die Ergebnisse der Influx-Efflux-Messung als zeitlicher Ver-
lauf von CUR-Aufnahme und -Abgabe in RMS-Zellen interpretieren. Die aRMS-
Zelllinie RH30 zeigte hierbei eine schnelle Aufnahme von CUR und spate Ab-
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gabe, erst nach 48 h. Hingegen wies die eRMS-Zelllinie RD zwar auch eine zi-
gige Aufnahme von CUR, jedoch ebenfalls eine schnelle Abgabe vier Stunden
spater auf. Die rasche zellulare Aufnahme von CUR innerhalb von ein bis zwei
Stunden in unserer Arbeit ist stimmig mit den Ergebnissen anderer Studien, in
denen eine Inkubationszeit von einer halben bis zwei Stunden bereits ausreichte,
um die max. zellulare Aufnahme zu erreichen [155, 154]. Die lange intrazellulare
Verweildauer von CUR in aRMS-Zellen kdnnte zu einer intrazellularen Akkumu-
lation von dieser Substanz fihren und damit das bessere Ansprechen in den Vi-
abilitats-Assays sowie die Abhéangigkeit der Behandlungseffizienz zur -dauer er-
klaren. Ebenso kénnte der bereits untersuchte konzentrationsabhéngige Effekt
der zellularen Aufnahme von CUR [154] zu diesem Unterschied zwischen den
Zellen gefiihrt haben, da aRMS-Zellen starkere Effekte bei niedrigerer Konzent-
ration im Vergleich zu eRMS-Zellen zeigten. Wie Kunwar et al. bereits zeigten,
nahmen Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen drei- bis achtmal so viel
CUR auf, was eventuell den Effekt der niedrigen oralen Bioverfugbarkeit kom-
pensieren konnte, da sich die zirkulierende Substanz vorzugsweise in Tumorge-
webe ansammelt [154]. Mittels neuer Transportsysteme wie Micellen, lasst sich
dieser Effekt auch auf andere Organsysteme ausweiten, wie in einer in vivo Stu-
die unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, bei der signifikante Werte an
CUR in Blut, Organlysaten und Tumorgewebe gefunden werden konnten [137].
Diese Kombination aus mizellarem CUR und generell erhéhter Aufnahme ins Tu-
morgewebe lasst sich mdglicherweise in Zukunft in der PDT als lokaltherapeuti-
sche MalRBhahme zunutze machen, um besonders Tumorrestgewebe, angerei-
chert mit dem Photosensibilisator CUR, zu zerstéren und umliegendes gesundes
Gewebe zu schonen [82].

Mittels zweiphasiger Immunfluoreszenzaufnahme konnten wir in dieser Studie
einen ersten qualitativen Uberblick tGber die raumliche Verteilung von CUR in
RH30-Zellen, als Beispiel fur das aRMS, geben. Auch hier zeigte sich die starkste
Intensitat, verteilt Gber die ganze Zelle mit einer perinukle&dren Verstarkung, nach
einstiindiger CUR-Behandlung. Nach 48 h machte sich aul3erdem eine Kernfrag-
mentierung bemerkbar, welche Hinweise auf die Einleitung von Apoptose oder
Nekrose geben konnte. Da die Untersuchung qualitativ durchgeftihrt wurde und
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zudem das Phenolrot des Zellkulturmediums ebenfalls im FITC Kanal emittierte,
sind diese Ergebnisse lediglich ein Hinweis auf mdgliche Verteilungsmuster von
CUR intrazellular in aRMS-Zellen. Eine Differenzierung zwischen Zellmembran
und Zytosol lasst sich dabei kaum nachweisen. Auch in anderen Studien ergab
sich ein ahnliches Verteilungsmuster von CUR mit absteigender Haufigkeit an
der Zellmembran, dem Zytoplasma, dem Zellkern und den Mitochondrien sowie
eine Intensitat, die nach kurzer Zeit inr Maximum erreichte und im zeitlichen Ver-
lauf absank [154]. Sun et al. hatten ebenfalls eine schnelle Aufnahme von CUR
in Tumorzellen mittels Fluoreszenzmikroskop feststellen kdnnen, mit einem Ma-
ximum nach bereits 10 min und einem vollstandigen Auswaschen nach 12 h
[155].

Die Verteilung von CUR uber die Zeit in verschiedenen Zellkompartimente [154],
konnte in nachfolgenden Studien entweder mittels Live Cell Imaging-Technik
oder Aufnahmen mehrerer Behandlungszeitraume nachverfolgt werden, um
eventuell eine sehr friihe Anreicherung an die Zellmembran zu detektieren, die
fur CUR als lipophiles Molekiil typisch ware. Die Fragmentierung der Zellkerne
und eine generelle Abnahme der Zelldichte sind typische Veranderungen durch
Apoptose, welche sich durch weitere fluoreszenzmikroskopische Farbungen
(z. B. Hoechst Staining) spezifisch darstellen lassen konnten [156]. Dies ware
eine Weiterentwicklung dieses Versuchsaufbaus und fiir einen besseren Nach-
weis der Apoptoseinduktion, neben der Ausweitung auf andere RMS-Zelllinien
und der Verwendung von phenolrot-freiem Zellkulturmedium fir zukinftige Un-

tersuchungen empfehlenswert.

5. CUR besitzt ein geringes Potential zur Resistenzbildung bei RMS-Zelllinien

Die sog. MDR ist auch beim RMS ein bekanntes Phanomen [18, 157], dessen
Entstehung vielfaltige Ursachen wie u. a. ein gesteigerter Medikamentenaus-
strom, Anderung der Medikamenten-Ziele, Resistenz gegeniber Apoptose, epi-
genetische Veranderungen oder Vorhandensein von Tumorstammzellen haben
kann [158]. Fur das RMS konnten u. a. fur die Zelllinien RD und RH30 eine ge-
steigerte MDR fur VCR, bedingt durch eine p53-Mutation oder Veranderungen
der ABC Proteine P-GP, MRP und LRP, belegt werden, welche abh&ngig vom
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histologischen Subtyp ist [159, 157, 160]. CUR zeigte hierbei in diversen Studien
bereits eine Erhéhung der Chemosensitivitat durch positiven Einfluss auf eine
Vielzahl der genannten MDR-Mechanismen wie z. B. das Wiedererlangen der
defekten Apoptosemechanismen, die Modulation von Medikament-Ziel-Interakti-
onen, die Beschrankung von uberexprimierten Uberlebens-Signalwegen sowie
dem mal3geblichen Einfluss auf Tumorstammzellen [55]. In unserer Studie unter-
suchten wir, ob CUR unter Langzeitbehandlung ebenfalls das Potential der MDR-
Induktion besitzt. Hierbei beobachteten wir bei beiden Zelllinien eine geringfiigige
Induktion einer Chemoresistenz mit 1,3-fach héheren IC50-Werten von CUR. Ro-
miti et al. fanden eine &hnliche Abnahme der Zytotoxizitat von CUR in ihrer Un-
tersuchung mit Ratten-Hepatozyten, welche sich jedoch durch Kombination mit
DMSO oder Verapamil vollstandig reversibel zeigte [161]. Eine mégliche Ursache
fur diese Ergebnisse kénnte in der Fahigkeit von CUR zur P-GP Bindung liegen,

die eine Medikamentenresistenz indizieren kann [161].

In weiterfihrenden Studien ware es spannend, die beobachtete Resistenzent-
wicklung von CUR auch in vivo zu untersuchen, um einer MDR von CUR entge-
genzuwirken. Die bisherigen Daten sprechen jedoch vorwiegend fiir eine gene-
relle Abnahme der MDR von Chemotherapeutika wie u. a. VCR durch die Kom-
bination mit CUR [162, 158].

6. CUR und die Kombination mit den Standardzytostatika VCR und DAC fiihrt

zur Apoptoseinduktion und Chemosensitivitat bei RMS-Zelllinien

Wie bereits erwahnt hat neben der Modulation der ABC-Transporter auch die
Resistenz gegen Apoptose einen maf3geblichen Anteil an der Entwicklung einer
MDR und ist daher ein typisches Merkmal von RMS mit schlechtem Therapiean-
sprechen [163]. Die Induktion von Apoptose durch bereits geringe Konzentratio-
nen von CUR konnten wir in dieser Studie zeigen. Mehr noch zeigten weder VCR
noch DAC in niedrigen Konzentrationen eine signifikante Apoptoseinduktion.
Daruber hinaus konnten wir nachweisen, dass die Kombination von CUR mit den
Zytostatika VCR bzw. DAC zu einen zusatzlichen Anstieg des Apoptosemarkers
fuhrte [82], welcher der Behandlung mit VCR/DAC statistisch Giberlegen war. Be-
sonders sensitiv zeigte sich die eRMS-Zelllinie RD auf die Kombination mit VCR,
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was erwarten lasst, dass das bereits beschriebene, geringere Ansprechen dieses
histologischen Subtyps [136] durch CUR verbessert werden kdnnte. Die Induk-
tion von Apoptose als eine antikanzerogene Eigenschaft von CUR, wurde bereits
mehrfach bei verschiedenen soliden Tumoren sowie bei den RMS-Zelllinien
RH30 und RH1 beobachtet [82, 131, 164-166]. Wahrend Beevers et al. einen
proapoptotischen Effekt von CUR bei einer Konzentration von 20 uM beschrie-
ben, konnten wir in dieser Studie &hnliche, konzentrationsabhéngige Effekte be-
reits ab ca. der Halfte (RD) bzw. ein Drittel (RH30) der o. g. CUR-Dosis hachwei-
sen [131, 82]. Als Vergleich konnte in dieser Studie kein Anstieg des Apoptose-
markers durch CUR bei humanen Skelettmuskelzellen festgestellt werden, was
mit den Ergebnissen von klinischen Studien, in denen keine Toxizitat von CUR
nachgewiesen werden konnte, tbereinstimmt [61, 62].

Eine Limitation unseres Apoptose-Assays war die eingeschrankte Nutzung des
Nekrosemarkers Propidiumiodid (P1) aufgrund einer Uberlappung der Emissio-
nen von CUR und des PI-Farbstoffes im PE-Kanal [82]. Dadurch konnte keine
Differenzierung von Apoptose und Nekrose dargestellt werden, was jedoch von
Relevanz ware, da eine erhdhte Nekrosebildung mit der Gefahr eines Tumorly-
sesyndroms einhergehen kénnte [167] und daher auch bei neuen Therapiekom-
binationen vermieden werden sollte. Ein weiterer Faktor, der in dieser Studie
nicht weiterverfolgt wurde, ist der molekulare Mechanismus, welcher der
Apoptoseinduktion durch CUR zugrunde liegt. Interessant waren hierbei moleku-
lare Ziele wie Expression der ABC-Transporter (z. B. MDR1), Einfluss auf pro-
und antiapoptotische Proteinexpression (z. B. Bcl-2, Bax) sowie ein mdglicher
Einfluss auf die p53-Regulation und Modulation von Signalwegen und Tu-
morstammzellen, da diese bereits in diversen Studien untersucht und die Ergeb-
nisse in diesem aktuellen Review zusammengefasst wurden [158]. In einer Un-
tersuchung unserer Arbeitsgruppe wurde bereits der Einfluss von CUR auf den
NF-kB-Signalweg bezuglich einer Apoptosemodulation untersucht und zeigte
eine verminderte Genexpression in der RT-PCR bei kindlichen epithelialen Le-
bertumoren [137]. Die oben erwahnten moéglichen Targets sollen in nachfolgen-

den Studien weiter untersucht werden.
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7. CUR beeinflusst die fiir das RMS relevanten Zellsignalwege NF-kB und WNT

Betrachtet man die Vorgange der Homoostasis einer gesunden Skelettmuskel-
zelle sowie deren Entwicklung (Myogenese), lassen sich diverse, wichtige Zell-
signalwege charakterisieren. Einer davon ist der MAPK-Signalweg, welcher zur
Aktivierung der Differenzierung beitragt und tiber den JNK-Signalweg die Prolife-
rationsférderung antagonisiert. Ferner wird Gber Insulin/Insulin-like growth factor
(IGF) I und indirekt Gber mTOR der PI(3)K/AKT-Signalweg aktiviert, der die Pro-
teinsynthese und myotubulare Hypertrophie anregt. Zusatzlich stimuliert auch der
WNT-Signalweg die Myogenese, myogene Differenzierung und Muskelregene-
ration, u. a. vermittelt durch B-Catenin. Eine negative Ruckkopplung erfolgt vor-
wiegend durch den Notch-Signalweg und laut neueren Untersuchungen ebenfalls
durch den klassischen NF-kB-Signalweg [168]. Es wird vermutet, dass das RMS,
aufgrund seines myogenen Phanotyps und der Expression bestimmter Marker
(MyoD, Myogenin), haufig vom Skelettmuskel abstammt [169, 170], sich jedoch
der vollstandigen Differenzierung entzieht [171]. Eine mogliche Ursache hierfur —
beim aRMS - betrifft die Folgen der Pax 3 bzw. 7-FKHR-Fusion, da diese die
terminale Muskeldifferenzierung fraktioniert unterdriickt [171]. Zusatzlich kommt
es zu einer Resistenz gegentber AKT [172] sowie einer Hemmung der Apoptose
durch die Hochregulierung antiapoptotischer Proteine wie Bcl-xI [173]. Fir die
terminale Differenzierung der Skelettmuskelzelle entscheidend ist der — als
Hauptschalter fungierende - skelettmuskelspezifische Transkriptionsfaktor
MyoD, welcher beim RMS typischerweise verandert ist [171]. Die Aktivierung von
NF-kB durch den Transkriptionsfaktor AKT [174] verstarkt die negative Regula-
tion der myogenen Differenzierung zudem epigenetisch durch Verminderung der
miR-29 Expression [175, 176]. In Anbetracht dieser Ergebnisse wurden in dieser
Untersuchung zunéchst die Signalwege der NF-kB und WNT anhand der fusi-
onspositiven aRMS-Zelllinie RH30 und der MyoD-positiven eRMS-Zelllinie RD

untersucht.

NF-kB ist ein ubiquitér vorliegender Transkriptionsfaktor, der eine bedeutende
Rolle fir das angeborene Immunsystem sowie Zelliberleben, -proliferation
und -differenzierung einnimmt [168]. Dabei handelt es sich um eine Familie von

dimeren Transkriptionsfaktoren, die von funf Genen codiert wird: NF-kB1 (p105/
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p50), NF-kB2 (p100/p52), RelA (p65), RelB und c-Rel [177]. Die Aktivierung von
NF-kB wird durch den IkB-Kinase-Komplex gesteuert, welcher entweder den
klassischen (kanonischen) Signalweg tber TNF-a einleitet oder mittels alternati-
vem (nicht-kanonischem) Signalweg die Transkription von diversen anderen NF-
kB-Zielgenen fordert [168]. Aktivatoren von NF-kB sind vielzahlige Stimuli, u. a.
Zytokine, Infektionen, Apoptoseinduktoren (Chemotherapeutika), Stress [178]
sowie Wachstumsfaktoren und Kinasen [177]. Wie bereits beschrieben, ist NF-
KB ein elementarer Bestandteil der Muskel-Homdostase und spielt dabei insbe-
sondere bei Pathologien der Muskelentwicklung eine wesentliche Rolle. So ist er
in den eRMS-Zellen RD12 und RD18 auch nach Induktion der Differenzierung
nicht herunterreguliert und korreliert damit z. B. mit dem Potential zur Metasta-
senbildung [179, 180].

In unserer Studie zeigte die NF-kB-Expression lediglich nach langfristiger Inku-
bation bei den eRMS-Zellen eine leichte Abnahme unter Einfach- und Kombina-
tionsbehandlung mit CUR. Auch Berger et al. konnten in ihrer Studie zur Unter-
suchung des Einflusses von NF-kB auf die myogene Differenzierung von eRMS-
Zellen keinen Effekt von CUR auf den Transkriptionsfaktor NF-kB feststellen und
vermuten, dass dessen Effekte der Proliferationshemmung und Apoptoseinduk-
tion anderen Ursprungs seien [179]. Auf der anderen Seite wurde der inhibitori-
sche Effekt von CUR auf den NF-kB-Signalweg schon vielfach belegt und in Stu-
dien zusammengefasst [35]. Dass dieser Signalweg in PAX3/7-FKHR-positiven
Zellen aufgrund einer Aktivierung des PISK/AKT-Signalweges hochreguliert und
damit dysfunktional ist [181], kbnnte eine mdgliche Ursache des fehlenden An-
sprechens auf CUR bei den fusionspositiven RH30-Zellen sein. Auch Deeb et al.
fanden eine fehlende Inhibition von NF-kB durch CUR bei tGberexprimiertem, kon-
stitutiv aktivem AKT1 [182]. Eine andere Ursache kdnnte in der Methodik bzw.
der Wahl des untersuchten Zielmolekiils liegen, da auch die fusionsnegative Zell-
linie RD nur eine geringe Veranderung des Expressionsmusters zeigte. Moglich
wére daher eine Untersuchung der verschiedenen Akteure des NF-kB-Signalwe-
ges z. B. der Modulation von den inhibitorischen Proteinen IkB-a, IkB- und IkB-

€ [179] oder Veranderungen der Expression von Zielgenen wie z. B. COX2, NOS
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oder MMP-9 [35]. Eine alternative Methode ware, neben dem Western Blot, auch
die Messung der mRNA mittels RT-PCR.

Der WNT-Signalweg ist maf3geblich an der Skelettentwicklung beteiligt. Haupt-
akteur dieses Signalweges ist der multifunktionale nukleare Transkriptionsfaktor
B-Catenin, welcher in Zellumwandlung und Myogenese sowie Zellproliferation, -
migration, und -tod involviert ist [124]. Seine Dysregulation wiederum beeinflusst
Tumorinvasion und -metastasierung in diversen Tumoren, u. a. dem RMS [183,
124]. In Abwesenheit von WNT-Liganden liegt das zytoplasmatische p-Catenin
gebunden innerhalb eines Multiproteinkomplexes (,destruction complex®) vor,
worin es mit APC und Axin interagiert und von der Caseinkinase 1a und der Gly-
kogen-Synthase-Kinase-3 3 (GSK-3B) phosphoryliert ist. Durch die Phosphory-
lierung wird es nachfolgend ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut, wodurch
der zytosolische B-Catenin-Spiegel niedrig gehalten und die Expression von
WNT-spezifischen Zielgenen im Kern unterdrtickt wird [183]. Mutationen von Pro-
teinen, welche fur die Stabilitat des B-Catenin sorgen (z. B. APC) kdnnen daher
mit Tumorprogression vergesellschaftet sein [183]. Bei Anwesenheit von kanoni-
schen WNT-Liganden transloziert Axin an die Plasmamembran und inaktiviert
somit den ,destruction complex”. B-Catenin wird hierdurch im Zytoplasma stabi-
lisiert und verlagert sich in den Zellkern, wo es indirekt die Expression der WNT-
Zielgene aktiviert [183, 184]. Diese sind z. B. Cyclin D1, c-Myc und Matrix-Me-
talloproteasen [185]. Der hemmende Einfluss von CUR auf den Schlissel-Tran-
skripitionsfaktor B-Catenin wurde bereits bei einigen Tumorarten (z. B. kolorekta-
les Karzinom, Prostatakarzinom, Mammakarzinom und Osteosarkom) untersucht
und als potentielles Target zur Apoptoseinduktion und Proliferationshemmung in
der Tumortherapie deklariert [186-189]. Annavarapu et al. beleuchteten die zent-
rale Rolle des WNT-Signalweges, mit dessen Hauptakteuren B-Catenin, GSK-
3B, Axin-1, LRP-6 und Cadherinen, u. a. auch bei den RMS-Zelllinien RD und
RH30 [124]. Ob der WNT-Signalweg im RMS wirklich Gberexprimiert ist, steht im
Konflikt verschiedener Quellen, welche diesen z. B. fiir das eRMS entweder be-

legen oder widerlegen [190, 191].

Auch in unserer Studie manifestierte sich — ausgepragt nur bei langfristiger Inku-

bation von CUR alleine — eine konzentrationsabhangige Abnahme der 3-Catenin-
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Expression bei beiden RMS-Zelllinien RD und RH30. Bei letzterer verstarkte sich
dieser Effekt au3erdem durch die Kombination mit VCR. Die inhibitorische Wir-
kung von CUR auf 3-Catenin zeigten ebenfalls Prasad et al. beim Mamma-Kar-
zinom, wobei hier wesentlich hohere Konzentrationen von CUR mit 20 uM ge-
nutzt wurden, bei signifikanter, zeitabhé&ngiger Reduktion der Proteinexpression
ab einer Inkubation von 3 bis 6 h [189]. Die nahezu halbierte CUR-Konzentration
in unserer Studie konnte die Notwendigkeit einer langeren Behandlungszeit zur
Modifikation der Proteinexpression dieses Signalweges erklaren. Das minimale
Ansprechen der Zelllinie RD unter Kombinationsbehandlung bereits nach 2 h gibt
hierfir einen moglichen Hinweis. Leow et al. untersuchten die Wirkung von CUR
ebenfalls nach 24 h, mit der hohen Konzentration von 20 uM bei Osteosarkom-
zelllinien, und fanden neben einer konzentrationsabhangigen Verminderung der
B-Catenin-Expression zusatzlich heraus, dass diese Verminderung lediglich das
nukleare B-Catenin betraf [188]. In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe
fand sich unter CUR-Behandlung ebenfalls ein Shift von B-Catenin aus dem Nuk-
leus in Zytoplasma und Zellmembran in der Konfokalmikroskopie bei héheren
Konzentrationen CUR sowie eine Abnahme der p-Catenin-mRNA in der RT-PCR
bereits unter niedrigerer Konzentration von CUR bei HepG1 Zellen [137]. Diese
Spezifizierung wurde in unserem Fall nicht durchgefiihrt, kdnnte aber fir zukinf-

tige Untersuchungen interessant sein.

Die Ergebnisse dieser Studie sind insofern relevante Ergebnisse, da die Wirkung
von CUR auf den WNT-Signalweg beim RMS nach unserem Wissenstand hier
erstmals untersucht wurde. In nachfolgenden Untersuchungen sollen daher wei-
tere Zielmolekiile dieses Signalweges wie Cadherine, Axin-1/2 oder LPR6 naher
betrachtet werden [124]. Aul3erdem sollte der Effekt von CUR als hemmend oder
aktivierend auf die WNT-Expression anhand weiterer RMS-Zelllinien untersucht

werden.

Dank dieser Vorversuche konnten erste Effekte von CUR auf diese — besonders
fur die fehlende Differenzierung der RMS-Zellen — relevanten Signalwege WNT
und NF-kB nachgewiesen werden und sollen daher in zukiinftigen Untersuchun-

gen weiterverfolgt werden.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend konnten wir in dieser Studie zeigen, dass bereits die Behand-
lung mit CUR zu einer effektiven Abnahme der Zellviabilitdt von RMS-Zelllinien
fuhrt. Dies zeigte sich sowohl fur das alveolare als auch das embryonale Rhab-
domyosarkom bei den Zelllinien RH30, RD und SRH. Die zytotoxischen Effekte
waren konzentrationsabhéngig und, je nach Zellteilungsrate, unterschiedlich ab-
hangig von der Behandlungsdauer sowie mit besonders niedrigen IC50-Werten
bei der aRMS-Zelllinie assoziiert. Erstaunlicherweise zeigten sich bezuglich einer
Senkung der Viabilitat zwei von drei Zelllinien sensitiver auf die Behandlung mit
CUR als auf die Behandlung mit den Standardchemotherapeutika. Durch die
Kombination mit den Zytostatika VCR oder DAC — die beide bei alleiniger Gabe
nur geringe zytotoxische Effekte aufwiesen — konnte die Zellviabilitat zusatzlich
deutlich gesenkt werden, wobei grofdtenteils synergistische Medikamenteninter-
aktionen impliziert werden. Damit lie3 sich erstmalig nach unserem Wissens-
stand eine zytostatikasparende Wirkung von CUR beim RMS in vitro nachweisen.
Dies kdnnte zum einen den Vorteil chemopraventiver Effekte bieten, zum ande-
ren eine Einsparung von hohen Dosen CUR, welche selbst in mizellarer L6sung

notig sind, um einen ausreichend hohen Blutplasmaspiegel zu erreichen.

Als Alternative zur Pravention von Lokalrezidiven hat sich die Kombinationsbe-
handlung aus CUR und PDT in vitro als hochst vielversprechend erwiesen. Hier-
mit konnte die CUR-Konzentration um das nahezu achtfache gesenkt werden,
wahrend die Behandlung an humanen Skelettmuskelzellen — bei gleicher CUR-

Dosis — keine vergleichbaren, zytotoxischen Effekte zeigte.

Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass CUR bereits in niedrigeren Kon-
zentrationen als der IC50-Wert das Migrations- und Koloniebildungspotential ver-
mindert. Da dies beides Mechanismen der Metastasenbildung und Tumorinvasi-
vitat sind, sind diese Ergebnisse besonders relevant fir die Pravention von Tu-
morprogression und -rezidiven durch CUR als potentielles Therapeutikum. Die
bis zu zehnfach niedrigeren CUR-Konzentrationen stellen einen alternativen
Nachweis zytotoxischer Effekte dar, welcher sich pharmakologisch z. B. durch

eine Interaktion mit Ziel-Membranproteinen erklaren lassen konnte.
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Um die Wirkung und Zielstrukturen von CUR besser nachvollziehbar zu machen,
konnten wir in dieser Studie erfolgreich die Eigenfluoreszenz dieser Substanz in
der Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz nutzen. Dabei liel3 sich feststel-
len, dass die Aufnahme von CUR in die RMS-Zellen rasch erfolgt und bei den
eRMS-Zellen ebenfalls rasch wieder ausgewaschen werden kann, wahrend die
Effluxmechanismen bei aRMS-Zellen langsamer ablaufen. Qualitativ prasentierte
sich ein Verteilungsmuster von CUR im Zytosol und perinuklear bei aRMS-Zellen,
nicht jedoch nuklear. Dies konnte bedeuten, dass die Wirkung von CUR Uber
Membranproteine und zytosolische Proteine vermittelt wird und somit indirekt auf

Translation und Transkription wirkt.

In dem in vitro Modell einer Langzeitbehandlung mit CUR liel3 sich bei den Zellli-
nien RH30 und RD nur eine geringfligige Abnahme der Zytotoxizitat — als Zeichen
einer Resistenz gegeniber CUR — indizieren, die bei den eRMS-Zellen auch erst

bei hohen Konzentrationen von CUR auftrat.

Weiterhin demonstrierten wir in dieser Studie die effektive Induktion von
Apoptose durch CUR alleine und in Kombination mit den Zytostatika VCR und
DAC bei den RMS-Zelllinien RD und RH30, welche einen mdglichen Mechanis-
mus fir die Ergebnisse der Viabilitats-Assays liefern und auch die Fahigkeit der
Chemosensitivierung erklaren kénnten. Die alleinige Behandlung mit Zytostatika,
sowie die Behandlung bei SKMC-Zellen, zeigten hingegen keine Induktion von
Apoptose. In ersten Versuchen konnten wir als weitere molekulare Mechanismen
den Einfluss von CUR auf einige der fur die Tumorentstehung des RMS relevan-
ten Signalwege bestatigen. Dies betraf die Signalwege NF-kB und WNT, wobei
es zu einer Abnahme der Proteinexpression von 3-Catenin bei aRMS und eRMS-

Zellen und geringfligig auch von NF-kB bei eRMS-Zellen kam.
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ANHANG

3.4.2 Vergleich von CUR-Influx und —Efflux bei RMS-Zelllinien:
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Anhang

Abbildung Anhang 1: CUR-Influx und —Efflux bei RD-Zellen: Darstellung als PE Histo-

Dargestellt sind die Mediane von PE als Histogramm (grau) von der eRMS-Zelllinie RD unter Behandlung
mit 5 ug/ml CUR im zeitlichen Verlauf (0-48 h). Ab 4 h Messzeit ist der Efflux dem Influx gegenlibergestellit.

Tabelle Anhang 1: Statistische Auswertung des Vergleiches Efflux vs. Influx bei RD-Zellen

Dargestellt sind die Mittelwerte von Efflux (E) und Influx (1), der SEM, die Anzahl der Versuchsreihen (n) und
die p-Werte des Vergleiches von Influx vs. Efflux (nMFI) zu den verschiedenen Messzeitpunkten.

RD Mittelwert SEM (+/-)  Anzahl (n) p-Wert

4 h E: 1,010 E: 0,031 3 < 0,0001
I: 1,399 I: 0,150

6 h E: 0,995 E: 0,022 3 < 0,0001
I: 1,356 I: 0,148

24 h E: 1,022 E: 0,011 3 < 0,0001
I: 1,388 I: 0,180

48 h E: 1,070 E: 0,020 3 < 0,0001
I: 1,431 I: 0,253

Tabelle Anhang 2: Statistische Auswertung des Vergleichs Efflux vs. Influx bei RH30-Zel-

Dargestellt sind die Mittelwerte von Efflux (E) und Influx (1), der SEM, die Anzahl der Versuchsreihen (n) und

len

die p-Werte des Vergleiches von Influx vs. Efflux (nMFI) zu den verschiedenen Messzeitpunkten.

RH30 Mittelwert SEM (+/-) Anzahl (n) p-Wert
4 h E: 1,012 E: 0,004 3 0,7054
I: 1,064 I: 0,024
6 h E: 1,018 E: 0,007 3 0,7773
I: 1,072 I: 0,025
24 h E: 1,039 E: 0,016 3 > 0,9999
I: 1,059 I: 0,021
48 h E: 1,054 E: 0,007 3 0,0012
I: 1,195 I: 0,054
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Abbildung Anhang 2: CUR-Influx und —Efflux bei RH30-Zellen: Darstellung als PE Histo-
gramm

Dargestellt sind die Mediane von PE als Histogramm (grau) bei der aRMS-Zelllinie RH30 unter Behandlung
mit 5 pg/ml CUR im zeitlichen Verlauf (0-48 h). Ab 4 h Messzeit ist der Efflux dem Influx gegentibergestellit.
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