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1. Einleitung

1.1 Das Rhabdomyosarkom (RMS)

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie des RMS

Mit einer jahrlichen Inzidenzrate von 4,5 Fallen pro eine Million Menschen (im Alter
von 0 bis 20 Jahren) ist das RMS der vierthaufigste solide Tumor im Kindes- und
Jugendalter. 7,4 % aller malignen Tumorerkrankungen bei Kindern und Jugendlichen
unter 20 Jahren sind Weichteilsarkome, und im Alter von 0 bis 14 Jahren ist das
RMS der haufigste Vertreter dieser Tumorentitat (1).

Es ist wenig bekannt Uber die das RMS beglnstigenden Risikofaktoren. Einige
Erbkrankheiten und Syndrome sind mit einem erhoéhten Risiko fur das RMS
assoziiert. Hierzu zadhlen das Li Fraumeni Syndrom (2, 3), das Costello-Syndrom (4),
das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (5) und die Neurofibromatose Typ 1 (6). Eine vor
kurzem veroffentlichte Studie deutete des Weiteren darauf hin, dass ein hohes
Geburtsgewicht mit einem erhéhten Risiko fir RMS einhergeht (7).

RMS-Zellen ahneln sowohl unter morphologischen Gesichtspunkten als auch im
Hinblick auf die Expression muskelspezifischer Gene gesunden fetalen Muskelzellen
vor der somatischen Innervation. Gemeinsamkeiten sind die Expression der Gene
der MRF-Familie (muscle regulatory factor), die Expression der fur Skelettmuskel
spezifischen Strukturproteine (8) sowie die Expression der Transkriptionsfaktoren
PAX3 und PAX7.

PAX3 und PAX7 sind kennzeichnend fur Muskelprogenitorzellen und entscheidend
an deren Weiterentwicklung zur  Skelettmuskelzelle beteiligt. Fehlen  diese
Transkriptionsfaktoren, kommt es zu einem Differenzierungs-Arrest wahrend der
Entwicklung von der Progenitorzelle zur reifen Muskelzelle (9). Bei den
verschiedenen RMS-Subtypen finden sich spezifische Veranderungen im Bereich der
genannten Transkriptionsfaktoren (siehe Abschnitt 1.1.2).

1.1.2 Klassifikation des RMS

Die Klassifikation des RMS erfolgt anhand histopathologischer Merkmale.

Mittels morphologischer und immunhistochemischer Kriterien lassen sich insgesamt
vier Subtypen klar voneinander differenzieren. Diese sind das RMA (alveolare RMS),

das RME (embryonale RMS) vom Spindelzelltyp, das RME vom botroyiden Typ und
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das klassische RME. Die Unterscheidung dieser Subtypen ist aus prognostischer
Sicht wichtig und gewinnt aus therapeutischer Sicht zunehmend an Bedeutung (10).
(Naheres dazu in Abschnitt 1.1.3)

Bei allen RMA ist eine PAX-FOXO1 (paired box protein-forkhead box1) Translokation
nachweisbar (11). Die haufigste Translokation ist dabei die PAX3-FKHR (paired box
protein 3-forkhead transcription factor) Translokation entsprechend t(2;13)(g35;914).
Seltener kommt die Translokation PAX7-FKHR entsprechend t(1;13)(p36;q14)
vor (12).

Alle Translokations-negativen RMS werden zu den verschiedenen Subtypen des
RME gezahlt (11). Beim RME kann hingegen meist ein vermehrt exprimiertes PAX7-

Gen nachgewiesen werden (8, 11).

1.1.3 Prognose und Therapie des RMS

Da es sich bei dem RMS um eine sehr seltene Erkrankung handelt, wird das RMS in
der Regel im Rahmen von gro3en multizentrischen Studien oder nach Empfehlungen
der entsprechenden Studiengruppen behandelt.

In den USA und Kanada ist das die Children’s Oncology Group (COG), die im Jahr
2000 aus dem Zusammenschluss der Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS)
mit drei anderen unabhangigen Studiengruppen entstand.

In Deutschland, Osterreich, Polen, Schweden und der Schweiz werden die klinischen
Studien von der CWS (Coorperativen Weichteilsarkom Studiengruppe) geleitet. Die
CWS, eingerichtet von der GPOH (Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie und
Hamatologie), leitet die Studien zur Optimierung von Diagnostik, Behandlung und
Nachsorge des RMS.

Bis 2009 war die Therapieoptimierungsstudie CWS-Studie 2002 aktiv. Das Protokoll
zu dieser Therapieoptimierungsstudie wurde in Zusammenarbeit mit der Italiano
Gruppo Cooperativo und der International Society of Paediatric Oncology (SIOP)
entworfen. Neben den Therapieschemata sind in diesem Protokoll Kriterien zur
Risikostratifizierung der Erkrankung festgelegt. Eine Ubersicht tiber die Einteilung in
vier Risikogruppen gibt Tabelle 1 (13).

Bei der Risiko-Einteilung nach dem CWS-2002-Protokoll werden der histologische
Subtyp, das IRS-Stadium (Intergroup Rhabdomyosarcoma Study), die Lokalisation
des Primartumors, der Lymphknotenstatus, die GroRe des Primartumors und das

Patientenalter bei Diagnosestellung bertcksichtigt.



Tabelle 1: Risikostratifizierung der CWS-2002 P (13)

Risiko Histologie Lokalisation | Lk-Status TumorgroRRe/ IRS-
Patientenalter Stadium
Niedrig RME irrelevant NO <5cm u. |
<10 Jahre
Standard RME irrelevant NO >5cm u./o. |
> 10Jahre
RME gunstig* NO irrelevant I,
RME ungunstig** NO <5cmu. I, 1
<10 Jahre
Hoch RME gunstig* N1 <5cm u. I,
<10 Jahre
RME ungunstig** NO, N1 > 5cm u./o. L1
> 10Jahre
RMA irrelevant NO irrelevant [, I,
Sehr RMA irrelevant N1 irrelevant I, 1, 1v
hoch

*gunstige Lokalisation: Orbita (ohne kndcherne Infiltration), Kopf und Hals (nicht parameningeal), Urogenitaltrakt
(nicht Blase oder Prostata)

**unglnstige Lokalisation: Orbita mit knécherner Infiltration, Urogenitaltrakt mit Beteiligung Blase oder Prostata,
Kopf, Hals, Extremitaten und alle die nicht giinstig sind.

Die Histologie des RMS wird beriicksichtigt, da das RME, welches 75 % aller RMS-
Falle ausmacht, mit einer Gesamt-5-JUR (Jahresiiberlebensrate) von 68 %
insgesamt eine deutlich bessere Prognose hat als das RMA mit einer Gesamt-5-JUR
von 50 % (1).

Beziglich der Lokalisation des Primartumors wird zwischen gunstiger und
ungunstiger Lokalisation unterschieden. Zu den als gunstig betrachteten
Lokalisationen zahlen die Orbita (ohne kndcherne Infiltration), der Kopf und Hals
(nicht parameningeal) und der Urogenitaltrakt (ohne Blase oder Prostata). Alle
Ubrigen Lokalisationen werden als ungunstig bewertet.

Das RMS kann sich Uberall im Koérper manifestieren. Am haufigsten ist das RMS im
Kopf-Hals-Bereich und im Bereich des Urogenitaltraktes lokalisiert. Oft kommt es
auch im Bereich der Extremitaten vor. 23 % der RMS liegen am Kopf parameningeal,
9 % nicht parameningeal und 7 % orbital. An der Blase/Prostata sind 11 % aller
RMS-Tumoren lokalisiert und im udbrigen Urogenitaltrakt sind weitere 5 % (bei
Madchen) bis 12 % (bei Jungen) lokalisiert. Etwa 16 % der RMS-Tumoren treten
primar an den Extremitaten auf (14).

Das Alter des Kindes bei Diagnosestellung ist entscheidend, da die 5-JUR fiir Kinder
unter 5 Jahren bei 79 %, fur Kinder alter als 10 Jahre bei etwa 49 % liegt (1).



Das IRS-Stadium ist abhangig von der postchirurgischen Tumorausdehnung (siehe
Tabelle 2) (13).

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Rhabdomyosarkoms nach der Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (13)

IRS- Stadium | Definition

I RO-Resektion des Tumors (weder makroskopisch noch
mikroskopisch sichtbare Tumorreste), Lymphknoten nicht befallen

1 (T1) Organ-begrenzter Tumor
1 (T2) Nicht Organ-begrenzter Tumor
Il R1-Resektion des Tumors (keine makroskopisch sichtbaren
Tumorreste)
A Kein Befall regionarer Lymphknoten
Il B Regionare Lymphknoten befallen

1 R2-Resektion (makroskopisch sichtbare Tumorreste), oder nur
Biopsie mit Erguss in benachbarte Kérperhohle

v Fernmetastasen bereits bei Diagnosestellung oder Tumorbefall
Uberregionaler Lymphknoten

Bei der Behandlung des RMS im Rahmen der CWS-Empfehlungen ist das Ziel der
Behandlung stets die chirurgische Komplettresektion. Ist eine RO-Resektion initial
nicht mdoglich, wird zunachst eine neoadjuvante Chemotherapie empfohlen. Im
Anschluss daran erfolgt soweit moglich die chirurgische Resektion des Tumors. Eine
Tumor-Bestrahlung ist im Protokoll regelhaft vorgesehen. Nur in Ausnahmefallen,
zum Beispiel wenn eine chirurgische RO-Resektion méglich erscheint, wird auf eine
Bestrahlung verzichtet. In jedem Fall wird eine adjuvante Polychemotherapie
empfohlen (13, 15). Das Chemotherapie-Schema wird abh&ngig vom Risikoprofil des
Patienten festgelegt.

Auch wenn sich die Gesamt-5-JUR fiir Patienten mit RMS in den letzten 40 Jahren
enorm verbessert hat (von 25 % 1970 auf bis zu 70 % heutzutage) (16), haben
Patienten mit einem Rezidiv oder in fortgeschrittenen Stadien weiterhin eine sehr
schlechte Prognose. Die Daten der IRS-Group zeigen, dass die Gesamt-5-JUR fiir
Patienten mit Rezidiv nur etwa 17 % (26 % fur Patienten mit RME, 5 % fur Patienten
mit RMA) betragt (17).

Ein wichtiger Grund fur diese deutlich ungiinstigere Prognose ist das schlechte
Ansprechen der Tumoren auf Zytostatika. Ursachlich hierfir kann eine im Verlauf der
Therapie entstandene, beziehungsweise durch Selektion resistenter Zellen hervor

gerufene Chemoresistenz sein.
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1.2 Chemoresistenz und Moglichkeiten der Uberwindung

1.2.1 Ubersicht verschiedener Chemoresistenz-Mechanismen

Chemoresistenz kann generell auf zwei Ebenen entstehen, die voneinander zu
unterscheiden sind. Zum einen auf der Organismus-Ebene und zum anderen auf der
Zell-Ebene. Chemoresistenz auf Organismus-Ebene entsteht aufgrund einer
verminderten Bioverfugbarkeit oder einer Fehlverteilung von Zytostatika im
Organismus. In diesem Fall werden zum Beispiel durch verminderte Absorption oral
verabreichter Medikamente, durch vermehrten Abbau oder vermehrte Ausscheidung
der Pharmaka oder durch besondere Eigenschaften der tumorversorgenden
GefalRe (18) nur unzureichende Zytostatika-Konzentrationen im Tumorgewebe
erreicht. Die Tumorstruktur und die extrazellulare Matrix kdnnen ebenfalls zu einer
ungenugenden Verflugbarkeit von Zytostatika in der einzelnen Tumorzelle fuhren (19,
20).

Die davon abzugrenzende Chemoresistenz auf Zellebene wird durch genetische
sowie epigenetische Veradnderungen ausgel6st. Einige der bekannten zellularen
Resistenz-Mechanismen sind in  Abbildung 1 schematisch dargestellt und im
folgenden Abschnitt detailliert erlautert (21).

| o Ausschleusung

| Verminderter Einstrom  \ Aktivierung zytotoxischer Stoffe aus
| zytotoxischer Stoffe 7 der DNA- der Zelle

[

Reparatur-
Mechanismen é

Aktivierung
entgiftender
Systeme

Abbildung 1: Zellvermittelte Chemoresistenz-Mechanismen.

Der wichtigste, am intensivsten beforschte und fur die vorliegende Arbeit relevanteste
zellulare Chemoresistenz-Mechanismus ist die aktive Ausschleusung zytotoxischer
Stoffe mittels ATP-abhangiger ABC-Transporter (ABC=ATP binding cassette) (siehe
hierzu Abschnitt 1.2.2) (21).
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Eine weitere Ursache fir Chemoresistenz kann die verminderte Apoptose-
Bereitschaft von Tumorzellen sein. Die Apoptose wird durch proapoptotisch und
antiapoptotisch wirkende Proteine komplex reguliert. Werden proapoptotische
Proteine zum Beispiel vermehrt Uber das Proteasom abgebaut, kann dies zu einer
Chemoresistenz fuhren.

Ebenso beginstigt die Inaktivierung proapoptotisch wirkender Mediatoren, wie
Ceramid, die Entstehung von Chemoresistenz. Ceramid ist ein Sphingolipid, welches
durch Glykosylierung seine Funktion als proapoptotischer Mediator verliert (22).

Wie in Abbildung 1 weiterhin dargestellt, kbnnen auch eine verminderte Aufnahme
und Endozytose zytotoxischer Stoffe (wie z.B. Cisplatin) oder die Aktivierung
entgiftender Systeme Chemoresistenz zur Folge haben (23).

Als Beispiel fur die Entstehung von Chemoresistenz durch Aktivierung entgiftender
Systeme ist die Uberexpression von Glutathion-S-Transferasen (GST) oder
Cytochrom p450 zu nennen (24, 25). Die GST sind eine Enzym-Familie, welche
durch Konjugation von Glutathion mit verschiedenen endogenen und exogenen
Stoffen die Entgiftung der Zelle einleiten (26). Cytochrom p450 Proteine sind
Schlisselenzyme zur Aktivierung oder Deaktivierung zahlreicher Medikamente. Eine
Uberexpression dieser Schliisselenzyme kann durch verstarkten Abbau zytotoxischer

Stoffe zur Chemoresistenz fuhren (25).

1.2.2 Pgp (P-Glycoprotein) und andere ABC-Transporter

Die ABC-Transporter sind eine Familie hochkonservierter Proteine, die in allen
lebenden Organismen, vom Bakterium bis zum Menschen, vorkommen. Sie stellen
die grofldte Gruppe der bekannten transmembrandsen Proteine dar und erflillen viele
unterschiedliche Funktionen (27). Etliche Proteine dieser Gruppe sind am
transmembrandsen Transport von Pharmaka beteiligt. Sie kommen physiologisch im
Kdrper vor und eine ihrer Hauptaufgaben ist der Schutz vor Xenobiotika (27, 28).

Bei drei der bekannten ABC-Transporter konnte zweifelsfrei festgestellt werden, dass
sie in ihrer Funktion als Transporter in verschiedenen Tumorentitaten
Chemoresistenz ausldosen kénnen (28). Es handelt sich hierbei um den MDR1- (Multi
Drug Resistance) Transporter, das MRP1 (multidrug-resistance-associated proteinl)
und das BRCP1 (breast-cancer-resistance proteinl). Der bekannteste Transporter ist
der MDR1-Transporter, auch Pgp (P-Glycoprotein) genannt, welcher das Genprodukt
von ABCBL ist (29).
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Eine erhdhte Expression dieses Transporters konnte in einer Reihe maligner
Tumoren nachgewiesen werden. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass nicht alle
Tumoren in denen eine erhdhte Expression der Transporter nachweisbar ist,
Chemoresistenz aufweisen. Umgekehrt ist auch nicht bei allen Tumoren mit erhéhter
Expression der Transporter und vorliegender Chemoresistenz die Resistenz
ausschlief3lich auf die MDR-Transporter zurtickzufiihren (21, 30-39).

Eine Ubersicht liber die regulierten Proteine, die entsprechenden Gen-Namen, die
transportieren Substrate, die Tumoren, in denen die Transporter erhoht exprimiert
nachgewiesen werden konnten und die Orte, an denen die ATP-Transporter

physiologisch vorkommen bietet Tabelle 3 (29, 40-44).

Tabelle 3: Ubersicht iiber Funktion und Lokalisation der Chemoresistenz-vermittelnden
ABC-Transporter (29, 40-44)

P-Glycoprotein/ MRP1 BCRP
MDR1
Gen-Name ABCB1 ABCC1 ABCG2
Gewebe Darm, Leber, Nieren, Ubiquitar Darm, Leber,
Plazenta, Blut-Hirn- Plazenta, Brust
Schranke
Transportierte | Actinomycin D, Bisantren, Doxorubicin, Doxorubicin,
Zytostatika Doxorubicin, Daunorubicin, | Epirubicin, Daunorubicin,
Docetaxel, Etoposid, Etoposid, Mitoxantron,
Homoharringtonin, Methotrexat, Topotecan, SN-38
Paclitaxel, Teniposid, Vincristin
Vincristin, Vinblastin
Transportierte | Neutrale und kationische Glutathion und Prazosin
Substrate organische Verbindungen, | andere Konjugate
viele allgemein verwendete | organischer
Medikamente Anionen,
Leukotriene C4
Tumoren Colon Ca, Osophagus Ca, ALL,
Nierenzellkarzinom, Magen Ca, Ovarial Ca,
Nebennierenrinden Ca, Colon Ca, Mamma Ca,
Hepatozelluléares Ca, AML, Nicht-Kleinzelliges-
AML (Akute Myeloische ALL, Lungen Ca
Leukamie), Nicht-
ALL (Akute Lymphatische [ Kleinzelliges-
Leukamie), Lungen Ca,
Osophagus Ca, Nicht- Blasen Ca,
Kleinzelliges-Bronchial Ca, | Neuroblastom,
Mamma Ca, RME
Osteosarkome, Non-RMS-
Weichteilsarkome, RMA,
Magen Ca,
Blasen Ca
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Die meisten eukaryotischen ABC-Transporter sind ahnlich aufgebaut und erlauben
nur einen unidirektionalen Transport von Substanzen tber die Zellmembran. Sowohl
MDR1 als auch MRP1 besitzen zwo6lf transmembrandse Regionen und zwei ATP-
Bindungsstellen (siehe Abb. 2A) (45, 46) . Bei jedem transmembrantsen Transport
mittels Pgp werden nacheinander zwei ATPs hydrolysiert (47). Das BRCP hingegen
ist ein Dimer bestehend aus zwei Halbtransportern (siehe Abb. 2B) mit jeweils einer
Bindungsstelle fur ATP (48). Damit bieten die ABC-Transporter zwei Angriffspunkte
zur therapeutischen Inhibition des Transporters. Ein moglicher Angriffspunkt ist der
Kanal selbst, der andere Angriffspunkt ist die ATP-Bindungsstelle. (N&heres dazu
siehe Abschnitt 1.2.4)

A Extrusion of xencbictics

COOOCOCO0!
Cell membrane

06000000

Cytoplasm /

N

B Extrusion of cytotoxins

Abbildung 2 (Ubernommen aus (46)): Schematische Darstellung von MDR-
Transportern

A: Pgp mit 12 transmembrandsen Regionen und zwei ATP-Bindungsstellen (NBDs-
nucleotide binding domains) jeweils nach 6 transmembrandsen Regionen.

B: BRCP-Transporter. Halbtransporter mit einer ATP-Bindungsstelle vor den 6
transmembrandsen Regionen.

14



1.2.3 LRP-Major vault protein

Haufig wird zusammen mit MDR1, MRP1 und BRCP auch das LRP (lung resistance
protein) aufgefuhrt. Dieses kommt oftmals erhdht exprimiert in resistenten
Tumorzellen vor. Es ist jedoch nicht der Gruppe der ABC-Transporter zuzuordnen.
Das LRP ist ein major vault protein. Vaults (engl. Tresor) sind fassformige Proteine,
die an der Nukleus-Membran in der Nahe von NPCs (nuclear pore complex) sitzen,
aber auch im Zytoplasma vorkommen. Sie sind wahrscheinlich am intrazellularen und
madglicherweise auch am Nukleo-Zytoplasmatischen Transport beteiligt. Man nimmt
an, dass das LRP durch Weiterleitung von Zytostatika innerhalb der Zelle zur
Chemoresistenz beitragen kann (49-51). Man vermutet daher, dass sie Uber eine

Umverteilung zytotoxischer Stoffe in der Zelle Chemoresistenz vermitteln kénnen.

1.2.4 Drei Generationen P-Glycoprotein-Inhibitoren

Seit etwa 30 Jahren wird nach Mdoglichkeiten gesucht Pgp zu inhibieren (52).
Mittlerweile sind etliche Substanzen entdeckt und entwickelt worden, die das leisten
kénnen (53). Aktuell gibt es drei Generationen von Pgp-Inhibitoren, welche sich in
ihrem Wirkmechanismus grundlegend voneinander unterscheiden. Tabelle 4 (54-66)
gibt eine Ubersicht tber die drei Generationen und ihre Vertreter.

Tabelle 4: Die unterschiedlichen Generationen der Pgp-Inhibitoren und Beispiele

Generation Substanzen (Beispiele)

1. Generation Verapamil (54, 67), Devapamil, Emopamil, Isradipin,
Nimodipin, Felodipin, Nitrendipin, Niguldipin (54),
Chlorpromazin, Trifluperazin, Prochlorperazin (68),
Flupenthixol, Fluphenazin (57), Cyclosporin A (58)

2. Generation Dexverapamil, Emopamil, Gallopamil (59), Valspodar
(PSC-833) (60, 61), Biricodar (VX-710) (62), XR9051 (63)

3. Generation Tariquidar (XR9576), Zosuquidar (LY335979) (64),
Laniquidar (R101933) , ONT-093 (OC144-093) (65),
Elacridar (GF120918/GG918) (66)
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Die ersten Pgp-Inhibitoren waren selbst Substrate fir Pgp, welche durch Konkurrenz
mit den zytotoxischen Stoffen den Transporter zu inhibieren versuchten
(Abbildung 3A) (69). Aus diesem Grund wurden hohe Serum-Konzentrationen dieser
Substanzen bendétigt (je nach Substanz zwischen 1-50 uM), was schwerwiegendes
Nebenwirkungen ausloste (53, 69). Zu den Inhibitoren der ersten Generation
gehorten etliche Calcium-Kanal-Antagonisten, wie zum Beispiel Verapamil (54, 57,
67, 68) und die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Tamoxifen (69).

Die Suche nach weniger toxischen und in geringeren Serum-Konzentrationen
wirksamen Pgp-Inhibitoren fihrte zur Entwicklung von Analoga der ersten
Generation, den Pgp-Inhibitoren der zweiten Generation. Sie selbst waren weniger
toxisch als die Inhibitoren der ersten Generation. Arzneimittelinteraktionen l6sten
jedoch schwere Nebenwirkungen aus. Der Metabolismus verschiedener
Chemotherapeutika wurde durch sie gehemmt und fuhrte somit zu einer nicht
tolerablen Toxizitat der Zytostatika (59, 60, 65). Auch die Pgp-Inhibitoren der zweiten
Generation entfalteten ihre Wirkung Uber eine kompetitive Hemmung der MDR-
Transporter (Abbildung 3A).

Die Inhibitoren der dritten Generation hingegen wirken uber eine nicht-kompetitive
Hemmung der Transporter (Abbildung 3B). Durch Inhibition der basalen ATPase-
Aktivitat der ATP-abhéangigen Transporter hemmen sie die Pgps effizienter und noch

selektiver als die Pgp-Inhibitoren der ersten und zweiten Generation.

Abbildung 3 (ibernommen aus (69)): Schematische Darstellung der Mechanismen der Pgp-
Inhibitoren

A: Kompetitive Hemmung des MDR1-Transporters durch Pgp-Inhibitoren der ersten und zweiten
Generation. Der Wirkstoff ist schematisch als gestreifte Kugel dargestellt.

B: Pgp-Inhibitoren der 3ten Generation (Dreiecke) hemmen spezifisch die ATPase-Aktivitat der MDR1-
Transporter. Dadurch wird im Vergleich zu den Inhibitoren der ersten und zweiten Generation eine bessere
Wirksamkeit und spezifischere Wirkung erzielt.
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Die Pgp-Inhibitoren der dritten Generation, Zosuquidar und Tariquidar (XR9576),
sind hochspezifisch fir ABCB1 und hemmen, auch in hoheren Konzentrationen,
ausschlie3lich den ABCB1 Transporter (70, 71). Elacridar vermag neben ABCB1
noch ABCG1 (BRCP) zu inhibieren (72).

Tariquidar (XR9576)

Tariquidar ist der selektivste, starkste und am langsten wirkende Pgp-Inhibitor, der
bisher beschrieben wurde (71, 73). Wie bereits erlautert, nimmt man an, dass er die
basale ATPase-Aktivitat von Pgp durch Hemmung der ATP-Hydrolyse inhibiert (73).
In vitro werden 25-80 nM Tariquidar benotigt, um die Pgp-vermittelte Chemoresistenz
fur verschiedene Zytostatika, darunter Doxorubicin, Vincristin, Paclitaxel und
Etoposid, komplett aufzuheben. Die Inhibition von Pgp ist reversibel, aber es dauert
etwa 22 Stunden bis die Wirkung von Tariquidar nachlasst (71). Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Zugabe von Tariquidar (oder Inhibitoren der zweiten
Generation wie PSC-833 oder VX-710) sowohl eine bereits bestehende
Chemoresistenz Gberwinden kann als auch die Neu-Entstehung von Chemoresistenz
in vitro zu verhindern vermag (74).

Die intrinsische Toxizitat (10 % Wachstumsinhibition) von Tariquidar in vitro liegt fur
murine Zellen bei einer Konzentration von 0,369 pug/ml (0,570 uM), fir humane Zellen
bei 1,733 pg/ml (2,68 uM) (71). Auf Tumorzellen konnte bisher kein
wachstumsinhibierender Effekt durch Tariquidar nachgewiesen werden (75).

In Mausen mit resistenten Kolon-Karzinomen wird mittels 6-12 mg/kgKG Tariquidar
eine vollstandige Aufhebung der Chemoresistenz in vivo gegeniber Vincristin,
Paclitaxel und Etoposid bewirkt. Die Behandlung mit Tariquidar oder der Kombination
aus Tariquidar und Zytostatikum wird von den Mausen gut vertragen und fuhrt zu
keinen nennenswerten Nebenwirkungen (71).

In gesunden menschlichen Probanden kann durch den Einsatz von Tariquidar eine
fast 100prozentige Inhibition des Rhodamin123-Efflux aus CD56'-Zellen fiir
24 Stunden erreicht werden (76). Rhodaminl123 ist ein fluoreszierender Farbstoff,
welcher von Pgp unidirektional Uber die Zellmembran aus der Zelle ausgeschleust
wird. Der Rhodaminl123-Efflux ist abhangig von Pgp und der Aktivitdt dieses
Transporters (77). Der Nachweis erfolgt durch Durchflusszytometrie. Die maximale

Hemmung des Rhodamin123-Efflux aus CD56"-Zellen beim Menschen wird unter
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Serumkonzentrationen von 0,15-0,2 pg/ml (0,23-0,31 uM) erreicht. Die Plasma-HWZ
von Tariquidar liegt bei 24 Stunden (76).

Der Nachweis von Pgp in vivo und seine erfolgreiche Inhibition kann weiterhin mittels
%M Tc-sestamibi-Efflux gefiihrt werden. Sestamibi ist eine Substanz, welche ebenfalls
mittels Pgp transmembranés transportiert wird. Technetium-markiertes Sestamibi
kann wiederum radiologisch dargestellt werden. Bei 26 Patienten mit metastasierten
Tumoren wurde gezeigt, dass der *°"Tc-sestamibi-Efflux in der normalen Leber und
in resistenten Tumorzellen durch Tariquidar inhibiert werden kann (78).

Tariquidar zeigt in therapeutischen Konzentrationen bis 2 mg/kgKG i.v. und
750 mg p.o. keine Nebenwirkungen bei Patienten und gesunden Probanden (76, 79).
Die fur Erwachsene empfohlene Dosierung von 2 mg/kgkG wird auch von Kindern
gut toleriert (80). Zu pharmakinetischen Arzneimittelinteraktionen kam es unter der
Verwendung von Tariquidar nicht (71, 79, 80). Es mussten jedoch zwei Phase llI-
Studien wegen toxischer Wirkungen abgebrochen werden. Mdglicherweise traten
diese zytotoxischen Wirkungen auf, weil durch die Inhibition von Pgp die
schadigende Wirkung der Zytostatika auf die Stammzellen des Knochenmarks
verstarkt wurde. Pgp ist ein protektives Enzym der Stammzellen, die Inhibition durch
Tariquidar kann daher toxisch wirken (80).

Die Wirkung von Tariquidar auf Stammzellen im Einzelnen und das
Nebenwirkungsprofil von Tariquidar sind dennoch weiterhin Gegenstand intensiver

wissenschatftlicher Forschung

1.2.5 Das Proteasom und die Chemoresistenz

Das Proteasom ist die wichtigste Protein-Abbaustelle der Zelle. Es kontrolliert unter
anderem die Expression etlicher Proteine zur Regulation von Zellproliferation und
-Uberleben (81). Wie bereits erwéhnt, kann das Proteasom damit indirekt Einfluss auf
das Uberleben von Zellen nehmen und dadurch zu Chemoresistenz fiihren.

In verschiedenen Studien wird durch Proteasominhibition versucht, die Apoptose-
Bereitschaft entarteter Zellen wieder herzustellen. Aus diesem Grund sind
Proteasominhibitoren aktuell ebenfalls Objekt intensiver Forschung bei der Suche
nach einer Mdglichkeit, Chemoresistenz zu tberwinden (82). Im folgenden Abschnitt
werden einige Beispiele hierzu kurz erlautert.

Bei der Induktion von Chemoresistenz durch Stress (im Sinne von Glucose-Entzug,

Hypoxie, Aziditat) spielt das Proteasom eine wichtige Rolle, da es in ,gestressten”
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Zellen akkumuliert im Zellkern vorliegt (83, 84). Dadurch kommt es zu einem
verstarkten Abbau  proapoptotischer Proteine, wie zum Beispiel der
Topoisomease lla. Dies kann gegebenenfalls eine Chemoresistenz gegen
Topoisomerase Il-Gifte, wie zum Beispiel Doxorubicin nach sich ziehen. (85-87).
Neben dem bereits genannten Abbau von Topoisomerase lla ist das Proteasom
auch fur die Regulierung des Protoonkogens NF—kB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells) und des Tumorsuppressorgens p53 zustandig.
Die Aktivierung von NF-kB wird durch den Abbau des IkB (inhibitory kB) / NF-kB
Komplexes Uber das Proteasom gesteuert. NF-kB spielt eine Schlusselrolle in der
schnell induzierbaren Gen-Regulation und ist aul3erdem ein antiapoptotisch
wirkender Transkriptionsfaktor (88, 89). In der Regel liegt NF-kB im Komplex mit IkB
im Zytoplasma vor. Durch den Abbau von IkB im Proteasom wird NF-kB frei und
kann damit seine Arbeit als antiapoptotischer Transkriptionsfaktor aufnehmen (81,
84, 89). Eine erhdhte Expression von NF-kB kann zu Chemoresistenz fuhren, da es
mitunter die Regulation von MDR1 beeinflusst (90).

Das Produkt des bekanntesten Tumorsuppressorgens p53 induziert in Stress-
Situationen Apoptose, arretiert den Zellzyklus und leitet die DNA-Reparatur ein.
Dadurch werden gefahrliche Mutationen und Karzinogenese verhindert (91). Wird
p53 verstarkt abgebaut, kann das sowohl die Tumorgenese an sich als auch die
Chemoresistenz-Entstehung beginstigen (91, 92). Der Abbau von p53 im Proteasom
erfolgt nach Ubiquitinierung durch MDM2. MDM2 ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, welche

unter anderem die Aufgabe hat, den Abbau von p53 zu regulieren (93).

1.2.6 Der Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplex

Das Proteasom kommt ubiquitéar in Zellkern und Zytoplasma aller eukaryotischen
Zellen vor. Abbildung 4 (94) zeigt eine schematische Darstellung des Proteasoms.
Das funktionelle 26S-Proteasom besteht aus einer 20S-Kerneinheit und zwei 19S-
Untereinheiten. Die 20S-Kerneinheit hat eine fassformige Struktur und besteht aus
insgesamt 28 Untereinheiten (14 verschiedenen). Diese formieren sich zu vier axial
gegliederten heptameren Ringen (95). Jeder Ring bestehet aus sieben a- oder
sieben B-Einheiten (PSMA (proteasome subunit alpha type) 1-7 und PSMB
(proteasome subunit beta type) 1-7) (94). An beiden Enden der 20S-Kerneinheit
hangt eine 19S-Untereinheit. Ubiquitinierte Proteine werden an der 19S-Untereinheit

erkannt und daraufhin vom Proteasom verarbeitet.
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ATPases

26S proteasome

Abbildung 4 (ibernommen aus (94)): Das 26S- Proteasom

Dargestellt ist das 26S-Proteasom. Die 20S-Kern-Einheit ist mit den 7
verschiedenen a-Untereinheiten in griin und den 7 verschiedenen B-Untereinheiten
in rot und blau dargestellt. Die zwei 19S-Untereinheiten sind in violett und braun
gehalten.

Die Ubiquitinierung

Die Konjugation von Lysin-Enden mit einer Polyubiquitin-Kette ist der wichtigste
Mechanismus, um Proteine fir den Abbau durch das Proteasom zu markieren (96).
Die Ubiquitinierung erfolgt durch das Zusammenspiel von drei Enzymen.
Entscheidend fur die spezifische Markierung des Zielproteins ist die Ubiquitin-Ligase.
Dementsprechend gibt es viele verschiedene Ubiquitin-Ligasen (96-98).

MDMZ2 ist wie bereits erwéhnt die Ubiquitin-Ligase, welche das Enzym p53 fir den
Abbau markiert (siehe auch Abschnitt 1.2.4). UIMC1/RAP80 (Ubiquitin interaction
motif containing 1/ receptor interacting protein 80) verstarkt die Wirkung von MDM2
und somit die Ubiquitinierung von p53. Durch UIMC1 kommt es zu einem vermehrten
Abbau von p53 Uber das Proteasom (99). Die Expression von UIMC1 wird unter
anderem im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Ubiquitinierte Proteine werden
an der 19S-Untereinheit des Proteasoms erkannt, gebunden und gegebenenfalls

desubiquitiniert.
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Die 19S-Untereinheit: regulatorische Einheit des 26S-Proteasoms

Die 19S-Untereinheit des Proteasoms besteht aus der Basis und dem Deckel.

Die Basis entfaltet die abzubauenden Proteine mit Hilfe von ATPasen, leitet sie in die
20S-Kerneinheit weiter und aktiviert den 20S-Kernkomplex (96, 100). Die Basis
ermoglicht die Ubiquitin-unabh&ngige Protein-Verdauung im Proteasom.

Der Deckel ist verantwortlich fir den Ubiquitin-abhé&ngigen Abbau der Proteine (101-
104). Er verschlie3t den Eingang in das Proteasom fur nicht ubiquitinierte Proteine
und ist fur die Desubiquitinierung ubiquitinierter Proteine verantwortlich (100, 105,
106). Die desubiquitinierende Untereinheit ist PSMD14, besser bekannt als Rpnll
oder POH1. PSMD14 enthélt ein hoch konserviertes Metalloprotease-Motiv JAMM.
Ohne dieses ist eine Desubiquitinierung nicht méglich. PSMD14 ist somit fur die
Viabilitat der Zellen essentiell wichtig (105).

PSMD14 kann eine Pgp-abhangige Chemoresistenz fiur Taxol und Doxorubicin
bewirken, wenn es vorubergehend Uberexprimiert in Zellen vorliegt. Vermittelt wird
diese Resistenz vermutlich ebenfalls Uber eine verstarkte Proteolyse
zellzyklusrelevanter Proteine (107).

Nach der Denaturierung der Proteine durch die Basis, beziehungsweise den Deckel
des Proteasoms, gelangen diese in 20S-Kerneinheit. Dort werden sie in kurze

Polypeptid-Ketten zerlegt.

Funktionen der 20S-Kerneinheit

Die proteolytische Aktivitat des Proteasoms ist ausschlie8lich in den Ringen der
B-Untereinheiten lokalisiert. Es gibt insgesamt sechs proteolytische Zentren, welche
sich in ihrer Spezifitdt und Funktionsweise unterscheiden (81, 96, 108). Die durch
Proteolyse entstehenden Polypeptidketten kdénnen vom MHC1-Komplex (major
histone compatibility) auf der Zelloberflache prasentiert werden (108, 109).

Der normale Umsatz von den Zell-Zyklus regulierenden Proteinen ist maf3geblich
abhangig von dem Proteasom. Wie wichtig die Rolle des Proteasoms in diesem
Prozess ist, zeigt sich unter anderem darin dass eine Proteasom-Inhibition zum
Zellzyklus-Arrest fuhrt. Maligne Zellen sind starker abhéngig von der Funktion des
Proteasoms als normale Zellen. Mehrere Studien haben gezeigt, dass eine
Hemmung des Proteasoms verschiedene maligne Zellen fir Apoptose sensibilisiert
(96, 110-112).
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1.3 Chemoresistenz beim kindlichen Rhabdomyosarkom

An der Entstehung von Chemoresistenz beim kindlichen RMS scheinen
unterschiedliche Mechanismen beteiligt zu sein. Es konnten bereits mehrere
Resistenz-vermittelnde und Resistenz-assoziierte Proteine erhoht exprimiert in
RMS-Tumorzellen nachgewiesen werden. Darunter waren LRP (39, 113), MRP1 (39,
114), GST (24), MDR1 (39, 114-117) und MDM2 (115). Zum Teil war die erhéhte
Expression von MDM2 assoziiert mit der erhhten MDR1-Expression (115).

MDRL1 ist in der Literatur das am haufigsten als Uberexprimiert beschriebene
Resistenzgen beim kindlichen RMS (39, 114-117). Die Expression von MDR1
beziehungsweise Pgp ist auf drei Ebenen nachweisbar. Durch PCR lasst sich das
MDR1-Gen nachweisen und durch Southern Blot die Amplifikation des Gens
darstellen. Die reverse Transkription und anschlieRende PCR erlaubt den Nachweis
vorhandener MDR1-RNA, eine anschlielende RT-PCR (Real Time-PCR) ermdglicht
den quantitativen Nachweis. Der Nachweis von MDR1-RNA gelingt auch Uber die
Northern Blot Methode. Mittels immunhistochemischer Farbung lasst sich der Pgp-
Transporter direkt darstellen. Der Western Blot erlaubt ebenfalls den direkten
Nachweis des Proteins. Der Vorteil der immunhistochemischen Féarbung ist, dass
auch sehr kleine Pgp-positive Zelleinheiten detektiert werden kénnen (117).

Sowohl der immunhistochemische Nachweis von Pgp-Transportern in RMS-Zellen,
als auch der Nachweis einer Uberexpression von MDR1 auf mRNA-Ebene gelangen
wiederholt in verschiedenen Studien. Dabei wurden MDR1-RNA und Pgp sowohl bei
Zellen, welche in vitro kultiviert wurden, als auch bei Zellen, die aus Xenografts
stammten, als auch in Zellen, welche direkt aus Tumorgewebe von Patienten
gewonnen wurden, nachgewiesen (39, 115, 116). Es zeigte sich, dass die
Uberexpression von MDR1 auf RNA Ebene und von Pgp auf Proteinebene nicht
zwangslaufig auf eine Genamplifikation auf DNA-Ebene zuriickzuftihren sind (116).
Die Chemoresistenz vermittelt durch MDR1 kann intrinsisch vorkommen (117, 118)
oder durch Zytostatika-Behandlung induziert werden (116, 117, 119, 120).
Beschrieben ist die Induktion von MDR1 bei RMS durch Chemotherapeutika mit
Kreuzresistenzen fur Actinomycin D, Vinca-Alkaloide und Doxorubicin (116, 119).
Patienten, in deren Tumorgewebe eine verstarkte Expression von Pgp durch
immunhistochemische Féarbung oder durch PCR nachgewiesen werden konnte,

haben eine hohere Rezidiv-Rate und eine schlechtere 5-JUR (117).
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1.4 Fragestellungen/ Ziele der Arbeit

1. Welche Wirkung hat der Pgp-Inhibitor Tariquidar in Kombination mit
verschiedenen Zytostatika auf RMS-Zellen in vitro?

2. Lassen sich die Ergebnisse der in vitro-Versuche durch in vivo-Versuche mit

RMS-Xenografts im Mausmodell untermauern?

3. Kann die Chemoresistenz in kindlichen RMS-Zellen durch den Einsatz von

Pgp-Inhibitoren Uberwunden werden?
4. Welchen Effekt Gibt Tariquidar auf RMS-Zellen in vitro und in vivo aus?

5. Die Behandlung von RMS-Zellen mit Vincristin, Topotecan, Actinomycin D und
Carboplatin in vivo fuhrt zu einem veranderten Genexpressionsprofil. Welchen
Einfluss hat die zusatzliche Gabe von Tariquidar auf das
Genexpressionsprofil?  Sind die durch die Zytostatika ausgelosten

Veranderungen reversibel?

6. Ist eine erhohte Expression der Gene MDR1, MRP1, LRP, UIMC1 oder

PSMD14 in den RMS-Tumorzellen unseres Mausmodelles nachzuweisen?

7. Ist der Proteasom- und Ubiquitinierungs-Komplex an der Entstehung von
Chemoresistenz beim kindlichen RMS beteiligt?
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien
In der vorliegenden Arbeit wurden in vitro-Versuche mit drei verschiedenen

RMS-Zelllinien durchgefihrt. Alle Zellen waren nachweislich Mycoplasmen-negativ.

Alveolare RMS-Zelllinie Rh30

Bei allen in vitro-Versuchen fand die alveolare RMS-Zelllinie Rh30 (DSMZ,
Braunschweig, Deutschland, DSMZ-Nummer: ACC 489) Verwendung. Diese Zelllinie
wurde aus einer Knochenmarkmetastase eines 17-jghrigen Mannes mit
undifferenziertem alveolaren RMS gewonnen. Die Tumorzellen tragen sowohl die
p53 Mutation als auch die t(2;13)(g35;914) Translokation. Die Zellen wachsen
epithelédhnlich, einschichtig und sind adh&rent (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: RMS- Zelllinie Rh30
Aufnahme der Rh30-Tumorzellen in vitro nativ bei
20facher Vergrof3erung.

Embryonale RMS-Zelllinien A204 und RD

Die embryonale RMS-Zelllinie A204 (ATCC®, Manassas, VA, USA, ATCC®-
Nummer: HTB- 82) wurde ebenfalls bei allen im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten in vitro-Versuchen eingesetzt. Zusatzlich wurde bei einigen
Versuchen eine weitere embryonale RMS-Zelllinie namens RD (ATCC®, Manassas,
VA, USA, ATCC®- Nummer: CCL- 136) verwendet.
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Die embryonale Zelllinie A204 entstammt dem Tumor eines einjahrigen Madchens.

Auch bei ihnen handelt es sich um epithelartig, adharent wachsende Zellen (siehe

Abbildung 6).

Abbildung 6: RMS-Zelllinie A204
Aufnahme der A204-Tumorzellen in vitro nativ bei
20facher Vergréf3erung.

Die Zellen der embryonalen Zelllinie RD wurden aus dem Tumor eines sieben Jahre
alten Madchens mit RME (embryonales Rhabdomyosarkom) enthommen. Bei den

Zellen handelt es sich um spindelférmige und groRe mehrkernige Zellen, die

adharent wachsen (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: RMS- Zelllinie RD
Aufnahme der RD-Tumorzellen in vitro nativ bei
20facher Vergrof3erung.

2.1.2 Kulturbedingungen
Alle Zellen wurden im Nahrmedium, bestehend aus DMEM (Dulbeccos Modified

Eagle Medium, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) versetzt mit 10 % FCS (Biochrom
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AG, Berlin, Deutschland), 1 % L-Glutamin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und
1 % Penicillin/ Streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) auf Kulturplatten (Fa
Sarstedt, Mumbrecht, Deutschland) mit @ 10 cm im Brutschrank (37 °C, 5 %CO,,
90 %rH, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) kultiviert. Alle zwei bis drei Tage
wurde das Medium gewechselt, und bei etwa 80 % Konfluenz der Zellen wurden sie
passagiert. Die verwendeten flissigen Substanzen (DMEM, 1x PBS (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) und Trypsin (PAA GmbH, Codlbe, Deutschland)) wurden vor
Zugabe zu den Zellen immer in einem Wasserbad auf Raumtemperatur (RT)
angewarmt um eine Schadigung der Zellen zu vermeiden.

Die Arbeit mit den Zellen erfolgte stets unter Laminar-Flow-Reinluftwerkbanken, um
eine Kontamination mit Bakterien, Viren oder Pilzen zu vermeiden. Die Arbeitsflache
sowie die Gebrauchsgegenstande wurden vor Beginn und nach Beendigung der
Arbeit stets mit 70 % Ethanol (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) gereinigt.
Wahrend der Arbeit wurden immer Einweg-Latex-Handschuhe (Ansell Derma Clean,

Brissel, Belgien) getragen.

Mediumwechsel

Zunachst wurde der Uberstand, bestehend aus Medium und avitalen Zellen, mit Hilfe
der Vakuumpumpe (Schuett Biotec, Gottingen, Deutschland) und den Glaspasteur-
Pipetten (WU Mainz, Mainz, Deutschland) abgesaugt. Anschlieend wurden etwa
5 ml erwérmte 1xPBS-L6sung zugegeben und die Petrischale vorsichtig geschwenkt,
um den Zelldebris zu entfernen. Die PBS-L6sung wurde wieder abgesaugt und ca.

8 ml des frischen Nahrmediums zugegeben.

Passage der Zellen

Vor der Passage wurden ebenfalls der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und die Zellen wurden anschlie3end mittels
2 ml Trypsin von der Platte und voneinander gel6st. Die Zugabe von 8 ml FCS nach
weiteren 1-2 Minuten inhibierte die Trypsinierungs-Reaktion. Die Zellen schwammen
nun frei im Uberstand und konnten fir die Versuche geerntet werden. Dazu wurde
die Zellsuspension in 15 ml Falcontubes (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
Uberfuhrt. Wurden keine Zellen benétigt, wurden 4/5 der Zellen verworfen oder auf
neue Petrischalen aufgeteilt. Dann wurde wieder 5 ml frisches Néahrmedium pro

Petrischale zu den tbrigen Zellen hinzugeftigt.
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Bestimmung der Zellzahl

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension in eine Neubauer-
Zahlkammer eingebracht. Unter dem Lichtmikroskop (Fluovert FS, Leitz,
Deutschland, Vergrof3erung 40x) wurden bei 40facher Vergréf3erung vier
Grof3quadranten ausgezahlt. Um die Zellzahl/ml zu bestimmen, wurde die
ausgezahlte Zellzahl durch vier dividiert und mit dem Kammerfaktor 10* multipliziert.
Anhand der Zellzahl/ml konnte die absolute Zellzahl in der Zellsuspension bestimmt
werden. Die Zellen wurden drei Minuten bei 1300 U/min abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in der fir die gewiinschte Zellkonzentration

entsprechenden Menge Nahrmedium resuspendiert.

2.2 Untersuchte Wirkstoffe

Bei den Experimenten in vitro kamen drei Substanzgruppen zum Einsatz: der Pgp-
Inhibitor Tariquidar, XR9576 (Fa. Xenova, Slough, United Kingdom), vier
verschiedene Zytostatika und zwei Proteasominhibitoren. Die Zytostatika, gelistet in

Tabelle 5, sowie Tariquidar wurden auf3erdem auch in vivo eingesetzt.

2.2.1 Tariquidar

Tariquidar (XR9576), hergestellt von der Firma Xenova®, 20 mg/ml geldst in DMSO
und aufgeteilt in 20 pl Aliquots, wurde bei 4 °C gelagert. Zur Anwendung in vitro
wurde es weiter in DMEM verdinnt. Verwendete Konzentrationen lagen zwischen
0,065 pg/ml und 12,8 ug/ml. Fiar die in vivo Versuche wurde es in 0,9 % NaCl
(Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland) verdinnt und in einer
Konzentration von 2 mg/kgKG verabreicht. Da Tariquidar in DMSO gel6st wurde
erhielten die Mause bei der Behandlung mit Tariquidar auch 100 pul DMSO/kgKG

verabreicht. Bei einer etwa 25mg schweren Maus entsprach dies 2,5 ul DMSO.

2.2.2 Zytostatika

Es wurden vier Zytostatika sowohl alleine als auch in Kombination mit dem Pgp-
Inhibitor Tariquidar in vitro und in vivo getestet. Eines der Zytostatika, Vincristin,
wurde aufRerdem noch in Kombination mit den im Folgenden beschriebenen
Proteasominhibitoren verwendet. Alle untersuchten Zytostatika (siehe Tabelle 5)
finden klinisch in der Therapie des RMS Anwendung. Die Zytostatika wurden jeweils
von der Universitatsapotheke Tubingen frisch hergestellt, dann im Kuhlschrank bei

4°C gelagert und innerhalb von einer Woche verbraucht.
27



Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Zytostatika

Zytostatikum
(Ausgangs-
konzentration und
Herstellerangaben)

In vivo
verwendete
Konzentration

In vitro verwendete
Konzentrationen

Wirkmechanismus

Actinomycin D 0,5 mg/kgKG 10° pg/ml- 1 ug/ml | Zytotoxisches Antibiotikum.
0,5 mg/ml, Fa. I.p. Fuhrt als Interkalator der DNA
Roth, zur Hemmung der RNA-
Braunschweig, Synthese und DNA-
Deutschland Replikation.

Carboplatin 15 mg/kgKG 10 pg/ml- Cisplatin- Derivat. Carboplatin
10 mg/ml, Fa. L.p. 100 pg/ml wirkt, wie Actinomycin D, als
Roth, Interkalator der DNA.
Braunschweig,

Deutschland

Topotecan 6,6 mg/kgkG |10™ pg/ml- Topoisomerase-Inhibitor.

1 mg/ml, Fa. Roth, | i.p. 100 pg/ml Verhindert den

Braunschweig,
Deutschland

Wiederverschluss des durch
die Topoisomerase 1
verursachten
Einzelstrangbruches.

Vincristin

1 mg/ml, Fa. Roth,
Braunschweig,
Deutschland

0,75 mg/kgKG
i.p.

10 ug/ml- 1 pg/ml

Vinka-Alkaloid. Verhindert
durch Bindung an Tubulin die
Ausbildung der, zur
erfolgreichen Zellteilung
notwendigen, Mikrotubuli.

2.2.3 Proteasominhibitoren

Es wurden zwei Proteasominhibitoren verwendet, um die Situation eines inaktivierten

Proteasom-Komplexes zu simulieren. Zum einen das bereits fir das Multiple Myelom

zugelassene Medikament Velcade®, ein mit Borséure derivatisiertes Tripeptid

(Synonyme sind PS 341 und Bortezomib, Fa. Jannsen Cilag, Deutschland).

Zum anderen wurde das in Deutschland noch nicht zugelassene Polypeptid-Derivat

MG132 (Fa. Sigma Aldrich, Mduinchen,

Deutschland) zur

Proteasominhibition

eingesetzt. Beide Pharmazeutika wurden direkt vor Gebrauch in Medium (DMEM)

verdinnt. Verwendete Konzentrationen lagen fir MG132 zwischen 0,25 und 0,5 uM,
fur PS341 zwischen 2,5 und 5 nM.

28




2.3 Proliferationsassay ,,EZ4U*

Zur Beurteilung der Wirkung verschiedener Behandlungen mit Zytostatika, Tariquidar
oder Proteasominhibitoren auf die Viabilitdt der Zellen wurden Proliferationstests
mittels EZ4U (Biomedica, Eching, Deutschland) durchgefuihrt. Dieser Assay arbeitet
mit einem Tetrazoliumsalz, (Natrium-3,3’-(1-(phenylamino}-carbonyl-3,4-tetrazolium}-
bis(4-methoxy-6-nitro)-benzol-sulfonsaurehydrat, C22H12N7013S2Na), welches von
lebenden Zellen in ein chromogenes Formazan-Derivat umgewandelt wird. Fiur diese
Reduktion werden intakte Mitochondrien bendtigt. Da Mitochondrien bereits wenige
Minuten nach dem Tod der Zelle inaktiv werden, lasst sich mit dieser Methode die
Anzahl der lebenden Zellen sehr genau bestimmen. Im Gegensatz zu anderen
Tetrazoliumsalzen ist das hierbei entstehende Formazan-Derivat gut 16slich, stabil

und erreicht gute Absorptionswerte.

Versuchsaufbau

Die Zellen wurden nach Auszahlen, Zentrifugation und Resuspension in Nahrmedium
(DMEM ohne Phenolrot mit 10% FCS, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin/
Streptomycin) zunachst auf 96 well Platten ausgesat. Soweit nicht anders
angegeben, wurden 1x10* Zellen pro well in 100 pl Medium verwendet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden von allen Werten Dreifachbestimmungen
gemacht. Auf jeder Platte wurde aufRerdem eine Negativkontrolle (nur Medium)
angelegt. Wahrend einer 24stundigen Inkubation im Brutschrank hatten die Zellen
Zeit, adharent zu werden, bzw. Zellverbande =zu bilden, bevor sie mit den
entsprechenden Substanzen behandelt wurden. Die Substanzen wurden jeweils in
50 ul Medium (bei Behandlung mit einer Substanz), bzw. 100 ul Medium (bei
Behandlung mit zwei Substanzen) gelost in die wells gegeben. Die Zellen wurden
anschlieBend fur weitere 48 oder 72 Stunden im Brutschrank inkubiert, bevor sie

entsprechend des EZ4U Assay gemessen wurden.

Behandlungsschemata der verschiedenen Proliferationsversuche

In Tabelle 6 sind alle Proliferationsversuche, die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellt

werden, zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 6: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Proliferationsassays

Zelllinien | Behandlungsschema Besonderheit Behand-
lungs-
Dauer
A204 Tariquidar (0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; | Tariquidar in 48 h
RD 3,2;6,4; 12,8 ug/ml) aufsteigenden 72 h
Rh30 Konzentrationen
A204 Tariquidar (0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; | Vier 48 h
RD 3,2; 6,4; 12,8 pg/ml) Behandlungsgruppen
Rh30 o pro Zelllinie.
* Vincristin 0,0001 pg/mi Tariquidar in steigenden
L Konzentrationen +
oder + Vincristin 0,001 pg/mi . Z. o | .
Vincristin in einer
oder + Vincristin 0,01 pg/ml bestimmten
Konzentration.
oder ohne Zusatz von Vincristin
A204 Actinomycin D (0,0; 10”; 10™; Einsatz von vier 48 h
RD 107 10% 0,1 und 1 pg/ml) verschiedenen
Rh30 _ Zytostatika in
Carboplatin (0; 0,001; 0,01; 0,1; steigenden
1; 10; 100 pg/ml) Konzentrationen mit
oder ohne Zusatz von
Topotecan (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; | Tariquidar 100 nM
10; 100 pg/ml)*
Vincristin (0,0; 10°; 10 10,
102 0,1 und 1 pg/ml)
+/- Tariquidar 100 nM
A204 Actinomycin D (0,0; 10”; 10™; Sphéroid-Versuche 48 h
RD 1073 10% 0,1 und 1 pg/ml) ** Einsatz von vier
Rh30 verschiedenen

Carboplatin (0; 0,001; 0,01; 0,1,
1; 10; 100 pg/ml)

Topotecan (0; 0,001; 0,01; 0,1; 1;
10; 100 pg/ml)*

Vincristin (0,0; 10°; 10 103,
102 0,1 und 1 pg/ml) **

+/- Tariquidar 100 nM

Zytostatika in
steigenden
Konzentrationen mit
oder ohne Zusatz von
Tariquidar 100 nM

*die Werte fur die Behandlung mit 100 pg/ml Topotecan wurden aus der Wertung genommen, da Topotecan in
dieser Konzentration eine eigenstandige Fluoreszenz zeigte, welche die Messwerte zu stark verféalschte.

** Fir die Versuchsreihen mit Actinomycin D und Vincristin wurden nur 2fach-Bestimmungen von jedem Wert
gemacht. Fur Spharoidversuche werden sehr viele Zellen benétigt. Da keine groen Schwankungen bei den
Messungen auftraten wurde in diesem Versuchsaufbau von 3fach Bestimmungen der Werte fur Actinomycin D
und Carboplatin abgesehen.
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A204 MG 132 ( 0; 0,0312; 0,0625; Bestimmung der 48 h
Rh30 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 umol/l) minimalen

ok Hemmkonzentration
PS 341 (0; 0,15625; 0,3125; | von MG132 und PS341
0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 nmol/l)

A204 Vincristin (0,0; 10™; 10™; 107 Einfluss von 48 h
Rh30 102 0,1 und 1 pg/ml) Proteasominhibitoren
*kk auf die Wirksamkeit von
ohne Zusatz steigenden
Konzentrationen
oder + MG 132 (0,2 puM) Vincristin

oder + PS 341 (2,5 nM)

*** Keine minimale Hemmkonzentration der Proteasominhibitoren fiir die Zellreihe RD erstellt, da bei den
Versuchen mit den Proteasominhibitoren nur mit den Zellreihen Rh30 und A204 gearbeitet wurde.

Messung

Zur Viabilitaitsmessung wurde direkt vor Gebrauch die bendétigte Menge an Substrat-
Aktivator-Gemisch nach Anleitung des EZ4U Kits hergestellt. In jedes well wurden
entsprechend dem Protokoll 10% Substrat-Aktivator-Gemisch hinzu pipettiert. Die
OD (Optische Dichte) steigt in diesem Assay proportional zur Anzahl vitaler Zellen
an. Die OD wurde nach 1 Stunde, 1,5 Stunden und 2 Stunden bei 450 nm mit dem
ELISA-Gerat (Milenia, Kinetic Analyzer Diagnostic Product Corp., Biermann GmbH,
Bad Nauheim) bestimmt. Die Messung wurde akzeptiert, sobald die OD der Kontroll-
wells zwischen 1 und 2 lag. Bei Messungen mit einer OD>1 oder >2 sind die
Messfehler zu grol3, daher wurden diese Messungen von unseren Ergebnissen
ausgeschlossen. Um eine Verfalschung der Werte durch Kontamination mit
Bakterien, Pilzen oder anderen Zellen sicher ausschlieen zu kdnnen musste die
Negativkontrolle eine OD < 0,4 annehmen.

Die Zellverbande der Sphéaroid-Kulturen wurden direkt vor der Messung noch durch

mehrmaliges Pipettieren mit einer 100 pl-Pipette voneinander getrennt.

Statistische Auswertung der Proliferationsassays

Die gemessenen Werte wurden mit Hilfe des Statistik-Programmes GraphPad
Prism4 dargestellt und ausgewertet.

Zunachst wurde eine ,baseline-correction” durchgefuhrt, in der die Werte der
Negativkontrolle von den ubrigen Werten subtrahiert wurden. Anschlie3end erfolgte
die Normalisierung der Messwerte, wobei die unbehandelte Kontrollgruppe stets den
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Referenzwert 100% Viabilitat darstellte. Mit diesen Werten lie3 sich die Viabilitat in
Prozent fur jede Behandlungsgruppe darstellen.

In die Messpunkte wurde weiterhin mit Hilfe des Statistik-Programmes eine
nonlineare Regressionskurve eingelegt, durch welche wiederum die ICso—Werte der
verschiedenen Behandlungen bestimmt werden konnten. Die ICs;—Werte
entsprechen der Konzentration, die bendtigt wird, um die Vitalitat der Zellen um 50 %

zu reduzieren.

2.4 Zellzyklusanalyse
Mit Hilfe einer Zellzyklusanalyse wurde bei zwei Zelllinien (Rh30 und A204)

untersucht, ob die Behandlung mit Vincristin oder Tariquidar eine Verschiebung ihres

Zellzyklus zur Folge hat.

2.4.1 Versuchsaufbau

Es wurden fiir jede Zelllinie vier 6well Platten angelegt mit 2 ml & 1x10° Zellen/ml pro
well. Die Zellen wurden 24 Stunden im Brutschrank kultiviert und dann behandelt. Je
zwei Platten einer Zelllinie wurden mit Vincristin (107 pg/ml, 10~ pg/ml, 107> pg/ml,
10%ug/ml und 10 pug/ml) und zwei mit Tariquidar (0,8 pg/ml, 1,6 pg/ml, 3,2 ug/mi,
6,4 ug/ml und 12,8 ug/ml) behandelt. Somit konnte fir jede Zelllinie und Behandlung
eine Messung nach 24 Stunden und eine Messung nach 48 Stunden durchgefihrt
werden.

Zur Messung wurde der Uberstand eines jeden wells in ein eigenes FACS-Réhrchen
Ubertragen. Die wells wurden mit je 500 pl PBS ausgesplilt, die Zellen wurden mit
200 pl Trypsin gelost, und jeder well wurde noch ein bis zweimal mit 500 pl PBS
ausgespult. Die Flussigkeiten wurden alle im entsprechenden FACS-RoOhrchen
gesammelt. Die FACS-RoOhrchen wurden 5 Minuten bei 1200 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgegossen, und es wurde jeweils 1 ml Hoechst 33342 Farbstoff
(Fa. Sigma Aldrich, Taufkirchen bei Minchen, Deutschland) verdinnt zu 20 pug/ml in
FACS-Puffer (bestehend aus 500 ml PBS, 10 ml FCS, 2 mM EDTA (292,5 mg) und
25 mg Natriumazid) zugegeben. Damit Hoechst 33342 gleichméRig auf alle Zellen
einwirken konnte, wurde jedes Rohrchen kurz auf dem Vortexer geschuttelt und dann
30 Minuten im Dunkeln inkubiert.

AnschlieRend wurden die Proben am LSRII FACS- Gerat mit dem UV-Laser angeregt
und mit dem 405/20 nm Filter gemessen. Der Versuch wurde zweimal wiederholt.
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2.4.2 Auswertung der FACS Analyse

Die Zellzyklusphasen konnen anhand der Grolle des Chromosomensatzes
voneinander unterschieden werden. In der G1-Phase liegt ein diploider
Chromosomensatz (1n2c) vor, in der S-Phase ein Chromosomensatz zwischen 1n2c
und 2n4c, in der G2-Phase ein tetraploider Chromosomensatz (2n4c) und in der
Apoptose-Phase ein Chromosomensatz, welcher kleiner als 1n ist.

Hoechst 33342 ist ein zellmembrangangiger Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch mit
der AT-Region der DNA interkaliert. Die Bindung fuhrt zu einem Wechsel des
Emissionsmaximums von 500 nm nach 460 nm. Mit Hilfe des Durchflusszytometers
ist es aufgrund der stochiometrischen Bindung von Hoechst 33342 an die DNA
maoglich, die Zellen, den detektierten Fluoreszenzsignalen entsprechend, den vier
Zellzyklusphasen zuzuordnen.

Anhand der Kontrolle der jeweiligen Zelllinie wurde zunachst das Fenster festgelegt,
in dem alle lebenden und apoptotischen Zellen, ohne deren Dubletten oder dem
Zelldebris, lagen. AnschlieBend wurden den Gipfeln die Zellzyklusphasen zugeteilt,
entsprechende Grenzmarkierungen gesetzt und diese fur die weiteren Messungen
beibehalten. In den Abbildungen 11 und 12 in Abschnitt 3.1.4 ist anhand der Zelllinie
A204 beispielhaft die Festlegung des Fensters und der Abgrenzungen der

Zellzyklusphasen dargestellt.

2.5 Farbemethoden in vitro

Zur Beurteilung morphologischer Veranderungen in der Zelle unter der Behandlung
mit Tariquidar wurden verschiedene Farbemethoden angewendet. In Vorbereitung
der Farbungen wurden je zwei selbsthaftende Zellkultureinsatze (Fa. Ibidi,
Martinsrieth bei Minchen, Deutschland) auf einen sterilen Objekttrager (SuperFrost®
Plus Objekttrager, Fa. R. Langenbrink Labor und Medizintechnik, Emmendingen,
Deutschland) gebracht. Fir jede Zelllinie wurde ein Objekttrager angelegt, und in
jede Kammer wurden 50 pl & 1x10° Zellen/ml DMEM pipettiert, die vor der
Behandlung mit Tariquidar 1 Stunde im Brutschrank inkubiert wurden. Die Zellen
wurden dann mit Tariquidar, gelést in weiteren 50 uIl DMEM, behandelt. Die
verwendeten Konzentrationen lagen bei 3,2 ug/ml, 6,4 ug/ml und 12,8 ug/mi
Tariquidar. Vor der jeweiligen Farbung wurden die Zellen nochmals 24 Stunden lang

im Brutschrank inkubiert.
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2.5.1 HE (Hamatoxylin-Eosin)-Féarbung

Als Erstes wurde eine Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin angefertigt. Bei
dieser Methode farben sich der Zellkern blauviolett und das Zytoplasma rot an.

Nach der 24-stiindigen Inkubationszeit wurden der Uberstand abgesaugt, die
Zellkultureinsatze vorsichtig mit einer Pinzette abgenommen und die Praparate dann
luftgetrocknet. Fir die Farbung wurden die Objekttrager zunachst in einem
Objekttrager-Schlitten drei Minuten in Meyers Hamalaun (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland, 1:5 mit Aqua dest. verdunnt) eingetaucht. Hamalaun konnte an die
sauren Strukturen, insbesondere des Zellkerns, binden und farbte sie in der sauren
Losung zunachst braun. Anschlieend wurden die Objekttrager funf Minuten unter
flieBendem Wasser gespult, und durch den steigenden pH-Wert schlug die Braun-
Farbung in Blauviolett um. Die Objekttrager wurden danach 3 Minuten in den sauren
Farbstoff Eosin (0,1 % Losung, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) getaucht,
wodurch sich das Zytoplasma blass rot anfarbte und der Uberschissige Farbstoff
schlielich 30 Sekunden lang unter flieRendem Wasser abgespiilt werden konnte.
Die Praparate wurden daraufhin in einer aufsteigenden Alkoholreihe 70 % Ethanol fir
funf Minuten, 95 % Ethanol far finf Minuten und 100 % Ethanol fir zweimal
funf Minuten vom Wasser befreit. Zum Schluss wurden die Praparate noch
funf Minuten in Xylol (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) getaucht, bevor sie, in
DePeX (Fa. Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) gebettet,
eingedeckelt werden konnten. Die Praparate wurden unter dem Lichtmikroskop bei
40facher VergroRerung betrachtet, auf Anderungen der Zellmorphologie untersucht

und fotografiert.

2.5.2 JC1 Farbung

Mit Hilfe der JC1 Farbung wurden die Mitochondrien dargestellt. JC1 (5,57, 6,6 -
tetrachloro- 1,1", 3,3 -tetraethylbezimidazolylcarbocyanine iodide, Becton Dickinson
GmbH, Franklin Lakes NJ, USA) ist ein fluoreszierender Farbstoff, der von den
Mitochondrien aufgenommen wird und bei einer Anregung von 485 nm leuchtet. Sind
die Mitochondrien intakt und haben ein hohes Membranpotential, komplexiert JC1
und fluoresziert rot mit einem Emissionsmaximum bei 590 nm. Sind die
Mitochondrien geschéadigt und haben ein niedriges Membranpotential, komplexiert

JC1 nicht und fluoresziert griin bei einem Emissionsmaximum von 535 nm.
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Zur Farbung wurden nach der 24-stiindigen Inkubation mit Tariquidar der Uberstand
abgesaugt und die Zellkultureinsatze zunéchst auf den Objekttragern belassen. Es
wurden nun 50 pl JC1 in einer Konzentration von 10 pg/ml (Ausgangskonzentration
1 mg/ml, 1:100 verdunnt in PBS) in jede Kammer pipettiert. Es folgte eine 10-
mindtige Inkubation im Brutschrank. Danach wurden der Farbstoff abgesaugt, die
Zellkultureinsatze vorsichtig mit einer Pinzette vom Objekttrager entfernt, auf jeden
Objekttrager ein Tropfen PBS gegeben und die Zellen mit einem Deckglaschen
abgedeckt. AnschlielRend wurden die Zellen sofort unter dem Fluoreszenzmikroskop
(40x VergroRRerung, Axioskop40, Zeiss) mit dem Filtersatz 480/520nm (Breitband)

beurteilt und fotografiert.

2.5.3 Acridinorange Farbung

Acridinorange (C17H20ClsNsZn, Molekulargewicht 301 g/mol, Fluka Ag, Buchs,
Schweiz) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der abhéngig von seiner Bindung, bzw.
Umgebung, unterschiedliche Absorptions-/ Emissionsmaxima aufweist.
Acridinorange ist zellmembrangéngig, bindet an die DNA im Zellkern und akkumuliert
in Lysosomen. Bei Bindung an die DNA hat es ein Absorptions- /Emissionsmaximum
von 502/525 nm und kann mit dem Filtersatz 480/520 nm als griine Fluoreszenz
betrachtet werden. Im sauren Milieu der Lysosomen hat Acridinorange ein
Absorptions-/Emissionsmaximum bei 577/590 nm und kann als rote Fluoreszenz mit
dem Filtersatz 540/590nm gesehen werden.

Da Acridinorange in Pulverform vom Hersteller geliefert wird, wurde zunachst eine
100 mM Stammibésung (in destilliertem H,O) hergestellt, welche bei 4 °C in
Dunkelheit gelagert werden konnte. Zur Farbung der Zellen wurden nach der
24stiindigen Inkubation im Brutschrank der Uberstand von den Objekttragern
abgesaugt, die Zellkultureinsdtze abgenommen, 100 pl einer 10 uM Acridinorange-
Losung (1: 10 000 in PBS verdunnte Stammlésung) auf den Objekttrager gegeben
und die Zellen mit einem Deckglaschen bedeckt. Die Praparate wurden sofort unter
dem Fluoreszenzmikroskop (40fache VergrofRerung, Axioskop 40, Zeiss)

mikroskopiert und fotografiert.
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2.6 Tierversuche

In Tierversuchen wurde die Wirkung von Tariquidar und den bereits vorgestellten
Zytostatika (Abschnitt 2.2.2) weiter untersucht. Die Genehmigungsnummer des
Tierversuches ist CK 01/03 (RP Tubingen). Die Tierversuche wurden durch die
wissenschaftlichen Mitarbeiter der Abteilung fur Kinderchirurgie und Kinderurologie
der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin Tubingen durchgefuhrt. Die
Aufarbeitung des Materials und die Auswertung dieser Versuche erfolgten im

Rahmen dieser Arbeit.

2.6.1 Aufbau der Tierversuche

In den Tierversuchen wurden insgesamt 229 NMRI (nu/nu) Mause eingesetzt. In
Tabelle 7 ist die Einteilung der Tiere in verschiedene Behandlungsgruppen
aufgefihrt.

Tabelle 7: Anzahl der Tiere in jeweiliger Behandlungsgruppe

Therapiegruppe A204 Rh30
Kontrolle 10 11
Actinomycin D 10 13
Actinomycin D + Tariquidar 6 10
Carboplatin 10 13
Carboplatin + Tariquidar 0 16
Topotecan 10 14
Topotecan + Tariquidar - 10
Vincristin 13 13
Vincristin + Tariquidar 5 13
Tariquidar (Actinomycin D- 6 6
Schema)

Tariquidar (Carboplatin- - 10
Schema)
Tariquidar (Topotecan- - 10
Schema)
Tariquidar (Vincristin- 5 10
Schema)

Den Mausen wurden zu Beginn der Experimente einmalig 1 ml mit 10° Zellen (A204
oder Rh30) subkutan in den Rucken-/Flankenbereich injiziert. Die Tiere wurden

beobachtet, bis ein Tumorvolumen von etwa 0,5 cm?® erreicht war und dann mit
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einem Zytostatikum (Auflistung der Zytostatika und Dosierungen in Tabelle 5)
entsprechend den aktuellen Therapieleitlinien der CWS 2002 behandelt. Abweichend
vom Protokoll, wurden die Zytostatika jedoch immer einzeln eingesetzt, um die
Einzelwirkung beurteilen zu konnen. Zusatzlich wurden Tiere mit dem
Chemomodulator Tariquidar oder mit einer Kombination aus Tariquidar und
Zytostatikum behandelt. Wurde Tariquidar nach einem Zytostatikum-Schema
eingesetzt, bedeutete dies, dass die Ubliche Dosierung (2mg/kgKG i.p.) an den
Tagen gegeben wurde, an denen sonst das jeweilige Zytostatikum gegeben worden
ware. Die Kontrollgruppen erhielten keinerlei Behandlung. Gelost waren die
Medikamente jeweils in 200 pl 0,9 % NaCl. Im Rahmen der Kombinationsbehandlung
wurde Tariquidar (2 mg/kgKG i.p.) jeweils 10 Minuten vor Applikation des
Zytostatikums verabreicht. In Abbildung 5 sind die Behandlungsschemata graphisch
dargestellt.

Carboplatin

0
0123456 7 8 910111213141516 17 18 19 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Behandlungstag

Actinomycin D

0123456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Behandlungstag

Topotecan

0123456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Behandlungstag

Vincristin

0123456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Behandlungstag

Abbildung 8: Behandlungsschemata der Tierversuche.
Auf der Zeitachse sind die Tage markiert, an welchen Tagen das Zytostatikum
verabreicht wurde.
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Im Laufe der nachfolgenden Beobachtungszeit wurde zweimal wéchentlich die
Lange, Breite und Hohe des Tumors ausgemessen. Am Ende der Beobachtungszeit
(30 Tage) oder bei Anzeichen starker koérperlicher Leiden wurden die Tiere mit
Ketanest (100 mg/kgKG i.p.) und Rompun (10 mg/kgKG i.p.) betdubt und dann
sakrifiziert. Die Tumoren wurden prépariert und bei - 80 °C gelagert. Ebenfalls

konserviert wurden die Seren bei - 20 °C.

2.6.2 Statistische Auswertung der Tierversuchsdaten

Berucksichtigt wurden alle untersuchten Mause, die mindestens 18 Tage lebten,
gesund waren und die Behandlung gut tolerierten. Die Gruppen waren daraufhin
jedoch versuchsbedingt unterschiedlich gro3 (vgl. Tabelle 7). Bei der Auswertung der
Daten wurden daher stets statistische Methoden angewendet, die die GruppengrolRe
mit berucksichtigten.

Die Berechnungen und Darstellungen in Grafiken wurden alle mit Hilfe des

Statistikprogrammes Graph Pad Prizm4 gemacht.

Bestimmung des Tumorvolumens

Mit Hilfe der Volumenformel fir einen ellipsoiden Korper

und den ausgemessenen Grollen Tumorlange (a), Tumorbreite (b) und
Tumorhdhe (c) wurden die Tumorvolumina berechnet. Diese wurden in Abhangigkeit
von der Behandlungsgruppe und der Tumorzelllinie Uber der Zeit dargestellt. Die
Kurven zeigten, dass ein annahernd exponentielles Tumorwachstum angenommen

werden konnte.

Tumorwachstum

Durch die erste Ableitung der exponentiellen Kurve konnte die Steigung der Kurve
und damit die Wachstumsrate des entsprechenden Tumors bestimmt werden.

Bei angenommenem exponentiellem Wachstum entsprach die erste Ableitung
Logarithmus (log10) der Tumorvolumina.

Die Steigungen der hieraus entstehenden Geraden entsprachen den
Tumorwachstumsraten der einzelnen Tumoren.

Da kein logl0 von O existiert, musste der Datensatz vor Berechnung der

Wachstumsraten bereinigt werden. Ein Wert=0, wenn beispielsweise bei einer Maus
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kein Tumor ausgemessen werden konnte, da dieser nicht vorhanden oder nicht
auffindbar war, wurde nach gangiger Methode durch einen sehr kleinen Wert ersetzt.
In diesem Fall wurde der Wert O durch ein fiktives Tumorvolumen, welches halb so
grol3 wie minimal messbar sein sollte, ersetzt. Die minimal messbare Seitenlange
wurde mit a=0,05cm; b=0,05cm; c=0,05cm festgelegt. Damit ergab sich folgendes

fiktives Volumen fur nicht nachweisbare Tumore:
Wert 0 = 1/2 x (4/3 x 11 x 0,05cm/2 x 0,05cm/2 x 0,05cm/2) = 0,0002618 cm?.

Die Wachstumsraten (entsprechend den Steigungen der Geraden) der
unterschiedlichen Behandlungen konnten nun mit Hilfe des Dunnett's-Tests
statistisch miteinander verglichen werden. Damit war es moglich die Effektivitat der
Behandlung hinsichtlich des Tumorwachstums zu beurteilen und die verschiedenen
Behandlungsmethoden miteinander zu vergleichen.

Der Dunnett’s-Test ist ein abgewandelter T-Test fur den Vergleich mehrerer Gruppen
mit einer Kontrollgruppe. Er hat eine Irrtums-Wahrscheinlichkeit von maximal 5 %
(Fehler a=0,05). Mit Hilfe des Dunnett’s Tests konnen unterschiedlich grol3e Gruppen
miteinander verglichen werden. Die GruppengrofRe wird bei der Berechnung der
Signifikanz der Ergebnisse beriicksichtigt.

Tumorvolumenverdopplungszeit

Aus der Geraden-Steigung wurde mit Hilfe der Formel
Verdopplungszeit t*= 1plog2/ Steigung b

die Verdopplungszeit des Volumens berechnet. Aus den Verdopplungszeiten der
verschiedenen untersuchten Tumoren einer Behandlungsgruppe wurde, erneut um
die unterschiedliche Gruppengrof3e statistisch zu bericksichtigen, die mediane
Verdopplungszeit fir eine Behandlungsgruppe berechnet.

Die mediane Tumorvolumenverdopplungszeit veranschaulicht den Einfluss der
Behandlung auf das Tumorwachstum. Verdopplungszeiten, welche nach der
Umrechnung aus der Steigung, einen negativen Wert hatten wurden gleich 1000
gesetzt. Ein negativer Wert hatte die mediane Verdopplungszeit in die falsche
Richtung verzerrt, da eine negative Steigung einem sehr langsamen Wachstum
entspricht, ein negativer Verdopplungswert hingegen einem sehr schnellen

Wachstum.
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2.7 RNA- Extraktion und Quantifizierung mittels gRT-PCR

(quantitative Reverse Transkriptase Polymerase Ketten Reaktion)

2.7.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgefuhrt. Mit diesem Kit werden nur RNA-Ketten, welche langer als
200 Nukleotide sind, isoliert. Diese Selektion fuhrt zu einer Anreicherung von mRNA,
da die meisten anderen RNAs, wie tRNA oder rRNA in der Regel kirzer als 200
Nukleotide sind.

Zunachst wurde der RLT-Lyse Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit 40 mM DTT
(1,4 Dithiothreitol, 154,23 g/mol, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) vorbereitet.
Anschlieend wurde von dem Tumorgewebe (gelagert bei —80 °C) ein maximal
30 mg schweres Stick mit sterilen Einweg-Skalpellen (B. Braun, Melsungen)
abgeschnitten und in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald mit der Prézisionswaage
(Sartorius analytic A210S, geeicht bis 1 mg, Sartorius AG, Gottingen) gewogen.

Um einem RNA-Verdau durch RNAsen vorzubeugen, wurde zum einen stets steril
gearbeitet, zum anderen wurde das Gewebe zwischen den Arbeitsschritten auf
Trockeneis gehalten. (Die optimale Arbeitstemperatur fir RNAsen liegt in der Regel
zwischen 15-70°C).

Zur Homogenisierung und Lysierung wurde die bendtigte Menge RLT-Puffer mit DTT
(350 pl/20 mg Tumorgewebe) zum Gewebematerial gegeben und dann alles 20-40
Sekunden lang auf Stufe 4 mit dem Ultra Turrax® T8 (lka Labortechnik, Staufen,
Deutschland) homogenisiert. Die folgenden Schritte zur RNA-Isolierung wurden
entsprechend des Protokolls manuell oder maschinell mit Hilfe des Qiagen Roboters
Qiacube (Qiagen, Darmstadt, Deutschland) gemacht

Die gewonnene RNA wurde bei —80 °C eingefroren (um einem Abbau der RNA durch
RNAsen entgegen zu wirken) und zur Qualitatskontrolle an die Microarray Facilitiy,
Tubingen, Deutschland gesandt. Im Rahmen der Qualitatskontrolle wurden mit Hilfe
des Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co.
KG, Waldbronn, Deutschland) und des RNA 6000 Nano LabChip Kit (Agilent
Technologies, Béblingen, Deutschland) nach Herstellervorschriften die Qualitéat sowie

die Konzentration der RNA in einer Probe bestimmt.
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Da die RNA durch bestandigen Abbau durch RNAsen sehr instabil ist, ist die
Kontrolle der Qualitat und Konzentration einer Probe essentiell fur die Arbeit mit
RNA. Die Qualitat einer RNA-Probe kann mit Hilfe der RIN (RNA Integrity Number)
und der rRNA ratio (Verhéaltnis 28s/18s) ermittelt werden.

Die RIN ist ein von Agilent Technologies und quantinom bioinformatics erstmalig
festgelegtes Qualitatslabel, welches sich Uber RNA-L&nge und Informationsgehalt
errechnet. Es nimmt Werte zwischen 1 (komplett zerfallene RNA) und 10 (vdllig
intakt) an. Bei der rRNA-ratio wird das Verhaltnis von 28s zu 18s RNA bei der
Gelelektrophorese ermittelt. Bei vollig intakter RNA liegt das rRNA-ratio bei 2. RIN
und rRNA-ratio wurden freundlicherweise von Microarray Facilitiy Tubingen
bestimmt.

Als Qualitatsmindestanforderung fur die weitere Verwendung der RNA wurden eine
RIN >8 und eine rRNA-ratio von mindestens 1,8 festgelegt.

2.7.2 Reverse Transkription

Da fur die qRT-PCR (quantitative Real Time-PCR) cDNA Proben bendtigt werden,
wurden mit Hilfe des ,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits“ (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) cDNA-Proben aus den RNA-Proben
gewonnen.

Zunachst wurde der 2fach Mastermix aus den im Kit enthaltenen dNTPs, dem
reverse transcription buffer, den random primers, der MultiScribe™ reverse
transcriptase und dem Nuklease-freien Wasser nach Protokoll hergestellt.
AnschlieRend wurden in einem 200ul Eppendorf-Reaktionsgefald 25 ul Mastermix
und 25 pl RNA (0,2 pg/ul) vermischt und zur Durchfiihrung der reversen Transkription
im Thermocycler Gene Amp® PCR System9700 (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) 10 Minuten lang bei 25 °C gehalten und anschlieend 120 Minuten
lang auf 37 °C erhitzt. Die hiermit gewonnene cDNA wurde bis zur

Weiterverwendung bei —20 °C aufbewabhrt.

2.7.3 Die qRT-PCR
Mittels gRT-PCR wurde die Genexpression ausgewahlter Gene auf mRNA-Ebene

untersucht.

Gen- Auswahl fir die gRT-PCR
Die Auswahl der Gene fir die gRT-PCR erfolgte in mehreren Schritten.
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Zunachst wurde das Tumorgewebe von jeweils drei Tieren der verschiedenen
Behandlungsgruppen (Kontrolle, Vincristin, Vincristin und Tariquidar) und der beiden
Zelllinien (A204 und Rh30) zufallig ausgewabhlt.

Bei den ausgewahlten Tumoren wurde eine Genchip-Analyse mittels Affymetrix
high-density oligonucleotide microarrays (GeneChip HU Gene 1.0, Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA) durchgefihrt. Die Hybridisierungs-Experimente und die Bewertung
der Ergebnisse wurden freundlicherweise von der Microarray Facility Tubingen
tbernommen.

Der komplette Gen-Datensatz wurde anschlieRend stufenweise auf die fir uns
interessanten Gene beschrankt.

Zunachst wurden alle Gene ausgeschlossen, welche nicht mindestens ein
Transkriptionssignal von 8 in der Kontrollgruppe oder der Vincristin-Gruppe
erreichten. Ein  weiteres  Ausschlusskriterium war eine Varianz  der
Transkriptionssignale innerhalb einer Behandlungsgruppe groéRer als 0,099. Der
endgultige Datensatz enthielt dann nur noch Gene, welche oben genannte
Bedingungen erfillten und die durch die Behandlung von Vincristin mindestens
zweifach hoch- oder herunterreguliert waren. Die Gene des verbleibenden Gen-
Datensatzes wurden schlieRlich mit Hilfe von IPA (Ingenuity Pathway Analysis) auf
Ihre biologischen Funktionen und die Gen-Netzwerke, in denen sie eine Rolle
spielen, untersucht. Zur Validierung der Genchip-Daten wurden schlie3lich sieben
Gene fir die quantitative Gen-Expressionsanalyse ausgewahlt.

Tabelle 8: Verwendete Gen Expressions-Assays. Die Haushaltsgene sind mit * gekennzeichnet.

Gen- Name Gen ID Nr. RefSeq Assay ID (Applied | Amplicon-
(Entrez Gene) biosystems) Lange

PSMB1 5689 NM_ 002793.3 Hs00427357 ml |71
PSMB6 5694 NM 002798.1 Hs00382586 m1 | 93
PSMD14 10213 - Hs00271805 ml | 144
USP17 391627 NM_ 001105662.1 | Hs00970729 g1 | 81
UIMC1 51720 NM 016290.3 Hs00212459 ml | 74
ABCB1 5243 NM_000927.3 Hs00184491 m1l | 110
LRP 4035 - Hs00911183 m1l | 96
GAPDH* 2597 NM_ 002046.3 Hs99999905 m1l | 122
PDHB* 5162 NM_000925.2 Hs00168650 ml | 82

Es wurden Gene ausgewahlt, deren Expressionsprofil durch die Behandlung mit
Vincristin/ Tariquidar besonders deutlich veréndert war, deren Funktion bekannt und

bereits néher beforscht ist und die auRerdem nach heutigem Wissensstand Einfluss
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https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00427357_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=psmb1&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00382586_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=PSMB6&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00271805_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=psmd14&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00970729_g1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=usp17&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00212459_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=UIMC1&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184491_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=Hs00184491_m1&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs99999905_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=GAPDH&adv_kw_filter1=ALL&species=Homo+sapiens&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00168650_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=PDHB&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults

auf die Chemoresistenz-Entstehung nehmen kdnnen. (Zur Auswahl der Gene siehe
auch Abschnitt 3.4.1). Zwei Haushaltsgene als Referenzpunkte wurden festgelegt. In
Tabelle 8 sind die ausgewéhlten Gene zusammen mit den verwendeten Assays und
deren Amplicon-Langen aufgefihrt. Bei der Auswahl des Assays wurde
insbesondere auf die Amplicon-Lange geachtet, da die Assays umso spezifischer

sind je groRer die Amplicon-Lange ist.

Ablauf der gRT-PCR

Zur Quantifizierung der durch die reverse Transkription gewonnenen DNA wurde
eine gRT-PCR (quantitative Real Time-PCR) mit Tagman-Sonden durchgefuhrt.
Untersucht wurde die mRNA-Expression von jeweils drei Tumoren einer
Behandlungsgruppe. Es wurden stets Dreifachbestimmungen fir jede Probe und
jeden Primer durchgefuhrt. Nach Anleitung wurden cDNA, TagMan® Gene
Expression Master Mix® (Applied biosystems, Darmstadt, Deutschland), H,O und
TagMan® Gene Expression Assay (Applied biosystems, Darmstadt, Deutschland)
miteinander vermischt und die Platten damit besttckt.

Neben den zu untersuchenden Genen wurde auch die Menge zweier sogenannter
Haushaltsgene (konstitutiv exprimierte, nicht regulierte Gene) bestimmt. Die
Haushaltsgene wurden als interner Standard und bei den Berechnungen zur
baseline-Korrektur verwendet

Die NTC (negative template control) enthielt anstelle von cDNA die entsprechende
Menge H,O und den GAPDH-TagMan® Gene Expression Assay. Nach dem
Beladen wurde die Platte mit selbstklebenden optischen Folien (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) fest verschlossen und nach kurzer Zentrifugation in den
C1000™ Thermal Cycler, CFX96™Real Time System (Bio Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland) gestellt. Das Gerdt wurde dem Protokoll entsprechend

folgendermal3en programmiert:

— 2 Minuten 50 °C - Aktivierung der Polymerase
— 10 Minuten 95 °C - Aktivierung der Polymerase
— 15 Sekunden 95 °C - Denaturierung der DNA- Doppelstrange
— 1 Minute 60 °C - Primerhybridisierung und Elongation der

neuen DNA- Strange
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Es wurden 40 Wiederholungs-Zyklen der Schritte 3 und 4 gemacht. Das Programm
malf3 die Fluoreszenz nach jedem Zyklus und berechnete dartiber den Ct- Wert einer
jeden Probe (Ct-Cycle threshold, engl. Schwellenwertzyklus). Der Ct-Wert bezeichnet
den Punkt, an dem die Fluoreszenz einer Probe zum ersten Mal die Hintergrund-
fluoreszenz Ubersteigt. Der Wert liegt stets zu Beginn der exponentiellen Phase der
PCR. Durch ihn ist eine relative Quantifizierung der RNA méglich. Zunachst wurde
eine Qualitatskontrolle der Ct-Werte durchgefiihrt. Waren die Standardabweichungen
der Dreifachbestimmungen zu grof3, oder wich ein Wert um mehr als einen Ct-Wert
von den anderen ab, wurde die Platte Uberprift. Die Werte der betreffenden ,wells”

wurden fur ungultig erklart, wenn diese nicht dicht verschlossen waren.

Statistische Auswertung der qRT-PCR

Zur statistischen Auswertung der gRT-PCR wurden die Expressionsunterschiede mit
der AACt-Methode untersucht.

Zunachst wurde aus jedem Ct-Wert der entsprechende ACt-Wert berechnet.

Dazu wurde der Mittelwert der Dreifachbestimmungen des Ct-Wertes des
Referenzgens PDHB der entsprechenden Probe vom Ct-Wert der Probe x (z.B.
Xenograft der Zelllinie Rh30, behandelt mit Vincristin, untersucht auf Gen MDR1)
abgezogen.

ACt prope x = Ct probe x- Ct PDHB von Probe x

ACt Kontrolle = Ct Kontrolle™ Ct PDHB von Kontrolle

Hieraus konnte der AACt-Wert berechnet werden. Dazu wurden jeweils die
Mittelwerte der Dreifachbestimmungen des ACt-Wert einer Probe x gebildet und der
Mittelwert des ACt-Wertes der entsprechenden Kontrolle (z.B. Xenograft der Zelllinie
Rh30, unbehandelt untersucht auf Gen MDR1) abgezogen.

AACt= ACt Probe x — ACt Kontrolle

Die n-fache RNA-Expression eines Gens einer Probe nach Behandlung wurde mit

Hilfe der Formel

nfache EXpression prope x = ~DACt-Probe x

berechnet. Wieder erfolgte die statistische Auswertung und grafische Darstellung mit

dem Statistik-Programm GraphPad Prizm4.
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2.8 Materialien

Sofern nicht anders angegeben befindet sich der Sitz des Herstellers in Deutschland.

2.8.1 Gerate

EcoVac Vakuumpumpe, Endvakuum 300 mbar,

Pumpleistung 4 I/min

Schuett Biotec, Gottingen

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies GmbH &
Co. KG, Waldbronn

Brutschrank Heraus® (37 °C, 5 % CO,, 90 % rH)

BBD 6220

Thermo Scientific, Schwerte

C1000™ Thermal Cycler, CFX97™ Real Time
System

BioRad Laboratories GmbH,
Minchen

FACS- Gerat LSRII

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

Gene Amp.® PCR System 9700

Applied Biosystems, Darmstadt

Mikroskop Axioscop 40

Zeiss, Gottingen

Mikroskop Fluovert FS,

Leitz, Wetzlar

Milenia, Kinetic Analyzer

DPC (Diagnostic Product Corp.)
Biermann GmbH, Bad Nauheim

Multipipette pro

Eppendorf AG, Hamburg

Pipetten (0,5- 10 pl; 10- 100 pl; 100- 1000 pl)

Eppendorf AG, Hamburg

Photometer, Multiscan Ascent

Thermo Electron Corp. seit 2006
Fusion mit Thermo Fisher
Scientific, Schwerte

Prazisionswaage, Sartorius analytic A210S,
geeicht bis 1 mg

Sartorius AG, Gottingen

RNS-, DNA-Isolationsroboter QlAcube

Qiagen, Darmstadt,

Ultra Turrax® T8

Ika Labortechnik, Staufen

Zentrifuge Heraeus® Multifuge 1SR Centrifuge

Thermo Scientific, Schwerte

Zentrifuge Rotixal RP
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2.8.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser, 24x50 mm, Dicke 0,13- 0,16 mm

R. Langenbrinck Labor- und
Medizintechnik, Emmendingen

Eppendorf Reaktionsgefalie (0,2 ml; 0,5 mi;
1,5ml; 2,0 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Einwegpinzetten, steril

Servoprax, Wesel

Einwegskalpelle, steril

B. Braun, Melsungen

FACS-Rundbodenrdhren

BD Biosciences, Heidelberg

Falcon™ Zentrifugenrdhrchen (15 ml; 50 ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Glaspasteurpipetten 230 mm

WU Mainz

Kulturplatten @ 10cm

Fa. Sarstedt, MUmbrecht

Latex-Handschuhe

Ansell Derma Clean, Brissel,
Belgien

Objekttrager, SuperFrost® Plus Objekttrager

R. Langenbrinck Labor- und
Medizintechnik, Emmendingen

PCR-Reaktionsgefalle, ThermoTuberm PCR
Tubes

Applied Biosystems, Darmstadt

Pipettenspitzen (10 pl; 100 pl; 1000 ul)

Fa. Sarstedt, MUmbrecht

gRT-PCR-Abdeckfolien, Optical Adhesive Covers

Applied Biosystems, Darmstadt

gRT-PCR-Platten, MicroAmp® Optical 96-well

Applied Biosystems, Darmstadt

RNase-Spray, InvitrogenTM Rnase AWAY®

Molecular BioProducts, San
Diego, USA

RNeasy mini spin column (Trennséaule)

Qiagen, Darmstadt

Costar® Ultra low attachment plate, 96 well flat
bottom with lid

Corning Incorporated, Corning
NY, USA

Zelleinsatze, Culture inserts

Fa. Ibidi, Martinsrieth bei
Miinchen

Zellkultur- Platten (96 well; 24 well; 12 well;
6 well)

Becton Dickinson, Franklin
Lakes NJ, USA

Zytostatika-Schutzhandschuhe

46

Zplus, Berner, EImshorn



2.8.3 Reaktions- Kits

EZ4U, Cat. No. BI-5000

Biomedica, Eching

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, Darmstadt

High capacity DNase Kit

Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit

2.8.4 Chemikalien, Losungen, Puffer

Acridinorange, 100 mM Acridinorange geldst in
Aqua dest., gelagert im Dunkeln bei 4 °C

Qiagen, Hilden

Fluka AG, Buchs, Schweiz

DePeX

Fa. Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

DNase- Stammldsung

Qiagen, Darmstadt

DTT, Wasser auf 2 M geldst und bei -20 °C
gelagert

Fa. Merck, Darmstadt

Eosin, 0,1 % L6sung

Fa. Merck, Darmstadt

Ethanol, 100 %

Fa. Merck, Darmstadt

FACS Puffer, bestehend aus 500 ml PBS, 10 ml
FCS, 2 mM EDTA (292,5 mg) und 25 mg
Natriumazid

Eigene Herstellung aus
genannten Bestandteilen

Giemsalbsung

Fa. Merck, Darmstadt

Hamalaun Fa. Merck, Darmstadt

Hoechst 33342 Fa. Sigma Aldrich, Taufkirchen
bei Minchen

JC1 Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

RDD- Puffer Qiagen, Darmstadt

RLT- Puffer Qiagen, Darmstadt

RPE- Puffer Qiagen, Darmstadt
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RW1- Puffer

Qiagen, Darmstadt

2x TagMan® Gene Expression Master Mix®

Applied biosystems, Darmstadt

Xylol

Fa. Merck, Darmstadt

2.8.5 Zellkulturmedium , Zuséatze und Waschlésungen

Dulbecco’'s MEM mit oder ohne phenolrot, mit
3,7 g/l NaHCOg3 und 4,5 g/l Glucose, ohne L-
Glutamine, getestet auf Endotoxine

Biochrom AG, Berlin

FCS (fetal calve serum), getestet auf
Mycoplasmen, gelagert in Dunkelheit bei 4 °C

Biochrom AG, Berlin

L-Glutamin 200 mM

Biochrom AG, Berlin

PBS Dulbecco, ohne Mg®* und Ca*"

Biochrom AG, Berlin

Penicillin/ Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Trypsin

PAA GmbH, Colbe

2.8.6 Zellkulturmedium , Zuséatze und Waschlésungen

0,9 % NacCl

Fresenius Kabi GmbH, Bad
Homburg

Actinomycin D (Details s. Tabelle 5)

Universitatsapotheke Tubingen

Carboplatin (Details s. Tabelle 5)

Universitatsapotheke Tubingen

MG132, 475,62 g/mol, verdinnt zu 100 mM in
DMSO und als 20 pl- Aliquots bei —20 °C gelagert

Fa. Sigma Aldrich, Miinchen

PS341, 384 g/mol, wird als 2,6 mM Ldsung
hergestellt und wurde unverdiinnt gelagert bei -
20 °C

Fa. Jannsen Cilag, Neuss

Tariquidar (XR9576)

Xenova, Ltd., Slough, SL1 4EF,
United Kingdom

Topotecan (Details s. Tabelle 5)

Universitatsapotheke Tubingen

Vincristin (Details s. Tabelle 5)
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3. Ergebnisse

3.1 Wirkung des Pgp-Inhibitors Tariquidar auf RMS-Zellen in vitro

3.1.1 Proliferationsassay

Der Pgp-Inhibitor Tariquidar beeinflusste die Viabilitat der RMS-Zellen in vitro. Die
Wirkung war abhangig von der verwendeten Konzentration und der
Behandlungsdauer. In Abbildung 8 sind die Wachstumskurven der RMS-Zellen (der
Zelllinie A204, RD und Rh30) in Abhangigkeit von der verwendeten Tariquidar-

Konzentration nach einer Behandlungsdauer von 48 und 72 Stunden dargestellt.

48 Stunden 72 Stunden
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Abbildung 9: Viabilitatsverlust durch Behandlung mit Tariquidar

Die RMS-Zellen A204, RD und Rh30 wurden mit verschiedenen Konzentrationen Tariquidar behandelt. Nach
48 und 72 Stunden wurde durch ein Proliferationsassay die Viabilitat (%) in Bezug auf die Kontrolle bestimmt.
Aufgetragen sind die Mittelwerte der dreifach bestimmten Messwerte mit Standardabweichung. Die x-Achse ist
zur besseren Darstellung nach lg transformiert. Mit steigenden Konzentrationen Tariquidar und mit
zunehmender Expositionszeit sinkt die Viabilitat aller drei Zellreihen deutlich ab.

Bei allen drei Zelllinien war ein deutlicher Viabilitdtsabfall unter steigenden
Konzentrationen Tariquidar zu beobachten. Die Messungen zeigten, dass nach 48
Stunden die Viabilitat der RMS-Zellen unter Behandlung mit 12,8 ug/ml Tariquidar
auf 60 % (Rh30) bis 35 % (A204 und RD) fielen. Nach 72 Stunden sank die Viabilitat
der Zellen weiter, bei Rh30 auf 50 % und bei A204 und RD auf bis zu 20 %.
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Die ICso-Werte fur die Zelllinien A204 und Rh30 veranderten sich unter verlangerter
Einwirkzeit nicht einheitlich in eine Richtung. Alle ICso- Werte dieses Versuches sind

in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: ICso-Werte Tariquidar nach 48 und 72 Stunden Behandlungsdauer

48 Stunden 72 Stunden

A204 2,16 pg/ml 4,67 pg/ml
RD 5,59 ug/ml 4,01 pg/mi
Rh30 7,38 pg/ml 10,14 pg/ml

3.1.2 HE-Farbung

Bei der mikroskopischen Betrachtung der Zellen nach Behandlung mit Tariquidar
fielen deutliche morphologische Veranderungen bei allen drei untersuchten Zelllinien
auf. Diese morphologischen Veranderungen waren sowohl nativ deutlich erkennbar
als auch nach Farbung mit Hamatoxylin-Eosin.

In den Abbildungen 9a-f sind unbehandelte und mit Tariquidar behandelte RMS-
Zellen der drei Zellreihen A204, RD und Rh30 nach HE-Farbung nebeneinander
dargestellt. Es ist erkennbar, dass die Behandlung mit Tariquidar zu
Zellkernfragmentierung, Formverlust der Zellen, Auflosung der Zell-Zellkontakte und
Anhaufung von optisch dichtem Material im Zytoplasma fiihrte. Desweiteren hatten

sich in den behandelten RMS-Zellen Ansammlungen grofRer Vakuolen gebildet.
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a) A204 Kontrolle b) A204 behandelt mit Tariquidar 12,8 ug/ml

c) RDKontrolle RD behandelt mit Tariquidar 12,8 pg/ml
e) Rh30 Kontrolle f)  Rh30 behandelt mit Tariquidar 12,8 pg/ml

Abbildung 10 a-f: Auswirkung von Tariquidar auf die Zellmorphologie

a) A204, c) RD und e) Rh30 zeigen unbehandelte Zellen der bezeichneten Zelllinie.

b) A204, d) RD und f) Rh30 zeigen &quivalent zu a), c), und e) die mit Tariquidar behandelten Zellen.

Die Aufnahmen sind jeweils nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden und nach Anfarben mit Hamatoxylin-Eosin
bei 40facher VergrofRerung gemacht. Nach Behandlung mit Tariquidar zeigen sich Zellkernfragmentierungen,
Vakuolen-Formationen in den Zellen, Zellmembran-Auflésungen und Verluste der Zwischenzellkontakte.
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3.1.3 JC1-Farbung

Zur Darstellung der Mitochondrien in RMS-Zelllinien vor und nach Behandlung mit
Tariquidar wurden die drei RMS-Zelllinien mit dem Farbstoff JC1 angefarbt.

Wie in den Abbildungen 10a, c und e zu sehen ist, fluoreszierten die Mitochondrien
der unbehandelten Zellen rot als Zeichen fur intakte Mitochondrien.

Bei den behandelten Zellen (dargestellt in Abbildung 10b, d und f) fand sich eine
Uberwiegend grin-gelbe Fluoreszenz. Die griin-gelbe Fluoreszenz ist ein Hinweis auf
ein herabgesetztes Membranpotential der Mitochondrien.

Am deutlichsten zu erkennen war der Unterschied zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen bei der Zelllinie A204, am schwachsten ausgepragt war er bei
der Zelllinie Rh30.

Die Tariquidar-behandelten und die unbehandelten Zellen wiesen keine
Unterschiede bezuglich Anzahl und GroBe der Mitochondrien auf. Damit ist
ausgeschlossen, dass es sich bei den (in nativ und nach HE-Farbung beobachteten)
Vakuolen-Formationen, die sich unter Tariquidar-Einfluss gebildet hatten, um das
optische Korrelat der Mitochondrien handelte.

Gleichzeitig ist aber festzustellen, dass Tariquidar das Membranpotential der
Mitochondrien herabsetzte.
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§ L Mgt
a) A204 Kontrolle

c¢) RD Kontrolle d) RD behandelt mit Tariquidar 12,8 pug/ml

e) Rh30 Kontrolle f) Rh30 behandelt mit Tariquidar 12,8 pg/ml

Abbildung 11 a-f: Darstellung der Mitochondrien in RMS-Zellen

Es sind die drei RMS-Zelllinien A204, RD und Rh30 nach 24stiindiger Inkubationszeit ohne Behandlung in 10a,
¢, e und nach Tariquidar-Behandlung (12,8 pg/ml) in 10b, d, f zu sehen. Die Zellen wurden mit JC1 angeférbt
und bei einer Anregung von 485 nm und einer 20fachen Vergré3erung fotografiert. Die Uberwiegend grin-
gelbe Fluoreszenz der behandelten Zellen weist auf ein herabgesetztes Membranpotential der Mitochondrien
hin.
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3.1.4 Zellzyklus-Analyse

Die Zellzyklus-Analyse mittels Durchflusszytometrie erfolgte nach einer 48stiindigen
Inkubationszeit von RMS-Zellen mit Tariquidar oder Vincristin.

In den Abbildungen 12 und 13 ist anhand der Zelllinie A204 beispielhaft dargestellt,
wie die Fluoreszenzbereiche (,Fenster) fir die Auswertung des Versuches
festgelegt wurden.

Abbildung 12 zeigt die Gesamtpopulation der unbehandelten Kontrollgruppe der
Zelllinie A204. Im Fenster P2 (blau) befinden sich alle fur die weiteren Auswertungen
bendtigten lebenden Zellen. Anhand der Amplitudenbereiche konnte eine
Auftrennung der Zellen in ihre verschiedenen Zellzyklusphasen erfolgen.

Die Grenzen fur die ,Fenster® der Zellzyklusphasen wurden einmalig bei der
Messung der unbehandelten Zellen festgelegt und fir alle weiteren Messungen der
gleichen Zelllinie beibehalten. Mit Hilfe dieser Fenster konnte das Programm dann
jeweils den prozentualen Anteil der lebenden Zellen berechnen, die sich in der
Apoptose-Phase, der G1-Phase, der G2-Phase oder der Synthese-Phase befanden.
Beispielhaft ist diese Festlegung in Abbildung 13 fur die Zelllinie A204 dargestellt.
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Abbildung 12: Fensterauswahl fir A204 Abbildung 13: Einteilung in Zellzyklusphasen
In rot ist die Gesamtpopulation der Kontrolle der bei A204
A204 Zellen dargestellt. Das P2-Fenster schlief3t die Die gemessene Zellzahl ist Uber der Hoechst Blue
lebenden und apoptotischen Zellen ein, die fur die Amplitude dargestellt. Die Zellen wurden weiter
weitere Auswertung interessant sind. Das Fenster unterteilt in die unterschiedlichen Zellzyklusphasen.
wurde fur alle Messungen der A204-Zelllinie Auch diese Fensterung wurde fur alle weiteren
beibehalten. Messungen der A204-Zellinie beibehalten.
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Die durchflusszytometrischen Zellzyklus-Analysen wurden fir die Zelllinien A204 und
Rh30 jeweils nach Behandlung mit steigenden Konzentrationen Tariquidar oder
Vincristin durchgefuhrt. Anhand der festgelegten Fenster wurde bei jeder Messung
der prozentuale Anteil der Zellen, die sich in der G1, G2, Apoptose- oder Synthese-
Phase befanden, bestimmt. Aus diesen Werten wurden wiederum Kurven erstellt, die
die Veranderungen widerspiegeln, die sich durch die Behandlung in Bezug auf die
Verteilung der Zellpopulation in die verschiedenen Zellzyklusphasen in Abhangigkeit
von der Behandlung ergaben. In Abbildung 14 A-D sind die Kurven fir die Zelllinien
A204 und Rh30 nach Behandlung mit Tariquidar oder Vincristin dargestellt.
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Abbildung 14: Einfluss von Tariquidar und Vincristin auf den Zellzyklus von RMS Zellen (Rh30
und A204)

Nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen Tariquidar, bzw.
Vincristin wurde eine durchflusszytometrische Zellzyklus-Analyse durchgefiihrt. Die Kurven stellen
konzentrationsabhéngig den prozentualen Anteil der lebenden Zellen dar, welche sich in einer
Zellzyklusphase befinden. (Kurvenbeschriftung s. Legende). Steigende Konzentrationen an Tariquidar
fihren zu einer Zunahme apoptotischer Zellen. Steigende Konzentrationen Vincristin fihren zu einem
steigenden Anteil von Zellen in der G2-Phase.
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Aufgrund der sehr hohen bendétigten Zellzahl wurden die Messreihen nur einmal
durchgefuhrt, und es wurden Einfachbestimmungen der Werte gemacht. Bei den
Grafiken ist daher zu berucksichtigen, dass es sich nicht um Mittelwerte, sondern um
Einfach-Werte handelt. Da fur jede Messreihe eine unbehandelte Kontrollgruppe
angelegt und gemessen wurde, unterscheiden sich die Nullwerte auch bei den
Grafiken der gleichen Zelllinie geringflgig.

Sowohl die Behandlung mit Tariquidar, als auch die Behandlung mit Vincristin
beeinflussten die lebenden Zellen hinsichtlich ihres Zellzyklus.

Unter der Behandlung mit Tariquidar wurde deutlich, dass mit steigenden
Konzentrationen Tariquidar der Anteil apoptotischer Zellen um ein Vielfaches
gegenuber dem jeweiligen Ausgangswert zunahm. Bei der Zelllinie A204 stieg der
Anteil apoptotischer Zellen von 27,2% auf maximal 76,4% nach Behandlung mit
Tariquidar in der hochsten Dosierung (12,6 pg/ml). Gleichzeitig nahm der Anteil, der
Zellen die sich in der G1-Phase befanden, unter der Behandlung mit Tariquidar von
59,1% auf 21,6% ab. Bei der Zelllinie Rh30 waren unter Behandlung mit Tariquidar
ahnliche Veranderungen zu beobachten. Der Anteil apoptotischer Zellen nahm unter
Behandlung von 1,3% auf 37,7% zu, der Anteil der Zellen in der G1-Phase nahm von
62,4% auf 42,1% ab.

Die Behandlung mit Vincristin hatte andere Veranderungen im Bereich des Zellzyklus
zur Folge. Bei der Zelllinie A204 bewirkte die Behandlung mit Vincristin in der
Hochstkonzentration (0,1 pg/ml) eine Zunahme der Zellen, die sich in der G2-Phase
befanden, von 3,9% auf 30,4%. Wie bei der Behandlung mit Tariquidar kam es
jedoch auch hier zu einer Abnahme der Zellen in der G1-Phase von 41,8% auf
25,7%. Bei der Zelllinie Rh30 kam es ebenfalls zu einer Zunahme der Zellen, die sich
in der G2-Phase befanden, und zu einer Abnahme der Zellen, die sich in der G1-
Phase befanden. Der Anteil der Zellen, die sich in der G1-Phase befanden, nahm
von 64,8% auf 14,0% ab. Der Anteil der Zellen in der G2-Phase nahm von 19,3% auf
70,9% zu.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Tariquidar und Vincristin in unseren
Versuchen zu charakteristischen Veranderungen im Zellzyklus von RMS fihrten.
Tariquidar bewirkte eine Zunahme apoptotischer Zellen, Vincristin hatte eine
Zunahme von Zellen, die sich in der G2-Phase befanden, zur Folge. Bei Tariquidar
und bei Vincristin kam es zu einer Abnahme der Zellen, die sich in der G1-Phase
befanden.
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3.1.5 Acridinorange-Farbung

Mittels Acridinorange-Farbung wurden die RMS-Zellen vor und nach 24-stindiger
Inkubation mit Tariquidar angefarbt, um die sauren Kompartimente der Zellen
darzustellen.

In den Abbildungen 15.1 bis 15.3 ist deutlich zu sehen, dass die Behandlung mit
Tariquidar (jeweils in Bild C und D) zu einem erheblichen Anstieg der roten und der
grunen Fluoreszenz im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen (jeweils in
Bild A und B) filhrte. Diese starke Fluoreszenz deutet auf ein diffus im Zytoplasma
verteiltes Netzwerk sehr saurer Kompartimente hin, wie es beispielsweise flr
Lysosomen typisch ist.

Diese Veranderungen traten bei allen drei Zelllinien A204 (Abbildung 15.1), RD
(Abbildung 15.2), und Rh30 (Abbildung 15.3) auf. Erste Veranderungen waren bei
A204 und RD nach einer Behandlung mit 1,6 pg/ml Tariquidar festzustellen, bei Rh30
nach der Behandlung mit 6,4 ug/ml Tariquidar.

Die Bilder zeigten somit, dass es sich bei den in der Nativaufnahme gesehenen

Vakuolen um saure Zellkompartimente (zum Beispiel Lysosomen) handelte.

Abbildung 15.1: A204
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Abbildung 15.2: RD

Abbildung 15.3: Rh30

Abbildung 15.1-15.3 Nachweis saurer Zellkompartimente mittels Acridinorange
a) und b) zeigen die Kontrolle der jeweiligen Zelllinie.
¢) und d) jeweils die Tariquidar-behandelte Gruppe einer Zelllinie.
A204 und Rh30 wurden mit 12,8 pg/ml Tariquidar behandelt, RD mit nur 3,2 pg/ml Tariquidar.
a) und c) sind jeweils mit dem Filtersatz 480/520 nm fotografiert worden, b) und d) mit 540/590 nm.
Alle Aufnahmen sind bei 40facher VergréRerung gemacht. In den Bildern der behandelten Zellen ist die
ausgepragte Fluoreszenz der sauren Kompartimenten zu sehen.
58



3.2 Kombination von Tariquidar und Zytostatika in vitro

3.2.1 Proliferationsassay Tariquidar und Vincristin

Tariquidar wirkt, wie die bisherigen Versuche zeigen konnten, wachstumshemmend.

Vincristin wirkt ebenfalls zytostatisch. Die Wirkung der Kombinationsbehandlung aus

Tariquidar und Vincristin wurde in weiteren Proliferationsassays untersucht. Zunachst

wurden die drei Zelllinien A204, RD und Rh30 mit drei Konzentrationen Vincristin und

zusatzlich mit steigenden Konzentrationen Tariquidar behandelt. In Abbildung 16 ist
das Ergebnis dieses Versuchs grafisch dargestellt.
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Abbildung 16: Verstarkte Wachstumsinhibition durch Behandlung mit Tariquidar und Vincristin

Die drei RMS-Zelllinien wurden mit verschiedenen Konzentrationen Tariquidar und Vincristin behandelt. Nach
48 Stunden wurde mit Hilfe eines Proliferationsassays die Menge noch lebender Zellen bestimmt und die
Viabilitat (in %) in Bezug auf die Kontrolle berechnet. Die schwarzen Kurven stellen jeweils die Viabilitat der
Zellen dar, welche nur mit Tariquidar behandelt wurden. Die griine, blaue und rote Kurve présentieren die
Zellen, welche mit dem P-Glycoproteininhibitor Tariquidar und zuséatzlich mit verschiedenen Konzentrationen
Vincristin behandelt wurden. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte der Dreifach-
Bestimmungen und ihre Standardabweichungen.
Die Kombination aus Tariquidar und Vincristin fiihrt zu einem starkeren Viabilitdtsabfall als die Behandlung mit
den zwei Substanzen alleine.

Steigende Konzentrationen Vincristin bewirken keinen zusétzlichen Viabilitatsabfall.
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Die Behandlung der RMS-Zellen mit Vincristin alleine bewirkte einen Viabilitatsabfall
um bis zu 60 %. Der Viabilititsverlust war bei allen drei verwendeten Vincristin-
Konzentrationen nahezu gleich grof3. Den geringsten Effekt tbte die Behandlung mit
Vincristin auf die Zelllinie RD aus.

Die Behandlung mit steigenden Tariquidar-Konzentrationen fuhrte zu zunehmenden
Viabilitatsverlusten der RMS-Zellen. Bei der Zelllinie A204 fuhrte die Behandlung mit
Tariquidar zu einem Viabilitatsverlust um bis zu 50%, bei RD um bis zu 45% und bei
Rh30 um bis zu 75%.

Die Kombination von Tariquidar mit Vincristin  hatte einen starker
wachstumsinhibierenden Effekt als die Behandlung mit den zwei Einzelsubstanzen
alleine. Bei allen drei Zelllinien kam es unter Behandlung mit der Kombination aus
Tariquidar und Vincristin zu einem Viabilitatsabfall um mehr als 85%.

Bei allen drei Zelllinien zeigte sich erstaunlicherweise, dass die Kombination einer
niedrigen Dosis Vincristin  (0,0001 pg/ml) mit Tariquidar einen starkeren
wachstumsinhibitorischen Effekt hatte als die Kombination héherer Konzentrationen
Vincristin (0,01 und 0,001 pg/ml) mit Tariquidar.

Bei den embryonalen Zelllinien A204 und RD war der wachstumshemmende Effekt
unter der Kombinationsbehandlung deutlich starker ausgepragt als unter der
alleinigen Behandlung mit Tariquidar oder Vincristin. Bei der alveolaren Zelllinie Rh30
war der Unterschied zwischen der ausschliel3lichen Behandlung mit Tariquidar
(12,6 pg/ml) und der Kombination beider Substanzen nur gering.

3.2.2 Proliferationsassay: Vier Zytostatika und 100 nM Tariquidar in 2D

Die drei Zelllinien wurden im folgenden Versuchsmodell zum einen jeweils mit vier
verschiedenen Zytostatika (Actinomycin D, Carboplatin, Topotecan, Vincristin) in
steigenden Konzentrationen behandelt und zum anderen parallel dazu mit genannten
Zytostatika unter Zugabe von jeweils 100 nM Tariquidar.

Die Wachstumskurven der Viabilitatsassays sind in Abbildung 17 grafisch dargestellt.
Bei allen Behandlungen und allen Zelllinien war eine Abnahme der Viabilitat bei
steigenden Zytostatikakonzentrationen zu beobachten. Bei den Behandlungsgruppen
mit und ohne Tariquidar-Zugabe unterschieden sich jedoch weder die maximale
Wachstumsinhibition, noch waren signifikante Veranderungen der ICsp-Werte zu
erkennen. Eine Ubersicht tiber die ICso-Werte der unterschiedlichen Behandlungen
bietet Tabelle 10.
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Abbildung 17: Wirkungsmodulation von verschiedenen Zytostatika durch Zugabe von 100 nM Tariquidar

Die drei Zelllinien A204, RD und Rh30 wurden mit den vier verschiedenen Zytostatika (Actinomycin D,
Carboplatin, Topotecan und Vincristin) und im gleichen Versuchsaufbau mit den vier verschiedenen Zytostatika
plus Tariquidar in einer Konzentration von 100 nM. behandelt. Nach 48 Stunden Behandlungsdauer wurde ein
Proliferationsassay durchgefiihrt und die Viabilitat in Prozent in Bezug auf die Kontrollgruppe berechnet. Aus der
Dreifachbestimmung eines Wertes wurden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet und in den
abgebildeten Grafiken dargestellt. Steigende Konzentrationen der Zytostatika flhrten bei allen Zelllinien zu
einem Viabilitatsverlust. Die Zugabe von 100 nM Tariquidar verstarkte diese Wirkung nicht.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der ICso- Werte aus der Abbildung 17. Alle Angaben in pg/ml

—Tariquidar | +Tariquidar | —Tariquidar | +Tariquidar | —Tariquidar +Tariquidar
Actinomycin D | 1,46x107° | 1,00x107° | 1,02x107° | 1,05x10°° | 1,28x10° | 1,00x10°°
Carboplatin 77,79 83,04 72,74 69,44 50,20 58,23
Topotecan 6,87x1072 | 6,44x1072 | 0,29 0,20 4,06x107 | 3,30x107?
Vincristin 2,05x107 | 3,90x10™* | 3,25x10*| 5,19x10* | 1,20x10™* | 3,64x10™*

Die Kombination von steigenden Konzentrationen verschiedener Zytostatika mit
100 nM (0,0647 pg/ml) Tariquidar fuhrte zu keiner Wirkungsverstarkung der
Zytostatika. Die RMS-Zellen starben unter diesen Kulturbedingungen jedoch bereits
unter Verwendung auffallend niedriger Zytostatika-Konzentrationen ab.

3.2.3 Proliferationsassay: Vier Zytostatika und 100 nM Tariquidar in 3D

Die Behandlung von RMS-Zellen in 3D-Kultivierung erlaubt den Einsatz héherer
Zytostatika-Konzentrationen. Das in Abschnitt 3.2.2 beschriebene Proliferationsassay
wurde daher mit nicht adharent wachsenden Zellen wiederholt. In Abbildung 18 sind
die Ergebnisse dieses Versuches in Form von Wachstumskurven dargestellt.

Wieder fiel die Viabilitat bei allen Behandlungen der drei RMS-Zelllinien mit
steigenden Zytostatika-Konzentrationen ab.

Bei Gegenuberstellung der Kurven kombiniert behandelter Zellen und ausschlief3lich
Zytostatika-behandelter Zellen ist erkennbar, dass die Zugabe von Tariquidar bei
manchen Zytostatika-Konzentrationen zu einer geringfligigen Wirkungsverstarkung
fuhrte. Am meisten wurde die Wirkung von Vincristin durch Tariquidar verstarkt, am
wenigsten wurde die Wirkung von Topotecan durch Tariquidar beeinflusst.

Die Wirkungsverstarkung durch die Kombination von Vincristin mit Tariquidar war bei
allen drei Zelllinien zu beobachten, am deutlichsten jedoch bei der embryonalen
RMS-Zelllinie.

Alle anderen Veranderungen, ausgeldst durch den Zusatz von 100 nM Tariquidar zu
den Zytostatika, waren ohne statistische Signifikanz. Die Wachstumskurven lagen

jeweils im einfachen Standardabweichungsbereich voneinander.
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Abbildung 18: Modulation der Zytostatika-Wirkung durch Tariquidar bei RMS-Zellen in Sphéroid Kulturen
Die drei RMS-Zelllinien A204, RD und Rh30 wurden in 3D-Kulturen kultiviert und mit vier verschiedenen
Zytostatika in steigenden Konzentrationen (einmal mit und einmal ohne die Zugabe von 100 nM Tariquidar)
behandelt. Nach 48 Stunden wurde die Viabilitat der Zellen mittels Proliferationsassay in Abh&ngigkeit von der
jeweiligen Kontrollgruppe ermittelt. Die dargestellten Werte sind die Mittelwerte und Standardabweichungen,
errechnet aus den Dreifach- (bei Carboplatin und Topotecan) oder Zweifach- (bei Actinomycin D und Vincristin)
Bestimmungen der Werte. Zu beachten ist die veranderte Skalierung der Grafik fur den Versuch mit
Actinomycin D bei der Zelllinie Rh30. Steigende Zytostatika-Konzentrationen fihrten bei allen Zellen zu einer
Viabilitats-Abnahme. Bei der Zelllinie A204 fiihrt die Kombination aus Vincristin und Tariquidar zu einem deutlich
starkeren Viabilitats-Verlust als die Behandlung mit Vincristin alleine.



Der Vergleich der ICso-Werte aus den Versuchen der 2D-Kulturen mit den ICso-
Werten der 3D-Versuche ergab deutliche Unterschiede. Die Werte aus den
Versuchen mit den Sphéaroid-Kulturen lagen um bis zu 6 Zehnerpotenzen Uber den
ICs0-Werten der Vergleichswerte aus dem Versuch mit den adhérent wachsenden
Zellen. In der 3D-Kultur wurden deutlich héhere Zytostatika-Konzentrationen bendotigt
um den gleichen Viabilitatsabfall zu bewirken wie in der 2D-Kultur. Eine Ausnahme
bildete die Behandlung mit Carboplatin, unter welcher die ICsp-Werte in Sphéaroid-
Kultur um bis zu 60 pug/ml fielen. (Die ICso-Werte dieser Versuchsreihe sind in
Tabelle 11 aufgelistet.)

Eine eindeutige Wirkungsverstarkung durch Kombination von Zytostatika mit 100 nM

Tariquidar konnte auch in diesem Versuchsmodell nicht erzielt werden.

Tabelle 11: Zusammenfassung der ICso-Werte aus Abbildung 18. Alle Angaben in pg/ml

—Tariquidar +Tariquidar | —Tariquidar | +Tariquidar | —Tariquidar | +Tariquidar
Actinomycin D | 1,59 1,56 7,1x107% | 1,81x1072 | 2,24 0,99
Carboplatin 14,63 5,75 104,50 32,23 10,53 13,62
Topotecan 118,7x10° | 5,73x107° | 0,94 0,48 8,69x107 | 2,64x107
Vincristin 120,7 25,84 21,17 11,97 155,6 172,9
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3.3 Wirkung von Tariquidar und Zytostatika in vivo

In Tierversuchen mit nu/nu Mausen wurde die Wirkung verschiedener Zytostatika, die
Wirkung von Tariquidar, sowie die Kombination aus Zytostatikum und Tariquidar auf
das Tumorwachstum in vivo untersucht. Die Behandlungsschemata sind in
Abbildung 8 (Absatz 2.6.1) graphisch dargestellt. Tariquidar wurde in gleicher
Frequenz wie das entsprechende Zytostatikum und in Ublicher Dosierung
(2 mg/kgKG i.p.) verabreicht.

Fur die Behandlung mit Tariquidar nach Topotecan- und Carboplatin-Schema, sowie
die Kombinationsbehandlung aus Tariquidar und den zwei genannten Zytostatika
wurden die Tierversuche nur mit den Xenografts der Zelllinie Rh30 durchgefihrt.

In Abbildung 19 sind die Wachstumsraten der Xenografts der Zelllinie A204 und der
Zellinie Rh30 dargestellt. Mittels Dunnett’'s Tests wurden die einzelnen
Behandlungsgruppen hinsichtlich ihrer Tumorwachstumsraten statistisch mit der
Kontrollgruppe verglichen (Fehler a maximal 0,05).

Es zeigte sich, dass die Wachstumsraten der Xenografts der Zelllinie A204 bei fast
allen Behandlungsgruppen hoch signifikant (p<0,005) kleiner waren als die der
unbehandelten Kontrollgruppe. Eine Ausnahme bildete die Gruppe der Xenografts,
welche mit Carboplatin oder Topotecan behandelt wurden. Die Behandlung mit
Carboplatin oder Topotecan fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Tumor-
Wachstumsraten im Vergleich zu den unbehandelten Xenografts.

Bei den Xenografts der Zelllinie Rh30 waren ebenfalls nahezu alle Wachstumsraten
der behandelten Xenografts signifikant kleiner als die der Kontrollgruppe. Die
Ausnahme bildeten hier die Xenografts die mit die mit Carboplatin oder mit Tariquidar
nach Vincristin-Schema behandelt wurden. Bei diesen zwei Behandlungsgruppen
liel3 sich kein signifikanter Unterschied im Wachstum gegentber der Kontrollgruppe
erkennen.

Die Wachstumsraten der Xenografts, die mit Actinomycin D, Actinomycin D und
Tariquidar sowie Tariquidar nach Topotecan-Schema behandelt wurden, waren sehr
signifikant kleiner (mit p<0,05) als die der Kontrollgruppe.
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Abbildung 19: Wachstumsraten in Abhangigkeit von der Behandlung.

In den Grafiken sind die Wachstumsraten der Tumoren der Zelllinie A204 und Rh30 dargestellt. Jeder Punkt steht
fur die Steigung der logarithmierten Wachstumskurve (Wachstumsrate) des Tumors eines Tieres. Die
Wachstumsraten sind sortiert nach Behandlungen dargestellt. Die Gruppen, welche sich im Dunnett’s Test
signifikant von der Kontrollgruppe mit p<0,05 unterschieden, sind mit * markiert, die die sich hochsignifikant von
der Kontrollgruppe mit p<0,005 mit **. Die Werte der Behandlung der A204 Xenografts mit Tariquidar nach
Topotecan oder Carboplatin-Schema und der Kombinationsbehandlung von Tariquidar mit diesen beiden
Zytostatika fehlen, da keine Tierversuche nach genannten Schemata durchgefiihrt wurden.
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Fur alle ubrigen Behandlungsschemata (Vincristin, Topotecan, Tariquidar und
Carboplatin, Tariquidar und Vincristin, Tariquidar und Topotecan, Tariquidar nach
Actinomycin D-Schema und Tariquidar nach Carboplatin-Schema) waren die
Wachstumsraten der Rh30-Xenografts hoch signifikant (mit p<0,005) kleiner als die
Wachstumsraten der unbehandelten Tumoren.

Abgesehen von den genannten Ausnahmen waren also alle Therapieschemata
erfolgreich. Die Monotherapie mit Tariquidar Ubte auch in vivo einen
wachstumsinhibitorischen Effekt auf die RMS-Xenografts aus.

Weiterhin wurden die Wachstumsraten der Behandlungsgruppen, die mit
Zytostatikum alleine, mit den Gruppen, die mit dem gleichen Zytostatikum plus
Tariquidar behandelt wurden durch den Dunnett’'s Tests statistisch miteinander
verglichen. Es liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen
mit den Zytostatika alleine und den entsprechenden Zytostatika und Tariquidar
feststellen. Demzufolge Ubten Tariquidar und Zytostatikum in vivo keine additiven
Effekte aufeinander aus.

Zur besseren Veranschaulichung der Daten wurden die Wachstumsraten in
Tumorvolumen-Verdopplungszeiten umgerechnet. Die Mediane der Tumorvolumen-
Verdopplungszeiten der verschiedenen Behandlungen und Zelllinien sind in
Tabelle 12 aufgefuhrt.

Es zeigte sich, dass die Tumoren der unbehandelten Kontrollgruppen die kiirzesten
Tumorvolumen-Verdopplungszeiten hatten. Die Kontrolle der alveolaren Zelllinie
Rh30 hatte eine Tumorvolumenverdopplungszeit im Median von 2,42 Tagen und die
embryonale Zelllinie A204 eine von 3,59 Tagen.

Die Behandlung mit Carboplatin hatte bei A204 keinen hemmenden Effekt auf das
Tumorwachstum. Die Tumorvolumenverdopplungszeit lag nach Behandlung mit
Carboplatin bei 3,38 Tagen und war damit 0,21 Tage kurzer als die der
unbehandelten Kontrolle.

Die Behandlung mit Vincristin flhrte bei beiden Zelllinien im Median zur starksten
Verlangerung der Tumorvolumenverdopplungszeit. Bei A204 verlangerte sich das
Intervall unter Behandlung mit Vincristin auf 6,07 Tage bei Rh30 auf 8,19 Tage.
Diese Darstellung der Ergebnisse zeigt anschaulich, dass es sowohl durch den
Einsatz von Zytostatika als auch durch die Verwendung von Tariquidar zu einer

signifikanten Tumorwachstumsinhibition in vivo kam.
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Die Kombinationsbehandlung aus Zytostatikum und Tariquidar war bei der

Behandlung mit Actinomycin D bei der Zelllinie Rh30 von Vorteil gegeniber der

Einzeltherapie mit Zytostatikum. Bei den (brigen Zytostatika brachte die

Kombinationstherapie keinen Vorteil gegeniber der Therapie mit Zytostatikum

alleine.

Tabelle 12: Ubersicht Uber die medianen Tumorvolumen-Verdopplungszeiten der Tierversuche

Zelllinie Behandlungsgruppe Anzahl | Tumorvolumen-
der Verdopplungszeit
Werte | (Median in Tagen)
1- Kontrolle 10 3,59
2- Carboplatin 10 3,38
4- Actinomycin D 10 5,70
5- Actinomycin D und Tariquidar 6 4,94
A204 6- Topotecan 10 3,85
8- Vincristin 13 6,07
9- Vincristin und Tariquidar 5 5,22
11-Tariquidar (Actinomycin D- Schema) 6 5,63
13- Tariquidar (Vincristin- Schema) 6 5,07
1- Kontrolle 10 2,42
2- Carboplatin 13 4,17
3- Carboplatin und Tariquidar 16 3,73
4- Actinomycin D 13 4,05
Rh30 5- Actinomycin D und Tariquidar 10 5,47
6- Topotecan 14 6,15
7- Topotecan und Tariquidar 10 5,84
8- Vincristin 13 8,19
9- Vincristin und Tariquidar 13 4,64
10- Tariquidar (Carboplatin-Schema) 10 7,96
11-Tariquidar (Actinomycin D- Schema) 6 5,00
12-Tariquidar (Topotecan- Schema) 10 4,56
13-Tariquidar (Vincristin- Schema) 10 3,79
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3.4 Genexpression von RMS-Zellen nach Behandlung mit Vincristin

3.4.1 Genchipanalyse und Auswahl der Gene fur die gqRT-PCR

Um Veranderungen auf RNA-Ebene feststellen und weitergehend untersuchen zu
kénnen, wurden zunachst Genchipanalysen flr das Tumormaterial ausgewdahlter
Xenografts erstellt. FiUr jede Zelllinie wurden jeweils drei Tumoren der Kontroll-
Gruppe und drei Tumoren der mit Vincristin behandelten Gruppe ausgesucht, fur die
die Genchipanalysen erstellt wurden. Anschlie3end wurden die Expressionsprofile
vor und nach Behandlung mit Vincristin miteinander verglichen und untersucht,
welche Gene durch die Behandlung mit Vincristin verstarkt, beziehungsweise
vermindert exprimiert wurden.

Nach Bereinigung der Daten der Genchipanalyse zeigte sich, dass durch die
Vincristin-Behandlung 720 Gene bei den Tumoren der Zelllinie Rh30 zweifach oder
noch starker reguliert waren. In Abbildung 20 sind die bei der Zelllinie Rh30
verandert exprimierten Gene ausschnittsweise dargestellt. In dieser Abbildung ist zu
erkennen, dass viele Gene des Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplexes unter der
Behandlung mit Vincristin verandert exprimiert sind.

Bei den Tumoren der Zelllinie A204 fanden sich 226 mindestens zweifach regulierte
Gene. Die bereinigten Daten der Genchipanalyse wurden anschlieBend mit Hilfe von
IPA (Ingenuity Pathway analysis) untersucht. Bei dieser Untersuchung fanden sich
insgesamt 32 Gen-Netzwerke bei Rh30 und 15 Gen-Netzwerke bei der Zelllinie
A204, die von dem veranderten Genexpressionsprofil in unterschiedlichem Ausmalf}
betroffen waren.

Bei beiden Zelllinien gab es je ein komplexes Netzwerk in dem jeweils TP53, das
Gen welches das Tumor-Suppressor-Protein p53 kodiert, die Schlisselrolle spielte
und einige Gene des Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplexes beteiligt waren. TP53
selbst lag nicht verandert exprimiert vor. In beiden Netzwerken war jedoch das Gen
UIMC1 nach der Behandlung mit Vincristin verandert exprimiert. UIMC1 sorgt fir
einen vermehrten Abbau von p53 Uber das Proteasom. Das Netzwerk der Zelllinie
Rh30, welches UIMC1 umfasst, ist in Abbildung 21 beispielhaft dargestellt. Das
entsprechende Netzwerk der Zelllinie A204 ist in Abbildung 22 dargestellt. Die
Veranderungen in der Genexpression sind bei den verschiedenen Zelllinien

augenscheinlich nicht konkordant.
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Abbildung 20: Genchip-Analyse der Tumorzelllinie Rh30 fir die Gene des Proteasom- und
Ubiquitinierungs-Komplexes

Die Abbildung zeigt eine Auswahl der in der Genchipanalyse gemessenen Transkriptions-Signalstarken
verschiedener Gene bei der Tumorzellinie Rh30. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und die
Standardabweichung der Mehrfachbestimmungen aus den drei verschiedenen Tumorproben. Die obere Grafik
zeigt eine Auswahl verandert exprimierter Gene aus dem Proteasom-Komplex, die untere Grafik eine Auswahl
verandert exprimierter Gene des Ubiquitinierungs-Systems. Die Daten der Vincristin-Gruppe sind rot und die der
Kontrollgruppe blau dargestellt.
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Abbildung 21: Veradnderungen im Expressionsprofil bei Rh30 betreffen ein Netzwerk Zellzyklus-
und Tumorregulierender Gene. Dabei gehoéren etliche zum Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplex
In der Abbildung ist ein Gen-Netzwerk der Zelllinie Rh30 dargestellt, welches von der Behandlung mit
Vincristin beeinflusst wurde. Die Schlisselrolle des Netzwerkes spielt TP53. Hoher exprimierte Gene,
wie UIMC1, sind rot, vermindert exprimierte Gene sind griin dargestellt.
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Abbildung 22: Verdnderungen im Expressionsprofil bei A204
Die Abbildung zeigt ein Gen-Netzwerk der Ziellinie A204, welches von der Behandlung mit Vincristin beeinflusst

wurde. Die Schlusselrolle des Netzwerkes spielt TP53. Vermindert exprimierte Gene, wie UIMC1, sind grun,
vermehrt exprimierte Gene sind rot dargestellt. Veranderungen im Expressionsprofil bei A204 betreffen wie zu

sehen ist ebenfalls ein Netzwerk Zellzyklus- und Tumorregulierender Gene.
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Fur die gRT-PCR wurden schliel3lich funf Gene aus dem Proteasom-
Ubiquitinierungs-Komplex ausgesucht, welche die grof3ten Veranderungen in ihrem
Expressionsprofil nach Vincristin-Behandlung aufwiesen und deren Funktion
zumindest teilweise geklart ist und Uber welche Literatur zu finden war. Die
ausgewahlten Gene sind UIMC1 und DUB4 aus der Ubiquitinierungs-Gruppe und
PSMB1, PSMB6 sowie PSMD14 aus dem Proteasom-Komplex. In Abbildung 23 sind
die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse fur diese fiinf Gene nochmals dargestellt.
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Abbildung 23: Fur die qRT-PCR ausgewahlte Gene und deren
Transkriptionssignale in der Genchipanalyse

Bei der Zelllinie Rh30 fiihrte die Behandlung mit Vincristin zu einer
Hochregulierung von UIMC1 und DUB4. PSMB1, PSMB6 und
PSMD14 wurden nach der Behandlung mit Vincristin vermindert
exprimiert.
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In der Genchipanalyse zeigte sich, dass bei Rh30 die Gene UIMC1 und DUB4 unter
der Behandlung mit Vincristin nach oben reguliert waren. Die Gene PSMB1, PSMB6
und PSMD14, welche dem Proteasom zuzuordnen sind, waren in der
Genchipanalyse nach unten reguliert. Bei der Zelllinie A204 waren die Unterschiede
gering und lagen bis auf die Variation bei dem Gen DUB4 im

Standardabweichungsbereich.

3.4.2 Genexpressionsprofil von RMS-Zellen nach Behandlung mit Tariquidar

Der Vergleich der Genchip-Daten der mit Vincristin behandelten RMS-Zellen und der
mit Tariquidar und Vincristin behandelten Zellen zeigte, dass es der Zusatz von
Tariquidar zu weiteren komplexen Veranderungen des Genexpressionsprofils flhrte.
Bei der Untersuchung der Daten mit Hilfe von Ingenuity Pathway ergaben sich 10
Gen-Netzwerke, die bei der Zelllinie Rh30 und drei Netzwerke, welche bei Tumoren
der Zelllinie A204 von der Behandlung signifikant beeinflusst waren. Unter den 10
Netzwerken der Tumoren der Zelllinie Rh30 waren wiederum drei, welche Gene aus
dem Proteasom- und Ubiquitinierungs-Komplex einschlossen.

Das grofite der Netzwerke spannte sich um die 26S-Untereinheit des Proteasoms
auf. Dabei zeigt sich, dass viele Gene, die Teile des Proteasoms kodieren, und
einige Gene, die Ubiquitinierungs-Proteine kodieren, verédndert exprimiert waren
(Abbildung 24).

Der Vergleich mit den Tumoren der ausschliel3lich mit Vincristin behandelten Tiere
ergab, dass etliche Gene, welche durch Vincristin in ihrer Expression verandert
waren, durch die Zugabe von Tariquidar wieder ,zurick® reguliert wurden. UIMC1
beispielsweise, welches unter der Behandlung mit Vincristin bei der Zelllinie Rh30
erhoht exprimiert war, wurde durch die Zugabe von Tariquidar wieder weniger stark
exprimiert.

Die ubrigen Proteasom-Gene, wie zum Beispiel PSMD, PSMD1, PSMD2, PSMD12,
PSMB1, PSMA, PSMA2, PSMC, PSMC2, PSMC6 wurden unter Zugabe von
Tariquidar starker exprimiert.

Die Behandlung mit Tariquidar fuhrt zu vielen Verédnderungen der Genexpression
des Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplexes. Im Vergleich zu der Behandlung mit

Vincristin sind etliche Gene des Proteasom-Komplexes erhdht exprimiert.
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Abbildung 24: Durch Vincristin reguliertes Gen-Netzwerk bei den RMS-Tumoren der Zelllinie Rh30

Die Gene, welche gegenuber der Vincristin-behandelten Gruppe stérker exprimiert sind, sind rot dargestellt.
Die Gene die unter der Behandlung mit Vincristin hoher exprimiert sind, sind in griin dargestellt.

UIMC1 wird vermindert exprimiert. Das 26S-Proteasom, dabei insbesondere PSMD, PSMD1, PSMD?2,
PSMD12, PSMB1, PSMA, PSMA2, PSMC, PSMC2, PSMC6 wurden unter Zugabe von Tariquidar starker
exprimiert.

3.4.3 Quantifizierung ausgewahlter Mitglieder des Proteasom-Ubiquitinierung-
Komplexes mittels gRT-PCR im Tumorgewebe von RMA und RME-Xenografts

Wie sich die Behandlung mit Vincristin auf die mRNA-Expression der ausgewahlten
Gene ausgewirkt hatte, wurde mittels qRT-PCR Uberpruft. Bei der Genchip-Analyse
entsprachen, abgesehen vom LRP-Gen, keine klassischen Chemoresistenz-Gene,
den angelegten Auswahlkriterien. Da die Chemoresistenz im kindlichen RMS und
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das MDR1-Gen im besonderen Interesse dieser Arbeit lagen, wurde die Expression
dieses Gens ebenfalls auf mMRNA-Ebene Uberpruift.

Abbildung 25 zeigt die zu dem konstant exprimierten Referenzgen PDHB relative
MRNA-Expression der funf ausgewahlten Gene UIMC1, DUB4, PSMB1, PSMB6 und
PSMD14 sowie der Gene MDR1 und LRP nach der Behandlung mit Vincristin.

A204:Vincristin
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2.5+
DD

1.54

relative Expression

umMCil DuB4 PSMB1 PSMB6 PSMD14 MDR1 LRP

Rh30: Vincristin

relative Expression

uMCi DuB4 PSMB6 PSMD14 PSMB1 MDR1 LRP

Abbildung 25: Relative mRNA-Expression unter Behandlung mit Vincristin
gegeniber der Kontrolle

Zu sehen ist die n-fache Expression der mRNA mit den Standardabweichungen der
Mittelwerte der dreifach-Bestimmungen dreier Tumoren einer Zelllinie nach Behandlung
mit Vincristin. Vor Berechnung der relativen Expression wurde bei allen Werten eine
Nulllinien-Korrektur durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils die Expression von PDHB der
gleichen Probe abgezogen und dann der AACt-Werte berechnet.

Die Daten der Genchip-Analyse lieen sich nur zum Teil durch die Ergebnisse der
gRT-PCR bestatigen. Analog zur Genchip-Analyse ist die Expression von PSMB1,
PSMB6 und PSMD14 nach der Behandlung mit Vincristin vermindert.  Die
Expression von PSMB1 und PSMD14 war nur bei der Zelllinie Rh30 mehr als
zweifach reduziert. PSMB6 war bei Rh30 kaum verdndert exprimiert und alle drei

76



untersuchten Gene des Proteasom-Komplexes sind bei der Zelllinie A204 (weniger
als zweifach) vermindert exprimiert.

Entgegen den Ergebnissen aus der Genchipanalyse wurde DUB4 von keiner der
beiden Zelllinien vermehrt transkribiert. UIMC1 wurde von den embryonalen
Tumorzellen unverandert transkribiert, von der alveolaren Zelllinie vermindert.

MDR1 wurde bei beiden Zelllinien kaum exprimiert. Die Expression von LRP war, wie
anhand der Genchipanalyse erwartet, bei der Zelllinie Rh30 um mehr als das
Zweifache hoch reguliert. Bei der embryonalen Zelllinie A204 zeigte sich nach der
Behandlung mit Vincristin keine erhdhte Expression von LRP.

Bei der Zelllinie A204 wurde aufRerdem noch eine qRT-PCR zur Untersuchung der
Veranderungen des Genexpressionsprofils nach Behandlung mit Actinomycin D
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt. Bis auf PSMB1,
welches unverandert exprimiert vorlag, waren alle untersuchten Gene nach der

Behandlung mit Actinomycin D vermindert transkribiert worden.
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1.501

1.25+4
OO = oottt e e e
0.754

050. 44444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444

relative Exression

0.25+4

Abbildung 26: Einfluss der Behandlung mit Actinomycin D auf die mRNA
Expression von embryonalen RMS-Tumoren der Zelllinie A204.

Dargestellt ist die n-fache Expression der mRNA mit den Standardabweichungen der
Mittelwerte der dreifach-Bestimmungen dreier Tumoren einer Zelllinie nach Behandlung
mit Actinomycin D. Die Berechnung der relativen Genexpression (der AACt-Werte)
erfolgte nach dem in Abbildung 22 beschriebenen Schema.

Die Gen-Expressionsanalysen mittels gRT-PCR wurden aufRerdem bei den
Gewebeproben der alveolaren Xenografts (Rh30) nach Behandlung mit
Actinomycin D, Carboplatin und Topotecan durchgefihrt. Abbildung 27 zeigt die
Ergebnisse dieser Versuche. Alle sechs untersuchten Gene (UIMC1, DUB4, PSMB1,
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PSMB6, PSMD14 und MDR1) waren nach Zytostatika-Behandlung

vermindert exprimiert.
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Abbildung 27: Wirkung verschiedener Zytostatika auf die mRNA-Expression von
RMS-Tumoren der Zelllinie Rh30
Dargestellt ist die n-fache Expression der mMRNA mit den Standardabweichungen der

Mittelwerte der dreifach-Bestimmungen dreier Tumoren einer Zelllinie nach Behandlung

deutlich

mit Actinomycin D, Carboplatin oder Topotecan. Berechnung der relativen Expression wie
in Abbildung 22 und 23 beschrieben.
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es bei keiner Behandlung und keiner
Zelllinie zu einer Resistenzauspragung im Sinne einer Uberexpression der mRNA
von MDR1 kam.

Das Chemoresistenz-Gen LRP war unter der Behandlung mit Vincristin bei der
alveolaren Zelllinie Rh30 auf das Doppelte hochreguliert. Bei der embryonalen
Zelllinie A204 war es jedoch zweifach runter reguliert.

Alle Behandlungsschemata fuihrten bei den Tumoren beider Zelllinien zu einer
verminderten Expression aller untersuchten Gene des Proteasom-Ubiquitinierungs-
Komplexes. Eine Ausnahme bildete die Expression von PSMB1, die bei der Zelllinie
A204 nach Behandlung mit Actinomycin D sowie nach Vincristin-Behandlung bei der
alveolaren Zelllinie Rh30 weder hoch noch runter-reguliert waren.

Insgesamt waren die Gene bei den Tumoren der alveolaren Zelllinie Rh30 starker
reguliert.

Die Minderexpression der Gene des Proteasom-Komplexes wurde mittels

Proteasominhibitoren simuliert und mittels Proliferationsassays weiter untersucht.

3.4.4 Proliferationsassay: Proteasominhibitoren und Vincristin

Zundchst wurde mit Hilfe von Proliferationsassays die  minimalen
Hemmkonzentrationen der Proteasominhibitoren PS341 und MG132 bestimmt. In
Abbildung 28 sind die Kurven dieser Proliferationsassays dargestellt.

Die minimale Hemmkonzentration betrug bei der Zelllinie Rh30 fur PS341 etwa
2,5nM, fur MG132 etwa 0,2 uM. Bei der Zelllinie A204 lagen die Werte etwas
niedriger.

Anschlie3end wurden Kombinationsversuche mit Vincristin und Proteasominhibitor
an den RMS-Zelllinien A204 und Rh30 durchgefihrt. Die Zellen wurden jeweils mit
zwei verschiedenen Proteasominhibitoren, MG132 und PS341, und steigenden
Konzentrationen Vincristin behandelt.

In Abbildung 29 ist die Viabilitat der Zellen in Abhéngigkeit von der verwendeten
Vincristin-Konzentration grafisch dargestellt.

Mit steigenden Konzentrationen Vincristin sank die Viabilitdt auf bis zu 30%. Durch
die Zugabe von MG132 (0,2 uM) oder PS341 (2,5 nM) kam es zu keiner signifikanten
Verschiebung der Kurve im Sinne einer Resistenzentstehung nach oben oder im

Sinne einer Chemo-Sensibilisierung nach unten.

79



MG132 PS341
175+

150+
1254

=== A204
—i— Rh30

1004

Viabilitat (%)
Viabilitat (%)

MG132 (umol/l) PS341 (nmol)

Abbildung 28: Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentrationen der Proteasominhibitoren

Die zwei RMS-Zelllinien A204 und Rh30 wurden jeweils mit verschiedenen Konzentrationen PS341 und
MG132 behandelt. Nach 48 Stunden wurde mit Hilfe eines Proliferationsassays die Anzahl der lebenden Zellen
bestimmt und die Viabilitat (in %) in Bezug auf die Kontrolle berechnet. Bei den dargestellten Werten handelt es
sich um Mittelwerte der Dreifach-Bestimmungen und ihre Standardabweichungen. Die gestrichelte

Markierungslinie kennzeichnet jeweils die Konzentration, welche zur Verwendung in den weiteren Versuchen
ausgewahlt wurde.
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Abbildung 29: Modulation der Wirkung von Vincristin durch Proteasominhibition

Die zwei RMS-Zelllinien A204 und Rh30 wurden mit zwei verschiedenen Proteasominhibitoren und
verschiedenen Konzentrationen Vincristin  behandelt. Nach 48 Stunden wurde mit Hilfe eines
Proliferationsassays die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt und die Viabilitdt (in %) in Bezug auf die
Kontrolle berechnet. Die schwarze Kurve stellt den Viabilitdtsabfall der Zellen dar, welche nur mit Vincristin
behandelt wurden. Die blaue Kurve steht fiir die Zellen, welche zusatzlich mit 0,2 uM MG132 behandelt
wurden. Die rote Kurve veranschaulicht den Viabilitdtsabfall der Zellen, welche zusatzlich zu Vincristin mit

2,5nM PS341 behandelt wurden. Bei den dargestellten Werten handelt es sich stets um Mittelwerte der
Dreifach-Bestimmungen und ihre Standardabweichungen.
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4. Diskussion

Das haufigste Weichteilsarkom im Kindesalter ist das Rhabdomyosarkom. Innerhalb
von 21 Jahren (1970-1991) konnte durch Verbesserung der Behandlungsschemata
das Gesamt-Uberleben beim kindlichen RMS von 25% auf etwa 70% verbessert
werden (16). Die Uberlebenschancen variieren allerdings abhangig vom IRS-
Stadium, der Histologie des Tumors, der Lokalisation des Primartumors und anderen
bereits einleitend genannten Faktoren stark. Patienten mit RMS im Stadium IlII; IV
oder mit einem Rezidiv-Tumor haben abhangig von der Histologie eine 5-JUR von
nur 5-26% (17). Die Resistenz gegenuber Zytostatika stellt ein grof3es Problem in der
Behandlung des RMS dar. Welcher Pathomechanismus beim kindlichen
Rhabdomyosarkom hinter der Auspragung von Chemoresistenz steht und welche
Moglichkeiten zur Uberwindung der Chemoresistenz bestehen, sind daher
Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Forschung und stellen die leitenden
Fragestellungen der vorliegenden Arbeit dar.

Ein Mechanismus, der bei etlichen Tumorentitdten zur Resistenzentstehung fihrt, ist
die Uberexpression von MDR1. Der MDR1-Transporter ist ein Pgp-Transporter, der
ATP-abhangig zytotoxische Stoffe aus der Zelle ausschleusen kann (21, 28, 29, 45,
47). Dadurch wird die Zytostatika-Konzentration in der Tumorzelle gesenkt, was in
einer verminderten Wirksamkeit des Zytostatikums resultiert.

Auch in chemoresistenten RMS-Zellen liegt MDR1 Uberexprimiert vor. Dies wurde in
mehreren Studien mittels unterschiedlicher Verfahren, darunter Western Blot,
Northern Blot, immunhistochemische Farbungen und qgRT-PCR wiederholt
nachgewiesen (39, 114-117).

Es sind mehrere unterschiedliche Substanzen bekannt, die MDR1 inhibieren kdnnen.
Der spezifischste und wirksamste derzeit bekannte Pgp-Inhibitor mit dem geringsten
Nebenwirkungsprofil ist Tariquidar (71, 73). Tariquidar wurde bei anderen
Tumorentitdten, z.B. dem Colon-Karzinom, bereits erfolgreich eingesetzt, um eine
bestehende Chemoresistenz bei den Tumor-Zellen in vitro und in vivo zu
Uberwinden (71).

Bei den Versuchen, die im Rahmen dieser Arbeit gemacht wurden, zeigte sich
mitunter, dass der Pgp-Inhibitor Tariquidar eine eigenstandige Wirkung auf RMS-

Zellen in vitro und in vivo ausibte, dass die Kombinationsbehandlung von Tariquidar
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mit Zytostatika keinen entscheidenden Vorteil in der Behandlung des RMS brachte
(weder in vitro noch in vivo) und dass der Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplex
moglicherweise eine Rolle bei der Entstehung von Chemoresistenz beim RMS spielt.
Die wissenschaftliche Bedeutung der genannten Ergebnisse wird im Folgenden

diskutiert und im Kontext aktueller Forschung betrachtet werden.

Die Wirkung von Tariquidar auf RMS-Zellen in vitro

Im Rahmen der Versuchsplanung der vorliegenden Arbeit fiel zuféllig auf, dass
Tariquidar eine eigenstandige Wirkung auf RMS-Tumorzellen ausubte. Dieser Effekt
von Tariquidar auf die RMS-Zellen war eine Uberraschende und nicht in diesem
Ausmald antizipierte Entdeckung. In weiteren in vitro und in vivo-Versuchen
bestétigte sich der eigenstandige wachstumsinhibitorische Effekt von Tariquidar auf
RMS-Zellen. Die Ergebnisse fuhrten zu der Hypothese, dass Tariquidar Apoptose in
kindlichen RMS-Zellen induzieren kann.

In Proliferationsassays zeigte sich, dass Tariquidar das Wachstum der alveolaren
Zelllinie Rh30 und der embryonalen Zelllinien A204 und RD massiv einschrankte. Die
Viabilitdt wurde sowohl von der Dauer der Exposition als auch von der eingesetzten
Tariquidar-Konzentration beeinflusst. Ab einer Konzentration Tariquidar von 1 pg/ml
war bereits nach 24 Stunden ein wachstumsinhibitorischer Effekt erkennbar. Unter
Zugabe von 12,8 pug/ml Tariquidar sank die Viabilitat der Zellen nach 48 Stunden auf
etwa 35%, nach 72 Stunden auf unter 25%.

Lichtmikroskopisch lieRen sich bereits bei geringen Konzentrationen Tariquidar, z.B.
1,6 pg/ml, deutliche und fir Apoptose charakteristische Zellveranderungen
feststellen. Sowohl im nativen Bild als auch nach Farbung mit HE kam es in den mit
Tariquidar behandelten Zellen zur Auflésung von Zellverbanden, zur Membranolyse
und zu Zellkern-Fragmentierungen. Diese Zellveranderungen sind Zeichen fur
apoptotische Vorgange in der Zelle. Besonders auffallig war aul3erdem die
Entstehung multipler grof3er Vakuolen im Zytoplasma der Zelle. Eine langere
Einwirkzeit von Tariquidar verstarkte diese Effekte.

Die Vakuolen wurden durch verschiedene Farbemethoden weiter untersucht. Mit

Hilfe der Acridinorange-Farbung liel3 sich schlie3lich zeigen, dass es sich bei den
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Vakuolen um sehr saure Kompartimente, vermutlich Lysosomen, handelte.
Lysosomen zeichnen sich durch ihren sauren pH aus. In Lysosomen kénnen unter
anderem Zellorganellen und langlebige Proteine verdaut werden. Werden
Zellorganellen oder langlebige Proteine in Lysosomen verdaut, nennt sich dieser
Prozess Autophagie. Die Autophagie ist die einzige Moglichkeit der Zelle,
Zellorganellen abzubauen. Die Lysosomen werden in diesem Fall als Autolysosomen
bezeichnet (121). Die Autophagie ist einerseits fur das Zellgleichgewicht und die
Energiebereitstellung in “Hungerzeiten” wichtig, andererseits kann durch Autophagie
ein programmierter Zelltod vermittelt werden, der von der Apoptose abzugrenzen
ist (122). Wahrend bei der klassischen Apoptose zunadchst das Zytoskelett kollabiert
und die Zellorganellen bis spat in den Prozess hinein préaserviert werden, werden
beim programmierten Zelltod durch Autophagie die Zellorganellen als Erstes
abgebaut und das Zytoskelett bleibt bis zum Ende intakt. Bei dem programmierten
Zelltod durch Autophagie kommen typischerweise Ansammlungen von
Autolysosomen im Zytoplasma vor (123).

Diese Autolysosomen lassen sich optisch nicht von Lysosomen, die im Rahmen von
apoptotischen Veranderungen auftreten, unterscheiden. Daher stellte sich die Frage,
ob es sich bei den Zellveranderungen um den programmierten Zelltod durch
Autophagie und nicht um Apoptose handeln kdénnte. Aufgrund der Zellzyklusanalyse
lasst sich diese Frage jedoch verneinen. Unter apoptotischen Bedingungen wird die
DNA fragmentiert. In autophagischen Zellen wird die DNA in der Regel nicht
gespalten (122, 123). Unter Tariquidar war ein massiver Anstieg DNA-fragmentierter
Zellen in der Durchflusszytometrie beobachtet worden. Der Einsatz von circa 3 pg/mi
Tariquidar fihrte bereits zu einem Anstieg der apoptotischen Zellen (Zellen mit stark
fragmentierter DNA) um mehr als 20%. Der Anteil der in der G1-Phase befindlichen
Zellen nahm zu Gunsten der apoptotischen Zellen ab. Damit ist der programmierte

Zelltod durch Autophagie mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschliel3en.

Die weiteren Untersuchungen bestatigten ebenfalls die Annahme, dass Tariquidar
Apoptose in RMS-Zellen auslosen kann. So zeigte die Farbung mit JC1 eine
deutliche Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials. Das mitochondriale
Membranpotential wird Uber einen Protonengradienten hergestellt. Ohne das
Membranpotential arbeitet die ATP-Synthase, welche an der Innenseite der
Membran liegt, nicht und es kann keine Energie fur die Zelle bereit gestellt
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werden (124). Ein fehlendes, bzw. verringertes Membranpotential ist ein Anzeichen

daflr, dass die Zelle sich in Apoptose befindet.

Alle genannten Ergebnisse untermauern die Annahme, dass Tariquidar Apoptose in
kindlichen RMS-Zellen auslosen kann. In anderen Arbeiten zeigte Tariquidar bei der
Verwendung von Konzentrationen bis zu 1,733 pg/ml in vitro keine relevante
eigenstandige Wirkung auf unterschiedliche humane Tumorzellen (71, 75). Die
Schwelle fur eine toxische Wirkung von Tariquidar liegt fir humane Zellen bei etwa
1,733 ug/ml (71). Es ist daher zu berlcksichtigen, dass der ausgepragte
wachstumsinhibitorische Effekt, den wir beim Einsatz von Tariquidar in vitro
beobachten konnten, zum Teil auf die verhaltnismafiig hohen Konzentrationen des
Pgp-Inhibitors zuriickzufiihren ist. Der proapoptotische Effekt von Tariquidar auf
RMS-Zellen ist dennoch eine neue Entdeckung und wurde bisher in keiner mir
bekannten Vero6ffentlichung, welche sich mit Tariquidar auseinander setzt,

beschrieben.

Bei den Pgp-Inhibitoren der ersten und zweiten Generation wurde ebenfalls
beobachtet, dass sie unter bestimmten Umstanden und auf unterschiedlichem Weg
Apoptose induzieren. Verapamil, ein Pgp-Inhibitor der ersten Generation, induziert,
wenn er in geringen Konzentrationen eingesetzt wird, Apoptose in MDR1-positiven
Zellen. Interessant ist dabei jedoch, dass Verapamil die Aktivitdit des Pgp-
Transporters in geringen Konzentrationen aktiviert und nicht hemmt. Durch Zugabe
eines Pgp-Inhibitors der dritten Generation ist der Effekt reversibel. Karwatsky et al
2003 stellten die Vermutung auf, dass durch den vermehrten Bedarf an ATP durch
die Aktivierung der Pgp vermehrt freie Sauerstoffradikale im Mitochondrium anfallen,
die wiederum Apoptose induzieren kénnen (125). Fur die Pgp-Inhibitoren der zweiten
und dritten Generation konnte kein Pgp-aktivierender Effekt nachgewiesen werden,
so dass nicht davon auszugehen ist, dass Tariquidar Apoptose auf dem gleichen
Weg induziert.

Die Pgp-Inhibitoren der zweiten Generation l6sten auch in einigen MDR1-positiven
sowie in nicht chemoresistenten Leukamie-Zellen eigenstandig Apoptose aus (126).
Uber den dahinter stehenden Pathomechanismus liegen keine Publikationen vor.

Der Pathomechanismus, der fur die Apoptose-Induktion bei RMS-Zellen unter dem

Einsatz von Tariquidar verantwortlich ist, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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nicht untersucht. Méglicherweise hemmt Tariquidar die ATP-Hydrolyse noch an einer
anderen Stelle in der Zelle und kann dadurch Apoptose ausldsen. In vielen Proteinen
ist die Spaltung von ATP durch ATPasen essentiell fir die Funktion des Enzyms.
Wenn Tariquidar nicht so hochspezifisch fur den MDR1-Transporter ist wie bisher
angenommen ist es denkbar, dass durch Tariquidar noch andere ATPasen gehemmt
werden. Dies kann wiederum Stress in der Zelle auslésen, der Apoptose induzieren

kann.

Wirkung von Tariquidar auf RMS-Xenografts in vivo

Nach dem einschlagigen Effekt den Tariquidar in vitro gezeigt hatte, stellte sich die
Frage, ob Tariquidar auch in vivo eine eigenstandige Wirkung zeigen wirde. Daher
wurden weitere Versuche mit Tariquidar an RMS-Xenografts in vivo an nu/nu

Mé&usen durchgefuhrt.

Die zytotoxische Wirkung in vitro war zum Teil Uber die Verwendung von
vergleichsweise hohen Konzentrationen Tariquidar erklarbar. In den Tierversuchen
wurden hingegen eher niedrige Konzentrationen Tariquidar eingesetzt. Trotzdem
konnte auch in vivo eine signifikante wachstumsinhibitorische Wirkung von Tariquidar
auf RMS-Tumorzellen beobachtet werden. Eingesetzt wurde die vom Hersteller
empfohlene und auch in anderen Tierversuchen in dieser Konzentration verwendete
Dosierung mit 2mg/kgKG/ Tag. In anderen Arbeiten wurden sogar bis zu doppelt so
hohe Konzentrationen Tariquidar eingesetzt um die erwinschte potenzierende
Wirkung der Zytostatika zu erreichen. Auch in diesen Konzentrationen traten keine

unerwtnschten Nebenwirkungen von Tariquidar auf (71).

Die Wirkung, die Tariquidar auf die Xenografts ausibte, war trotz der in vitro-
Versuche Uberraschend. Es lassen sich keine Studien finden, die beim RMS oder
anderen malignen Tumoren einen vergleichbaren Effekt von Tariquidar beschrieben.
Wie Abbildung 19 eindricklich zeigt, wurde das Wachstum der RMS-Xenografts
durch die Therapie mit Tariquidar signifikant gehemmt. Im Vergleich mit den
verwendeten Zytostatika zeigte sich, dass Tariquidar eine ahnlich gute, zum Teil
sogar starker wachstumsinhibierende Wirkung hatte als die Zytostatika, die
Ublicherweise in der Therapie des Rhabdomyosarkoms eingesetzt werden.

Tariquidar erreichte eine starkere Wachstumshemmung als Carboplatin, Topotecan
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oder Actinomycin D alleine. Die Wirkung von Tariquidar auf das Tumorwachstum war
jedoch abhangig von dem Therapieschema (siehe Abbildung 8), bzw. korrelierte mit
der eingesetzten Gesamtdosis Tariquidar.

Bei den Rh30-Tumoren der unbehandelten Kontrollgruppe betrug die
Tumorvolumen-Verdopplungszeit 2,42 Tage. Der Einsatz von Tariquidar nach
Vincristin-Schema (je eine Gabe Tariquidar an zwei Tagen in Folge) zeigte den
geringsten Effekt und verlangsamte die Tumorvolumenverdopplungszeit nur auf 3,79
Tage. Den besten Erfolg erzielte die Behandlung mit Tariquidar nach Carboplatin-
Schema und verlangerte die Tumorvolumen-Verdopplungszeit auf 7,96 Tage. Damit
konnte Tariquidar durchaus mit der Wirkung der beim RMS Ublicherweise
eingesetzten Zytostatika konkurrieren. Vincristin, welches von den vier im Rahmen
dieser Arbeit eingesetzten Zytostatika die starkste Wirksamkeit auf die RMS-
Xenografts zeigte, setzte die Tumorvolumen-Verdopplungszeit auf 8,19 Tage herauf.
Damit hatte es nur einen geringfugig starkeren Effekt als Tariquidar verwendet nach
dem Carboplatin-Schema.

Die beste Wirkung von Tariquidar beim Einsatz von Tariquidar nach dem
Carboplatin-Schema ist auf die grofdte Gesamtdosis zurickzufuhren. Bei dem
Einsatz von Tariquidar nach Carboplatin-Schema wurden insgesamt 10 Gaben

Tariquidar verabreicht (zweimal funf Tage hintereinander taglich).

Die Plasma-HWZ fur Tariquidar betrdgt 24 Stunden (76). Es ist daher davon
auszugehen, dass Tariquidar, wenn es tUber mehrere Tage in Folge gegeben wird, im
Korper akkumuliert und zu héheren Serum-Konzentrationen fuhrt. Die Applikation
Uber mehrere Tage in unseren Versuchen und die konsekutiv vermutlich héheren
Serum-Konzentrationen fihrten sowohl bei den embryonalen RMS-Tumoren als auch
bei den alveolaren RMS-Xenografts zu einer unerwartet starken Wachstumsinhibition
in vivo. Dieser Effekt ist dennoch bemerkenswert, da die vom Hersteller empfohlene
Konzentration verwendet wurde, die in anderen Studien mit Tariquidar von Tier und
Mensch stets gut toleriert wurde (71). Auch in unseren Versuchen wurde Tariquidar
von den Tieren stets gut vertragen.

Es bleibt jedoch noch intensiver zu untersuchen, welche Nebeneffekte in einem
Organismus durch eine solche Dauerexposition mit Tariquidar ausgeldst werden und
ob Tariquidar als eigenstandige Substanz fir die Therapie von RMS interessant sein

koénnte. Eine Phase 1 Studie fir den Einsatz von Tariquidar zusammen mit
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verschiedenen Zytostatika bei Kindern (2-18 Jahren) mit soliden Weichteiltumoren
wurde im Dezember 2011 abgeschlossen. Die Ergebnisse dieser Studie stehen aus.
Untersucht wurden dabei unter anderem die Vertraglichkeit und die toxische
Schwelle des Medikamentes. Die Studie wurde durchgefuhrt vom "National Cancer
Institute” in den USA (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00011414).

Kombination aus Tariquidar und Zytostatika in vitro

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Mdoglichkeit zur Uberwindung der
Chemoresistenz gesucht werden. Da bekannt ist, dass resistente RMS-Zellen MDR1
Uberexprimieren (39, 114-117), wurden RMS-Zellen mit drei verschiedenen
Konzentrationen Vincristin zusammen mit steigenden Konzentrationen Tariquidar in
vitro behandelt. Dabei zeigte sich, dass die Kombinationsbehandlung einen starker
wachstumsinhibierenden Effekt auf die Tumorzellen ausibte als die Behandlung mit
Vincristin alleine. Bei der Bewertung dieses Ergebnisses ist jedoch dem bereits
diskutierten Effekt, dass Tariquidar eine eigenstandige Wachstumsinhibition in RMS-

Zellen bewirkt, Rechnung zu tragen.

Anders als bei der Wirkung der Kombinationsbehandlung beim Colon-Karzinom, bei
der eine potenzierende Wirkungsverstarkung zu beobachten war (71), konnte bei der
Behandlung von RMS-Zellen in vitro lediglich eine synergistische
Wirkungsverstarkung erzielt werden. Die gemeinsame Wirkung war also hoher als
die Wirkung der beiden Substanzen fiir sich genommen, jedoch nicht so grofl3 und
nicht gré3er als die Summe der Wirkungen beider Substanzen zusammen.

Die Wachstumskurven der beiden Behandlungsgruppen (Tariquidar und Tariquidar
mit Vincristin) verliefen parallel zu einander. Steigende Konzentrationen Tariquidar
fuhrten zu einer steigenden Wachstumsinhibition. Der Viabilitats-Verlust der Zellen
war damit abhéngig von der verwendeten Konzentration Vincristin und von der
verwendeten Konzentration Tariquidar.

Die  Konzentrationen Tariquidar, die in den soeben beschriebenen
Kombinationsversuchen verwendet wurden, lagen deutlich oberhalb der
Konzentration, die bendtigt wird um eine vollstandige Pgp-Inhibition zu erreichen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden daher weitere Kombinationsversuche von Zytostatika
mit Tariquidar in geringer Dosierung in vitro durchgefiihrt. Es sollte ausgeschlossen

werden, dass die potenzierende Wirkung, die Tariquidar bei anderen Tumorentitaten
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auf verschiedene Zytostatika austbt, nicht durch die synergistische Wirkung von

Tariquidar (in héherer Dosierung) und Zytostatikum kaschiert wurde.

In anderen Studien ist beschrieben, dass sehr niedrige Konzentrationen Tariquidar
ausreichen um die Pgp-Transporter zu inhibieren. In vitro sind 25-80 nM Tariquidar
suffizient eine vollstandige Inhibition von Pgp in Tumorzellen zu bewirken und damit
das maximale Potenzierungspotential der Zytostatika zu erreichen (71). In vivo im
Menschen und in Mausen wurden Serumspiegel von mindestens 100 nM Tariquidar
gemessen, welche eine vollstandige Pgp-Inhibition in Tumorzellen und in der Leber
bewirkten. Der Nachweis einer ausreichenden Pgp-Inhibition konnte durch
Anreicherung von ®™Tc-sesetamibi in den Zellen in vivo und durch Anreicherung von
Rhodamin in vitro nach Behandlung mit Tariquidar erbracht werden.
%MTc-sesetamibi und Rhodamin werden physiologischer Weise durch Pgp-
Transporter aus den Zellen ausgeschleust (76, 78). Ist der Transporter inhibiert
kommt es folglich zu einer Anreicherung von **"Tc-sesetamibi, bzw. Rhodamin in
den Zellen.

In den erneut durchgefuhrten Proliferationsassays, die die Wirkung der
Kombinationsbehandlung aus Tariquidar in geringer Konzentration (100 nM) und
Zytostatikum untersuchen sollte, zeigte sich fir keine Zelllinie und kein Zytostatikum
eine verbesserte Wirksamkeit des Zytostatikums durch den Zusatz von Tariquidar.
Eine mogliche Erklarung fur die fehlende Potenzierung ist, dass die RMS-Zellen das
MDR1-Gen zum  Zeitpunkt der Kombinationsbehandlung (noch) nicht
Uberexprimierten. Die Voraussetzung fir den Erfolg der Kombinationsbehandlung ist
die Expression von MDR1. Seitz et al 2007 wiesen mittels qRT-PCR die
Uberexpression von MDR1 in den Zelllinien, die in den vorliegenden Versuchen
verwendet wurden, nach. In der Arbeit von Seitz et al 2007 wurde die
Uberexpression von Pgp jedoch erst nach einer viertagigen Exposition mit Vincristin,
Topotecan oder Carboplatin in den Zellen nachgewiesen (39).

Eine zweizeitige Behandlung wére daher gegebenenfalls ein neuer Versuchsansatz,
der diese Fehlerquelle ausschlieRen konnte. Bei einer zweizeitigen Behandlung
wurden die Zellen zunachst mehrere Tage mit einem Zytostatikum alleine
vorbehandelt, bevor die Kombinationsversuche an ihnen gemacht werden wiurden.
Das Problem, das sich dabei jedoch stellt ist, dass unter der Behandlung mit einem
Zytostatikum alleine bereits so viele Zellen absterben, dass fir die weiteren Versuche
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nicht ausreichend Zellen zur Verfigung stehen. Dieses Problem musste vor der

Durchfiihrung eines weiteren Experimentes zuerst geldst werden.

Unter der Annahme, dass die Kultivierung in 3D-Kultur eine Versuchssituation
imitiert, die mit in vivo-Versuchen besser vergleichbar ist und die zu einer Resistenz-
Ausbildung gegenlber Zytostatika fuhren kann (127-129), wiederholten wir die in
vitro-Versuche mit Tariquidar und Zytostatika in Spharoid-Kulturen. Wie erwartet,
wiesen die Zellen unter diesen Versuchsbedingungen eine gesteigerte Resistenz
gegeniber den Zytostatika auf. Dies zeigte sich darin, dass Viabilitdts-Verluste der
Zellen erst bei Verwendung héherer Konzentrationen an Zytostatika einsetzten. Doch
auch unter diesen Versuchsbedingungen fuhrte die Zugabe von Tariquidar (100 nM)
zum Zytostatikum zu keiner potenzierenden Wirkungsverstarkung. Es deutete sich
lediglich ein synergistischer Effekt von Zytostatikum und Tariquidar an.

Ein Problem dieses Versuchsmodells ist, dass die beobachtete Chemoresistenz
wahrscheinlich nicht durch MDR1 vermittelt wird. Zell-Zell-Kontakte regulieren bei
soliden Tumoren den programmierten Zelltod. Durch den Erhalt von Zell-Zell-
Kontakten konnen sie den programmierten Zelltod umgehen und damit resistent
gegenuber Apoptose-induzierenden Zytostatika werden (130). Auch die schlechtere
Verflugbarkeit von Zytostatika im Zentrum eines soliden Tumors oder in diesem Fall
einer Spharoid-Kultur kann eine Chemoresistenz begrinden, die durch den Einsatz

von Tariquidar nicht beeinflusst werden kann.

Wechselwirkungen zwischen Vincristin und Tariquidar

Die erwartete potenzierende Wirkung von Tariquidar auf die Zytostatika konnte in
vitro nicht erzielt werden. Die beim RMS eingesetzten Zytostatika (Vincristin,
Doxorubicin, Topotecan, Carboplatin) sind alle auf den Zellzyklus angewiesen, um
ihre Wirkung optimal entfalten zu konnen. In den Proliferationsassays und den
anderen Versuchen hatte sich gezeigt, dass Tariquidar eine proapoptotische Wirkung
auf die RMS-Zellen ausibte. In wie weit Tariquidar den Zellzyklus tatsachlich
beeinflusste wurde durchflusszytometrisch untersucht und anhand der Ergebnisse
wurde evaluiert, ob die Wirkung von Tariquidar auf den Zellzyklus ursé&chlich fir die
fehlende potenzierende Wirkung sein kénnte.

Tariquidar fuhrte bei RMS-Zellen zu Apoptose und Zellzyklusarrest. Dadurch wird der

Zellzyklus in den betroffenen Zellen unterbrochen und die Grundlage fur die

89



Wirksamkeit der Zytostatika ist nicht mehr gegeben. Somit ist es denkbar, dass
Tariquidar den Zytostatika die Grundlage fur ihre Wirksamkeit entzog. Diese Theorie
liefert eine mdgliche Erklarung, warum Tariquidar beim RMS keinen potenzierenden,
sondern maximal einen synergistischen Effekt im Zusammenspiel mit den Zytostatika

ausiben konnte.

Zellzyklusveranderungen durch Vincristin fihren zur Chemoresistenz

Vincristin ist ein Mitose-Hemmstoff, welcher an das B-Tubulin des Spindelapparates
bindet. In niedrigeren Konzentrationen verhindert Vincristin zunachst nur das
dynamische Verhalten der Mikrotubuli. Mikrotubuli geben der Zelle Stabilitat in ihrer
auRReren Form, bilden eine Schiene fur den Transport intrazellularer Vesikel und sind
entscheidend an der Zellteilung beteiligt. In hdheren Konzentrationen fuhrt Vincristin
zu einer Dissoziation der Mikrotubuli (131). Im Idealfall fuhrt Vincristin daher tber
eine Hemmung des Spindelapparates zu einem Mitosearrest in einer tetraploiden
.pseudo-G1-Phase“ (132). Der Mitosearrest hat zur Folge, dass in der Zelle
Apoptose eingeleitet wird (133). 48 bis 72 Stunden nach Beginn der Mitose-
Hemmung sterben die Zellen dann schlie3lich ab (134).

Die Zellzyklusanalyse der mit Vincristin behandelten Zellen zeigte Uberraschender
Weise eine Akkumulation der Zellen in der G2-Phase, nicht wie erwartet in der G1-
Phase (135). Mdoglicherweise pragten die RMS-Zellen in diesem Fall so eine
Resistenz gegenuber Vincristin aus. Skladanowsky et al 2005 beschrieben, dass
Tumorzellen eine Vincristin-Resistenz durch Arrest in der G2-Phase des Zellzyklus
auspragen koénnen. Da Zellen im G2-Arrest nicht in die Mitosephase gelangen, sind
sie nicht sensibel gegenuber dem Mitose-Hemmestoff Vincristin (135). Méglicherweise
lag bei unseren Zellen eine solche Resistenz vor. Dafur spricht, dass der Anteil
apoptotischer Zellen unter der Behandlung mit Vincristin nicht deutlich anstieg und
dass es tatsachlich zu einer Akkumulation von Zellen in der G2-Phase kam.

Unsere Zellzyklus-Messungen wurden jedoch bereits nach 48 Stunden gemacht. So
ist es auch denkbar, dass die Apoptose noch nicht eingeleitet und die Akkumulation
der G2-Phase Zellen eigentlich auf den Zyklusarrest in der Mitosephase
zuriickzufuhren war. G2-Phase-Zellen und Zellen, die sich zu Beginn der
Mitosephase befinden, sind mit der durchflusszytometrischen Untersuchung nach
Anfarben mit Hoechst 33342 nicht zu unterscheiden. Die Akkumulation der Zellen in

der G2-Phase nach Behandlung mit Vincristin ist also entweder ein Hinweis auf
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Chemoresistenz-Entstehung oder ein Zellzyklusarrest in der Mitosephase kurz vor
der Apoptose. Fiur zukinftige Betrachtungen der Chemoresistenz gegenuber
Vincristin beim kindlichen RMS sollte dieser Pathomechanismus gegebenenfalls

beriicksichtigt werden.

Uberwindung von Chemoresistenz durch die Kombinationstherapie in vivo
Basierend auf der Arbeit von Seitz et al 2007 war davon auszugehen, dass die RMS-
Zellen der Xenografts chemoresistent sein wirden und MDR1 exprimieren wirden. In
der Arbeit von Seitz et al 2007 waren Mause mit nicht resistenten RMS-Zellen
transfiziert worden. Nach der Behandlung mit Vincristin, Actinomycin D und Ifosfamid
konnte eine Uberexpression von MDR1 in den Zellen nachgewiesen werden. Der
Aufbau der Tierversuche, die im Rahmen dieser Arbeit gemacht wurden, war
abgesehen von der zusatzlichen Therapie mit Tariquidar identisch zum Aufbau der
Tierversuche von Seitz et al. Daher wurde auch bei unseren Xenografts eine
Resistenzentstehung und MDR1-Auspragung erwartet. Es war daher davon
auszugehen, dass die Kombinationsbehandlung in vivo einen anderen Effekt auf die
RMS-Zell-Proliferation austiben wirde als den, den wir in vitro bei nicht resistenten
RMS-Zellen beobachtet hatten.

Die Ergebnisse der in vivo-Versuche (Kombinationsbehandlung von RMS-Xenografts
in nu/nu-Mausen mit Tariquidar und verschiedenen Zytostatika) bestatigten jedoch
die Ergebnisse der in vitro Versuche. Bei den alveolaren RMS-Xenografts deutete
sich ein wirkungssteigernder Effekt bei der Behandlung mit Actinomycin D und
Carboplatin  zusammen mit Tariquidar gegenuber der Behandlung mit dem
entsprechenden Zytostatikum alleine an. Der Unterschied war laut Dunnett’s T-Test
mit p<0,005 allerdings nicht signifikant. Da der eigenstandige wachstumshemmende
Effekt von Tariquidar auch in vivo deutlich ausgepragt war, ist davon auszugehen,
dass es sich bei der Wirkungsverstarkung in vivo genauso wie bei den in vitro-
Versuchen, um einen synergistischen und keinen additiven Effekt handelte.

Die Behandlungen mit der Kombination aus Tariquidar und Topotecan oder
Carboplatin sowie die Behandlungen mit Tariquidar nach Topotecan- und
Carboplatin-Schema wurden nur beispielhaft fur die Zelllinie Rh30 durchgefihrt. Die
Kombinationsbehandlung von Tariquidar und Zytostatikum wurde in vivo von den
Tieren gut vertragen und I6ste in den Mausen keine starkeren Nebenwirkungen aus

als die Behandlung mit Zytostatika alleine. Dies deckte sich mit den Erfahrungen
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anderer Arbeitsgruppen, welche die Praparate in Kombination bei Mausen eingesetzt
hatten (71, 136, 137).

Ursachen fur die fehlende potenzierende Wirkung

Es sind zwei Ursachen fir die fehlende potenzierende Wirkung der Zytostatika durch
den Einsatz von Tariquidar in vivo zu diskutieren.

Zum einen ist zu diskutieren ob bei fehlender Uberexpression von MDR1 iberhaupt
eine Chemoresistenz vorlag, die mit Hilfe von Tariquidar tberwunden werden kann.
Bei verschiedenen MDR1-positiven chemoresistenten Xenograft-Tumoren (Colon-
Ca, Ovarial-Ca, kleinzelliges Bronchial-Ca) im Mausmodell konnte mit Hilfe von
Tariquidar die Chemoresistenz nachweislich Gberwunden werden (71). Zuvor
resistente  Tumoren wurden wieder komplett sensibel auf die eingesetzten
Zytostatika. Die Sensibilisierung erfolgte nur fur Zytostatika (zum Beispiel
Actinomycin D und Vincristin), welche tatsachlich Uber Pgp-Transporter
ausgeschleust werden kénnen. Bei anderen Zytostatika hingegen, wie beispielsweise
Cisplatin und Methotrexat, erfolgte keine Sensibilisierung der Tumorzellen nach
Gabe des Pgp-Inhibitors. In vitro wurde bei diesen Tumorzellen beobachtet, dass die
Zugabe von Tariquidar zu Zellen, welche keine Uberexpression von MDR1 und
konsekutive Chemoresistenz zeigten, keinen sensibilisierenden Effekt ausibte (71).
Zusammenfassend bedeutet das, dass nur bei MDR1-Uberexpression und
Verwendung entsprechender Zytostatika eine Wirkungssteigerung durch Tariquidar
zu erwarten ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Genchipanalysen und gRT-PCRs der RMS-
Xenograft-Zellen durchgefihrt. Dabei konnte, entgegen der Annahme basierend auf
den Ergebnissen von Seitz et al 2007, keine erhdohte Expression von MDR1 in den
behandelten Zellen nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die
Transporter nicht vermehrt auf der Zelloberflache vorlagen und somit der Einsatz von
Tariquidar zu keiner Wirkungssteigerung der Zytostatika fihren konnte.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die fehlende potenzierende Wirkung Tariquidars
auf die Zytostatika ist der Einsatz zu niedriger Tariquidar-Konzentrationen.

Bei den Versuchen dieser Arbeit wurde gemal Herstellerangaben Tariquidar in einer
Dosierung von 2,0 mg/kgKG Tariquidar i.v. eingesetzt. Die maximal potenzierende
Wirkung der Zytostatika in Mausen wurde unter dem Einsatz von 2,5-4,0 mg/kgKG
Tariquidar i.v., bzw. 6,0-12,0 mg/kgKG Tariquidar p.o. erreicht (71). Die fehlende
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Ausbildung des additiven Effektes bei der Kombinationsbehandlung von Tariquidar
und Zytostatikum in vivo kénnte also auch im Einsatz zu geringer Konzentrationen
Tariquidar begrindet sein.

Konnen die beiden soeben diskutierten Ursachen fur die fehlende
Wirkungsverstarkung der Zytostatika durch Tariquidar ausgeschlossen werden, ist
letztendlich anzunehmen, dass die Chemoresistenz beim kindlichen RMS durch

Tariquidar nicht tberwunden werden kann.

Resistenz auf RNA-Ebene

In der Genchipanalyse, die bei dem Tumorgewebe der RMS-Xenografts durchgefihrt
wurde, zeigte sich keine veranderte Expression der klassischen Chemoresistenz-
Gene MDR1, MDM2, MRP und LRP. Die Ergebnisse der Genchipanalyse bestatigten
sich in der gRT-PCR nur zum Teil. MDR1 wurde bei beiden Zelllinien und unter dem
Einfluss der verschiedenen Zytostatika (Actinomycin D, Carboplatin oder Vincristin)
kaum bis Uberhaupt nicht exprimiert. Dieses Ergebnis wiedersprach der
ursprunglichen Erwartung, die Expression von MDR1 wirde durch die Zytostatika-
Exposition erhéht sein (39, 114-117).

LRP hingegen wurde bei der Zelllinie Rh30 nach der Behandlung mit Vincristin
mehrfach erhoht exprimiert nachgewiesen. Das LRP ist ein major vault protein,
dessen Funktion noch nicht endgtiltig geklart werden konnte. Wahrscheinlich leistet
es durch Umverteilung von Zytostatika innerhalb der Zelle einen Beitrag bei der
Entstehung von Chemoresistenz (49-51).

Cocker et al 2000 wiesen ebenfalls eine Erhohung des LRP-Gens bei verschiedenen
Zelllinien des kindlichen RMS in vitro nach und konnten dies bei einer der
embryonalen Zelllinien, HX170, auch auf Proteinebene mittels Immunoblotting
verifizieren (138). Es liel3 sich auch bei intensiver Recherche kein Wirkstoff und
keine Moglichkeit finden, LRP gezielt zu modulieren. Daher ist die Entdeckung, dass
LRP eventuell an der Chemoresistenz-Entstehung beim kindlichen RMS beteiligt ist,

zunachst nur von akademischer Bedeutung.
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Veradnderungen in der Genexpression und die Bedeutung des Proteasom-
Ubiquitinierungs-Komplexes im kindlichen RMS

Die Chemoresistenz wurde, wie die Genchip-Analyse und die qRT-PCR zeigten, in
unserem Mausmodell vermutlich nicht durch das klassische Resistenz-Gen MDR1
vermittelt. Es galt daher, andere mdgliche Ursachen fur die Chemoresistenz der
RMS-Zellen zu finden und zu evaluieren. Aufgrund einer ersten Genchipanalyse
rickte der Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplex in das Blickfeld dieser Arbeit.

In dieser ersten Genchipanalyse fanden sich nach der Behandlung mit Vincristin (in
vivo) fur 720 Gene bei den Tumorzellen der Zelllinie Rh30 und fur 226 Gene der
Zelllinie A204 signifikant veranderte Expressionen. Mittels Ingenuity pathways liel3en
sich daraus fur die Zelllinie A204 insgesamt 15 Netzwerke und fur die Zelllinie Rh30
32 Netzwerke darstellen, die von dem verédnderten Gen-Expressionsmuster
beeinflusst wurden. Darunter gab es jeweils einen Regulationsweg, in dessen
Zentrum TP53 stand, das Gen welches p53 kodiert. In diesen beiden Netzwerken
kamen jeweils Gene des Proteasom-Ubiquitinierungs-Komplexes vor, welche in ihrer
Expression veréandert waren.

Es ist bereits bekannt, dass das Proteasom eine bedeutende Rolle im Bereich der
Chemoresistenz-Entstehung verschiedener Tumoren (81, 84-93, 102) spielt. Vor
diesem Hintergrund und der Tatsache, dass die Genchipanalyse ebenfalls
Veranderungen im Bereich der Genexpression Proteasom-spezifischer Gene nach
Zytostatika-Behandlung zeigte, wurden im Rahmen dieser Arbeit einige dieser Gene
zur weiteren Analyse ausgesucht. Mittels gRT-PCR wurde die Genexpression der
Gene PSMB1, PSMB6, PSMD14, UIMC1 und DUB4 vor und nach Zytostatika-
Exposition untersucht um die Ergebnisse der Genchipanalyse zu verifizieren und zu
guantifizieren.

PSMB1, PSMB6 und PSMD14 lagen nach der Behandlung mit Vincristin weniger
stark exprimiert in den RMS-Zellen vor. PSMB1 und PSMB6 sind Untereinheiten der
20S-Kerneinheit des Proteasoms (94). PSMD14 ist Teil der 19S-Untereinheit des
Proteasoms. Die 19S-Untereinheit bildet die regulatorische Einheit des Proteasoms.
In der 19S-Untereinheit werden die ubiquitinierten Proteine desubiquitiniert und
gelangen anschlie3end zum weiteren Abbau in die 20S-Kerneinheit des Proteasoms.
Dieser Schritt ist ohne PSMD14, welches ein hoch konserviertes Metalloprotease-
Motiv (JAMM) enthalt, nicht méglich (100, 105, 106). (Zur Veranschaulichung siehe
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auch Abbildung 4). Essentielle Einheiten des Proteasoms waren nach der
Behandlung mit Vincristin in den RMS-Tumorzellen also vermindert exprimiert. Dies
hatte jedoch, bericksichtigt man die aktuelle Datenlage, zu einer Chemo-
Sensibilisierung und nicht zu einer Chemoresistenz fihren missen. Das Proteasom
kann durch den vermehrten Abbau von Proteinen, die den Zellzyklus kontrollieren
und die fur den programmierten Zelltod unabdingbar sind, Apoptose verhindern. Bei
verschiedenen chemoresistenten Tumoren gelang es daher, die Chemoresistenz
mittels Proteasominhibitoren aufzuheben, bzw. die Zellen gegeniber den
eingesetzten Zytostatika zu sensibilisieren (96, 110-112). Eine Resistenzentstehung
durch Funktionsminderung des Proteasoms ist mit bisherigen

Forschungsergebnissen nicht erklarbar.

Die Funktion des Proteasoms ist jedoch sehr komplex und lange noch nicht
vollstandig verstanden. Dass auch eine verminderte Expression essentieller Gene
des Proteasom-Komplexes zu einer Chemoresistenz beitragen kann, ist daher
durchaus vorstellbar. Es ware zum Beispiel denkbar, dass bei unseren Versuchen
andere Proteine vermindert abgebaut wurden als bei der Proteasom-Inhibition durch
Proteasominhibitoren in anderen Studien. Wenn zum Beispiel zellprotektive Proteine,
welche Apoptose verhindern kdnnen, vermindert abgebaut werden, konnte dies

theoretisch zu Chemoresistenz fiihren.

Es ist auch méglich, dass beim RMS eine Proteasom-Inhibition andere Auswirkungen
hat als bei anderen Tumorzellen. Daher wurden Proliferationsassays mit RMS-Zellen
in vitro durchgefihrt und untersucht, ob eine eingeschrankte Proteasom-Funktion bei
den untersuchten Zellen zu einer Resistenzentstehung gegentber Vincristin fuhrt.
Die RMS-Zellen wurden mit Vincristin und zwei verschiedenen Proteasominhibitoren
behandelt. AnschlieRend wurden Viabilitdts-Assays durchgefiihrt. Die Zugabe von
Proteasominhibitoren hatte jedoch keine eingeschrénkte Wirksamkeit von Vincristin
zur Folge. Die Wirksamkeit von Vincristin wurde jedoch umgekehrt auch nicht
gesteigert. Ob das Proteasom an der Entstehung von Chemoresistenz beim
kindlichen RMS beteiligt ist, war mit den vorliegenden Versuchsergebnissen nicht
endgultig zu Klaren.

In Abbildung 30 sind die beschriebenen Regulationsmechanismen, die zu Apoptose
oder alternativ zu Chemoresistenz fuhren kénnten, grafisch dargestellt
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Abbildung 30: Regulation der Apoptose und Resistenzentstehung durch das Proteasom
Uber Zelltod oder Uberleben entscheidet unter anderem der Aktivitatszustand des Proteasoms. Bei Aktivitét
des Proteasoms ist eine Chemoresistenz zu erwarten, da in der Regel proapoptotische Proteine tber das
Proteasom abgebaut werden. Letzten Endes entscheidet jedoch das Vorliegen von proapototischen oder
antiapoptotischen Proteinen in der Zelle tber Apoptose oder Chemoresistenz. Daher kénnen auch bei
inhibiertem  Proteasom-Komplex die

antiapoptotischen

UIMC1 und DUBA4, als Teil des Ubiquitinierungs-Komplexes, welcher die Proteine flr
den Abbau im Proteasom vorbereitet, waren in der Genchipanalyse bei Tumoren der
Zelllinie Rh30 nach Behandlung mit Vincristin erhoht exprimiert, bei der Zelllinie A204
tendenziell herab reguliert. UIMCL1 ist eine Ubiquitin-Ligase. Sie markiert Proteine ftr
den Abbau im Proteasom. UIMC1 unterstitzt MDM2 in seiner Funktion. MDM2
ubiquitiniert vor allem p53, ein proapoptotisch wirkendes Protein, und verhindert
damit die Einleitung des programmierten Zelltodes. Wird p53 vermehrt abgebaut,
kann Apoptose nur noch vermindert stattfinden (91-93). Es wurde bereits in anderen

Arbeiten beschrieben, dass MDM2 an der Entstehung von Chemoresistenz beim




kindlichen RMS beteiligt sein kénnte (115). Eine erhéhte Expression von UIMC1, wie
es bei der Ziellinie Rh30 nach Behandlung mit Vincristin in der Genchipanalyse zu
beobachten war, kdnnte zu einer weiteren Verstarkung des Abbaus von p53 und
damit zu einer verstarkten Chemoresistenz fuhren.

Da sich die Ergebnisse der Genchipanalyse bei der qRT-PCR nicht bestatigen
liel3en, ist diese These jedoch nicht haltbar. In der gRT-PCR wurde bei den Tumoren
beider Zelllinien eine verringerte Expression von UIMC1 und DUB4 festgestellt. Mit
diesem Expressionsprofil ist es sehr unwahrscheinlich, dass UIMC1 an der
Entstehung von Chemoresistenz beim kindlichen RMS beteiligt ist. Ein eindeutiger
Hinweis fur die Ursache der Chemoresistenz beim kindlichen RMS konnte durch die

gemachten Genexpressions-Analysen nicht gefunden werden.

Fazit

Die Kombinationstherapie aus Zytostatikum und dem Pgp-Inhibitor Tariquidar zeigte
bei Verwendung hoher Konzentrationen Tariquidar einen synergistischen Effekt.
Unter dem Einsatz niedriger Konzentrationen Tariquidar, die ublicherweise
ausreichen um Pgp zu inhibieren, zeigte sich weder in den RMS-Zellen in vitro noch
bei den Xenogratfts in vivo der erwartete Behandlungserfolg.

Neu entdeckt wurde die eigenstandige wachstumsinhibierende Wirkung von
Tariquidar auf RMS-Tumorzellen. Es bleibt im Weiteren herauszufinden, Uber
welchen Mechanismus Tariquidar seine Wirkung entfaltet und welche Targets in den
RMS-Zellen fur die Wirksamkeit von Tariquidar verantwortlich sind.

Das Proteasom scheint an der Entstehung von Chemoresistenz beim kindlichen

RMS keine ausschlaggebende Rolle zu spielen.
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5. Zusammenfassunq

Das RMS ist der haufigste solide Weichteiltumor im Kindesalter. Ein gro3es Problem
bei der Behandlung des RMS, vor allem in fortgeschrittenen Tumorstadien und bei
Rezidiv-Tumoren, ist die Chemoresistenz. Ziel dieser Arbeit war es Mdglichkeiten der
Uberwindung der Chemoresistenz zu untersuchen. Es wird vermutet, dass beim
RMS die P-Glycoprotein vermittelte Chemoresistenz eine entscheidende Rolle spielt.
Im ersten Teil der Arbeit wurde daher der P-Glycoprotein-Inhibitor Tariquidar in vitro
und in vivo eingesetzt und der Effekt dieser Substanz alleine und in Kombination mit
verschiedenen Zytostatika auf die RMS-Zellen untersucht. Im zweiten Teil der Arbeit
wurde das Genexpressionsprofil von RMS-Xenograft-Tumorzellen untersucht, die
zuvor mit Zytostatika behandelt wurden, um weitere mdogliche Ursachen fir die

Chemoresistenz beim kindlichen RMS aufzudecken.

Die Proliferationsassays von RMS-Zellen nach Behandlung mit Tariquidar zeigten,
dass Tariquidar einen wachstumshemmenden Effekt auf RMS-Zellen in vitro ausubt.
Weitere Versuche und verschiedene Zellfarbemethoden, z.B. HE-Farbung, Farbung
mit Acridinorange oder JC1 bewiesen, dass Tariquidar Apoptose in RMS-Zellen
induzieren kann. Bereits durch die Behandlung mit Tariquidar ab 0,6 pg/mi
veranderte sich die Morphologie der RMS-Zellen erheblich und es wurden Zeichen
apoptotischer Veranderungen in den Zellen sichtbar. Eine Zellzyklus-Analyse
bestatigte die Annahme, dass Tariquidar Apoptose in RMS-Zellen induziert.

Die Kombinationsbehandlung aus Tariquidar (>1,6 pug/ml) und Zytostatika fihrte zu
einer synergistischen Wirkung beider Substanzen. Unter dem Einsatz von geringen
Konzentrationen Tariquidar (0,0647 ug/ml) konnte durch die Kombinations-

Behandlung keine verbesserte Wirksamkeit erzielt werden.

Die in vitro gesammelten Ergebnisse lieBen sich durch die Versuche in vivo
bestétigen. Auch in vivo Ubte Tariquidar einen wachstumshemmenden Effekt auf die
RMS-Xenografts aus. Die Kombinations-Behandlung aus Tariquidar und
Zytostatikum brachte in vivo keinen Vorteil gegenuber der Behandlung mit den
beiden Einzelsubstanzen. Dabei ist jedoch zum einen zu berlcksichtigen, dass keine
Resistenz im Sinne einer Uberexpression von MDR1 in den Xenografts

nachgewiesen werden konnte. Zum anderen ist zu bericksichtigen, dass in anderen
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Arbeiten erst beim Einsatz hoéherer Konzentrationen Tariquidar, als wir sie

verwendeten, eine potenzierende Wirkung beobachtet wurde.

Aufgrund einer durchgefihrten Genchipanalyse rickte der Proteasom-
Ubiquitinierungs-Komplex als potentielle Quelle fir Chemoresistenz beim RMS in das
Blickfeld dieser Arbeit. Es wurden daraufhin finf Gene aus dem Proteasom-
Ubiquitinierungs-Komplex ausgesucht, deren Expressionsprofile mittels gRT-PCR
weiter untersucht wurden. Dabei zeigte sich, dass die Behandlung mit Zytostatika
von RMS-Xenografts in Mausen zu einer herabgesetzten Expression verschiedener
Gene fluhrte, die Teile des Proteasoms kodieren. Eine Erklarung fir die
Chemoresistenz beim RMS lasst sich aus dem veranderten Expressionsprofil jedoch

nicht ableiten.

Im Rahmen der gRT-PCR wurde auRerdem das Expressionsmuster der klassischen
Chemoresistenz-Gene MDR1 und LRP untersucht. Es lieR sich keine erhdhte
Expression von MDR1 nach Behandlung mit Vincristin nachweisen. LRP wurde nach
Behandlung mit Vincristin bei der ERMS Zelllinie zweifach herab-reguliert, bei der
ARMS-Zelllinie zweifach hoch-reguliert nachgewiesen. Eine Beteiligung von LRP an
der Entstehung von Chemoresistenz beim RMS ist méglich, hat aufgrund fehlender

Therapiemoglichkeiten momentan jedoch nur akademische Bedeutung.

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass die Kombination von Zytostatika mit
Tariquidar weder in vitro noch in vivo zu einer signifikanten Wirkungssteigerung
fuhrte. Da bei den untersuchten Tumorzellen jedoch keine erhdhte Expression von
MDR1 nachweisbar war, ist die Theorie, dass die Chemoresistenz beim RMS durch
Pgp-Inhibitoren Uberwindbar ist, mdglicherweise noch nicht endguiltig zu verwerfen.

Tariquidar Ubte Uberraschenderweise eine eigenstandige, proapoptotische Wirkung
auf die RMS-Zellen aus. Dieser Effekt ist eine neue Entdeckung, die weiter

untersucht werden sollte.
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